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Résumé:

Les analyses des activités biologiques des exttaita partie aérienne @sychotriabridsonia¢Rubiaceae), une
plante endémique de Madagascar, ont montré quediexnéthanolique présente une activité antimieobe
intéressante contre les bactéries Gram (+), esflentent surStreptococcus pyogeneavec une CMI de
39,06pg/ml et une CMB de 78,13ug/ml. Ce méme axp@ssede également un pouvoir antioxydant, avec un
valeur importante de 3568mMTrolox/I d'extrait par inéthode DPPH, et une valeur de 22,59mMTrolox/|
d’extrait par la méthode ORAC. Cette activité axyiante peut étre due a la présence des prodétsophues
dans la plante notamment a des flavonoides détem®slu screening phytochimique. Outre les flavdas,
nous avons également détecté des iridoides, desideé et des tanins dans la partie aérienne de
Psychotriabridsoniae.

Mots-clés : Psychotriabridsonia®ubiaceae, phytochimie, activité antioxydantéivéé antimicrobienne.

Abstract: Biological activities of the Psychotriabridsoniae A.Davis & Govaertsextracts, Rubiaceae from
Madagascar

Biological tests revealed that the methanol exte®sychotriabridsonia¢Rubiaceae) endemic to Madagascar
inhibits Gram (+) bacteria, especialtreptococcus pyogen@gth MIC value 39.06g / ml and MBC value
78.131g/ml. The methanol extract of the plant also showadantioxidant activity with a high value of
3568mMTrolox /I of extract by DPPH method, and 22niBATrolox /I of extract by ORAC method.

Antioxidant activity should be due to phenolic camapds such as flavonoids detected on phytochemical
screening of the plant which also showed the pasehtannins, steroids and iridoids in its aepiait.

Keywords PsychotriabridsoniagRubiaceae, phytochemistry, iridoids, antimicrbbiad antioxidant activity.

1. INTRODUCTION

Psychotriabridsoniag Rubiaceae) est une plante endémique de MadagHdcajui n'a pas encore été trés
étudiée du point de vue phytochimique et biologiqDe, plusieurs plantes du gerfPsychotriasont utilisées
dans le monde pour le traitement de diverses medatbnt I'inflammation de la gorge, la dysentelaefievre,
les maux de dents, les maux d'oreilles et les btess[2,3,4] ; les morsures de serpent [5]; lesdidns virales
et bactériennes, et les inflammations [6,7,8]; péstension, les dysfonctionnements cardiovascudlailes
perturbations mentales et les désordres alimestfdie la malaria, la leishmaniose. [10], les malestomac,
les maladies vénériennes [11].Compte tenu de chsaitions, nous avons axé nos recherches surdesi¢tés
biologiques de cette plante notamment les actiatésnicrobienne et antioxydante.
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2. MATERIELS ET METHODES

2.1. Collecte et identification

Les feuilles et inflorescences &sychotriabridsoniaent été récoltées en juillet 2011 dans la Résemtririslle
Intégrale (RNI) de Tsaratanana, Commune de Manambd&istrict d’Ambanja, de la Région
Diana(Madagascar). L'identification de la plantété effectuée par les botanistes du DépartemeaniBpte du
CNARP au sein duquel est déposé un herbier deeréférRakotondrafara A. 1056 (Figure 1).

Figure 1:Herbier de Psychotriabridsoniae, Rakotondrafaral856
(Source : Herbarium CNARP)
2.2. Criblagephytochimique

Le criblage phytochimique, suivant les méthodessils par H.H.S. Fong at. (1977), D.R. Dalton
(1979), G. Cordell (1981), J. Bruneton (1987, 1953)9), A. Gurib-Fakim (1994), V. Plouvier &t (1971) a
servi pour la détection des familles de moléculesgntes dans la plante. Ces méthodes utilisentédesifs
spécifiques pour chaque famille chimique a détedtes tests sont basés sur la formation de complexe
insolubles ou de complexes colorés, a partir delpode plantes, ou d’extrait hydroéthanolique.

2.3. Préparation des extraits
Les feuilles et les inflorescencesPdgchotriabridsoniaesont séchées, broyées puis macérées dans des
solvants de polarité croissante : a) mélange diohiéthane/hexane [60 :40] cinq fois, b) méthaim fois.
2.4. Analyse des activités biologiques
L'analyse des activités biologiques concerne tlests sur les activités antibactériennes et lewitdst
antioxydantes des extraits dichlorométhane et métitpue de Psychotriabridsoniae

2.4.1. Tests des activités antimicrobiennes

Plusieurs méthodes ont été utilisées dont la ididuten milieu solide, I'antibiogramme, la
bioautography et la microdilution en milieu liquide

2.4.1.1- Screening antibactérien par la méthodéitigion en milieu solide

La méthode de dilution sur gélose en milieu soéideréalisée sur boites de Pétri en utilisant ¢utateur de
Steers. Elle permet de détecter le spectre anéibantdu produit testé a lissue de l'inhibition aan de la
croissance des souches. Les échantillons sons stée dose de 100 mg/l sur des souches de réetensont
mis en solution dans du DMSO pour faciliter leuifudiion dans I'agar. Le témoin négatif contienDMMSO et
le témoin positif est constitué de I'Ofloxacine.iricubation dure 24 h a 37 °C. Pour ce screeninggspéces
bactériennes (30 Gram négatif et 17 Gram positdy@nant de souches de référence ont été utilisées.
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2.4.1.2.-Méthode de I'antibiogramme

La méthode utilisée est celle développée par Niettal., 2000, Pyun edl., 2006 et Ngameni etl., 2009 afin
de mesurer l'inhibition des bactéries par les éstide la plante sur boites de Pétri [12,13,14].

Aprés ensemencement d’'une quantité de 2ml de ssigpsnde bactéries, correspondant a 0,5 Mac Fardalzd
surface d’'un milieu gélosé Mueller Hinton dans lodte de Pétri, des disques stériles, de 6mm duddia,
type BioMérieux, imprégnés de [dl0d’extrait brut de concentration de la solutionreégale a 100 mg/ml soit
1mg/disque, y sont placés. Les boites de Pétri esmsuiite incubées a 37°C pendant 24h. Apreés inicuhaés
zones d'inhibition de la croissance des bactérasl’pxtrait, caractérisées par le diametre d’hdliahibition
autour de chaque disque, sont mesurées en mmLA Biesure est réalisée en triple.

2.4.1.3.-Méthode par « bioautography »

La méthode est similaire a la méthode de I'anti@agme, mais dont I'extrait a tester diffuse dans
I'agar inoculé a partir de la plaque de chromatphi[16,17].
La technique utilisée est la bioautography par insioa. Elle consiste a immerger la plaque dansélasg
Mueller Hinton, ou a la placer dans une boite dii B&a la recouvrir ensuite du milieu gélosé.
La plague CCM contenant le spot de la solutionedrhit méthanolique est placée dans une boitedts, puis
recouverte du milieu gélosé. Aprés solidificatitas bactéries sont ensemencées et la boite ded3é&nsuite
incubée a 37°C pendant 24h [18]. Afin de permettre meilleure diffusion des composés testés dagail, les
boites peuvent rester a basse température duraiqugs heures avant incubation. La présence d'aneeb
claire entourant le spot sur la plaque indiquerésence d’activité antibactérienne.

2.4.1.4.- Méthode de microdilution en milieu liqaiid

Cette technique permet la détermination de la Qunagon Minimale Inhibitrice (CMI) qui empéche la
croissance d’un microorganisme apres 24 heuresubation a 37 °C dans un milieu de croissance non
spécifique, et de la Concentration Minimale Bacide (CMB), qui est la plus faible concentration lde
substance antimicrobienne, laissant subsister nut@n3,01 % de survivants. La méthode utilisée éstitd par
Fawole, 2009 et Kuete, 2009, utilisant une micrgp&ade 96 puits. [19][20]

100ul de I'extrait testé de concentrations égales g/Brhet 7mg/ml sont dilués avec | 95u Mueller
Hinton Broth (MHB) puis répartis dans les 96 puisl d’'inoculum, standardisé entre 0,5 et 1 MacFar|aodt
ajoutés dans chaque puits. Ces dilutions sonts&si de facon a avoir des concentrations finalsexigaits
comprises entre 4,88 et 2500ug/ml d’une part 6 685001 g/ml d’autre part.

Un témoin négatif et un témoin positif sont utiisé

e Témoin négatif : 100l du MHB
e Témoin positif: 95ul du MHB additionnés de fl d'inoculum

Les plagues sont ensuite recouvertes de papieiralumstérile, puis incubées a 37°C pendant 24h.

La CMI est évaluée par ajout de 40ul de solutiop-@mlonitrotetrazoliumchloride, indicateur coloré en
jaune, a une concentration de 0,2mg/ml dans chpgits, aprés incubation a 37°C pendant 30mn [19]. U
virage de couleur au violet indique qu'il y a cs@iace bactérienne. La CMI est indiquée par la eupuli
contient la plus faible concentration d’extraitanicun changement de coloration n’est observé.

La CMB a été estimée par ensemencement diede chaque puits qui ne présente pas de trouble su
Mueller Hinton Agar (MHA), et I'observation de calies bactériennes apres incubation a 37°C pendidnt 2
CMB correspond a la plus faible concentration ocuae colonie bactérienne n’est observée.

L’évaluation finale des résultats est indiquéelpaapport de la CMB et de la CMI.

Le produit testé est dit :
- bactériostatique lorsque le rapport CMB/CMI egiérieur a 4 ;
- bactéricide lorsque le rapport CMB/CMI est ingér a 4.

2.4.1.5.-Méthode de dilution en milieu solide pleutest antimoisissure

L’étude de I'activité antifongique est réalisée [gatechnique décrite par Favelatten 1994 [21].

Un millilitre de I'extrait de la plante de conceatipn finale égale a 1mg /ml est ajouté dans 1%ml d
milieu de culture PDA (PotatoDextrose Agar) maint@nd5 °C. Le mélange est ensuite versé dans Gies loe
Pétri. Ces derniéres sont mises a sécher pendaminl® 37 °C. 10ul de chaque germe testé a unersispe
correspondante a 0,5 MacFarland sont déposésierasér surface du milieu. Les boites de Pétri smniibées a
25 °C pendant 72 h.

Le résultat est observé par la croissance nornisildlesou non des moisissures. Les témoins négatifeté
préparés par spot des souches testées a la stemoalieux sans extraits.
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2.4.2. Analyses de l'activité antioxydante

La détection de I'activité antioxydante des extrai¢ la plante est effectuée par trois méthodééreliftes :
méthode DPPH, méthode « bioautography », et métaiRIAC.

2.4.1.1.- Méthode DPPH

La méthode par DPPH ou 1,1-diphenyl-2-picryl-hygiazst une méthode spectrophotométrique,
reposant sur le transfert d’électrons, c'est-a-direla réduction du radical libre DPPH+ par laspr&ée d'une
molécule antioxydante. Cette réduction se traduilr mne décoloration facilement mesurable par
spectrophotométrie a 515 nm. Le pourcentage de DBPRistant est proportionnel a la concentration
d’antioxydants [23,24]. Une microplaque est utdispour cet essai. Dans chaque puits sont déposés en
tripliquette 20ul de solution méthanolique de I'éctillon a tester de concentration 0,1mg/ml, 20¢i[Tadolox
((S)-(-)-6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2tmaxylique), I'antioxydant de référence, de concatitn
150 a 600umol/l, et 20ul de blanc (mélange DPPefDH).
280ul de solution méthanolique de DPPH a 0,004%g(#@ml) sont ensuite ajoutées dans chaque puifs sau
dans celui du blanc.

Le mélange est laissé a incuber pendant 1heur&G B@bsorbance est mesurée a 515nm.

L'absorbance moyenne de l'extrait, et une courBtaldhnage Absorbance en fonction de la Concenitratu
Trolox sont obtenues, et sont comparées.

Les résultats sont donnés en équivalent Trolox gtoeircentage d’inhibition.

L'activité antioxydante de I'extrait est expriméarga concentration correspondant a I'absorbanc@ralox,
équivalent a I'absorbance de I'extrait, en nmodulmMTrolox/l de I'extrait.

Le pourcentage d'inhibition est calculé par la folersuivante :

% d’inhibition = 100 — 100 (Agroduit testé Ablanc)

A produit testé Absorbance du produit testé
Avlanc: Absorbance du DPPH et MeOH

2.4.1.2.-Méthode « bioautography »

La technique utilisée est basée sur la décoloraiojaune du DPPH de couleur pourpre en présence
d’'un composé antioxydant.

L’extrait a tester est solubilisé dans du méthapois la solution est déposée sur une plaque CGM. L
plague est ensuite éluée. Puis, cette derniénpubstrisée par le révélateur DPPH, en solution amédhique a
25%. Le test est positif lorsqu’il y a apparitiom décoloration au niveau des taches ou spots ddsifs.

2.4.1.3.-Méthode ORAC

La méthode ORAC, Oxygen Radical Absorbance Capassty un test qui combine a la fois le
pourcentage d’inhibition de la réaction d'oxydati@t la longueur dans le temps de cette inhibition
enspectrofluorimétrie. Elle est basée sur la désamice de la fluorescence de la fluorescéine {3',6’
dihydrospiro[isobenzofuran-1[3H],9°[9H]-3-one]) gmésence de I'oxydant chimique AAPH (2,2’- Azob®s |
methyl-propionamidin] dihydrochloride), génératedm radical peroxyl libre. La techniqueréalisée sue
microplaque consiste en une mesure de la proteetiercée par une molécule donnée contre I'oxydat®ia
fluorescéine par le radical libre [25].

25ul de solution méthanolique d’échantillon de @mrcation 0,001 mg/ml, 25ul Trolox de
concentration de 6,25-75uM et 25 pl de blanc (ngddtuorescéine + AAPH (sans antioxydant)) sontodép
dans chaque puits de la microplaque. Puis un dieut50pul de solution de fluorescéine a 8,38 est fait
sauf dans les puits du blanc. La microplaque ese riincuber pendant 15minutes a 37°C, puis 25ARH
(153mM) sont ajoutés dans chaque puits sauf ddascomtenant le blanc.

Par la suite, la microplaque est analysée pardetsgfluorimétre du lecteur de microplaque pendamdt0, a une
longueur d’'onde d’excitation et d’émission respamtient de 485+9nm et 530+20nm.

L'aire sous la courbe (fluorescence en fonctiontelaps) obtenue de I'échantillon est ensuite congpardéa
gamme étalon de Trolox. Les résultats sont obtpau¢e calcul du rapport ci-dessous :
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(AUCéch'AUOmc) C Trolox

(AUCTroon'AUCbIC) (C éch)

AUCqch: aire sous la courbe de I'échantillon
AUCy : aire sous la courbe du blanc
Crrolox - concentration du Trolox

Csch: concentration de I'échantillon

L'activité antioxydante est donnée par la conceiunal rolox, correspondant a celle donnant uneuwadiel
rapport égale a 1, en valeur ORAC ou en Trolox\é@ent (mMTrolox par g ou | d’extrait).

Plusieurs méthodes ont été adoptées dans la mdssractivités antimicrobiennes des extraits de la
plante. L’'ensemble des tests ont été effectuébestrait méthanolique.

3. RESULTATS ET DISCUSSIONS

3.1. Rendement de I'extraction

160g de poudre de plante ont donné 3,55g d’exthiaitlorométhane, de couleur vert trés foncé, sait u
rendement de 2,22% et 22,22g d'extrait méthaneligle couleur marron jaunatre, avec un rendement de
13,89%.

3.2.Screening phytochimique

Le tableaul donne les résultats obtenus lors éaesirg phytochimique dsychotria bridsoniae.

Tableau 1 Résultats du criblage phytochimique des feuilléaf&irescences de Psychotria bridsoniae

Famille chimique a détecter | Réactifs de caracténisat | Résultats
Alcaloides
Alcaloides | KI, b, HgCh, Bi(NOs)s, acide tartrique +
Composés phénoligues
Flavanones, flavanonols HCI concentré, tournuresiagnésium +++
Flavones HCI concentré, tournures de magnésiumglakmamylique +++
Anthocyanes HCI 25% aqueux, ammoniaque -
Leucoanthocyanes HCI concentré +++
Coumarines NaOH 20% aqueux -
Anthraquinones NEOH -
Hétérosides anthraquinones HCI 12 %,49H 20% -
Tanins Gélatine salée 1 % (gélatine 1 % + NaCl 16Q/&0 v/v) ++
Tanins condensés FedD% +++
. Solution hydroéthanolique a 2 % de vanilline efd2e
Phénols et flavanes Hel +++
Polyphénols Gélatinea 1 % +++
Terpénoides
Stéroides Anhydride acétiqgue;30: concentré +++
Cardénolides PO a 2 %, Acide trichloracétique a 20 % -
Iridoides HCI, CuSQ Glycérol +++

- : test négatif : aucune réaction observée
+ : faible coloration ou formation de peu de prééip
++ : Coloration franche ou précipité abondante

+++ : Coloration intense ou floculation immédiatel@muteur de mousse supérieure a 5cm.

Ce tableau montre la présence des métabolites d@ices suivants darsychotriabridsoniae

- des composés phénoliques et dérivés, qui sontwsureprésentés par les flavonoides (flavanones,

flavanonols, flavanones, leucoanthocyanes), ldasazondensés et les phénols.
- des terpénoides dont les iridoides et les stéroides
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Cependant on a remarqué que la plante ne contiame) quantité infime d’alcaloides.

3.3.Activité antimicrobienne

3.3.1 - Screening antibactérien par méthode dé¢iatilen milieu solide

Un panel de 47 souches de référence (American Tudeure Collection (ATCC), Collection de
I'Institut Pasteur (CIP), appartenant a 45 espéegeseriennes: 18 souches (17 espéces) a Gramy(sphWhes
(28 especes) a Gram (-), ont été testées a uneddo$60mg/ml d’extrait méthanolique. Cet extrahile 30
especes (16 Gram + et 14 Gram -) bactérienne slredsouches non inhibées ont &acillus subtilis,

Enterobacteraerogenes,

Pseudomonas

aeruginosa, uBdéawonasdiminuta,

Pseudomonas

luteola,

Pseudomonas putida, Escherichia coli, Salmoneltkeréra, Klebsiellapneumoniae, Enterobactercloaches
résultats sur les souches sensibles sont préstaréde tableau 2 et la figure 2.

Tableau 2Résultats positifs du screening antibactérien @atfait MeOH par la méthode de dilution sur gélase 47
souches de références (provenant du Laboratoiftdideobiologie de I'Université Paris Descartes)

Référence Extrait MeOH Souche bactérienne Référence Extrait

Souche bactérienne (200mg/1) MeOH(100mg/1)

Listeria innocua E044 ++ Shigellasonnei ++

Staphylococcus E260 +++ Aeromonashydrophila CIP 74.30T +++

saprophyticus (bestiarum)

Enterococcushirae CIP 5855 ++ Flavimonasoryzihabitans | CIP 102.961 +++

Micrococcusluteus E216 ++ Klebsiellaoxytoca N718 +++

Staphylococcus ATCC 43.809 +++ Providenciastuartii CIP 107.808 +++

lugdunensis

Staphylococcus aureus| ATCC 25.923 ++ Morganellamorganii Coll. p. 396-1 +++

Staphylococcus CIP 53.124 +++ Citrobacterfreundii CIP 57.32 ++

epidermidis

Staphylococcus CIP 81.56 +++ Stenotrophomonasmaltophil CIP 54.90 +++

haemolyticus ia

Enterococcusfaecium | CIP 103.014 ++ Alcaligenesfaecalis CIP 67.23 +++

Streptococcus CIP 103.227 +++ Citrobacterkoseri CIP 82.87 ++

agalactiae

Enterococcusfaecalis | CIP 103.214 +++ Acinetobacterbaumannii CIP 70.34 ++

Enterococcusgallinarum BM4174 +++ Burkholderiacepacia CIP 80.24 +++

Nadege

Staphylococcus CIP 76125 ++ Achromobacter CIP 71.32 +++

saprophyticus xylosoxidansdenitrificans

Bacillus cereus CIP 6624 +++ Ochrobactrumanthropi SA04072409 ++

Enterococcuscasselliflay CIP 103.018 ++ Comamonastestosteroni HC07070111 +++

us

Listeria monocytogenes| CIP 103.575 ++ Aeromonashydrophila CIP 76.14 +++
Comamonasacidovorans | UR10024190 +++
Pseudomonas mosselii CIP 105.259 +++
Aeromonascaviae CIP 76.16 +++
Pseudomonas monteilii CIP 104.883 +++
Yersinia enterocolitica CIP 80.27 +++

++ : Présence d'une seule colonie
+++ : Test positif = aucune colonie ne pousse
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Figure 2 : Photo de boites de Pétri montrant I'activité antifxienne de I'extrait de P. bridsoniae par rappart
un témoin sans produit.

Les résultats obtenus montrent que I'extrait méthqune de P. bridsoniae posséde un pouvoir
antibactérien a large spectre, notamment sur legties a Gram (+). La croissance de 14 souchdsactéries a
Gram (+) sur 17 souches testées est totalemem&ia@hCet extrait inhibe également la croissancéddegries a
Gram(-). En effet, 16 souches de bactéries a Giasuf 30 souches testées sont entierement inhibées

Voici quelques données sur les espéces bactérisensibles a I'extrait de. bridsoniae
-Staphylococcus aureus et Bacillus cersost responsables des intoxications alimentaires
-Streptococcus agalactiggovoque la méningite et la septicémie chez lesrigsons ;
-Enterococcusfaecaliest responsable d'inflammations chroniques deteldtin, d'infections urinaires et
d’endocardites;
-les bactéries Gram (-) sont en général resporsablies infections nosocomiales, comme
Flavimonasoryzihabitans, Pseudomonas mosselii

3.3.2 - Méthode de l'antibiogramme

Les extraits dichlorométhane et méthanolique deldate ont été testés sur 6 souches au sein dratabe du
CNARP :

e Gram (+): Staphylococcus aureus ; Bacillus cereus, Basithegaterium;

e Gram (-): Klebsiellapneumoniae, Escherichia coli, Salmtntyphi;
Les antibiotiques de référence utilisés sont lami@one (30ug/disque), le Gentamycine (30ug/disquet)ja
Tétracycline.
Un test sur 9 autres souches, provenant de lactolede I'Université de La Réunion (LCSNSA) a été
également effectué:

» Gram (+) :Clostridium perfringens, Listeria monocytogenesgf@bcoccus pyogenes;

» Gram (-) :Vibrio parahaemolyticus, Shigellaflexnerii, Pseudoras aeruginosa, Salmonella enterica,

Yersinia enterocolitica, Proteus mirabilis.

Les antibiotiques de référence sont la Kanamy@og ¢/disque) et la Streptomycine (10pg/disque).
Le tableau 3résume les résultats obtenus parmétieode.

Tableau 3 :Résultats des tests antimicrobiens par la méthatibiagramme (souches provenant du Laboratoire i@
de Substances Naturelles et Sciences des Alimehtnilersité de La Réunion)

Souches gﬁi@:z I\E/lfgg Neomycine Tetracycline Kanamycine | Streptomycine| Gentamycine
Diamétre d’halo d'inhibition (mm)
S. aureus 8+0,1 11+0,0 13+4 - - - -
B. megaterium 0 12+0,0 - 26 - - -
Gram(+) B. cereus 810,1 15+0,0 - 40 - - -
L. monocytoenes - 12+0,0 - - 30+0,0 22+0,33 -
C.perfringens - 8+0,0 - - 20+0,0 15+0,0 -
S. pyogenes - 16+0,0 - - 35+0,0 NT -
K. pneumoniae 0 12+0,2 - -
P. mirabilis - 12+0,0 - - 27+0,33 20+0,33
S. flexnerii - 0 - - 21+0,66 20+0,66
Gram (-) E. coli 0 0 - - - 20+2
S. typhi 0 0 - 34 - -
Voo o ; 0 - - 24+0,0 21+0,0 -
parahaemolyticug
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S. enterica - 0 - - 2040,0 NT -
P. aeruginosa - 0 - - 11+0,0 NT -
Y. enterolitica - 10+0,0 - - NT 17+0,33 -

0 : aucune zone d’inhibition

NT: Non testé

L'extrait méthanolique, & une concentration de Ihsgjue, inhibe la croissance des bactéries a Granaec

un diameétre d’halo d'inhibition variant de 11 arbén dontS. pyogenesst la plus sensible (16+0,0 mm). Il

inhibe également la croissance des bactéries a Gyawec un diamétre d’halo d'inhibition variardg @0 a 12

mm, dontP. mirabilisetK. pneumoniaesont les plus inhibées (12 +0,0 mm). L’extrait dicbméthane est

moins actif car 'ensemble des souches testéepsontensibles. Les deux extraits présententaibke factivité
par rapport aux témoins.

3.3.3 - Méthode par bioautography

L'activité antibactérienne de I'extrait méthanokxa été testée sur 4 souches:
Gram (+): Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Bazithegaterium ;
Gram (-): Klebsiellapneumoniae.

Cette méthode permet de confirmer la détectionatgitité antibactérienne de I'extrait méthanoligsier
certaines souches testées par méthode d’'antibiogeaette activité est marquée par la formatiome’nande
claire entourant le spot du produit a tester.

3.3.4 - Méthode de microdilution en milieu liquide

6 souches bactériennes ont été testées pour larenésu’activité antibactérienne de I'extrait métbbque :

Tableau 4Résultats de CMI et de CMB de I'extrait méthanolidad®. bridsoniaepar microdilution en milieu liquide

Gram (+) : Listeria monocytogenes, Clostridium perfringengref@ococcus pyogenes, Proteus

mirabilis ;

Gram (-):Shigellaflexnerii, Yersinia enterocolitica.
Le tableau suivant permet de résumer les résigsais de ce test.

Souches Gram (+)

Souches Gram (-)

L.monocytogenes C. perfringens S. pyogenes P. isrgbi Y. enterocolitica S. flexnerii
CMI (ug/ml) 3125 625 39,06 625 625 IN
CMB (ug/ml) 3125 1250 78,13 1250 1250 IN
CMB/CMI 1 2 2 2 2 -

Réunion

IN = inactif

Les résultats (tableau 4) confirment d’'une parttiiaté antibactérienne de I'extrait méthanoliqe¢,
d’autre part montrent plus de spécificités pounalgurs CMI et CMB différentes obtenues.
En se référant au rapport CMB/CMI, I'extrait méthbnue est bactéricide vis-a-vis de I'ensemble des
bactéries, & une concentration minimale inhibitradant de 39,06pg/ml & 625 pg/ml, et une concéatra

minimale bactéricide de 78,13pg/ml a 1250ug/ml.

3.3.5 - Méthode de dilution en milieu solide paeitédst antimoisissure

Le test a été fait sur 5 souches de champignomsiepant de la collection de I'Université de La

(LCSNSA): Aspergillus

flavus,

Fusariumsporotricoides, Trichodermaviride.
L’extrait méthanolique a été utilisé a une concign finale égale & 1mg /ml. Le résultat est olase
par la croissance normale visible ou non des nsuiss

Tableau5 Résultats des tests antimoisissures sur I'extr@&OM de P. bridsoniae

Aspergillus terreus

var

terreus-usariummonoliforme,

Souches

Aspergillus
flavus

Aspergillus

terreusvar.terreus

Fusariummonoliforme

ides

Fusariumsporotrichio

de

Trichodermaviri

Pourcentage d'inhibition de la croissance des smises (%)
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Extrait MeOH 21 16 36 19 45

Témoin (milieu + souche,
sans extrait)

Les résultats présentés dans le tableau 5 momjuenktextrait méthanolique de. bridsoniaeinhibe la
croissance des champignons filamenteux de 16 a g&Porapport au témoin. L'inhibition est en général
moyennement faible, mais I'extrait présente unéviad&tplus marquée contre la souche Tdehodermaviride
(45%), par rapport aux autres souches testées.|®tmoin, I'inhibition est nulle.

3.2 Analyses d’activités antioxydantes

La détection de l'activité antioxydante des extraite la plante a été effectuée par trois méthodes
différentes : méthode DPPH, méthode « bioautographgt méthode ORAC.

3.2.1 - Méthode DPPH

La technique danalyse de [lactivité antioxydantijte sur microplaque, avec une solution
méthanolique DPPH a 4mg/10ml, a permis de mettrévadence d’'une part une activité antioxydante édegre
l'extrait méthanolique de 3568mMTrolox/I d'extraigt d'autre part, un résultat positif pour I'extrai
dichlorométhane, mais caractérisé par une valeohi@ition faible de 63mMTrolox/I d’extrait.

3.2.2.- Méthode « bioautography »

L’extrait dichlorométhane est inactif vis-a-vis @PPH alors que I'extrait méthanolique présente une
activité antioxydante. Cette derniere est montréelg décoloration de la couleur violette aux alars des
dépdts c’est-a-dire le piégeage du radical libieRBI+) par les composants organiques des extratéste

3.2.3 - Méthode ORAC

Le test d'activité antioxydante des extraits delente, suivant la méthode ORAC par le principe de
transfert d’hydrogéne, a donné les valeurs respesctie 22,59mMTrolox/I d’extrait pour I'extrait nénolique
et 15,60 mMTrolox/I d’extrait pour I'extrait dichlométhane. Cette méthode permet de confirmer Vit
importante de I'extrait méthanolique par rappdréeztrait dichlorométhane.

4. CONCLUSION

Le criblage phytochimique réalisé sur la planteantré la présence de composés phénoliques, dédgtgro
et d'iridoides.

Les tests antibactériens ont révélé que l'extraéthanolique de la plante présente une activité
antibactérienne a large spectre essentiellemergtseptococcus pyogenes/ec une CMI de 39,06ug/ml et une
CMB de 78,13ug/ml. L'analyse des activités anticuyits a également montré la potentialité de I'é@xtra
méthanolique, avec une valeur élevée de 3568mMifitoldextrait par méthode DPPH, et une valeur
22,59mMTrolox/I d'extrait par méthode ORAC. Ces uléss permettent de confirmer les activités
antibactériennes et antioxydantes mises en évidersees travaux préliminaires réalisés.

L’ensemble des résultats obtenus sont comparables les données antérieures répertoriées sur @elqu
espéces du genksychotria NéanmoinsPsychotriabridsonia@e renferme qu’une quantité infime d’alcaloides.
Notre étude a permis de montrer I'intérét biologiglePsychotriabridsoniaeElle a ouvert une nouvelle voie de
recherche de molécules antibactérienne et antiogda’extrait méthanolique d@. bridsoniaepeut donc faire
'objet de recherches biologiques approfondies démstraitement des infections telles que I'angine
streptococcique, le scarlatine, I'impétigo, la pmemie, les infections urinaires, les infectionsaumsmiales, et
dans le traitement des toxi-infections alimentaires
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