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Résumé

Les bactéries sont trés abondantes dans 1’environnement et chaque jour le risque d’étre
contaminé augmente spécialement lorsque les concentrations de certaines espéces bactériennes
deviennent anormalement élevées. Aussi la résistance de ces bactéries aux antibiotiques est
devenue une Vvéritable préoccupation. De ce fait, la recherche de nouveaux agents d’origines
naturelles, présentant moins de danger pour la santé et palliant aux effets secondaires des

antibiotiques, tels: « les huiles essentielles », est devenue une nécessité.

Dans la médecine traditionnelle, les plantes aromatiques constituent une source immense de
molécules bioactives, dotées de nombreuses activités. Notre objectif est de démontrer
I’efficacité antimicrobienne de N.sativa et leur biomolécules (thymol et thymoquinone) a partir
des résultats des travaux deja effectués sur déférentes espéces bactériennes du Gram positive

telle que S.aureus et de Gram négatif comme E. coli.

A partir des résultats de recherches cités dans ce travail, on peut proposer I’huile de
N.sativa et leur biomolécules thymol et thymoguinone comme agents antimicrobiens puissants

contre différentes pathologies.

Mots-clés : Nigella sativa, thymoquinone, thymol, activité antibactérienne, activités biologiques.



Abstract

Bacteria are very abundant in the environment and each day the risk of being contaminated
increases especially when the concentrations of certain bacterial species become abnormally
high. Also the resistance of these bacteria to antibiotics has become a real concern. As a
result, the search for new agents of natural origin, presenting less danger to health and

alleviating the side effects of antibiotics, such as "essential oils", has become a necessity.

In traditional medicine, aromatic plants constitute an immense source of bioactive
molecules, endowed with numerous activities. Our objective is to show the antimicrobial
efficacy of N.sativa and their biomolecules (thymol and thymoquinone) from the results of
work already carried out on deferent bacterial species of Gram positive such as S. aureus and

Gram negative such as E. coli and author bacterial.

From the research results cited in this work, we can propose N. sativa oil and their thymol

and thymoquinone biomolecules as potent antimicrobial agents against various pathologies.

Keywords: Nigella sativa, thymoquinone, thymol, antibacterial activity, biological activities.
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Introduction générale

Introduction générale

Depuis des siécles, I’lhomme est servi des plantes pour de multiples usages. Avec celles-ci,
il a ainsi pu se nourrir, se chauffer, se loger ou encore se soigner. Ce qu’on appelle

aujourd’hui médecine traditionnelle ou médecine populaire (Cowan, 1999).

Parmi ceux-ci, nous retrouvons la Nigelle (Nigella sativa) qui est utilisée depuis plus de
5000 ans Elle a eu une place spéciale en tant qu'herbe aromatique médicinale chez les arabes
(Abdesselam, 2015). C'est principalement parce que dans la médecine islamique, N.Sativa a
été mentionnée par le prophete Muhammad comme le reméde a toutes les maladies sauf la
mort. En outre, il est également mentionné dans la Bible et d'autres livres religieux, en

particulier en ce qui concerne ses effets thérapeutiques (Abdul Majeed et al.,2020).

Beaucoup de plantes contiennent dans leurs différents organes des milliers de substances
actives, soit dans les feuilles, les graines et les fleurs ou dans les racines (Altoparlak et al.,
2005). Dans N.sativa genéralement les molécules actives se trouvent dans ses graines et
spécialement dans son huile qui furent employées dans le traitement d’infections, des
troubles respiratoires, de la migraine et bien d’autres utilisations encore (Mazars, 2003)
comme l'activités anti-inflammatoire, antioxydante, antidiabétique, anticancéreuse et

antimicrobienne...etc (Lakhdar et al .,2012).

Durant ces derniéres années, centaines études soit in vivo ou in vitro ont mis en évidence un
large spectre des propriétés thérapeutiques liées aux diverses molécules bioactives de huile
de N.sativa et la thymoquinone, le constituant majeur (18%) de I’huile essentielle de la nigelle
(Altoparlak et al., 2005) aussi la présence de thymol et d’autres composée phénoliques
(Gazengel et al.,2013).

Le 20eme siecle a été marqué par la découverte des médicaments capables d'éliminer les
microorganismes responsables de dizaines de milliers de morts chaque année comme les
bactéries (Lopez-Romero et al., 2015) qui sont trés abondantes dans I’environnement, dans les
aliments et sur les étres vivants. Le risque d’étre contaminé augmente, lorsque les

concentrations de certaines espéces bactériennes deviennent anormalement élevées.

Les agents antimicrobiens utilisés de nos jours sont généralement des dérivés de I'industrie
chimique et leur large distribution et emploi, posent un autre probléme, a savoir celui des
effets nefastes sur Il'environnement, la santé humaine et l'acquisition d'une résistance

microbienne au cours du temps (Boulatika et Habis, 2012). Cependant, le développement et



Introduction générale

l'acquisition de la résistance bactérienne envers les antibiotiques est devenu un sujet
d'inquiétude et une préoccupation des scientifiques (Paloazzi et al., 2015). Ainsi le
développement de nouvelles molécules antimicrobiennes est devenu une haute priorité dans la

recherche biomédicale.

La recherche actuelle s'oriente donc, vers I'exploitation des substances naturelles et parmi
lesquelles figurent les huiles et les molécules bioactives qui occupent une place importante

dans le monde (Boublenza, 2009).

Dans ce contexte, 1’objectif de ce travail est de cerner et dévoiler les effets
pharmacologiques et plus précisément le pouvoir antibactérien de I’huile essentielle de
Nigella sativa et de leur constituants majeurs (thymol et thymoquinone) en se basant aux
données des revues de littérature qui en déja publiées sur cette plante médicinale, afin de
déterminer une éventuelle utilisation de cette plante dans le future comme un remede plus

puissant que les antibiotiques dérivés de I'industrie chimique.



CHAPITRE 01
NIGELLA SATIVA




Chapitre 01 : Nigella sativa

1. Généralité

Nigella est un nom dérivé du latin nigellus qui signifie noir du fait de la couleur de ses
graines (Abdesselam, 2015), elle communément connu sous le nom de graine noire ou de
cumin noir. C’est une plante traditionnellement utilisée dans le sous-continent indien
(Nadkarni, 1976), dans les pays arabes (Sayed, 1980) surtout dans la civilisation islamique
(Orsi, 2005) et en Europe (Lautenbacher, 1997).

Cette plante médicinale a été largement utilisée depuis les temps anciens (Abdul Majeed et
al., 2020). Les chercheurs sont beaucoup plus intéressés a I’activité de I’huile de cette plante
qui possede des classes importantes de composés bioactifs (Fabienne, 2004) avec un large

spectre des propriétés médicinales (Kumar ,2012).

La plante est considérée comme medicament pour réduire les effets néfastes de I'arthrite,
I'asthme, inflammation, les troubles hépatiques et gastriques, le diabéte et les cancers
(Rahmani et al.,2014 ; Majdalawieh et al.,2017), I’hypertension et le stress oxydative (Leong,
Rais Mustafa, 2013), Epilepsies (Hosseinzadeh et al., 2005), les ulcéres ( El-Dakhakhny et

al.,2000) et en dermatologie dans 1’eczéma et 1’acné (Cihan, 2012).

Elle est aussi utilisée comme diurétique et favorise les menstruations (AL-majed et al.,
2001). Aussi bien, cette plante est utilisée dans 1’alimentation dans le thé et le café, en plus
ses graines servent d’aromatisant, elles entrent dans la composition du pain et servent aussi

d’agent de conservation (Cihan ,2012).
2. Description botanique

N.sativa est une plante annuelle herbacée, a tige dressée, cOtelée, anguleuse et rameuse
atteignant 30 a 60 cm de haut (Rabbani, 2011). Le systéme racinaire est une racine principale
allongeée et persistante, les feuilles sont divisees en lobes étroits, allongés, souvent un peu
élargis a leur sommet. Elles sont multifides : les feuilles inférieures sont pétiolées et les

supérieures sessiles (Moussaoui, 2013).

La floraison aura eu lieu pendant la période d’avril a juin (Orsi, 2005). Les fleurs sont
petites, solitaires, terminales et trés riches en nectar, a pétales blanchéatres et cing sépales

pétaloides (figure 01.a) avec une mesure de 20 a 35mm de diameétre (Moussaoui, 2013).
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Ses fruits sont des follicules connus partiellement, sessiles et frequemment renflés (figure
01.b) et sont récoltés avant la maturité compléte pour conserver les graines a I’intérieur. Le
fruit présente une capsule globuleuse, formée de 3 a 6 carpelles qui sont jusqu’a la base

reliées entre eux (Moussaoui, 2013).

Chaque capsule contient plusieurs graines de forme de triangle (figure 01.c) qui sont
blanches noircissent a maturité apres exposees a l'air (Bonnier et Douin., 1993), ces graines
sont ovoides de 2 & 3.5 mm présentent 3 & 4 angles avec une face supérieure finement
granuleuse et réeticulée (Ghedira, 2006 ; Abdeslam, 2015). La durée de la croissance totale de

N. Sativa comprend généralement six moi (Abdul Majeed et al., 2020).
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Figure 01 : A. Fleur / b. capsule /c. Graines de la plante N.sativa (Sabira et al., 2015).

3. Classification

Selon la classification botanique des Angiospermes basée sur les critéres morphologiques,
anatomiques et chimiques, N.Sativa fait partie de classification systématique suivante
(Ghedira, 2010):

-Régne : Plantae
- Sous-regne : Tracheobionta
- Division : Magnoliophyta (angiosperme)
- Classe : Magnoliopsida (dicotylédone)
- Ordre : Ranunculales
- Famille : Ranunculaceae
- Genre : Nigella

- Espéce : Nigella sativa
4. Composition genérale de la graine de N.sativa

La premiére publication sur les recherches de la composition des graines de N.Sativa ont
débutés par Greenish en 1880, qui mentionne la présence de :

4.1. Protéines

Les protéines (environ 20 %) de la graine de Nigelle sont composées de 17 acides aminés
dont 8 sont des acides aminés essentiels. L’acide aminé majeur est I’acide glutamique

(22,4%), suivi par I’arginine (9,18%), ’acide aspartique (10,05%) et de la leucine et la
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glycine. Ces constituants majeurs representent plus de 54% des acides aminés totaux. La
protéine la plus étudiée jusqu'a maintenant est la lipase qui catalyse des réactions de
Transestérification (Akova et Ustun, 2000 ; Tuter et al.,2003).

4.2. Vitamines et sels minéraux

L’étude qui a été faite en Egypte sur la composition en vitamines révele la présence des
vitamines A, B1, B2, B6, PP et de I’acide folique (Nergiz et Otles, 2003). Ramadan et Mérsel
en 2002 ont analysé les vitamines liposolubles (A, D, E, K) des graines de N.sativa et ont pu
identifier toutes les Classes des tocophérols dans 1’huile. Les tocophérols totaux constituent
0,05% de I’huile. Ces Mémes chercheurs ont également identifié d’autres vitamines
liposolubles ; la vitamine A (B -carotene (0,05%)) et la vitamine K1 (0,1%) (Ramadan et
Morsel, 2002).

Des travaux sur la composition minérale de la graine de N.sativa ont rapporté que sa teneur
en potassium est importante (1,18 % du poids total de la graine), la présence du calcium, du
fer, du sodium du phosphore, du zinc, du cuivre et du sélénium a été prouvée (Takruri et
Dameh, 1998 ; Nergiz et Otles, 2003 ; Al-Saleh et al., 2006). Il est dommage que le
magnésium n’ait pas été évalué, aussi I’absence de métaux lourds (cadmium, plomb et
arsenic) dans les graines de N.sativa est confirmée dans une autre étude (Al-jishi ,2003). La

composition en minéraux figure sur le tableau 01 :

Tableau | : Composition en oligo-éléments des graines de N. Sativa (Sultan, 2009)

Minéraux valeur nutritive pour 100g

Potassium 808 mg
Calcium 570 mg
Phosphore 543 mg
Magnésium 265 mg
Sodium 17,6 mg
Fer 9,70 mg

4.3. Lipides et stérols

Les Lipides des graines de N. Sativa renferment environ 0,4-2,5% d’huile essentielle, plus
de 30% d’huiles fixes (Dominiczak et al., 1991 ; Hashim,1982) et 38% de lipides totaux dont
les phospholipides ( Martin et al.,2001). Les acides oléique et linoléique sont les deux acides

gras majeurs de ’huile de N. Sativa, ils constituent 75% des acides gras totaux (Abdel-all et
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Attia, 1993). Les stérols représentent environ 2% de ’huile fixé, et la plupart sont retrouvés
sous forme estérifiée et libre. Le stérol majeur, le B-sitostérol représente & lui seul environ
60% des stérols, puis arrive le stigmastérol a environ 20%. On peut rencontrer le cholestérol
a I’état de traces, c’est-a-dire environ 1% (Cheikh-rouhou et al., 2008 ;Hamrouni-Sellami et
al.,2008).

4.4. Alcaloides

Les alcaloides sont des substances contenant de ’azote, le plus souvent inclus dans un
hétérocycle. lls présentant des caracteres basiques et organiques d'origine naturelle et une
structure complexe (figure 02). Dans les graines de N. Sativa 12 alcaloides ont été retrouves :

e Nigellicine et nigellidine, ayant un noyau indazol (Atta et al., 1985 ; Atta et al., 1995).

e Isoquinone nigellimine et nigelliminen-oxyde (Atta et al., 1985 ; Atta et al., 1992).

e Les alcaloides diterpénes Dollabllane-types nigellamines Al, A2, B1, B2 (Morikawa
et al.,2004), A3, A4, A5, et C (Morikawa et al., 2004b).

Ce qui est trés intéressant dans la graine de N.sativa, c’est cette présence concomitante de
12 alcaloides de trois structures de base différentes. Ces alcaloides représentent une
caractéristique rarement observée dans d’autres plantes. Les alcaloides sont responsables de la
plupart des actions physiologiques et thérapeutiques a faibles doses. Ils deviennent cependant

trés toxiques a fortes doses (Orsi, 2005).
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Figure 02:Structure chimique des alcaloides isolés des graines de N.Sativa (Orsi, 2005).

4.5. Triterpénes saponines

Les saponosides sont des hétérosides de stérols, ils liberent par hydrolyse dans I’eau un ou

plusieurs oses et une génine (sapogénine). En formant une solution moussante ce qui



Chapitre 01 : Nigella sativa

explique leur propriété tensioactive. De nombreux saponosides ont pu étre déterminés a partir

de I’extrait éthanolique de la nigelle (Greenish., 1880).

A partir des graines de N.sativa une saponoside triterpénique douée de propriétés anti
tumorales appelée I’a-hederine. L’extrait méthanolique de la Nigelle égyptienne, a menée a
Iisolement de deux triterpénes saponines, appelés sativosides A et B, douées d’une activité

anti-inflammatoire. (Bhupendra et al., 2009).
4.6. Composes phénoliques

Les composés phénoliques sont formés d’une grande famille des substances organiques

comprenant les flavones, les flavonols, les aurones, les chalcones et leurs hétérosides.
4.6.1. Flavonoides

Les flavonoides sont des composés aromatiques dont la biosynthése constitue 1’'un des
processus fondamentaux de la phytochimie. Ils font partie de ce que 1’on appelle les composés
phénoliques. Les flavonoides sont des substances genéralement colorés trés répandus chez les
végétaux, donc ils sont responsables de la coloration des fleurs, des fruits et des feuilles
(Merfort et al., 1997).

En 2006, quatre constituants ont été isolés et identifiés structuralement par HPLC et RMN:
la thymoquinone (TQ), le dithymoquinone, le thymohydroquinone et le thymol, la strecture de
ces 04 molécules est présentée dans la figure 03(Gilani et al., 2004 ; Ghedira, 2006).

o o o
- i
| S |
| —I
= v =
o o o
Thymogqunone (1Q) Diathymoguanone (DTQ)
OH
1
OH OH
Thvmol (THY) Thymohydroguinone (THQ

Figure 03 : structure des polyphénols de N.sativa.L (Salem, 2005)

4.6.2. lsobenzofuranone et Hydroxyacétophénone

En 2001, ils ont trouvés un nouveau compose appartenant aux Isobenzofuranone a partir

d’une solution basique de graines dégraissées de N. Sativa L. Indiennes (Joshi et al., 2001).
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Une nouvelle para-Hydroxyacétophénone (figure 04) qui a été isolée a partir de graines de
N.sativa (Dawidar et al., 2001).

Me

Me

OH

Figure 04 : structure de Isobenzofuranone et Hydroxyacétophénone (Joshi et al., 2001).

4.7.Huiles

Les graines de N.sativa renferment environ de 0,4-2,5% d’huile essentielle (Hashim et
al.,1982 ; Dominic et al.,1991), plus de 30% d’huiles fixes et 38% de lipides totaux(Martin et
al., 2001).

4.7.1. Huile essentielle (huile volatile)

Les huiles essentielles sont des substances naturelles volatiles. Elles sont responsables de
I’odeur distinctive de la plante (Bakkali et al., 2008). C’est pour cette raison que les plantes
qui synthetisent les huiles essentielles sont connues sous le nom de « plantes aromatiques »
(Bakkali et al., 2008 ; Bruneton et al., 1999).

L'analyse de cette huile par GC-MS réalisée par Burits et Bucaren 2000 a permis
d'identifier 32 composants, dont la majorité d'entre eux sont des monoterpenes ; la
thymoquinone (27,8%-57%), p-cymene (7,07-15,83%), carvacrol (5,8-11,6%), longifoléne
(1,2-8%), 4-terpinol (1,98-6,59%), et le tanethol (0,25-4,28%) (Burits et Bucaren ,2000).

La particularit¢ de I’huile de N.sativa est la présence de quinones : thymoquinone et
thymohydroquinone et d’un composé phénolique : thymol. Ces quinones sont les composés

actifs de I’huile qui lui conférent ses propriétés pharmacologiques (Orsi, 2005).
4.7.2. Huile végétale (huile fixe)

Les huiles fixes représentent 37,9-39,2% du poids de la graine (Ramadan et Morsel, 2002).
Generalement les huiles fixes sont des sources d'énergies, cette huile est majoritairement
composée de triglycérides (57,50%) et d’une grande proportion d’acides gras libres 8,3 a
14,2% (ceci a cause de la présence de lipase), comme indiqué dans le tableau suivant :

11
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Tableau Il: Taux des lipides de I’huile fixe de N.sativa extraite par différentes Méthodes (Atta, 2003).

Extraction par pression a Extraction a chaud par
Froid (%) Solvant apolaire (%)

Lipides polaires 03,70 04,80
Monoacyl —glycerol 04,80 05,70
Diacyl-glycerol 05,10 04,10
Stérols libres 03 05

Inconnu 05,40 04,50
Acides gras libres 14,20 08,30
Triacyl-glycerol 57,50 63,20
Stérols esters 02,50 04,40

L’analyse des phospholipides (PL) par chromatographie liquide a haute performance
(HPLC) a permis d’identifier principalement sept constituants qui sont indiqué dans le tableau

suivant (Ramadan et Morsel., 2002 a) :

Tableau I11: Principaux phospholipides de I’huile fixe de N.sativa (Ramadan et Morsel, 2002).

Constituants phospholipidiques % des phospholipidiques
Phosphatidyl choline 46
Phosphatidyléthanolamine 25
Phosphatidyl glycérol 151
Lysophosphatidyl choline 4,23
Lysophosphatidyléthanolamine 1,2
Phosphatidyl sérine 12
Phosphatidylinositol 9,56

5. Effets pharmacologiques de N. sativa

Durant les années 1960 et jusqu’a ce jour, de nombreux travaux ont porté sur I’étude des
effets dus aux extraits de la graine (Toparslan, 2012). D’ou plusieurs activités

pharmacologiques ont été signalees :
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5.1. Activité sur le systéme respiratoire

N.sativa est représenté comme une plante médicinale la plus recommandée pour le
traitement des pathologies respiratoires grace a ses propriétés antitussives et antiasthmatiques

(Orsi, 2005). Les chercheurs avaient conclu que :

e Le Nigellone (poly thymoquinone) est un agent protecteur efficace contre 1’asthme et
la bronchite, en inhibant efficacement la libération de ’histamine (Gilani et al., 2004 ;
Gilani et al., 2004).

e L’extrait aqueux est un relaxant pour la trachée isolée de cobaye par effet

antihistaminique H; (Boskabadym et al., 2000).

Gilani et ses collaborateurs (2001) ont montré que I'extrait brut méthanolique des grains de
N.sativa a un effet spasmolytique et broncho-dilatateur avec I’implication probable de

bloqueurs des canaux calciques.
5.2.  Activité sur le systéeme cardio-vasculaire

Plusieurs travaux ont porté sur 1’é¢tude des effets de N.sativa sur ’activité cardio-
vasculaire (Mahfoud et al., 1962; Zaoui et al., 2000 ; Enomoto et al., 2001 ; Ramadan, 2007 ;
Khattab et Nagi, 2007 ; Al-Nageep et al., 2011), leurs résultats ont fait ressortir que N.sativa
possede des propriétés anti-hypertensives directes et protege le systéeme cardiovasculaire par
son effet hypolipémiant, anticoagulant et antiagrégant plaquettaire (Toparslan, 2012) et
pouvaient aussi induire une baisse de la pression artérielle (Fallah et al.,2013) et lutte contre
’athérosclérose et pourrait €tre utilisée dans la prévention d’accidents vasculaires (Toparslan,

2012).

La thymoquinone qui est le principe actif des huiles de N.Sativa permet de diminuer les
niveaux de triglycérides, du LDL, et du cholestérol total (Bamosa et al., 2002 ; Nader et al.,
2010 ; El-Dakhakhny et al., 2000).

5.3. Activité sur le systeme gastro-intestinal

La Nigelle présente un effet contre les affections gastro-intestinales comme : les spasmes
intestinaux lors de diarrhées ou parasitoses (Orsi, 2005). L’extrait des graines réduit de 36%
I’indice d’ulcere induit par 1’acide acétylsalicylique (aspirine) et diminue 1’activité peptique

(Ghedira, 2006).Une autre étude a montré les effets de la thymoquinone dans la colite induite
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par 1’acide acétique chez le rat (Mahgoub, 2003) et un effet protecteur vis-a-vis des lésions de

la muqueuse gastrique (Toparslan, 2012).
5.4. Effets sur le systeme immunitaire

La poudre de N.sativa a entrainé une augmentation de la population lymphocytaire T
helper (CD4y) et a contribué¢ a I’amélioration du rapport cellules T helper/cellules T
suppresseurs (CD4y/CDB8). Par ailleurs, N.sativa augmente de 30% I’activité des cellules
tueuses NK (El-Kadi et Kandil, 1987) et la libération des interleukines (Haq et al., 1995),
aussi elle augmente la production de cytokine (TNF-a) et de I’interférant -y (Haq et al., 1999)
et la prolifération des macrophages (Salem et Hussain, 2000),cela entraine une stimulation de

I’activité phagocytaire des leucocytes polynucléaires (Haq et al., 1995).

Des chercheures trouvent que 1’administration de 1’huile essentielle de N.sativa diminue

donc la réponse humorale et au contraire elle stimule la réponse cellulaire (Islam et al., 2004).
5.5. Effet sur le systéme nerveux

De nombreuses études menées sur différents modeles d’animaux ont déterminé 1’action de
N.sativa sur le systeme nerveux. Elles ont ainsi mis en évidence des propriétés
neuroprotectrices, sédatives, anticonvulsivantes, anxiolytiques et antiépileptiques (Nobrega et
Agra, 2011 ; Gilhotra et Dhingra, 2011).

Les extraits aqueux, méthanolique et I’huile de N. Sativa ont montré un effet dépresseur
sur systéeme nerveux central (SNC) et un effet analgésique central (AL-Naggar et al., 2003),
ainsi une action sur les crises d’épilepsie infantiles réfractaires (Akhodian et al.,2007). Le
principal agent responsable de cet effet sur le SNC est la Thymoquinone qui a montré son

action anticonvulsivante intéressante (Orsi, 2005).

Une autre équipe s’intéressant a I’activité anticonvulsivante de 1’huile essentielle de N.
Sativa a démontré que la thymoquinone n’est pas le seul constituant responsable de cet effet,
le carvacrol, la carvone, le t-anéthol et d’autres constituants présents en plus petite quantité

comme le linalol, seraient aussi impliqués (Nobrega et Agra, 2011).
5.6. Activités antibactérienne et antifongique

L’huile essentielle de N.sativa, spécialement les composés phénoliques, sont responsables

a I’inhibition de la croissance des bactéries Gram positif et négatif (Khan ,1999).

14
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L’huile fixe présente également une excellente activité antifongique, notamment sur
aspergillus Niger (Agrawal et al, 1979). Par ailleurs, I’extrait de 1’éther et la thymoquinone
exercent une activité inhibitrice sur 8 espéces de dermatophytes (Aljabre et al., 2005).

5.7. Activité antioxydante

Plusieurs travaux ont été réalisés in vitro et in vivo sur I’activité antioxydante des graines

de nigelle et de ses différents constituants (Toparslan, 2012).
5.7.1. Activité antioxydante in vivo

L’huile essentielle et la thymoquinone exercent des effets antioxydants protecteurs contre
les 1ésions induites par I’ischémie/reperfusion (Al-Majed et al.,2006 ; llhan et Sec¢kin,2005) et
contre les dommages oxydatifs induits par une variété d’agents générant des radicaux libres
(Nagi et al., 1999). Une étude montre que I’huile de nigelle augmente la concentration en
glutathion et le systéme de défense antioxydant au niveau du cortex rénal, ce qui implique une

protection contre la néphrotoxicité (Salem, 2005).
5.7.2. Activité antioxydante in vitro

L’huile essentielle de N. Sativa et ses composés (thymoquinone, carvacrol et trans-anéethol)
ont un grand pouvoir de réduction du radical DPPH (1,1-diphényl-2-picrylhydrazyl), et
d’inhiber la peroxydation lipidique et la dégradation de déoxyribose par le radical hydroxyle (
Burits et Bucar, 2000) .I’extrait méthanolique et ses fractions (hexane, acétate d’éthyle, et la
fraction aqueuse) ont montré aussi un pouvoir antioxydant considérable vis-a-vis du DPPH, et

dans le systéme de R-caroténe/acide linoléique (Mariod et al.,2009).

D’autre part, il a été établi que I'huile fixe brute et ses fractions chromatographiques
(Phospholipides, glycolipides et lipides neutres) sont capables de piéger les radicaux libres

DPPH et galvinoxyl dans un ordre décroissant respectivement (Ramadan et al.,2003).
5.8. Activité antidiabétique

Le diabéte fait partie des maladies chroniques qui se caractérisent par un taux de glycémie
trop élevé dans le sang. En 1993, Al-hader et ses collaborateurs ont réussi a monter 1’effet
hypoglycémiant de I’huile essentielle de N.sativa qui est caractérisée par une augmentation
de niveau d’insuline dans le sang (Eskander et al., 1995) et une diminution de la glycémie

(El-mahmoudy et al., 2005 ; Fararh et al., 2005). D’autre part I’extrait aqueux de la Nigelle a
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permis une inhibition de 1’absorption intestinale du glucose par I’inhibition d’une maniére

dose dépendante des transporteurs sodium-dépendant du glucose (Mzddah et al., 2009).

En 2013, Shabana a été montré que N.sativa agit sur le diabéte en diminuant le stress
oxydatif (Shabana et al., 2013) par la thymoquinone qui inhibe la synthése de monoxyde
d’azote (NO), a ’origine de la nécrose des cellules B de Langerhans et qui inhibe aussi la

glucogenogeénése hépatique (EI-mahmoudy et al., 2005 ;Fararh et al.,2005).
5.9. Activité anticancéreuse

Le cancer reste une cause majeure de mortalité dans le monde. Chaque type des cancers
nécessite un traitement précis incluant une ou plusieurs modalités. Les produits naturels ont
été considérés comme une source précieuse pour la découverte de médicaments
anticancéreux. N.sativa est lI'une des plantes médicinales qui présente des propriétés anti-

cancéreuses (Majdalawieh, 2016).

L'extrait décocté des graines de N.sativa exerce une forte activité cytotoxique sur les
cellules hépatiques cancéreuses, notamment sur la synthése d’ADN (Thabrew et al.,2005).
D'autre part, I'huile essentielle de N.sativa est capable d'inhiber la carcinogenése sans effets
secondaires, cette inhibition est associée a la suppression de la prolifération cellulaire dans la

muqueuse du colon (Salim et Fukushima, 2003).

In vitro, la thymoquinone et la dithymoquinone sont tres cytotoxiques contre différentes
lignées de cellules tumorales humaines car ils provoquent I'apoptose en bloquant le cycle

cellulaire en phase G1 et en inhibant la protéine anti-appoptique (Salem, 2005).
5.10. Activité antiallergique

Des études in vitro ont démontré 1’effet relaxant et anti-histaminique de I’extrait aqueux de
N. Sativa (Ali, 2002 ; iboskabady, 2004). 1l a eté admis que les différents constituants actifs
de I'huile essentielle (HE) de cette plante n’ont pas la méme action sur la libération
d’histamine. Le constituant actif de HE de nigelle est la nigellone qui peut inhiber a faible
concentration la libération d’histamine par des mastocytes péritoneaux, en effet elle inhibe
leur dégranulation par I’inhibition de la protéine kinase C et en facilitant le transport
extracellulaire des ions calciques (Chakravarty ,1993; Salemm ,2005). Elle a aussi inhibé les
effets vasopresseurs de la molécule ainsi que de la sérotonine sur les muscles lisses trachéaux
et de I’iléon (Chakravarty ,1993 ; Meziti et al., 2009).
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Dautre part, la plupart des sujets qui ont été traités par I'huile de N. Sativa ont montré une
augmentation de 55% des cellules CD4 et CD8 et 30% des cellules naturel killer (NK).
N.sativa a été traditionnellement utilisée dans le traitement des maladies allergiques
(Chakravarty, 1993) et peut étre utilisée en cas de diarrhée, d’asthme et d’hypertension
(Salem ,2005).

5.11. Activité anti-inflammatoire

L’inflammation est une réaction immunitaire non spécifique en réponse a une blessure ou a
une infection (Abdesselam, 2015). Plusieurs études montrent que I’huile essentielle de
N.sativa et précisément la thymoquinone exercent un effet anti-inflammatoire trés important
par trois types de mécanismes dont : I’inhibition de la production d’eicosanoides, I’inhibition
de la synthése de prostaglandines et la diminution de la production de monoxyde d’azote

(Toparslan, 2012).

L’huile fixe de N.sativa est un puissant inhibiteur du thromboxane B2 et des leucotriénes
B4 par inhibition respective des cyclooxygénase et lipooxygénase (El-Dakhakhny et al.,
2002 ; Hajhashemi et al.,2004). Elle permet aussi 1’inhibition de la production de cytokines

pro-inflammatoires telles que I’interleukine 1 et 6 et également la transcription du facteur
nucléaire KB (Shuid et al., 2012).

Dans une autre étude, un extrait de N. Sativa réduit les réponses inflammatoires
pulmonaires avec une diminution de la concentration d’infiltration des cellules de

I’inflammation et de 1’cedéme alvéolaire (Hayat et al., 2011).
6. Toxicité de N.sativa

La toxicité potentielle de I’huile végétale des graines de N. Sativa a été recherchée chez des
souris et des rats par la détermination des valeurs de la DLsy et par I’examen de possibles

changements biochimiques, hématologiques et histologiques (Vahdati, 2005).

Plusieurs études confirment que la nigelle posséde un index thérapeutique élevé et une
excellente innocuité & des doses inférieures a 4g/kg/jour (Orsi, 2005), et que I’administration
orale de N. Sativa ne cause ni toxicite, ni mortalité ,donc la toxicité de la Nigelle est
pratiquement nulle en ce qui concerne la consommation des graines, de 1’huile ou de 1’extrait
aqueux mais il faut prendre en considération la formation des lésions hépatiques (Khanna,
1993 ; Le etal., 2004 ; Zaoui et al., 2002).
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Une étude plus récente a trouvé que 1’effet toxique de I’huile végétale de N. Sativa, c’est
de provoqué des modifications au niveau des structures histologiques du cortex rénal et a
moindre degré au niveau des cellules hépatiques, des changements sur Le poids des animaux
qui est légerement diminué (Zaghlol ,2012), mais [’absence total de aucune type de
mortalité. Cette toxicité est due essentiellement a la présence de forte quantité de saponines et

d'alcaloides dans les graines de Nigelle (Benzine, 2014).

Les valeurs de DLsy obtenues par une seule dose (toxicité aigu€) de I’huile végétale chez
des souris étaient de 28,8 ml/kg par voie orale et de 2,06 ml/kg par voie intrapéritoneale
(\Vahdati,2005).

18



CHAPITRE 2

MOLECULES DE
NIGELLA SATIVA :

THYMOQUINONE (TQ)
ET THYMOL (THY)



Chapitre 02 : molécules de N.sativa (TQ et THY)

1. Thymoquinone (TQ)

La thymoquinone (TQ) est isolé pour la premiére fois a partir des graines de N. sativa en
1963 par El-Dakhakhny par biais de chromatographie en couches minces (CCM ) ( El-
Dakhakhny, 1963), mais il se retrouve également dans d'autres plantes comme Eupatorium
ayapana (Trang et al., 1993), les huiles essentielles de bois de cceur de Calo cedrusdecurrens
(Manter et al., 2007), et I'nuile de différents espéces de Satureja (Gohari et al., 2012), ainsi

dans les parties a floraison aérienne de Thymus vulgaris L (Grosso et al., 2010) .
1.1. Structure

e La TQ est un monoterpene oxygéné (figure 05), contient un noyau quinone attaché
a des chaines latérales isopropyl et méthyl (2-isopropyl-5méthyl-1,4-benzoquinone)
(Darakhshan et al., 2015).

e |l est compose de 10 atomes de carbone et contient deux doubles liaisons (C == C)
et deux doubles liaisons (C == O) (Alwadei et al., 2019).

e |l a une structure basique de quinone ayant une dione para-substituée et de Nepeta
distans (Darakhshan et al., 2015).

e La TQ se présente sous forme dedeux formes tautomére différentes céto et énol
(Darakhshan et al.,2015) ; Ceto est une forme active et principalement responsable
des activités pharmacologiques du médicament (Poonam et al., 2018).

e Chimiquement, La TQ pourrait étre synthétisée par oxydation du thymol avec du
peroxyde d'hydrogene (Alkharfy et al., 2011 ;Schneider, 2014).

e Sa polymérisation permet d’obtenir la nigellone. Cette dernicre retient la plupart
des propriétés pharmacologiques de la thymoquinone et présente I’avantage d’étre
moins toxique (Mahfouz et al., 1960).

O

-

Figure 05 : Structure chimique de la thymoquinone (Poonam et al., 2018).
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1.2.  Propriétés physicochimiques du TQ

Les propriétés physicochimiques du TQ sont résumées dans le tableau suivant :

Tableau 1V: Propriétés physicochimigues de TQ (Poonam et al., 2018).

Nom IUPAC

2-isopropyl-5-méthylbenzo-1, 4-
quinone

Formule chimique
Formule moléculaire

Apparence

Point de fusion

Ci1oH120,
164,20 g / mol

une poudre cristalline jaune foncé

45-47 °C

11 y’a plusieurs d’autres propriétés de TQ comme :

e laTQ estun composé liposoluble tres actif (Benhaddou, 2009).

e la TQ donne une odeur intense caracteristique de poivre (Sicker et al.,2019).

e Lasolubilité du TQ varie dans la plage de 549- 669 pug/mL dans toutes les solutions
aqueuses (Ajaz et al., 2018).

e La TQ est instable en milieu aqueux particulierement a pH alcalin (Alobaedi et al.,
2017).

e La TQ possede une forte sensibilité a la lumiére (Sicker et al., 2019).

e Lasurface polaire topologique de TQ est 34,1 A2 (Alwadei et al., 2019).

e La TQ ne peut étre trouvée que dans un forme triclinique déterminée par rayons X a
haute résolution diffraction sur poudre (Pagola et al., 2004).

1.3. Propriétés pharmacologiques de la thymoquinone

N.Sativa est considérée comme la meilleure herbe miraculeuse. Cependant, il est maintenant
bien documenté que la plupart des avantages thérapeutiques de cette plante  sont
principalement attribués aux constituants de la quinone, dont la TQ qui est le composant le
plus abondant de leurs extraits (Filippo et al., 2002 ; Abid, 2020).

Plus récemment, une grande attention a été accordée a cette quinone  qui est

pharmacologiquement active. La figure 06 demontre les propriétés les plus importantes de TQ :
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Anti-histaminic
Anti-cancer / Diabetes
Cardio-vascular diseases Gastro-protective
- TQ —
Retinopathy / Cancer
Anti-microbial Anti-oxidant
Hepato-protective

Figure 06 : Propriétés thérapeutiques de TQ (Poonam et al .,2018).
1.3.1. Activité antibactérienne

La TQ possede un pouvoir inhibiteur contre un large éventail de bactéries. En se basant sur
les résultats des études de déférentes especes bactériennes, les chercheures concluent que cette
derniére a un effet antibactérien sélectif et presque similaire a celui des antibiotiques testés
contre les souches & Gram® (Chaieb, 2011) qui montrent une sensibilité & la TQ mieux que les

bactéries a Gram™ qui présentent une CMI trés basse (Kalemba et Kunicka, 2003).
1.3.2. Activité anticancéreuse

Un nombre considérable d’études ont démontré que la TQ est un agent antinéoplasique et
chimiopréventif puissant qui exerce une activité anticanceéreuse remarquable, car elle inhibe la
croissance et la prolifération des cellules cancéreuses. Cette action implique ’arrét du cycle
cellulaire ainsi que I’induction de 1’apoptose de ces lignées cellulaires humaines telle que les
cellules cancéreuses du c6lon, du sein, du cerveau, du pancréas, du poumon, du foie, de la
prostate, des ovaires et d’autres lignées cellulaires tumorales, aussi bien la TQ augmente les

anticorps produisent par les cellules B (Khan, 2003 ; Taha et al., 2016).

Il apparait que la TQ principalement agit sur les cellules cancéreuses dans différentes voies
de signalisation moléculaires suivant plusieurs mécanismes : arrét du cycle cellulaire au niveau

de I’une ou plusieurs de ses phases, induction pro-apoptotique dépendante et indépendante de
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p53, suppression de 1’activation d’Akt, inhibition de la synthése d’ADN, ou encore par

interaction avec divers composés et voies de signalisation (Khan, 2003).

Il semble que la TQ est cytotoxique pour plusieurs types de cellules tumorales humaines
alors que sa toxicité est minimale vis-a-vis des cellules normales (EI-Najjar et al., 2010 ; Zubair
et al., 2013). Aussi, elle protege différents organes des Iésions induites par la chimiothérapie
(Gali et al., 2006b) et suggere un role possible dans I’amélioration de la qualité de vie des

patients cancéreux (Attoub et al., 2013).
1.3.3. Activité anti-inflammatoire

L’inflammation est un processus biologique protecteur, peut étre induit par des stimulants
chimiques, biologiques et physiques. Les médiateurs inflammatoires tels que les oxydants, les
eicosanoides, les chimiokines, les cytokines et les enzymes lytiques sont souvent sécrétés par
les neutrophiles, les macrophages et les tissus endommagés (Dennis, 2015; Farkhondeh, 2015).
En outre, la lipoxygénase (LO) et les enzymes de la cyclooxygenase (COX) sont les principaux

facteurs qui jouent un réle critique dans les réactions inflammatoires (Shaterzadeh ,2018).

Dans des études datant d’une vingtaine d’année, les résultats ont démontrés que la TQ exerce
un effet anti-inflammatoire dose-dépendant, en inhibant la génération des eicosanoides
(thromboxane B2 et leucotriene B4 (Houghton et al., 1995) et en réduisant le taux de 1” IFN-y
et des cytokines pro-inflammatoires TNFa, IL-1B, et IL-6, en faveur de la cytokine anti-
inflammatoire IL-10 (Umar et al., 2012) . D’autre part, la TQ empéche la formation de LT dans

les cellules sanguines humaines (El Gazzar,2006).

Par ailleurs, la TQ réduit significativement les taux d’IGE et d'IGG1 ainsi que 1’expression
du TGF-B1 (transforming growth factor-p1), elle réduit aussi 1’inflammation allergique en
inhibant I’expression de la cyclooxygénase 2 (COX-2) et la production de la prostaglandine D2
(PGD2) et les cytokines de type Th2 (IL-4, IL-5 et IL-13), et elle diminue 1’accumulation des
éosinophiles dans les voies respiratoires (Ammar et al., 2011 ;Tekeoglu et al., 2007). D’autre
¢tude a rapporté que la TQ prévient 1’¢lévation des taux de peroxydes lipidiques et améliore

’activité des enzymes antioxydantes (Umar et al., 2015).
1.3.4. Activité antioxydante

L'utilisation de composeés antioxydants naturels pour soigner les maladies liées au stress

oxydatif a pris un essor considérable ces jours-ci. Ces agents antioxydants ont la capacité de
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neutraliser les radicaux libres et de protéger I'organisme contre la pathogenése induite par le
stress oxydatif (Alenzi, 2013 ; Poonam, 2018).

Plus d'un tiers des articles de recherche et des brevets publiés sur la TQ au cours des
derniéres années ont démontré leur capacité de piéger I’anion superoxyde (O ,"), le radical
hydroxyle (OH") et I'oxygene moléculaire singulet (ROO"), et d’autres radicaux libres générés
photochimiquement (Alenzi, 2013). Elle renforce aussi le statut antioxydant en induisant
I’expression et/ou ’activité de la glutathion S transférase (GST), la glutathion peroxydase
(GPX) (Elbarbry et al., 2012), la Superoxyde dismutase (SOD) (Kanter et al., 2005), la
glutathion réductase (GR) (Elbarbry et al., 2012) et la catalase (CAT), avec une augmentation
des antioxydants moléculaires tels que le Glutathion (GSH) et les vitamines C et E
(Sankaranarayanan , 2011). Ainsi elle active I’expression des génes codant de GST, GPX et de

CAT permettant de surmonter le stress oxydant (Ismail et al., 2010).

D’autre part, la TQ est capable de protéger différents organes contre les 1ésions oxydatives
induites par une variété de substances et médicaments générateurs de radicaux libres
(Darakhshan et al., 2015).

1.3.5. Activité antidiabétique

En plus des activités décrites ci-haut, la TQ détient des propriétés antidiabétiques (EI-
Mahmoudy et al. 2005) confirmées par des études qui ont été trouvées que la TQ provoque une
diminution significative de la glycémie (glycémie a jeun, glycémie postprandiale),
I’hémoglobine glyquée (HbAlc) et Le peptide-C sérique (EI-Mahmoudy et al.,2005;
Bamosa,2010).

En outre, la TQ préserve l’intégrité des cellules béta en diminuant le stress oxydatif
(Abdelmeguid et al., 2010). Ainsi, la TQ peut étre utilisée comme un adjuvant bénefique chez

les patients diabétiques de type Il traités par les antidiabétiques oraux1 (Bamosa, 2010).
1.4.  Toxicité de la thymoquinone

Les propriétés toxiques de la thymoquinone ont été étudiées chez le rat et les souri par

injection intrapéritonéale afin de déterminer leur DLsy (EL-Dakhakhny, 1965).

En 2008, une réévaluation des DLso de la thymoquinone a été réalisée sur des souris et des
rats. Chez la souris, la DLsy de TQ aprés administration par voie intrapéritonéale a été précisée

de 104 mg/kg et de 870 mg/kg de poids corporel par voie orale. Ces valeurs ont été fixées de 57
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mg/ kg et 794 mg/kg chez le rat apres injection intrapéritoneale et administration par voie orale
respectivement (Al-Ali, 2008).

Autre étude a mentionné que la marge thérapeutique de la TQ est large car 1’homme peut
tolérer a une dose journaliere de 2600 mg (Al-Amri, 2009) mais a forte dose, la thymoquinone
pourrait alors conduire a des effets indésirables tels qu’une hypoactivité¢ et des difficultés
respiratoires, des atteintes au niveau de certains tissus (foie, reins, coceur) ainsi qu’une
diminution de taux de GSH. Les concentrations plasmatiques de 1’urée, de la créatinine et les
activités enzymatiques de I’ALAT, de la LDH et de la CPK sont significativement augmentées
(Badary, 1998).

2. Thymol (THY)

Les métabolites secondaires sont des composes bioactifs naturels constitués des dérivés
phénoliques de terpene tel que le thymol. Le thymol a été isolé pour la premiére fois en 1719
par Neumann a partir des plantes de Thymus vulgaris (Fan et al., 2015; Nabavi et al., 2015). Il
présent dans les huiles essentielles extraites a partir de plantes appartenant a la famille des
Lamiaceae, comme celles des genres Thymus, Ocimum, Origanum, Satureja, Thymbra et
Monarda (Licata et al., 2015; Mancini et al., 2015). Il présent aussi dans d'autres especes telles
que Nigella sativa, Lippia gracilis Schauer, Euphrasiarostkoviana Hayne et Trachyspermum
ammi (Moein et al.,2015).

Aujourd'hui, le thymol et ses dérivés présentent un large éventail de possibilités
fonctionnelles en pharmacie, industrie alimentaire, cosmétique et agriculture (Armutcu et al.,
2018).

2.1. Structure

e Le thymol est un monoterpéne (figure 07) a fonction phénol (Jordan et al., 1991;
Lide et Frederikse, 1996).

o |l se caractérise par un groupement méthyl et un groupement isopropyl situés en
para 1’un de ’autre (Nieddu et al., 2014).

e Le groupement isopropyl est en ortho de la fonction -OH. 1l s’agit donc du 2-
isopropyl-5-methylphenol (Faucon , 2015).

e Lethymol a un isomere appelé le carvacrol (Trombetta et al., 2005).

e Le Thymol est un dérivé naturel du cyméne (Trombetta et al., 2005), il est

appelé aussi le p-cymen-3-ol ou encore 3-hydroxyp-cymeéne (Nagle, et al.,2013).
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e Le thymol peut étre synthétisé par conversion du gamma-terpinene en p-cymeéne
(1, 2) (Nagle et al.,2013).

OH

Figure 07: Structure chimique de thymol (Kachur, 2019).
2.2. Propriétés physico-chimiques
Les propriétés physicochimiques du thymol sont résumées dans le tableau suivant :

Tableau V: Propriétés physicochimiques du thymol (Marion, 2019)

Formule moléculaire C10H140
Poids moléculaire 150 g/mol
Point d’ébullition 233°C

Point de fusion 49,6° C
Densité 0,9699 g/cm3 a 25°C
Constante de dissociation (pKa) 10,62
Solubilité & 25°C de 1g de thymol :

Eau 1 litre
Alcool 1 millilitre
Chloroforme 0,7 millilitre
Ether 1,5 millilitre
Huile d’olive 1,7 millilitre
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Il y’a plusieurs d’autres propriétés de Thymol comme :

e Le Thymol est connu par une faible appétence en raison de son go(t et de son odeur
désagréables (Nieddu et al. 2014).

e Le Thymol est un composé volatil lipophile (Nagle, 2013).

e Le Thymol est un composé organique aromatique avec une odeur aromatique
caractéristique (Nagle, 2013 ; Marion ,2019).

¢ |l se présente sous forme de cristaux incolores (Marion, 2019).
2.3. Propriétés pharmacologiques de THY

Le thymol est utilisé depuis l'antiquité pour ses propriétés médicinales afin de traiter des
maux de téte, toux, diarrhée, constipation, verrues (Simon et al., 1990). Il montre aussi diverses
activités biologiques, y compris I’activité antioxydante, anti- inflammatoire, antibactérienne,
antidiabétique, anti- obésité, neuropharmacologique, anti-hyperglycémique, et aussi des effets

bénéfiques sur le systéme cardiovasculaire (Islam, 2018).
2.3.1. Activité antibactérienne

Des travaux de recherches menées pour évaluer ’activité antibactérienne du thymol contre
les bactéries a Gram™: S.aureus et contre les bactéries a Gram: E.coli et d’autres espéces
cliniques. Les résultats ont montré que toutes les souches sont révélées sensibles au thymol
mais les plus sensibles sont les bactéries & Gram® telle que S. aureus (avec une zone
d'inhibition (1Z) de 25 mm) par contre il a montré une activité plus faible contre les bactéries a

gram’ telle que E. coli (avec 1Z: 13 mm) (Mathela, 2010).
2.3.2. Activité anticancéreuse

Récemment, il a été découvert que le thymol exerce des effets anticancéreux et chimio
préventifs grace aux différents mecanismes d'action ; Comprenant I’inhibition de la croissance
cellulaire, l'induction de 1’apoptose, production des espéces oxygénées réactives
intracellulaires, dépolarisation du potentiel de la membrane mitochondriale et par conséquent
un dysfonctionnement de la mitochondrie (Kang et al., 2016). Aussi bien, le thymol a causé
des dommages et ségrégations cellulaires et des modulations de l'activité des lymphocytes T en
réduisant la production d'IL-2 et d'IFN-y (Llana, 2014 ; Islam, 2018).
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2.3.3. Activité anti-inflammatoire

Il a été démontré que le thymol est responsable de 1’action anti-inflammatoire la plus
puissante (Mendes et al., 2010) par I’inhibition de la libération des médiateurs inflammatoires
tels que l'acide arachidonique, les neutrophiles , le COX et I’inhibition de la biosynthése de
prostaglandines, prostanoides, interleukines et leucotrienes (Mendes et al., 2010 ; Braga et al.,
2006 ).

L’équipe de recherche de Wechsler a également révélé que le thymol favorise une apoptose
induite par activation de la mort des mastocytes, ainsi il pourrait étre utilisé par voie topique
pour I'ablation de I'inflammation cutanée associée aux troubles des mastocytes (Wechsler et al.,
2014).

2.3.4. Activité antioxydante

Le stress oxydant provoque de nombreux dégats dans les tissus, les organes, et peut méme
altérer I’ADN. Pour cette raison, I’organisme peut lutter contre les radicaux libres grace a des
systémes de défense, constitués par des antioxydants issus de I’alimentation ou grace a des

enzymes capables de les neutraliser (Nostro,2012).

L’huile essentielle a phénol est également un excellent antioxydant (Yu et al., 2016), pour
cette raison, le thymol peut devenir un aliment antioxydant important supplément (Sharifi et al.,
2018). Une étude comparative a révélé que le thymol a un pouvoir réducteur important, une
activité de piégeage des radicaux DPPH, superoxyde et hydroxyle, et aussi une capacité a
produire des espéces transitoires majeures appelées radicaux phénoxyle. Il confére aussi une
protection contre les dommages oxydatifs par I’augmentation de 1’activité de plusieurs enzymes
antioxydantes endogénes et contre les dommages lipidiques par 1’inhibition de la peroxydation
lipidique (Meeran et al., 2015b; 2017).

2.3.5. Activité anti-hypertensive

Le thymol contenu dans I'huile essentielle de N. sativa a révélé un effet anti-hypertensif
(Gilani, 2001).Cette derniere activité pourrait étre expliquée par : une inhibition de la libération
des ions calciques a partir du réticulum sarcoplasmique, une sensibilité réduite aux ions
calcigues du systéme de contraction, et/ou un blocage de l'influx d'ions calciques a travers la
membrane (Peixoto, 2010). Chez ’homme, le thymol inhibe le courant Ca®" lorsque les
canaux calciques sont bloqués, ’entrée du Ca®* dans les muscles lisses vasculaires est réduite et

cela méne éventuellement a une augmentation de la vasodilatation (Magyar, 2004).
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2.4. Toxicité de thymol

Plusieurs études ont démontré que le thymol est toxique pour les cellules eucaryotes et
procaryotes. Pour les cellules procaryotes, le thymol semble agir au niveau de la perméabilité
des membranes cellulaires (Xu et al., 2008). IL est toxique pour certaines cellules impliquées
dans I’'immunité chez différents organismes en déclenchant notamment 1’apoptose dans les
cellules dendritiques. Ainsi il affecte le systeme nerveux de différents organismes en se fixant
sur différents récepteurs (Xuan et al., 2010). De plus, a forte concentration, le thymol peut
provoquer des problémes de digestion et de diarrhée chez le cochon par un déséquilibre de la
flore intestinale (Michiels et al., 2010).

Le thymol est trés irritant, son DLso chez les rongeurs est de 243 mg/kg par voie cutanée
(Arunasree, 2010), il provoque un peu de gastralgie avec nausées. Son intolérance se manifeste
par des bourdonnements d’oreille, de I’hypothermie, des urines ou sang noires. De plus il induit
des anomalies chromosomiques dans les cellules de la moelle osseuse (un risque
génotoxique).Pour cette raison, il est nécessaire d'étre prudent lors de son utilisation (Marion,
2019).
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Chapitre 03 : Bactériologie et effet
Antibactérien de N.sativa et ses molécules

1. Généralité

Le microorganisme, appelé aussi microbe, fait partie d’un groupe large et extrémement
divers d’organismes vivants invisibles a I’ceil nu (Bousseboua, 2002). Ces organismes sont
regroupés sur la base d’une seule propriété ; ils sont tres petits qu’ils ne peuvent étre
visualisés sans 1’aide d’un microscope (Nicklin et al., 2000). Les microorganismes regroupent
les bactéries, les protozoaires, les champignons (appelés aussi mycétes) et les algues
microscopiques. Ces microorganismes peuvent étre la cause de nombreuses maladies

végétales et animales et des contaminations alimentaires (Bousseboua, 2002).

Les microbes sont indispensables a la vie a cause de leurs nombreux réles; ils sont
nécessaires au cycle géochimique et a la fertilité de sols. Ils sont utilisés pour produire des
aliments ainsi que des composants pharmaceutiques et industriels. Ils sont largement utilisés
dans les laboratoires de recherche pour étudier les processus cellulaires et la découverte de
nouvelles voies d’inhibition en utilisant de nouveaux médicaments et des antibiotiques a base

des plantes (Billing et Sherman, 1998 ; Nicklin et al.,2000).

Capsul

Parol cellulaire
Membrane plasmi

Cytoplasm
Ribosomes

Plasmide
Pili

Flagelle
Nucleoide

Figure 08: Cellule procaryote (Jaff et Wayne, 2008).

2. Définition des bactéries

Les bacteries sont parmi les plus anciens et les plus abondants étres vivants sur terre. Ce

sont des micro-organismes unicellulaires procaryotes, visibles au microscope (Khaldi, 2018)
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et dépourvus de Chlorophylle. Elles sont des éléments qui n’appartiennent ni au régne végétal,
ni au régne animal et qui d’habitude trouvées en trés grand nombre parce qu’elles peuvent se
multiplier rapidement soit par la division simple (scissiparité) soit par la sporulation ou la
spore représentant la forme de résistance du germe (Marc et al.,2001 ; Jaff et Wayne ,2008).
Selon leur mode de nutrition et leur comportement vis-a-vis de 1’oxygéne, les bactéries sont

classées en aérobies et en anaérobies (Ela et Elshaer, 1996).

Pour croitre, les bactéries doivent trouver dans le milieu extérieur des conditions
physicochimiques favorables (Marc et al., 2001). La plupart des bactéries sont soit sphérique
en forme de coque (Figure 09.a), comme Staphylococcus aureus, soit allongée en forme de
bacille (Figure 09.b) comme Escherichia coli, il existe également des bactéries spiralées du

genre tréponeme (Figure 09. ¢) (Khaldi, 2018).

Figure 09 : Différentes formes des bactéries (Khaldi, 2018)

3. Structure des bactéries

Comme toute cellule, les bactéries contiennent une membrane plasmique doublée, d’une
paroi et parfois d’une capsule. A I’intérieur de la cellule, se trouve le matériel génétique qui
contient un seul chromosome bactérien circulaire. Certaines bactéries sont mobiles grace a des

cils vibratiles ou des flagelles, comme indique dans la figure 10 (Marc et al., 2001).
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Figure 10: Structure bactérienne (Altoparlak et al.,2005 ; Livermore,2006 ; Lavigne et al.,2008)

3.1. Paroi

La paroi c’est une enveloppe rigide assurant l'intégrité de la bactérie et responsable de la
forme des cellules, elle protége la bactérie contre les variations de pression osmotique (Maier
et al., 1999). La partie commune a toutes les parois bactériennes c’est le peptidoglycane (ou
muréine) (Dorywalska et al., 2005). La figure suivante exprimée la structure de la paroi

bactérienne :

Gram négative Gram positive

Figure 11: Structures de la paroi chez les bactéries Gram négatif et Gram positif (Maier et al .,1999).
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3.2.  Membrane cytoplasmique

C’est une structure interne a l'interface entre le cytoplasme et les structures externes. C’est
une membrane trilamellaire dépourvu de stérols (différent des eucaryotes) formée d’une
double couche de phospholipides dont les pbles hydrophobes sont face a face associés a des
protéines (Anand et al., 1960).

Certaines de ces protéines sont les perméases, ils ont un réle important dans les echanges.
D’autres ont un role dans la synthése du peptidoglycane et les derniéres protéines sont des
enzymes respiratoires ou impliquées dans la production d'énergie (ATPase) (Warner et al.,
2014).

3.3.  Capsules

Ce constituant inconstant est le plus superficiel, il est constitué de polysaccharides acides.
Sa mise en évidence s'effectue par coloration négative. Ce composant est lié a certains
pouvoirs pathogenes car il empéche la phagocytose. Il peut se trouver a I'état soluble dans les
liquides de Il'organisme et ils intervient dans I'identification infra-spécifique (Warner et al
.,2014).

3.4. Flagelles

Certaines bactéries sont mobiles grace a un ou plusieurs flagelles. Leur longueur est
variable et peut atteindre jusqu’a dix fois le diamétre de la cellule bactérienne. Ils permettent
a la bactérie de se deplacer vers des milieux ou les conditions de croissance sont plus
favorables (Proft et al.,2009).

3.5. Pili

Les pili ou fimbriae sont des excroissances de la membrane de certains genres de bactéries,
qui leur permettent de se mouvoir et d'adhérer a un substrat. 1l existe deux types de pili (Proft
et al., 2009).

3.5.1. Pili communs

IIs peuvent attacher spécifiquement des bactéries a la surface de cellules eucaryotes, c’est

une phase essentielle pour certain pouvoir pathogene (Proft et al.,2009).
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3.5.2. Pili sexuels

IIs sont plus longs et ont un réle dans I’attachement des bactéries entre elles (conjugaison)

et sont le récepteur de virus bactérien ou bactériophage spécifique (Proft et al.,2009).

4. Classification des bactéries

la classification de la coloration de Gram permet de diviser les bactéries en deux groupes,
en se basant sur la différence de la structure et de la composition chimique de leur paroi
(Maier et al.,1999 ; Bousseboua ,2002). On peut distinguer:

4.1. Bactéries a Gram négatif

Plus des deux tiers des espéces bactériennes répertoriées dans 1’environnement sont a
Gram négatif. C’est a dire qu'elles posseédent une paroi spécifiquement formée de deux
éléments: une membrane externe surmontant une couche mince et peu dense de
peptidoglycane (Bousseboua, 2002). Ces bactéries ont une structure beaucoup plus complexe
que les bactéries a Gram positif car leur membrane est asymétrique dont la face extérieure est
composée exclusivement de lipopolysaccharides dont la longueur de la chaine glucidique
varie en fonction des especes bactériennes (Kamio et Nikaido, 1976). Exemple (figure 12):
Escherichia coli (Khaldi, 2018).

Escherichia coli
Regne Bacteriae
Phylum Proteobacteria
Classe Gammaproteobateria
Ordre Enterobacteriales
Famille Enterobacteriaceae

Genre Escherichia

Espece Escherichia coli

Figure 12 : Escherichia coli (Khaldi, 2018)

35



Chapitre 03 : Bacteériologie et effet
Antibactérien de N.sativa et ses molécules

4.2. Bactéries a Gram positif

Elles sont bien moins nombreuses que les bactéries & Gram négatif et constituent également
une catégorie morphologiquement, physiologiquement et écologiquement trés variée
(Bousseboua, 2002).

Les bactéries a Gram™ se caractérisent par la présence d'une paroi cellulaire entourant leur
membrane cytoplasmique (Bousseboua, 2002). Elle se compose d'un seul élément formé d'une
épaisse couche tres solide de peptidoglycane (muréine) qui est le constituant majeur (90%
des constituants de la paroi) et les acides lipoteichoiques (LT) qui retiennent le violet lors de
la coloration de Gram (Colomban et Tournié, 2010). Ce type de bactérie ne comporte pas la
membrane externe typiquement présente chez les bactéries a Gram™ (Bousseboua, 2002).

Exemple (figure 13) : Staphylococcus aureus (Khaldi, 2018).

' Staphylococcus aureus

Reégne Bacteria

Phylum  Firmicutes

Classe Bacills

Ordre Bacillales

Famille  Staphylococcaceae

Genre Staphylococcus

Espece Staphylococcus aureus

Figure 13 : Staphylocoques aureus (Khaldi, 2018).

Il existe des bactéries telles que les mycobactéries qui répondent tres mal a la coloration de
Gram, leur paroi est riche en lipides (environ 23% pour 2% chez les autres bactéries), elle
forme une véritable enveloppe protectrice rendant difficile la pénétration des colorants
(Khaldi, 2018).
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5. Infections bactériennes

Deés la naissance, I'nomme se trouve en contact avec des micro-organismes qui vont
progressivement coloniser son revétement cutanéo-muqueux (Billing et Sherman, 1998). Une
infection bactérienne est un ensemble de troubles qui résultent de la pénétration d’une bactérie

pathogene dans un organisme (Pocidalo et al., 1989 ; Marc et al., 2001), elle peut étre :

> Locale : lorsqu’elle se manifeste uniquement au niveau ou les germes ont pénétré.

» Geénérale : lorsqu’un germe franchit les barriéres opposées par 1’organisme a son
entrée (peau, muqueuses) ou au niveau des ganglions, il pénetre dans le sang et se
dissémine par celui-ci dans tout I’organisme.

» focale : c’est I’infection en foyer dans les tissus ou les organes ou les germes sont

apportés par la circulation sanguine. (Pocidalo et al., 1989; Marc et al., 2001).

Un trés grand nombre d'infections bactériennes peuvent affecter I'étre humain, en fonction
du type de bactérie et la partie de I'organisme qui sera infectée. Certaines infections sont

bénignes, d'autres au contraire peuvent étre mortelles (Buisso, 2000).

6. Croissance bactérienne

La croissance chez les bactéries peut se traduire par une augmentation du volume de la
Cellule bactérienne a cause de la multiplication cellulaire. Les bactéries se multiplient par
fusion binaire d’une cellule avec un partage équivalent du matériel génétique. Ce qui donne la
naissance a deux cellules filles identiques a la cellule mere. Au cours de la croissance, il se
produit, d’une part, un appauvrissement du milieu de culture en nutriments et d’autre part, un
enrichissement en sous-produits du métabolisme (Khaldi, 2018). Il existe cing phases dans la

courbe de croissance bactérienne (la Figure 14).
S

Nombre de bacteries

1 2 3 . S
Temps

Figure 14 : Courbe de la croissance bactérienne (Khaldi, 2018).
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e [a Phase de latence (1) : C’est le temps nécessaire a la bactérie pour s’adapter au
nouveau substrat. Durant cette phase, le taux de croissance est nul, la durée de
cette phase dépend de I’4ge des bactéries et de la composition de milieu.

e La Phase exponentielle de croissance (2) : dans cette phase le taux de croissance
atteint son maximum. Elle dure tant que la vitesse de croissance est constante.

e Le début de la phase stationnaire (3) : Elle correspond au début de I'épuisement
des nutriments du milieu et de l'accumulation des déchets. La vitesse de
croissance est diminuée.

e La Phase stationnaire (4) : Les bactéries qui se multiplient compensent celles qui
meurent, et synthétisent des protéines de manque qui rendent la cellule plus
résistante aux dommages. Le taux de croissance devient nul.

e La Phase de déclin (5) : Les ressources nutritives sont épuisees et les métabolites
toxiques s’accumulent donc le nombre d’organismes viables diminue, ¢a veut dire

que le taux de croissance est négatif.

7. Définition de P’activité antibactérienne

Le terme "activité antimicrobienne" désigne toute activité d’une substance utilisée pour
détruire les microorganismes ou empécher leur croissance. Cette activité est basée sur les
agents antimicrobiens qui sont utilisés depuis des décennies pour traiter les maladies
transmissibles et prévenir les infections (Leclerc et Gaillard, 1995). Ces agents antibactériens
appelés des antibiotiques, ils peuvent avoir une action létale sur les bactéries; effet
bactéricide ou une action inhibitrice sur la croissance bactérienne sans les tuer ; effet

bactériostatique (Bousseboua, 2002).

La consommation a grande échelle de ces « médicaments » a entrainé la sélection de
souches multirésistantes d’ou I’importance d’orienter les recherches vers de nouveaux
substituts, surtout d’origine végétale (extrais des plantes) qui ont toujours constitu¢ une

source d’inspiration dans la recherche médicale (Shtayeh et al., 1998).

8. Techniques d’évaluation de I’activité antibactérienne
L’¢tude de Dactivité antibactérienne a été réalisée par trois techniques différentes et

complémentaires (Rahal, 2011):
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e Meéthode de détermination des concentrations minimales inhibitrice (CMI).
e Latechnique de diffusion sur gélose dite méthode de diffusion sur disque (méthode de
puits).

e Meéthode de dilution en milieu liquide.
8.1. Méthode de détermination de la concentration minimale inhibitrice

L'évaluation de la concentration minimale inhibitrice (CMI) consiste a déterminer la plus
faible concentration d'un agent antimicrobien, nécessaire pour inhiber la croissance d'un

microorganisme visible a 1’ceil nu (Bousseboua, 2002).

La CMI est déterminée par l'utilisation d'une gamme de dilutions de I'agent antimicrobien,
additionnee a une série de tubes d'un milieu de culture liquide, de composition convenable.
Aprés inoculation des especes microbiennes étudiées et incubation dans les mémes
conditions, la CMI est indiquée par le tube de la dilution a partir de laquelle aucune croissance

microbienne n'est constatée (Bousseboua, 2002).

L'activité antimicrobienne contre les microorganismes a analyser va étre évaluée
qualitativement et quantitativement en fonction de la présence ou l'absence de zone

d’inhibition et la concentration minimale inhibitrice par rapport a I’antibiotique de référence

(Delarras, 1998).
8.2. Méthodes de diffusion dans la gélose (méthode de puits)

Cette méthode est aussi appelée méthode de I’aromatogramme, ou technique de
I’antibioaromatogramme ou encore méthode de Vincent (Klancnik, 2010). C’est la technique
de base utilisée pour étudier la capacité d’une substance a exercer un effet anti microbien (Ela

et coll, 1996).

La méthode de diffusion dans la gélose (agar) est basée sur la diffusion uniforme de I’huile
au sein de la gélose ensemencée (Klancnik, 2010). Elle est particulierement adaptée a I'étude
de I’action des antibiotiques sur la croissance des bactéries, elle permet de déterminer leurs
antibiogrammes, qui rendent compte de la sensibilité spécifique des différentes espéces
bactériennes vis a vis un antibiotique donné (Bousseboua, 2002).

Cette méthode consiste a utiliser des boites de pétries contenant un milieu gelose

convenable, déja solidifié de la souche microbienne testée. Des disques de papier-filtre,
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préalablement imprégnés, des quantités connues d'antibiotiques, sont alors placés a la surface
de la gélose. Durant la période d'incubation, I'antibiotique diffuse dans la gélose a partir des
disques, selon un gradient de concentration jusqu'a une limite de distance ou sa concentration

est la plus faible. (Bousseboua, 2002).

Aprés incubation, on constate dans la boite de pétri un développement bactérien normal
dans la gélose, sauf autour des disques d'antibiotiques qui ont une action inhibitrice. Autour
de ces disques, on observe une zone d'inhibition exempte de développement microbien, mais
quand la concentration de 1’antimicrobien est trés diluée, il ne peut plus inhiber la croissance

de la bactérie testée, donc la zone d’inhibition est démarquée (Bousseboua, 2002).

Le diamétre de cette zone d’inhibition est corrélé avec la concentration minimale inhibitrice
(CMI) pour la combinaison particuliére bactérie/antimicrobien. Un produit est considéré actif,

si le diamétre de la zone d’inhibition est supérieur a 8 mm (Ela et al., 1996).
8.3. Méthode de dilution en milieu liquide

Cette méthode est appelée aussi la méthode de Maruzuella ou la dilution en bouillon
(Maruzzella, 1962). C’est une technique dans laquelle une suspension bactérienne (a une
concentration optimale ou appropriée prédéterminée) est testée contre des concentrations
variables d’un agent antimicrobien par un contact direct avec le germe dans un milieu
liquide. Le but de cette méthodes est de déterminer la concentration la plus faible de

I’antimicrobien testé qui inhibe la croissance de la bactérie testée (Daouda, 2015).

La méthode de dilution en bouillon peut étre effectuée selon le volume réactionnel dans des
tubes contenant un volume minimum de 2 ml (macrodilution) ou dans de plus petits volumes

a I’aide de plaques de microtitration (microdilution) (Mahboubi, 2010 ; Zhao, 2010).

9. Résistance aux antibiotiques

La résistance des bactéries aux antibiotiques est due a I’usage généralisé des antibiotiques
et a la forte adaptabilité des souches bactériennes .En effet, toutes les cellules réagissent aux
perturbations extérieures de maniere a préserver les aspects fondamentaux de leurs identités
(Daouda, 2015 ; Margulis, 1989). Cette résistance pose un grand probleme dans le traitement

de certaines maladies infectieuses, elles peuvent étre naturelles ou acquises :
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9.1. Résistance naturelle

La résistance naturelle "ou intrinséque" est découverte chez tous les membres d’une méme
espece ou d’un méme genre bactérien (Andremont, 2005 ; Alkhatib et al., 2014). L’expression
d’un caractére inné partagé par I’ensemble de la communauté bactérienne rend inappropriee
I’utilisation de certains antibiotiques. Des particularités structurales de la paroi cellulaire,
empéchent les antibiotiques d’accéder a leur cible (Normak, 2002). C’est par exemple le cas
de E. coli vis-a-vis de la vancomycine ou encore de P. aeruginosa face a I’ampicilline
(Andremont , 2005).

9.2. Résistance acquise

La résistance acquise est plus préoccupant que la résistance naturelle car elle ne concerne
que quelques souches d’une méme espeéce normalement sensible a un antibiotique (Goossen et
al., 2006 ;Von et al., 2016). En effet, quand les bactéries sont soumises a des traitements
antibiotiques, elles finissent par 1’adaptation et le développement de résistance contre les

médicaments auxquelles elles étaient auparavant sensibles (Dublanchet, 2008).

Dans 10% des cas, cette résistance acquise est due a des modifications génétiques de la
bactérie, alors que dans 90% des cas, cette résistance est due a I’acquisition de plasmides qui
sont des molécules d’ADN qui se trouvent dans le cytoplasme des bactéries. Le transfert des
plasmides se fait par conjugaison, par mobilisation ou par transformation. Exemple les
souches de Staphylococcus aureus résistantes a la vancomycine (SARV) (Noble et al.,1992 ;
Alekshun, 2007 ; Daouda ,2015 ) ou E.coli vis-a-vis la pénicilline (Charlier,1998).

10. Antibiotiques

10.1. Définition des antibiotiques

Le terme « antibiotique » est utilisé pour parler des médicaments permettant le traitement
des infections bactériennes (Wang, 2010). Ce sont des substances chimiques soit naturelles
produites par des microorganismes (Miller, 2004), soit semi-synthétique ou synthétique
produites aux laboratoires (Newman et al., 2003; Singh et Barett, 2006). Ces produits ont
pour effet d’inhiber ou bloquer la multiplication des bactéries, on parle dans ce cas de
« bactériostatiques», ou d’entrainer leurs destructions par action au niveau d’une ou plusieurs
voies métaboliques indispensables a la vie de la bactérie «bactéricides» (Islam, 2008; Miller,
2004).
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10.2. Mode d’action des antibiotiques

Les antibiotiques peuvent inhiber la biosynthése des acides nucléiques et interférer avec les
voies métaboliques de synthése d’ADN, mais leurs cibles principales sont la paroi cellulaire
et les ribosomes bactériens. La structure de ces antibiotiques permet d’établir des interactions
specifiques avec leurs différentes cibles bactériennes (Daouda, 2015 ; Singh et Barrett, 2006)
(figure 15) :

1. Inhibition de la synthése de paroi : Les B-lactamines et les glycopeptides sont les
deux classes majeures d’antibiotiques qui interférent avec la synthése de la paroi
bactérienne. L’action de ces antibiotiques conduit a des changements
morphologiques et la formation incompléte de la paroi aboutissant a 1’éclatement et
la mort de la bactérie (Cherier, 2017).

2. Inhibition de la synthése des acides nucléiques (ADN et ARNm) : les antibiotiques
responsables de D’inhibition de la réplication d’ADN sont les quinolones. Ces
molécules forment un complexe (ADN-topoisomérase-quinolone) et provoquent un
arrét de la machinerie de réplication d’ADN et leur coupure (Drlica et al., 2008).

3. Inhibition de la synthese de protéine : les antibiotiques qui inhibent les étapes de la
transcription et la synthése des ARNm, font partie de la famille des rifamycines. Ces
molécules sont responsables d’un arrét de la transcription par liaison a I’ARN
polymérase et aussi 1’arrét de la traduction par I’inhibition des ribosomes et blocage
de la synthése protéique (Lambert, 2012).

4. Destruction de la membrane cytoplasmique : les antibiotiques alterent la membrane
cytoplasmique et la dissocient, ce qui entraine une fuite du cytoplasme (Duval et
al.,1985).

Cette spécificité des antibiotiques est associée a la capacité¢ d’adaptation des bactéries et

participé a la sélection de bactéries résistante aux antibiotiques (Singh et Barrett, 2006).
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2. Inhibition de la synthese des acides nucléiques
Quinolone, rifampicine

N

#Nitromidazols
#*Nitrofurane

’Mcmbnne externe

/" Paroi

*Sulfonamide Membrane interne

Hriméthprime

4. Destruction de la membrane cellulaire
(Polymixine, daptomycine )

— 3. Inhibition de la synthese protéique

*Tétracyclines, aminosides, I'acide fusidique
1.Inhibitionde la synthése de la paroi

B-lactamines , glycopeptides, fosfomycine, bacitracines

Figure 15 : principales cibles cellulaires des antibiotiques (Islam, 2008 ; Lewis, 2013).

Les recherches focalisées sur la découverte de nouvelles voies d’inhibition en utilisant de
nouveaux médicaments a base des plantes, constituent une source d’inspiration (Billing et
Sherman, 1998), ils ont prouvé que les polyphénols notamment les flavonoides et les tannins
sont reconnus par leur toxicité vis- a -vis des microorganismes. Le mécanisme de toxicité peut
étre lié a l'inhibition des enzymes hydrolytiques (les protéases et les carbohydrolases) ou
d'autres interactions pour inactiver les adhesines microbiennes, les protéines de transport et

I'enveloppe cellulaire (Cowan, 1999).

11. Activité antibactérienne de N.sativa (Aromathérapie)

Depuis longtemps, 1’aromathérapie des infections d’origine microbienne notamment la
gingivite, les lésions superficielles purulentes et les infections urinaires a pris sa part que ce
soit dans la médecine traditionnelle ou la recherche scientifique dont N. sativa est I’'une des
plantes médicinales traditionnellement utilisées et scientifiquement évaluées pour leur activité
antimicrobienne (Bourgou et al., 2010).

*Streptogramine, lincosamides, macrolides, phénicoles

43



Chapitre 03 : Bactériologie et effet
Antibactérien de N.sativa et ses molécules

L’aromathérapie est une méthode de mesure in vitro du pouvoir antibactérien des huiles
essentielles (Girault et Bougeon, 1971). Cet examen est équivalent & un antibiogramme ou les
antibiotiques sont remplaces par des essences préalablement sélectionnées et reconnues. Il
s'agit d'une méthode en milieu géloseé a I'agar réalisee dans une boite de Pétri. Le contact se
fait par I'intermédiaire d'un disque de papier (de cellulose) de 6 mm sur lequel on dispose une
quantité donnée d'huile essentielle (10 pl). Aprés ensemencement et incubation, on mesure le

diametre des zones d’inhibition (Bondi et al., 1993).

Plusieurs études consacrées a I'huile essentielle de N. sativa et ses constituants ont révélé
que Defficacité, le large spectre et le potentiel antimicrobien puissant de cette plante
pourraient étre dues aux phénols de la fraction volatile (figure 16): la thymoquinone (TQ), la
dithymoquinone (DTQ) également appelée nigellone, la thymohydroguinone (THQ) , le
thymol (THY) et la p-cymene (Gazengel et al.,2013), plus la présence des alcools (a-
terpineol, terpinen-4-ol, linalol), des aldehydes, des cétones ,des alcaloides et plus rarement

des carbures (Dorman et Deans, 2000).

o CHj
O O
CH; |
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Thymogquinone Dithymoquinone
H;C CH,4
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Thymohydroquinone Thymol p-Cymene

Figure 16 : Structure chimique des principes actifs de I'huile de N. sativa (Amin, 2015).
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Environ 40% d’une huile grasse constituée principalement d’acides gras insaturés comme
I'acide linoléique (58.73%) et l'acide oléique (21.67%) (Bruneton, 2016). En 2012, Harzallah
et ses collaborateurs proposaient la probabilité que ces composés peuvent agir en mode
d'addition ou de synergie en augmentant la propriété antimicrobienne de cette huile (Harzallah
etal., 2012).

L’extrait méthanolique obtenu a partir des graines de N.sativa sur Staphylococcus aureus et
Escherichia coli possedent des effets inhibiteurs contre les souches avec des valeurs Clsy de
38,0 mg/mL pour S. aureus et 80,0 mg/mL pour E. coli (Zeggwagh et al., 2013.) . Cette étude
démontre que I’extrait méthanolique a un pouvoir d’inhibition plus élevé sur les souches a
Gram positif (S. aureus ) que a Gram négatif (E. coli ) (Harzallah et al., 2012 ),cette activité
traduite de fagcon qualitative par 1’estimation du diamétre de la zone d'inhibition autour des
disques et quantitative par la détermination de la concentration inhibitrice minimale (Akloul
et al.,2014).

Le tableau suivant démontre les zones d’inhibition des huiles de N.sativa sur quelques

souches.

Tableau VI: Activité antibactérienne des huiles essentielles de N.sativa (Akloul et al., 2014 ;
Hadjazi etal., 2015).

Souches testées zone inhibition (mm)
E.coli (2 Gram’) 14
S.aureus (a Gram®) 25
Pseudomonas 10
S. aureus, B. cereus, S. typhi, E.aerogenes, | 32,15,14,14, 13,9
P.aeruginosa, E.coli. Respectivement

Les mécanismes d’action des huiles essentielles ne sont pas complétement élucidés car ils
sont trés complexes et leur spectre d’action est trés étendu (Billerbeck, 2007). Cette activité
dépend en premier lieu de type, de caractéristiques et de la composition chimique des
composants actifs. Le caractere hydrophobe permet leur solubilisation et accumulation dans
la bicouche lipidique des membranes, ce qui provoque des dégats irréversibles de
déstabilisation de la structure et une augmentation de la perméabilité membranaire des ions de
(K*, H") et de ’ATP (Boukhatem et al.,2010; Soares et al.2011; Liolios et al., 2009). Ces
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modifications entrainent une fuite d’ions et d’organites contenus dans les cellules, entrainant
la mort cellulaire (Enwuru et al., 2008). D’autre part, la présence des compO0sés terpeniques
dont les alcools (Saad et al.,2010) et les cétones (Bourgou et al.,2010) dans ces huiles seraient

probablement parmi les acteurs de ces activités.

En outre, I'inactivation des enzymes impliquées dans la production de 1’énergie et la
synthése des composants de structure de la cellule bactérienne (Hussain et al., 2010), la
destruction du matériel génétique (Nedorostova et al., 2009) et la diminution de la virulence
des bactéries par inhibition de la production des toxines (Saad et al., 2010; Athina, 2010), ce

sont des modes d’action secondaires de ces huiles.
11.1. Activité antibactérienne de thymoquinone

D’aprés des études de 1’action de thymoquinone sur des souches bactériennes in vitro, les
résultats ont montré une activité significative contre les bactéries 8 Gram™ (S. aureus) que les
bactéries a Gram™ (E. coli) qui ont moins sensible. Ce qui indique que la Thymoquinone

possede des propriétés antibactériennes sélectives (Abdesslam, 2015).

Cette sensibilité est liée a 1’organisation structurale de la paroi cellulaire des bactéries a
Gram™ qui est moins complexe que celle des bactéries & Gram™ (Kalemba et Kunicka, 2003).
En effet, la bactérie a Gram™ posséde une résistance intrinseque aux antibiotiques, en relation
avec la nature de sa membrane externe. Cette derniére est composée de lipopolysaccharides
qui forment une barriére imperméable aux composés hydrophobes (Mann et al., 2000).

Le mode d’action de TQ dépend en particulier de sa propriété hydrophobe qui leur permet
de pénétrer dans la double couche phospholipidique de la membrane cellulaire bactérienne.
Cela peut induire un changement de conformation des enzymes membranaires, une
perturbation chémo-osmotique et une fuite d’ions K, des H*, d’ATP et des acides nucléiques
et/ou d’interférer avec la chaine respiratoire de la bactérie, ce qui entraine la mort cellulaire
(apoptose) (Bourgou et al .,2010; Soares et al., 2011). Ce mécanisme a été observé de facon
trés forte avec les bactéries a Gram® (S. Aureus) et trés faible avec les bactéries a Gram” (E.
coli) (Cox et al., 2000; Carson et al., 2002).

11.2. Activité antibactérienne de thymol

Une étude évaluant I’activité antibactérienne du thymol permet de valider 1’action

antibactérienne de celui-ci sur les souches bactérienne & Gram™: S.aureus et d’autres bactéries
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a Gram™ : E.coli. Les résultats ont montré que les bactéries a Gram" sont plus sensible par
rapport a Gram™ (Mathela, 2010).

Par ailleurs, d’autres recherches scientifiques ont attribué au thymol une activité bactéricide
notable, surtout sur les bactéries & Gram® car les bactéries & Gram™ sont constituées d’une
membrane externe alors que les bactéries 8 Gram™ sont formées d’une paroi cellulaire. Ainsi
les bactéries & Gram™ présentent une plus forte résistance a I’action des huiles essentielles du
fait de leur structure plus complexe de la membrane extérieure qui est difficilement

franchissable (cabarkapa et al., 2015).

Plus fréguemment le mode d'action par lequel le thymol inhibe et réduise la croissance
bactérienne est attribué a son nature hydrophobe qui lui confere la capacité de s'intégrer dans
les membranes en provoquant une dis-rupture de cette membrane (Helander et al., 1998 ) et
aussi de la paroi cellulaire en entrainant une fuite de contenu intracellulaire et perturbation de
la fonction normale de la membrane qui provoque la lyse bactérienne (Lambert et al., 2001;
Gill et Holley, 2006a).

Un autre mécanisme de cette action antibactérienne consiste a 1’inhibition des pompes
d'efflux connues pour étre responsables de résistance biotique, perturbations de I'équilibre
d’ATP et augmentation de la libération d'autres composants cellulaires qui alterent les

activités cellulaires a médiation énergétique(Zuo et al.2010 ; Elshafie et Camele 2017).
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Conclusion générale

Nigella sativa est une plante miraculeuse utilisée depuis longtemps comme remede des
maladies humaines puisqu’elle contient dans son huile essentielle des composants chimiques de
valeur thérapeutique. En effet, nous avons vu la multitude de travaux réalisés in vitro et in vivo,

et le nombre considérable de pathologies que cette plante peut traiter.

Dans notre présent travail théorique, on a présenté les effets pharmacologiques de 1’huile
essentielle de N.sativa et de ses principaux constituants; la thymoquinone et le thymol. Plus
précisément, on a ciblé leur efficacité antimicrobienne qui a permet de les proposer comme
des futurs agents antimicrobiens alternatifs plus puissants que les antibiotiques dérivés de

I'industrie chimique.

Dans la perspective d’utilisation en tant que médicament sur I’homme, nous avons
recommandé de réaliser d’autres essais in vivo afin de développer des approches appropriées

dans le but d’une éventuelle application chez ’homme.
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Résumeé
Les bactéries sont trés abondantes dans 1’environnement et chaque jour le risque d’étre contaminé
augmente spécialement lorsque les concentrations de certaines especes bactériennes deviennent
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préoccupation. De ce fait, la recherche de nouveaux agents d’origines naturelles, présentant moins de
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est devenue une nécessité.

Dans la médecine traditionnelle, les plantes aromatiques constituent une source immense de
molécules bioactives, dotées de nombreuses activités. Notre objectif est de démontrer 1’efficacité
antimicrobienne de N.sativa et leur biomolécules (thymol et thymoquinone) a partir des résultats des
travaux déja effectués sur déférentes especes bactériennes du Gram positive telle que S.aureus et de

Gram négatif comme E. coli.

A partir des résultats de recherches cités dans ce travail, on peut proposer 1’huile de N.sativa et leur
biomolécules thymol et thymoquinone comme agents antimicrobiens puissants contre différentes

pathologies
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