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RESUME 

Les salmonelloses sont responsables d’environ 300 000 décès chaque année dans le monde. 

La situation devient de plus en plus préoccupante en raison de l'émergence de la résistance aux 

antibiotiques actuellement recommandés. Cela suscite l’urgence de rechercher de nouvelles 

molécules bioactives. Les plantes de la forêt tropicale camerounaise constituent une source riche et 

diversifiée de composés bioactifs vis-à-vis des souches bactériennes. Callistemon rigidus R. Br. est 

un exemple de plantes médicinales dont les feuilles et écorces sont utilisées en médecine 

traditionnelle camerounaise pour soigner la toux, la bronchite et des infections du système digestif 

et respiratoire. La présente étude vise à évaluer les activités anti-salmonelle et antioxydante des 

extraits de Callistemon rigidus. L’extraction préalable des feuilles et écorces de Callistemon rigidus 

par macération successive dans divers solvants/système de solvants de polarité croissante a généré 

38 extraits. L’activité anti-salmonelle de ces extraits a été évaluée sur quatre sérotypes (S. typhi, S. 

typhimurium, S. enteritidis et S. paratyphi B) par la méthode de microdilution. L’analyse 

phytochimique quantitative (teneurs en phénols, flavonoïdes et tanins condensés) des extraits 

bioactifs a été évaluée par des méthodes standards. La cytotoxicité des extraits bioactifs a été 

évaluée sur les macrophages de la lignée RAW 264.7 par spectrophotométrie. Les modes d’action 

des extraits bioactifs ont été explorés à travers leurs effets sur la cinétique de mortalité bactérienne, 

l’intégrité membranaire, les pompes à efflux et ATPases/H+ et la motilité bactérienne. L’activité 

antioxydante a été déterminée par les tests de DPPH, ABTS, FRAP, NO et H2O2. Des 38 extraits 

testés, les plus actifs étaient CRE Me(DCM) (CMI = 500 µg/mL sur S. typhimurium et S. typhi 

CPC) et CRE H2O(DCM) (CMI = 250 et 500 µg/mL sur S. typhimurium et S. typhi CPC, 

respectivement). Les teneurs en phénols totaux, flavonoïdes et tanins condensés de ces extraits 

étaient de 126,763 et 192,40 mg EAG /g, de 130,98 et 186,583 mg EQ/g et de 135,398 mg et 

284,043 mg EAT/g, respectivement. Ces extraits étaient non cytotoxiques sur la lignée cellulaire 

RAW (CC50s : 76,285 µg/mL et 81,49 µg/mL, respectivement). La cinétique de mortalité de CRE 

Me(DCM) et CRE H2O(DCM) a montré un effet bactéricide dose dépendante observable à partir 

de 4 h d’incubation. Ces extraits ont déstabilisé la membrane externe (entre 40 et 50 % de 

déstabilisation à la CMI), perméabilisé la membrane interne et inhibé les pompes à efflux et 

ATPases/H+, et la motilité swarming (diamètre de motilité < 20 mm à la CMI) de Salmonella 

typhimurium et Salmonella typhi CPC. CRE Me(DCM) et CRE H2O(DCM) ont révélé une activité 

antioxydante en piégeant les radicaux libres de DPPH (CP50 de 18,65 et 46,48 µg/mL), ABTS (CP50 

de 5,438 et 6,677 µg/mL), et NO (CP50 de 23,08 et 49,33 µg/mL) et en réduisant le fer ferreux en 

fer ferrique (CR50 de 47,165 et 54,15 µg/mL), et H2O2 en H2O (CR50 de 19,46 et 35,52 µg/mL). Ces 

résultats suggèrent que les extraits de Callistemon rigidus possèdent des activités anti-salmonelle 

et antioxydante, et pourraient constituer une source prometteuse de principes actifs à potentiel anti-

salmonelle. 

Mots-clés : Callistemon rigidus ; Activité anti-salmonelle ; Cytotoxicité ; Modes d’action ; Activité 

antioxydante. 
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ABSTRACT 

Salmonella infections are responsible for over 300 000 deaths worldwide annually. This 

situation is exacerbated by the development of resistance to currently available antibiotics. Thus, 

there is an urgent need to search for effective treatments against Salmonella infections. Medicinal 

plants, such as Callistemon rigidus R. Br. are traditionally used in Cameroon to treat bronchitis, 

cough, and digestive and respiratory infections. Therefore, the present study sought to investigate 

the anti-Salmonella and antioxidant activities of Callistemon rigidus extracts. To this end, thirty-

eight (38) Callistemon rigidus extracts, which were prepared by using different solvents / solvent 

systems of increasing polarity, were evaluated for anti-Salmonella activity against four serotypes 

(S. typhi, S. typhimurium, S. enteritidis and S. paratyphi B) using broth microdilution technique. 

The phytochemical analysis of the most promising extracts was evaluated using standard methods. 

Cytotoxicity of the most promising extracts was evaluated on macrophage cells RAW 264.7 by a 

spectrophotometric test. The effects of the most promising extracts were evaluated on growth 

kinetics, membrane stability, efflux and ATPases/H+ pumps, and motility in the most sensitive 

bacteria. Antioxidant activity of the most promising extracts was evaluated by spectrophotometric 

methods using DPPH, ABTS, FRAP, NO and H2O2 assays. As a result, two extracts (CRE 

H2ODCM and CRE MeDCM) out of the 38 tested, revealed more pronounced activity on S. 

typhimurium with MIC values of 250 and 500 μg/mL, respectively. Against S. typhi CPC, CRE 

Me(DCM) and CRE H2O(DCM) showed a common MIC value of 500 μg/mL. The contents of 

phenols, flavonoids, and condensed tannins of CRE Me(DCM) and CRE H2O(DCM) were 126,763 

and 192,40 mg EAG/g, 130,98 and 186,583 mg EQ /g, and 135,398 and 284,043 mg, EAT/g 

respectively. These bioactive extracts revealed no cytotoxicity when tested against RAW 264.7 

cells, as evidenced by their CC50 values (76.285 μg/mL and 81.49 μg/mL, respectively). At MICs, 

these extracts showed a bactericidal orientation after 4h of incubation with S. typhimurium and S. 

typhi CPC. Moreover, these extracts destabilized the outer membrane and reduced the permeability 

of the inner membrane of S. typhimurium and S. typhi CPC. CRE Me(DCM) and CRE H2O(DCM) 

significantly inhibited efflux and ATPases/H+ pumps as well as the motility swarming of these two 

pathogens. CRE Me(DCM) and CRE H2O(DCM) showed antioxidant activity by scavenging free 

radicals of DPPH (SC50 of 18.65 and 46.48 μg/mL) ABTS (SC50 of 5.438 and 6.677 μg/mL), and 

NO (SC50 of 23.08 and 49.33 μg/mL) and by reducing H2O2 to H2O (RC50 of 19.46 and 35.52 

μg/mL) and Fe3+ to Fe2+ (RC50 of 47.165 and 54.15 μg/mL). These results demonstrate the anti- 

Salmonella and antioxidant activities of Callistemon rigidus extracts, which can be further exploited 

as a promising source of potential compounds against Salmonella infections.  

Keywords : Callistemon rigidus ; Anti-Salmonella activity ; Cytotoxicity ; Modes of action ; 

Antioxidant activity. 
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INTRODUCTION 

Les salmonelloses sont des infections causées par des entérobactéries du genre 

Salmonella (Ed-dra et al., 2017). Elles se manifestent principalement par la fièvre, la diarrhée 

et les crampes abdominales (Tariq et al., 2022). Les infections à Salmonella varient selon le 

sérotype et l’hôte infecté. On distingue deux types: la salmonellose typhique ou «fièvre 

entérique» qui regroupe les fièvres typhoïde et paratyphoïde et la salmonellose non typhique 

encore appelée «gastroentérite» (Duff et al., 2020).  

On estime environ onze à vingt et un millions de cas de fièvre typhoïde et cinq millions 

de cas de fièvre paratyphoïde, avec 135 000 à 230 000 décès chaque année dans le monde. Par 

ailleurs, environ cent cinquante millions de cas de gastroentérite avec plus de 60 000 décès sont 

enregistrés chaque année dans le monde (CDC, 2024). Salmonella est à l’origine d’environ 28 

% des décès dus aux infections alimentaires et est la troisième cause des maladies diarrhéiques 

dans le monde (Ruszel et al., 2021; OMS, 2024a). 

Une fois ingérées, les salmonelles adhèrent aux entérocytes puis envahissent les cellules 

épithéliales de la muqueuse intestinale grâce à des facteurs de virulence (îlots de pathogénicité, 

opérons fimbriaires, de flagelles et de plasmides, lipopolysaccharides, et adhésines, etc.) 

(Lorkowski, 2014). En réponse à l’infection, les cellules immunitaires (macrophages et 

neutrophiles) libèrent des cytokines pro-inflammatoires (TNF-α et IL-1β, etc.), qui stimulent 

en plus des substances microbicides la production des espèces réactives de l’oxygène (EROs) 

(Aubry, 2018; Loredana et Mircea, 2021). L’accumulation des EROs conduit à un stress 

oxydatif (déséquilibre entre la production des espèces radicalaires ou réactives de l’oxygène 

(ERO) et la quantité d’antioxydants disponibles et utilisables par l’organisme) (Frombaum et 

al., 2011)., susceptible d’endommager les biomolécules essentielles (ADN, protéines, lipides) 

(Rastaldo et al., 2007; Baudin, 2020).  

Le traitement des salmonelloses repose sur l’usage des antibiotiques. A cet effet, les 

fluoroquinolones (ciprofloxacine et lévofloxacine, etc.) sont recommandés en première ligne, 

tandis que les céphalosporines de troisième génération (ceftriaxone et céfotaxime, etc.) et les 

macrolides (azithromycine et érythromycine, etc.) sont utilisés en seconde intention (OMS, 

2023a; Galán-Relaño et al., 2023). Cependant l’usage de ces antibiotiques fait face à de 

nombreuses limites telles que l’émergence des phénomènes de résistance et multirésistance 

conduisant à de nombreux échecs thérapeutiques (Cuypers et al., 2018; CDC, 2023). En effet, 

selon un rapport publié récemment par l’Organisation Mondiale de la Santé, Salmonella fait 

partie de la liste de douze bactéries les plus menaçantes pour la sante publique en raison de leur 

forte résistance aux antibiotiques. De plus, les effets toxiques (hépatotoxicité , néphrotoxicité 
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et neurotoxicité) causés par ces antibiotiques (Michalak et al., 2017; Ahmed et al., 2020) 

suscitent le besoin urgent de rechercher de nouveaux principes actifs dotés d’activité anti-

salmonelle. 

La phytothérapie désigne l'utilisation des plantes médicinales, de leurs extraits et de 

leurs principes actifs pour des objectifs thérapeutiques, tels que la prévention ou le traitement 

des maladies (Zimmermann-Klemd et al., 2022). En raison du coût et de ses effets non 

toxiques potentiels, elle constitue pour une grande majorité de la population mondiale une 

solution de choix pour traiter diverses maladies (Esteves et al., 2020). En se référant à des 

éléments scientifiques probants, notamment l’identification de l'artémisinine et de la quinine, 

respectivement de Artemisia annua et du quinquina (Cinchona officinalis), l’organisation 

mondiale de la santé soutient la médecine traditionnelle à base de plantes médicinales (OMS, 

2023b). En effet, les plantes médicinales constituent une source de biomolécules à usage 

thérapeutique contre les agents pathogènes (Suntar, 2020; Vaou et al., 2021). Callistemon 

rigidus R. Br. est un exemple de plantes médicinales dont les feuilles et écorces sont utilisées 

en médecine traditionnelle camerounaise pour soigner la toux, la bronchite et les infections du 

système digestif et respiratoire (Saxena et Gomber, 2006; Goyal et al., 2012). Un nombre 

important de plantes du genre Callistemon a fait l’objet d’études scientifiques avec des résultats 

probants, notamment leurs effets inhibiteurs contre les microorganismes tels que les 

salmonelles (Salem et al., 2013; Sutar et al., 2014; Arora et al., 2016; Fayemi et al., 2019; 

Abdelmalek et al., 2021). Cependant, l’activité antibactérienne de Callistemon rigidus contre 

les espèces du genre Salmonella n’a pas encore fait l’objet d’une étude scientifique. 

De ce qui précède, l’hypothèse de recherche est élaborée comme suit : Callistemon rigidus 

(Myrtaceae) contient des métabolites secondaires doués d’activités anti-salmonelle et 

antioxydante. 

Par conséquent, l’objectif général de ce travail était d’évaluer les activités anti-salmonelle et 

antioxydante des extraits de Callistemon rigidus. Spécifiquement, il s’agissait de :  

➢ Déterminer l’activité anti-salmonelle des extraits de Callistemon rigidus et la

cytotoxicité des extraits les plus actifs ;

➢ Explorer les modes d’action potentiels des extraits bioactifs de C. rigidus ;

➢ Déterminer l’activité antioxydante des extraits bioactifs de C. rigidus.
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CHAPITRE I : REVUE DE LA LITTÉRATURE 

I.1. Généralités sur les salmonelloses 

 I.1.1. Définition, types et modes de transmission 

Les salmonelloses sont des infections causées par des entérobactéries du genre 

Salmonella (Ed-dra et al., 2017) qui se manifestent principalement par la fièvre, la diarrhée et 

les crampes abdominales (Tariq et al., 2022). Cependant, des symptômes secondaires tels que 

les vomissements, les maux de tête et les nausées peuvent également être enregistrés (Crump 

et al., 2023). Ces infections varient selon le sérotype et l’hôte infecté, on distingue la 

salmonellose typhique ou «fièvre entérique» qui regroupe les fièvres typhoïde et paratyphoïde 

et la salmonellose non typhique encore appelée «gastroentérite» (Duff et al., 2020). La 

transmission des salmonelles se fait principalement par voie féco-orale à travers la 

consommation d’eau ou d’aliments contaminés (Dyson et al., 2019). Toutefois, le contact direct 

avec les animaux (chats et chiens, etc.) constitue aussi une source de contamination (Oludairo 

et al., 2022). 

I.1.2. Epidémiologie des salmonelloses 

On estime environ onze à vingt et un millions de cas de fièvre typhoïde et cinq millions 

de cas de fièvre paratyphoïde, avec 135 000 à 230 000 décès chaque année dans le monde. 

(CDC, 2024). Plus de la moitié de ces cas et de ces décès sont enregistrés sur le continent 

africain (Stanaway et al., 2019). En Afrique sub-saharienne, environ 1,2 millions de cas de 

fièvre typhoïde ont été enregistrés en 2017 avec plus de 29 000 morts (Kim et al., 2024). Au 

Cameroun, les données concernant la prévalence de la fièvre typhoïde sont limitées et varient 

d’une zone à l’autre, néanmoins on a noté une prévalence de 16,29 % à Yaoundé en 2021, 62,5 

% à Bafoussam en 2021, 64,3 % à Ngaoundéré en 2019 (Netongo et al., 2022; Sohanang et 

al., 2023; Yemeli et al., 2024). 

D’autres part, environ 150 millions de cas de gastroentérite avec plus de 60 000 décès 

sont enregistrés annuellement dans le monde (CDC, 2024; Hugho et al., 2024). En Afrique 

sub-saharienne, l’incidence de la gastroentérite est de 34,5 cas pour 100 000 personnes, avec 

un taux de létalité de 20,6 % (Piccini et Montomoli, 2020). 

Salmonella est à l’origine d’environ 28 % des décès dus aux infections alimentaires et est la 

troisième cause des maladies diarrhéiques dans le monde (Ruszel et al., 2021; OMS, 2024a). 

C’est un pathogène zoonotique important qui entraîne de lourdes pertes socio-économiques à 

travers le monde soit environ 3,7 milliards de dollars par an (Abd El-Ghany, 2020). 
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I.1.3. Facteurs et personnes à risque 

Les conditions de vie précaires, une mauvaise hygiène ainsi qu'une mauvaise cuisson 

des aliments favorisent la survenue des salmonelloses (Lamichhane et al., 2024). Les 

personnes à risques d’infections graves et de complications sont les enfants, les femmes 

enceintes, les personnes âgées et immunodéprimées (Cavestri, 2019). 

I.2. Généralités sur le genre Salmonella 

Le genre Salmonella regroupe des bacilles (2-3 µm de longueur et 0,4-0,6 µm de 

largeur) Gram-négatifs, anaérobies facultatifs, non sporulants et mobiles appartenant à la 

famille des Enterobacteriaceae (Oludairo et al., 2022). 

 I.2.1. Classification et Nomenclature 

Les espèces du genre Salmonella appartiennent au règne de Eubactéries, à 

l’embranchement des Protéobactéries, classe des Gammaprotéobactéries, ordre des 

Entérobactéries et à la famille des Enterobacteriaceae (Martins, 2014). Le genre Salmonella 

comprend 02 espèces dont S. bongori et S. enterica (Eng et al., 2015). Salmonella bongori est 

prédominant dans l’environnement et chez les espèces à sang-froid tandis que Salmonella 

enterica est responsable de 99 % d'’infections chez l’Homme et les animaux à sang chaud (Eng 

et al., 2015). La classification de Kauffmann-White a permis de distinguer les différents 

sérotypes de Salmonella enterica basée sur leurs antigènes de surface O (somatiques ou 

lipopolysaccharides), H (flagellaires) et Vi (capsulaires) (Bula-Rudas et al., 2015). Ainsi, il 

existe plus de 2659 sérotypes (Fabre et al., 2014) qui peuvent être classés selon trois types de 

spectres d’hôtes: les généralistes, tels que les sérotypes S. typhimurium et S. enteritidis 

(responsables d’environ 70% des infections humaines), qui ont la capacité d’infecter une large 

gamme d’hôtes; les adaptés à un hôte, tels que les sérotypes S. dublin (bovins) et S. choleraesuis 

(porcs), qui possèdent un hôte préférentiel mais peuvent occasionnellement infecter d’autres 

hôtes de manière asymptomatique; et les restreints, tels que les sérotypes S. typhi et S. paratyphi 

(humain) ou encore S. gallinarum (volaille), qui n'affectent qu’un seul type d’hôte (Cavestri, 

2019). 
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Figure 1. Taxonomie de Salmonella (Martins, 2014)  

Etant donné la complexité de la nomenclature de Salmonella et pour une meilleure 

clarification, le CDC (Centers for Disease Control and Prevention, USA) a publié une 

terminologie facilitant l’interprétation pour l’utilisation clinique et épidémiologique, comme 

indiqué dans le Tableau I. 

Tableau I. Nomenclature de Salmonella spp. 

Nom complet Désignation CDC 

Désignation CDC 

Autres désignations 

Salmonella enterica subsp enterica ser 

Typhi 

Salmonella enterica ser Typhi Salmonella typhi 

Salmonella enterica subsp enterica Ser 

Paratyphi A, B, C 

Salmonella enterica Ser 

Paratyphi A, B, C 

Salmonella paratyphi A, 

B, C 

Salmonella enterica subsp enterica Ser 

Typhimurium 

Salmonella enterica Ser 

Typhimurium 

Salmonella typhimurium 

Salmonella enterica subsp enterica Ser 

Enteritidis 

Salmonella enterica Ser 

Enteritidis 

Salmonella enteritidis 

 

I.2.2. Caractéristiques biochimiques  

La plupart des sérotypes de salmonelles produisent du sulfure d’hydrogène (H2S) et ne 

fermentent pas le lactose; cette propriété a servi de base pour la conception des milieux de 

cultures sélectifs et différentiels pour leur identification (Figure 2) (Lee et al., 2015). Presque 

tous les sérotypes de salmonelles ne produisent pas d’indole, hydrolysent l’urée, réduisent le 

nitrate en nitrite et fermentent une variété de sucres avec production d’acides. Les salmonelles 

sont oxydase négative et catalase positive (Andino et Hanning, 2015; Lee et al., 2015). La 

température optimale de croissance varie de 35 à 37 °C et le pH de 6,5 à 7,5 (Matches et Liston, 

1972).  
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Figure 2. Culture de Salmonella sur XLD agar (a) et SSA (b) (Tankeshwar, 2015) 

SSA : Salmonella Shigella agar ; XLD : Xylose Lysine Deoxycholate. 

I.3. Pathogénèse et facteurs de virulence 

Une fois ingérées, les salmonelles survivent à un pH acide de l’estomac puis adhèrent 

aux entérocytes grâce à des facteurs de virulence (îlots de pathogénicité, opérons fimbriaires, 

de flagelles et de plasmides, lipopolysaccharides, et adhésines, etc.) (Lorkowski, 2014). Afin 

de pénétrer les cellules épithéliales de la muqueuse intestinale, les salmonelles sécrètent des 

protéines effectrices (Sip A, Sip C, Spt P, Sop B et Sop E) via un système de sécrétion de type 

III (SST3). Ces protéines modifient la structure du cytosquelette de la cellule hôte pour induire 

l'internalisation des salmonelles par endocytose dans un compartiment spécial nommé vacuole 

contenant Salmonella (VCS), leur permettant de se répliquer efficacement, de se propager à 

travers la muqueuse intestinale et d’envahir les tissus sous-jacents (lymphe, foie et rate) 

(McWhorter et Chousalkar, 2015 ; Cavestri, 2019). 

L’hôte à son tour, se défend contre l’infection via les cellules du système immunitaire 

(macrophages) qui détectent des structures spécifiques (lipopolysaccharides et antigènes 

flagellaire, etc.) sur les salmonelles via des récepteurs de reconnaissance des motifs 

moléculaires (PRRs). Une fois ces motifs reconnus, elles sont phagocytées et détruites dans les 

phagosomes. Les cellules immunitaires (macrophages, neutrophiles) libèrent des cytokines pro-

inflammatoires (TNF-α, IL-1β, IFN-γ, IL-6, IL-12, IL-15 et IL-18) dans le but de recruter 

d’autres cellules immunitaires (lymphocytes T et B). Ces cytokines circulent dans le sang, 

atteignent l'hypothalamus et se lient à des récepteurs spécifiques sur les neurones 

hypothalamiques. L'activation des récepteurs dans l'hypothalamus entraîne la synthèse des 

prostaglandines, en particulier la prostaglandine E2 (PGE2), médiateur clé dans le processus de 

thermorégulation. La PGE2 agit sur les neurones hypothalamiques en modifiant le point de 

consigne thermique, conduisant ainsi à une augmentation de la température corporelle qui va 

provoquer la fièvre. Les cellules épithéliales endommagées libèrent des médiateurs 
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inflammatoires (prostaglandines et leucotriènes), qui induisent des contractions musculaires 

douloureuses dans la paroi intestinale. Ces contractions augmentent la perméabilité entraînant 

ainsi une sécrétion accrue d'eau et d'électrolytes, qui va causer la diarrhée (Aubry, 2018; 

Loredana et Mircea, 2021). 

 

Figure 3. Pathogénèse de l’infection à Salmonella au niveau de l'épithélium intestinal 

(Sansonetti, 2019). 

I.4. Salmonelloses et stress oxydatif 

Les cytokines pro-inflammatoires (TNF-α, IL-1β, IFN-γ, IL-6, IL-12, IL-15 et IL-18) 

produites par les cellules immunitaires (macrophages et neutrophiles) en réponse aux 

salmonelles stimulent en plus des substances microbicides la production des espèces réactives 

de l’oxygène (EROs) via un processus appelé « explosion respiratoire ». Ce processus est médié 

par les NADPH oxydases, situés dans les membranes des phagosomes qui convertissent 

l'oxygène moléculaire (O₂) en radical superoxyde (O₂⁻), qui est ensuite converti en d'autres 

EROs (peroxyde d’hydrogène : H₂O₂ et hydroxyle : OH). Le radical superoxyde réagit avec le 

radical NO (oxyde nitrique) pour former le peroxynitrite, un puissant radical diffusible (Popoff 

et Norel, 1992). 

La surproduction des EROs est à l’origine d’un stress oxydatif (déséquilibre entre la 

production des espèces radicalaires ou réactives de l’oxygène (ERO) et la quantité 

d’antioxydants disponibles et utilisables par l’organisme) (Frombaum et al., 2011), susceptible 

d’endommager les biomolécules essentielles (ADN, protéines, et lipides) (Rastaldo et al., 

2007; Baudin, 2020).  
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I.5. Généralités sur le stress oxydatif  

I.5.1. Définition 

Le stress oxydatif est un déséquilibre entre la production des espèces radicalaires ou 

réactives de l’oxygène (ERO) et la quantité d’antioxydants disponibles et utilisables par 

l’organisme (Frombaum et al., 2011). Cette production est importante dans le mécanisme de 

signalisation cellulaire qui participe au maintien de l’homéostasie cellulaire. Cependant, elle 

peut s’avérer néfaste en cas de production excessive due à une situation pathologique 

(infections microbiennes et mauvaises habitudes alimentaires) ou d’insuffisance d’antioxydants 

disponibles et utilisables par l’organisme (Belaïch et Boujraf, 2016). Ce déséquilibre contribue 

à l’apparition de diverses pathologies (cancer, maladies cardiovasculaires, Alzheimer, maladie 

de Parkinson etc.) (Jomova et al., 2023) et d’anomalies biologiques (mutations, carcinogenèse 

et malformation de fœtus, etc.) (Klaunig, 2019). 

I.5.2. Les radicaux libres et espèces réactives oxygénées 

Un radical libre est une espèce chimique, molécule, morceau de molécule ou simple 

atome, capable d'avoir une existence indépendante (libre) en contenant un ou plusieurs électrons 

célibataires (électrons non appariés sur une orbitale), ce qui lui confère un fort degré de 

réactivité; il aura donc tendance à capter un électron selon un mécanisme d’oxydation pour 

devenir plus stable (Finaud et al., 2006; Migdal et Serres, 2011). Il est symbolisé par un point 

qui indique la position de l’électron libre (exemple : ●OH). Une ERO est soit un radical libre, 

soit un dérivé radicalaire à toxicité élevée (Goto et al., 2008). 

Les radicaux libres sont produits par divers mécanismes aussi bien endogènes 

qu’exogènes. Au cours du métabolisme normal de production d’énergie sous forme d’ATP, la 

réduction tétravalente de l’oxygène en eau par le complexe enzymatique mitochondrial de la 

chaîne respiratoire donne naissance à des intermédiaires potentiellement réduits appelés 

espèces réactives de l’oxygène (radicaux primaires) (Figure 4) car ces dernières sont beaucoup 

plus réactives que l’oxygène qui leur a donné naissance (Migdal et Serres, 2011). 

 

Figure 4. Origine des espèces réactives de l’oxygène (Migdal et Serres, 2011). 
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Les ROS sont également produits par une variété d’enzymes comme la NADPH 

oxydase, l’oxyde nitrique synthase et les constituants du peroxysome lors des réactions 

inflammatoires et la régulation des fonctions cellulaires létales comme l’apoptose (Valko et al., 

2006). 

Les espèces réactives oxygénées peuvent aussi avoir une origine exogène à travers 

certaines radiations ionisantes, l’alcool, certains médicaments anticancéreux et certains 

antibiotiques (Favier, 2003). 

I.5.3. Dommages des ROS sur les molécules biologiques 

Les effets nocifs des EROs dans la cellule incluent des changements irréversibles 

(mutations) sur l’ADN ou l’ARN; la peroxydation lipidique; l’oxydation des protéines à 

l’origine de modifications fonctionnelles importantes (Langasco et al., 2019) (Figure 5). 

 

Figure 5. Effets des EROs sur les molécules biologiques (Migdal et Serres, 2011). 

I.5.4. Les antioxydants et leurs modes d’action 

Un antioxydant est une substance qui a la capacité d’inhiber ou de retarder, prévenir ou 

réparer un dommage oxydatif d’une molécule cible en piégeant les radicaux libres, réduisant 

ainsi le risque de maladies dégénératives (Chima, 2023).  

Dans le but de contrôler le niveau des espèces réactives de l’oxygène et minimiser le 

dommage oxydatif, la cellule fait appel à des systèmes de défense antioxydants qui peuvent être 

enzymatiques (superoxyde dismutase, catalase, et glutathion peroxydase) ou non (vitamines E 

et C, glutathion, caroténoïdes et oligoéléments) (Gutteridge et Halliwell, 2010).  

I.6. Stratégies de lutte contre les salmonelloses  

I.6.1. Lutte préventive 

La prévention des salmonelloses repose sur la vaccination et la consommation d’eau 

potable et d’aliments sains. De plus, l’impulsion du respect de l’hygiène et des bonnes pratiques 
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dans les ménages et les industries alimentaires est indispensable (Elspeth et al., 2014). Deux 

vaccins sont recommandés, le Ty21a, un vaccin vivant atténué, disponible dans 56 pays situés 

dans les cinq continents et le Vi CPS fait à base de la capsule polysaccharidique Vi de S. typhi, 

et disponible dans 92 pays (Elspeth et al., 2014; Tennant et al., 2016; Sears et al., 2021). 

Cependant, ces vaccins sont peu utilisés dans la population en raison de leur faible 

immunogénicité et leur forte réactogénicité chez les enfants de moins de deux ans. En outre, les 

vaccins Ty21a et Vi CPS sont  utilisés contre S. typhi, tandis qu’il n’existe pas de vaccins contre 

les autres sérovars chez l’Homme (Tennant et al., 2016). 

I.6.2. Traitement 

Le traitement des salmonelloses repose sur l’usage des antibiotiques. Auparavant, les 

antibiotiques de première nécessité étaient le chloramphénicol, ampicilline, et cotrimoxazole, 

etc., cependant, le développement de la résistance a conduit plus tard à l’usage des 

fluoroquinolones (ciprofloxacine et levofloxacine, etc.) en première ligne, les céphalosporines 

de troisième de génération (ceftriaxone et céfotaxime, etc.) et les macrolides (azithromycine, 

érythromycine, etc.) en seconde intention. (OMS, 2023a; Galán-Relaño et al., 2023). 

Tableau II. Principales familles d’antibiotiques utilisés dans le traitement des salmonelloses 

(Sahu et Khare, 2023). 

Familles Exemples Cibles 

potentielles 

Mécanismes d’action 

Fluoroquinolones Ciprofloxacine, 

Lévofloxacine  

ADN gyrase, 

topoisomérase 

IV 

Inhibition de la gyrase et de la 

topoisomérase IV, indispensables à 

la réplication de l’ADN bactérien  

Céphalosporines 

de troisième 

génération 

Ceftriaxone, 

Céfotaxime 

« Penicillin 

Binding 

Proteins 

(PBPs)» 

Inhibition de la synthèse de la paroi 

cellulaire bactérienne par liaison 

aux PBPs 

Macrolides Azithromycine, 

Erythromycine 

Sous-unité 50 S 

du chromosome 

bactérien 

Liaison à la sous-unité 50 S des 

ribosomes bactériens, inhibant la 

synthèse protéique  

I.6.3. Limites du traitement 

De nombreux effets secondaires indésirables à l’instar de l’hépatotoxicité, 

néphrotoxicité, et neurotoxicité sont engendrés par les antibiotiques couramment utilisés dans 



Activités anti-salmonelle, antioxydante et modes d’action des extraits Callistemon rigidus (Myrtaceae) 

Mémoire de Master en Biochimie rédigé par FITLIAVOM MOUANJI Manuella Chloé 11 

le traitement des infections à Salmonella (Bourgeois et al., 2016; Michalak et al., 2017). En 

outre, le développement de la résistance et multirésistance aux antibiotiques qui a conduit aux 

échecs thérapeutiques constitue un véritable problème de santé publique (Wójcicki et al., 

2021). Selon un rapport publié récemment par l’Organisation Mondiale de la Santé, Salmonella 

fait partie de la liste de douze bactéries les plus menaçantes pour la santé publique en raison de 

leur forte résistance aux antibiotiques (OMS, 2024b). Les principaux mécanismes de résistance 

bactérienne (Figure 6) incluent l’inactivation des antibiotiques par les enzymes bactériennes 

qui modifient ou détruisent la structure des antibiotiques, l’altération de la cible via les 

mutations spontanées, la diminution de la perméabilité membranaire empêchant l’entrée des 

antibiotiques, et l’expulsion des antibiotiques par les pompes à efflux réduisant de façon 

exponentielle leur concentration afin de les rendre inefficaces (Abdi et al., 2020).  

 

Figure 6. Mécanismes de résistance des bactéries aux antibiotiques (Kornelsen et Kumar, 

2021). 

I.7. Utilisation des plantes médicinales comme alternative  

La phytothérapie désigne l'utilisation des plantes médicinales, de leurs extraits et de 

leurs principes actifs pour des objectifs thérapeutiques, tels que la prévention ou le traitement 

des maladies (Zimmermann-Klemd et al., 2022). En raison du coût et de ses effets non 

toxiques potentiels, elle constitue pour une grande majorité de la population mondiale une 

solution de choix pour traiter diverses maladies (Esteves et al., 2020). En se référant à des 

éléments scientifiques probants, notamment l’identification de l'artémisinine et de la quinine, 

respectivement de Artemisia annua et du quinquina (Cinchona officinalis), l’organisation 

mondiale de la santé soutient la médecine traditionnelle à base de plantes médicinales (OMS, 

2023b). En effet, les plantes médicinales constituent une source de biomolécules à usage 

thérapeutique contre les agents pathogènes (Suntar, 2020; Vaou et al., 2021). Callistemon 

rigidus R. Br. est un exemple de plantes médicinales dont les feuilles et écorces sont utilisées 

en médecine traditionnelle camerounaise pour soigner la toux, la bronchite et des infections du 

système digestif et respiratoire (Saxena et Gomber, 2006; Goyal et al., 2012). 
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En plus de leurs propriétés antimicrobiennes, les plantes médicinales contribuent à 

l’éradication des radicaux libres de l’organisme hôte. Les plantes médicinales représentent une 

source non négligeable de substances pouvant neutraliser les radicaux libres (EROs) produites 

lors de la pathogenèse d’un nombre important de maladies, contribuant ainsi à la réduction du 

stress oxydatif (Petruk et al., 2018). 

I.8. Généralités sur le genre Callistemon  

I.8.1. Description botanique 

Le genre Callistemon appartient à la famille des Myrtaceae, et contient environ 34 

espèces de magnifiques arbustes à feuilles denses et attrayantes (Rathore et Rai, 2022). Les 

espèces du genre Callistemon possèdent de jolies feuilles lancéolées et des épis floraux en forme 

de groupillon avec des étamines rouges, d’où leur nom communément appelé « groupillon ». 

Le membre le plus représenté de ce genre est C. citrinus (Gad et al., 2019). 

I.8.2. Usage traditionnel et travaux antérieurs 

Les parties aériennes et les écorces de tronc de plusieurs espèces du genre Callistemon 

sont utilisées en médecine traditionnelle pour traiter la diarrhée, la fièvre, la dysenterie, le 

paludisme le rhumatisme et plusieurs infections des voies respiratoires (Larayetan et al., 

2024).. Les plantes du genre Callistemon ont largement été étudiées pour leurs propriétés 

pharmacologiques notamment antibactériennes, antifongiques, antipaludiques, antioxydantes, 

antivirales, et antidiabétiques (Abdelmalek et al., 2021). En effet, un nombre important de 

plantes du genre Callistemon a fait l’objet d’études scientifiques avec des résultats probants, 

notamment leurs effets inhibiteurs contre les microorganismes tels que les salmonelles (Salem 

et al., 2013; Sutar et al., 2014; Arora et al., 2016; Fayemi et al., 2019; Abdelmalek et al., 

2021). Ces propriétés pharmacologiques sont généralement attribuées à la présence de divers 

métabolites secondaires présents dans  les espèces du genre Callistemon, notamment les 

phénols, flavonoïdes, tanins, terpènes, anthocyanes, et les alcaloïdes, etc. (Abdelmalek et al., 

2021; Rathore et Rai, 2022). 

I.9. Généralités sur Callistemon rigidus 

I.9.1. Taxonomie 

Callistemon rigidus (syn. : Melaleuca linearis var. linearis) appartient au règne des 

Plantae, division de Magnoliophyta, classe des Magnoliopsida, sous classe des Rosidae, ordre 

de Myrtales, famille des Myrtaceae, sous famille des Myrtoidae, et du genre Callistemon 

(Tableau III) (Tropicos, 2024).  
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Tableau I. Classification taxonomique de Callistemon rigidus 

Nom Botanique Callistemon rigidus 

Règne Plantae 

Division Magnoliophyta 

Classe Magnoliopsida 

Sous-classe Rosidae 

Ordre Myrtales 

Famille Myrtaceae 

Sous-famille Myrtoidae 

Genre Callistemon 

Espèce Callistemon rigidus 

Noms communs Groupillon, rince-bouteille, balai de sorcière 

Synonyme Melaleuca linearis 

 

I.9.2. Description botanique  

Callistemon rigidus est un arbuste rigide à port érigé, légèrement évasé avec une écorce 

grise, dure et fibreuse ; ce dernier a une hauteur atteignant 3 m et une largeur de 1,50 m. Il 

possède des rameaux raides qui sont garnis d’un feuillage persistant étroit, effilé et coriace de 

couleur vert-sombre lorsqu’il est en maturité (Figure 7). Il possède de magnifiques goupillons 

rouges pourprés poudrés de pollen jaune d’or lorsque la floraison est abondante (Abdelmalek 

et al., 2021). 

 

Figure 7. Photographie de Callistemon rigidus à Ngoa-Ekellé, Yaoundé 3, Centre, Cameroun 

(filmée par Fitliavom en 2024). 

I.9.3. Répartition géographique 

Callistemon rigidus, est une plante originaire d'Australie, mais elle a été introduite dans 

diverses régions tropicales et subtropicales, y compris en Afrique (Saxena et Gomber, 2008). 

Au Cameroun, elle peut être retrouvée principalement dans les régions du Centre (Yaoundé), 

l’Est (Bertoua), et du Littoral (Douala). 
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I.9.4. Usage traditionnel 

Les feuilles et écorces de Callistemon rigidus sont utilisées en médecine traditionnelle 

au Cameroun, en Australie, et en Chine pour soigner la toux, la bronchite et des infections du 

système digestif et respiratoire (Saxena et Gomber, 2006; Goyal et al., 2012). 

I.9.5. Travaux antérieurs 

Gilbert et al. (2020) ont démontré que l’extrait éthanolique des tiges de Callistemon 

rigidus contient des polyphénols (56.801 mg EAG/g), flavonoïdes (8,628 mg ER/g), tanins 

(20,93 mg EC/g) et des saponines (548 EAG/g). Cet extrait a démontré une activité 

anthelminthique in vivo sur Haemonchus contortus chez les chèvres. 

Younoussa et al. (2020) ont montré que la combinaison (3 : 1) de l’extrait méthanolique 

des feuilles de C. rigidus et de l’huile essentielle d’E. camaldulensis possède une activité 

synergique contre les larves d’Anopheles gambiae. 

Gad et al. (2019) ont montré par GC/MS que les monoterpènes oxygénés étaient les 

principaux composants (69,15 % à 81,70 %) de l’huile essentielle de C. rigidus et l’eucalyptol 

(syn. 1,8-cinéole) était le composé majoritaire.  

Cao et al. (2016) ont isolé les premiers hybrides tricétone-phloroglucinol-

monoterpéniques, les callistrilones A et B, ainsi qu’un intermédiaire biosynthétique à partir des 

feuilles de Callistemon rigidus. Les callistrones A et B présentaient un nouveau squelette de 

carbone avec un système pentacyclique [1]benzofuro[2,3-a]xanthène ou [1]benzofuro[3,2-

b]xanthène composé de trois types de blocs de construction. 

Pierre et al. (2014) ont démontré les activités larvicides et pupicides des huiles 

essentielles de Callistemon rigidus contre les larves du quatrième stade et les pupes précoces 

d’Anopheles gambiae, Aedes aegypti et Culex quinquefasciatus.  

Gomber et Saxena (2013) ont démontré le potentiel anti-staphylococcique des 

alcaloïdes isolés des feuilles de C. rigidus avec une concentration minimale inhibitrice (CMI) 

de 80 µg/mL. 

Gomber et Saxena (2007) ont montré par les méthodes de diffusion de puits sur milieu 

gélosé et de microdilution que l’extrait méthanolique des feuilles de Callistemon rigidus a la 

capacité d’inhiber 93 % des isolats de S. aureus testés. Les diamètres d’inhibitions étaient ≤ 20 

mm à 199,8 μg/mL et les CMIs variaient de 1,25 à 80 µg/mL. 

Saxena et Gomber (2006) ont montré par la méthode de diffusion de puits sur milieu 

gélosé que l’extrait méthanolique des feuilles de Callistemon rigidus inhibe la croissance des 

isolats de Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa avec des 
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diamètres d’inhibition ≥ 20 mm à 199,8 μg /mL ; ≥ 15 mm à 400 μg /mL ; ≥ 10 mm à 400 

μg/mL, respectivement. 

Kobayashi et al. (2006) ont montré que le piceatannol et la scirpusine, isolés de l’extrait 

méthanolique des écorces de C. rigidus inhibent l’activité de l’α-amylase du tractus-gastro-

intestinal chez la souris. 
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CHAPITRE II : MATERIEL ET METHODES 

II.1. MATERIEL  

II.1.1. Extraits de C. rigidus 

Trente-huit (38) extraits (Annexe 1) ont été préalablement obtenus par macération 

successive des poudres de feuilles et écorces de Callistemon rigidus (18564/SRFCam), dans 

divers solvants de polarité croissante (hexane, dichlorométhane, acétate d’éthyle, éthanol, 

solution hydroéthanolique 70/30, méthanol, eau) (Tchuendem, 2024). Ces extraits étaient 

conservés à 4 °C jusqu’à leur utilisation pour les tests antibactériens.  

II.1.2. Matériel microbiologique 

L’activité anti-salmonelle a été évaluée sur deux souches de références (Salmonella 

enterica ATCC 14028, et Salmonella enterica NR 13555) gracieusement offertes par BEI 

ressources «Biodefense and Emerging Infections Research Ressources Repository», 

https://www.beiresources.org/), et quatre isolats cliniques (Salmonella typhi, Salmonella 

typhimurium, Salmonella enteritidis et Salmonella paratyphi B) reçues gratuitement du Centre 

Pasteur du Cameroun (CPC). Ces souches bactériennes ont été conservées dans des tubes 

contenant de la gélose Mueller Hinton coulée en pente à 4 °C au Laboratoire de Phytobiochimie 

et d’Etude des Plantes Médicinales. 

L’innocuité des extraits bioactifs a été évaluée sur la lignée cellulaire RAW 264.7 

(macrophages murins) provenant du Département de Pathologie Clinique de l’Institut Mémorial 

Noguchi pour la Recherche Médicale de l’Université du Ghana. Ces cellules étaient maintenues 

en culture continue dans le milieu de culture DMEM complet à 37 °C, dans l’unité 

antiparasitaire du Laboratoire de Phytobiochimie et d’Etude des Plantes Médicinales, 

Département de Biochimie de l’Université de Yaoundé I. 

II.2. METHODES 

II.2.1. Activité anti-salmonelle 

II.2.1.1. Préparation des solutions stocks d’extraits et antibiotique de référence 

Les solutions stocks d’extraits ont été préparées à 100 mg/mL en dissolvant séparément 

100 mg de chaque extrait brut dans 1 mL de diméthylsulfoxyde (DMSO) 100 %, puis 

conservées à 4 °C pour la réalisation des tests biologiques. La ciprofloxacine, utilisée comme 

antibiotique de référence, a été préparée dans les mêmes conditions à une concentration de 50 

µg/mL dans de l'eau distillée acidifiée au HCl (0,025 N).  

https://www.beiresources.org/
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II.2.1.2. Préparation des inocula bactériens  

Les inocula bactériens ont été préparés selon le standard 0,5 McFarland (McFarland, 

1907). Pour cela, quelques colonies issues de cultures de 24 heures sur gélose Mueller Hinton 

(MH) (Annexe 3) ont été prélevées à l’aide d’une anse de platine et introduites dans un tube à 

essai contenant 10 mL d’eau physiologique puis calibré au 0,5 McFarland (Annexe 4) par 

comparaison de la turbidité pour obtenir un inoculum de charge bactérienne de 1,5x108 

UFC/mL. 

II.2.1.3. Screening de l’activité anti-salmonelle 

➢ Méthode 

L’activité anti-salmonelle des extraits de Callistemon rigidus a été déterminée en milieu 

liquide selon le protocole M07-A09 décrit suivant les lignes directives du «Clinical and 

Laboratory Standards Institute» (CLSI, 2012). 

➢ Principe 

Cette méthode est basée sur la capacité d’un microorganisme à croitre ou non en milieu 

supplémenté en substances antimicrobiennes potentielles. L’inhibition a été révélée par 

colorimétrie qui est basée sur la réduction de la résazurine de couleur bleue en résorufine de 

couleur rose par les déshydrogénases membranaires des cellules viables (Figure 8).  

➢ Protocole 

Le screening préliminaire des extraits a été effectué à une seule concentration (1000 

µg/mL). A cet effet, 98 µL de milieu de culture MHB (Annexe 3) ont été introduits dans chaque 

cupule d’une microplaque de 96 puits, ensuite 2 µL de solution stock d’extraits (100 mg/mL) 

ont été ajoutés. Par la suite, 100 µL d’une suspension bactérienne à la charge 106 UFC/mL 

(obtenue à partir du standard 0,5 McFarland) ont été répartis dans tous les puits exceptés ceux 

du contrôle de stérilité où seul le milieu de culture MHB était introduit. Les microplaques ont 

été scellées puis incubées à 37 °C pendant 24 heures. A la fin de la période d’incubation, 20 µL 

d’une solution de résazurine (0,15 mg/mL) (Annexe 4) fraichement préparée ont été ajoutés 

dans tous les puits et les plaques ont encore été incubées dans les mêmes conditions pendant 30 

minutes. Le contrôle positif était constitué du milieu de culture, de l’inoculum et de la 

ciprofloxacine tandis que le contrôle négatif était constitué du milieu de culture et de 

l’inoculum. L’inhibition a été révélée par la persistance d’une coloration bleue dans les puits.  

À l’issue du screening préliminaire, les extraits ayant inhibé au moins 50 % des souches 

bactériennes testées (proportion d’inhibition) ont été sélectionnés et retenus pour la 



Activités anti-salmonelle, antioxydante et modes d’action des extraits Callistemon rigidus (Myrtaceae) 

Mémoire de Master en Biochimie rédigé par FITLIAVOM MOUANJI Manuella Chloé 18 

détermination des paramètres d’activité antibactérienne (concentrations minimales inhibitrices-

CMIs et bactéricides-CMBs). 

II.2.1.4. Détermination des concentrations minimales inhibitrices et bactéricides  

II.2.1.4.1. Détermination des concentrations minimales inhibitrices  

➢ Méthode 

Les concentrations minimales inhibitrices (CMIs) des extraits de Callistemon rigidus 

ont été déterminées par microdilution selon le protocole M07-A09 décrit suivant les lignes 

directives du «Clinical and Laboratory Standards Institute» (CLSI, 2012). 

➢ Principe 

La détermination des concentrations minimales inhibitrices des extraits de Callistemon 

rigidus est basée sur le même principe tel que décrit au II.2.1.3. pour le screening préliminaire 

de l’activité anti-salmonelle (Figure 8). 

 

Figure 8. Equation de réduction de la résazurine en résorufine (Cortés, 2017).  

➢ Protocole 

Les essais ont été effectués en duplicata dans des microplaques stériles de 96 puits. En 

effet, 196 µL de milieu de culture MHB (Annexe 3) ont été introduits dans les puits de la 

colonne A et 100 µL dans le reste des puits de la plaque. Par la suite, 4 µL d’une solution de 

chaque extrait (100 mg/mL) ont été prélevés et introduits dans les puits correspondants, suivis 

d’une série de 5 dilutions de raison géométrique d’ordre 2. Enfin, 100 µL d’une suspension 

bactérienne à la charge 106 UFC/mL (obtenue à partir du standard 0,5 McFarland) ont été 

répartis dans tous les puits exceptés ceux du contrôle de stérilité. Les concentrations d’extraits 

et de ciprofloxacine variaient de 1000 à 31,25 µg/mL et de 0,25 à 0,0078 µg/mL, 

respectivement. La charge finale bactérienne dans chaque cupule était de 5x105 UFC/mL dans 

un volume total de 200 µL. Le contrôle de stérilité était constitué uniquement du milieu de 

culture. Le contrôle positif était constitué du milieu de culture, l’inoculum et la ciprofloxacine 

tandis que le contrôle négatif était constitué du milieu de culture et la suspension bactérienne. 
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Les microplaques ont été scellées puis incubées à 37 °C pendant 24 heures. A l’issue de cette 

période d’incubation, les plaques ont été traitées tel que précédemment décrit au II.2.1.3.  

➢ Expression des résultats 

La plus petite concentration à laquelle aucun changement de coloration du bleu au rose 

n’était observé correspondait à la CMI, exprimée en µg/mL.  

Afin d’évaluer l’activité bactéricide ou bactériostatique des extraits, les concentrations 

minimales bactéricides ont été déterminées. 

II.2.1.4.2. Détermination des concentrations minimales bactéricides  

➢ Méthode 

Les concentrations minimales bactéricides (CMBs) des extraits de Callistemon rigidus 

ont été déterminées par sous-culture en milieu liquide des préparations prélevées des 

microplaques ayant servi à la détermination des CMIs. Les tests ont été effectués en duplicata. 

En effet à l’issue du temps d’incubation des plaques issues de la détermination des CMIs, 25 

µL d’aliquotes de cupules inhibitrices (n’ayant pas été traités à la résazurine) ont été prélevés 

de façon aseptique et transférés dans des cupules correspondantes d’une autre microplaque 

stérile contenant 175 µL de MHB. Par la suite, le contenu des différentes cupules a été dilué 8 

fois afin de lever l’effet inhibiteur des extraits présents. Le contrôle de stérilité était constitué 

uniquement du milieu de culture, tandis que le contrôle négatif comprenait l’inoculum bactérien 

et le milieu de culture. Ensuite, les microplaques ont été scellées puis incubées à 37 °C pendant 

24 heures. A l’issue de cette période d’incubation, les plaques ont été traitées tel que 

précédemment décrit au II.2.1.3. 

➢ Expression des résultats 

La plus petite concentration de l’extrait n’ayant montré aucune croissance bactérienne 

marquée par la persistance de la coloration bleue était considérée comme la concentration 

minimale bactéricide (CMB) de l’extrait. 

L’effet bactéricide ou bactériostatique des extraits a été estimé par le rapport CMB/ 

CMI. Selon Traoré et al. (2012), lorsque le rapport CMB/CMI d’une substance 

antimicrobienne est inférieur ou égal à quatre (≤ 4), elle est dite bactéricide, cependant si le 

rapport CMB/CMI est supérieur à quatre (> 4), la substance est dite bactériostatique.  

Les activités antimicrobiennes des extraits de plantes sont attribuées à la présence de 

divers métabolites secondaires en particulier les composés phénoliques (phénols, flavonoïdes 

et tanins, etc.) (Montessano et al., 2020; Almuzaini, 2023). Pour avoir une idée des métabolites 

secondaires pouvant être responsables des activités anti-salmonelle évaluées et d’un potentiel 
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antioxydant, nous nous sommes proposés de quantifier quelques groupes de composés 

phénoliques d’intérêt des extraits bioactifs (extraits ayant une CMI ≤ 500 µg/mL sur au moins 

deux des souches bactériennes testées). Ainsi les teneurs en polyphénols solubles totaux, 

flavonoïdes solubles et tanins ont été déterminés. 

II.2.2. Dosage des composés phénoliques  

II.2.4.1. Dosage des polyphénols solubles totaux 

➢ Méthode 

Le dosage des polyphénols solubles totaux a été effectué par spectrophotométrie, selon 

la méthode colorimétrique utilisant le réactif de Folin-Ciocalteu telle que décrite par Singleton 

et al. (1999) avec quelques modifications. 

➢ Principe  

Les composés phénoliques réagissent avec le réactif de Folin-Ciocalteu. Ce dernier est 

composé d'un mélange d’acide phosphotungstique (H3PW12O40) et d’acide phosphomolybdique 

(H3PMo12O40) qui se réduit, lors de l’oxydation des phénols en un mélange d’oxydes bleus de 

tungstène (W8O23) et de molybdène (Mo8O23). Cette réaction développe une coloration bleue 

qui est proportionnelle à la quantité de composés phénoliques présents dans les extraits 

végétaux et qui peut être dosée par spectrophotométrie UV-visible dont l’absorption maximale 

est comprise entre 725 et 780 nm.  

➢ Procédure 

Dans une plaque stérile de 96 puits, 20 µL de chaque extrait (100 mg/mL) ont été ajoutés 

à 80 µL de carbonate de sodium (7,5 %) fraîchement préparée. Après cinq minutes d’incubation, 

100 µL du réactif de Folin-Ciocalteu (10 %) ont été ajoutés au mélange, le tout a été incubé 

pendant 30 minutes à température ambiante, et l’absorbance été mesurée à 765 nm contre un 

blanc à l'aide d'un lecteur de plaque TECAN Infinite M200. Une gamme étalon à base de l’acide 

gallique a été également préparée à des concentrations allant de 0 à 1000 µg/mL. Les teneurs 

en polyphénols totaux des extraits ont alors été exprimées en milligramme d’équivalent d’acide 

gallique par gramme d’extrait (mg EAG/g Ext).  

II.2.4.2. Dosage des flavonoïdes solubles 

➢ Méthode 

La teneur en flavonoïdes solubles des extraits a été déterminée par la méthode utilisant 

le chlorure d’aluminium telle que décrite par Kim et al. (2003). 
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➢ Principe  

Cette méthode est basée sur la formation d’un complexe coloré très stable de couleur 

jaunâtre entre le chlorure d’aluminium et les atomes d’oxygène présent sur les carbones 4 et 5 

des flavonoïdes. Ce dernier peut être dosé par un spectrophotomètre UV-VIS à une longueur 

d’onde de 510 nm. 

➢ Procédure  

Dans une microplaque stérile de 96 puits, 20 µL de NaNO2 (5 %) et 60 µL de chaque 

extrait (100 mg/mL) ont été introduits respectivement. Après 5 minutes d’incubation, 60 µL de 

chlorure d’aluminium (AlCl3) (10 %) ont été ajoutés et l’absorbance a été mesurée contre le 

blanc à 510 nm. La teneur en flavonoïdes a été calculée à l’aide d’une courbe d’étalonnage de 

quercétine (1000 à 0 µg/mL) et les résultats exprimés en milligramme d’équivalent de 

quercétine par gramme d’extrait (mg EQ/g Ext). 

II.2.4.3. Dosage des tanins condensés  

➢ Méthode 

Le dosage des tanins a été réalisé par la méthode spectrophotométrique utilisant la 

vanilline acidifiée telle que décrite par Bainbridge et al. (1996).  

➢ Principe  

Le principe de cette méthode est basé sur la fixation du groupement aldéhydique de la 

vanilline sur le carbone 6 du cycle A des tanins pour former un complexe chromophore rouge 

qui absorbe à 550 nm. 

➢ Procédure  

En effet, 5 µL de chaque extrait concentré à 100 mg/mL ont été introduits dans une 

plaque stérile de 96 puits, puis 150 µL d’une solution vanilline/méthanol (4%) a été introduite 

dans les cupules. Ensuite, 75 µL d’acide chlorhydrique concentré (HCl) ont été ajoutés dans les 

cupules. La plaque a été incubée à température ambiante pendant 20 minutes et l’absorbance a 

été lue à 550 nm contre le blanc (contenant le mélange vanilline + HCl sans extrait). La teneur 

en tannins a été déterminée à l’aide d’un étalon de catéchine (200 à 0 µg/mL) et les résultats 

ont été exprimés en milligrammes de catéchine par gramme d’extrait (mg EC/g Ext). 

Pour vérifier l’innocuité des extraits bioactifs sur les cellules, leur cytotoxicité a été 

évaluée sur la lignée cellulaire RAW. 
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II.2.3. Evaluation de la cytotoxicité des extraits bioactifs 

➢ Méthode 

L’innocuité des extraits bioactifs (extraits ayant une CMI ≤ 500µg/mL sur au moins 

deux des souches bactériennes testées) a été évaluée vis-à-vis des macrophages murins (RAW- 

264.7) par la méthode spectrophotométrique telle que décrite par Bowling et al. (2012).  

➢ Principe  

Cette méthode est basée sur la réduction de la résazurine de couleur bleu peu 

fluorescente en résorufine de couleur rose fortement fluorescente (Figure 8) consécutive à 

l’activité métabolique mitochondriale des cellules viables, détectable à une longueur d’onde 

d’excitation de 530 nm et d’émission de 590 nm. 

II.2.3.1. Culture in vitro de la lignée cellulaire RAW 

La lignée cellulaire RAW a été maintenue en culture dans le milieu DMEM complet (1 

% antibiotique et 10 % FBS) (Annexe 3) et conservé dans des flacons de culture de 25 cm2 (T-

Flask) sous conditions standard, 5 % CO2 à 37 °C. Le milieu de culture était renouvelé toutes 

les 72 heures après la mise en culture. Une fois la confluence (70-90%) cellulaire atteinte, les 

cellules ont été détachées par traitement avec 1 mL de trypsine-EDTA 0,05 % pendant 5 min. 

Après inactivation de la trypsine par ajout de 9 mL de DMEM complet, les cellules détachées 

ont été centrifugées à 1800 trs/min pendant 5 minutes. Le culot obtenu a été suspendu dans 1 

mL de milieu puis la viabilité cellulaire a été évaluée à l’aide du bleu de Trypan pour calibrer 

la charge cellulaire sur l’hématimètre de Neubauer. 

II.2.3.2. Mode opératoire  

Le test a été effectué en duplicata dans des microplaques traitées de 96 puits. En effet, 

100 µL de suspension cellulaire à la charge de 104 cellules/cupules, préparée dans le milieu de 

culture « Dulbecco’s Modified Eagle Medium » (Annexe 3), ont été introduits dans tous les 

puits d’une plaque, suivi d’une incubation à 37 °C (5 % CO2) pendant 18 heures pour s’assurer 

de l’adhésion cellulaire. Après adhésion, le milieu de culture a été renouvelé à l’aide de 90 µL 

du milieu fraîchement préparé suivi d’une addition de 10 µL d’extrait à différentes 

concentrations (issus des plaques intermédiaires préalablement préparées) dans toutes les 

cupules exceptées celles des colonnes 6 et 12 qui servaient de contrôle positif (DMSO 100%) 

et négatif (suspension cellulaire sans extrait). Les plaques ont été incubées à 37 °C (5% CO2) 

pendant 48 heures à l’issue desquelles 10 µL d’une solution de résazurine (0,15 mg/mL) 

fraîchement préparée ont été introduits dans chaque puits et l’ensemble incubé pendant 4 heures 

dans les mêmes conditions. Les concentrations finales des extraits étaient de 1000 ; 500 ; 250 ; 
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125 ; 62,5 et 31,25 µg/mL. Ensuite, la fluorescence de chaque puits a été mesurée à une 

longueur d’onde d’excitation de 530 nm et d’émission de 590 nm à l’aide du lecteur de plaque 

TECAN Infinite M200. Les données obtenues ont été utilisées pour calculer les pourcentages 

d’inhibition à l’aide du logiciel Microsoft Excel 2016. Ces valeurs ont servi à la détermination 

des concentrations cytotoxiques 50 (CC50s) à l’aide du logiciel Graph Pad Prism 8.0.1. 

Pour comprendre les mécanismes par lesquels les extraits bioactifs (extraits ayant une 

CMI ≤ 500 µg/mL sur au moins deux des souches bactériennes testées) exercent leurs effets 

antibactériens, l’activité de ces extraits sur la cinétique de mortalité bactérienne, l’intégrité 

membranaire (externe et interne), les pompes à efflux et ATPases/H+, ainsi que sur la motilité 

bactérienne (swarming) a été évaluée. 

II.2.4. Exploration de quelques modes d’action des extraits bioactifs. 

II.2.4.1. Evaluation de l’effet des extraits bioactifs sur la cinétique de mortalité 

bactérienne 

La cinétique de mortalité bactérienne a été évaluée en présence des extraits bioactifs à 

des concentrations sous-inhibitrices, inhibitrices et supra-inhibitrices (de CMI/4 à 4 CMI). 

➢ Méthode  

La cinétique de mortalité bactérienne a été étudiée selon le protocole décrit par Klepser 

et al. (1998) avec quelques modifications, notamment la turbidité des suspensions cellulaires 

en fonction de la charge plutôt que le comptage des colonies sur la gélose. 

➢ Principe  

Cette méthode est basée sur l’évolution de la mortalité bactérienne en fonction du temps 

en présence d’une substance antimicrobienne.  

➢ Mode opératoire 

Les essais ont été réalisés en triplicata dans des microplaques stériles de 96 puits. En 

effet, les extraits bioactifs ont été dilués (microdilution géométrique d’ordre 2) pour générer 

des concentrations allant de 4 CMI à CMI/4. Ensuite, 100 µL d’inoculum bactérien à la charge 

de 106 UFC/mL ont été introduits dans chaque cupule exceptées celles du contrôle de stérilité, 

pour avoir une charge de 5x105 UFC/mL. La ciprofloxacine (CMI) était utilisée comme contrôle 

positif. Les plaques ont été scellées et incubées à 37 °C pendant 24 heures. L’évolution de la 

charge bactérienne a été suivie en mesurant les densités optiques à 620 nm à différents 

intervalles de temps (0, 2, 4, 6, 8, 10, 12 et 24 heures) à l’aide d’un lecteur de microplaques 

TECAN Infinite M 200.  
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➢ Expression des résultats  

Les valeurs des densités optiques obtenues ont permis de tracer les courbes des densités 

optiques en fonction des temps d’incubation. Ceci a permis de déterminer le temps minimal où 

l’effet inhibiteur de l’extrait est observé, ainsi que les effets bactéricides ou bactériostatiques.  

Le phénomène de résistance observée chez les sérotypes du genre Salmonella est due 

en grande partie à leur membrane externe qui est une barrière aux antibiotiques (Kawasaki, 

2012; Guo et al., 2023). La déstabilisation de la membrane externe pourrait compromettre 

l’intégrité de la membrane interne, entraînant ainsi la fuite du contenu intracellulaire à travers 

les pores (Doorduijn et al., 2019).  

La capacité des extraits à chélater les cations bivalents qui relient les 

lipopolysaccharides (LPS) afin de désorganiser la membrane externe, suivie d’un test de 

libération du contenu intracellulaire, dont les acides nucléiques, qui absorbent à 260 nm, ont été 

évalués. 

II.2.4.2. Evaluation de l’effet des extraits bioactifs sur l’intégrité membranaire  

II.2.4.2.1. Evaluation de l’effet des extraits bioactifs sur la déstabilisation membranaire 

externe 

➢ Méthode 

L’effet des extraits bioactifs sur la déstabilisation de la membrane externe des souches 

bactériennes les plus sensibles a été déterminé par la méthode décrite par Oliveira et al. (2015).  

➢ Principe 

Cette méthode est basée sur la capacité de l’extrait à chélater les cations bivalents de la 

membrane externe afin de déstabiliser son intégrité (Figure 9). Cet effet se manifeste par une 

diminution de la densité optique mesurée à 405 nm (longueur d’onde d’absorption des 

complexes cations bivalents et des LPS), et inversement proportionnelle aux concentrations de 

l’extrait.  

 

Figure 9. Schéma illustratif montrant la chélation des cations bivalents par un agent chélateur 

(Luke et al., 2017). 

 

Ca2+-LPS 
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➢ Mode opératoire 

Les essais ont été réalisés en triplicata dans une microplaque de 96 puits. A cet effet, les 

extraits ont été dilués dans 100 µL de milieu MHB de façon à obtenir des concentrations variant 

de 4 CMI à CMI/4. Par la suite, 100 µL de suspension bactérienne préparée à 2 x 107 UFC/mL 

ont été ajoutés dans chaque cupule pour avoir une charge finale de 107 x UFC/mL. L’acide 

éthylènediamine tétraacétique (EDTA) à 30 µg/mL a été utilisé comme contrôle positif. 

Ensuite, les plaques ont été incubées à 37 °C pendant 24 heures, puis les densités optiques des 

puits ont été mesurées à 405 nm à l’aide d’un lecteur de plaque TECAN infinite M200.  

➢ Expression des résultats  

Les densités optiques obtenues ont permis de calculer les pourcentages de 

déstabilisation membranaire (% DM) à l’aide du logiciel Excel en utilisant la formule suivante 

: 

% 𝐃𝐌 =
𝐃𝐎 𝐜𝐨𝐧𝐭𝐫ô𝐥𝐞 𝐧é𝐠𝐚𝐭𝐢𝐟 − 𝐃𝐎 𝐭𝐞𝐬𝐭

𝐃𝐎 𝐜𝐨𝐧𝐭𝐫ô𝐥𝐞 𝐧é𝐠𝐚𝐭𝐢𝐟
𝑿 𝟏𝟎𝟎 

DM : déstabilisation membranaire, DO : Densité optique. 

Ces pourcentages de déstabilisation membranaire ont servi au tracé des histogrammes 

(% DM en fonction des concentrations en extrait) à l’aide du logiciel GraphPad Prism 8.0.1. 

II.2.4.2.2. Evaluation de l’effet des extraits bioactifs sur la libération des acides nucléiques. 

L’effet des extraits bioactifs sur la perméabilité membranaire interne des souches bactériennes 

les plus sensibles a été réalisé selon le protocole décrit par Tang et al. (2008) 

➢ Principe 

Ce test est basé sur la capacité qu’ont les extraits à perméabiliser et/ou lyser la 

membrane interne des bactéries avec libération du contenu cellulaire dans le milieu, notamment 

les acides nucléiques qui absorbent à 260 nm. 

➢ Mode opératoire 

Les essais ont été réalisés en duplicata dans des tubes Eppendorf de 2 mL. En effet des 

colonies bactériennes issues des cultures de 24 heures ont été lavées au PBS (10 mM), puis 

suspendues de nouveau dans le PBS (10 mM) et calibrées au 0,5 McFarland. Par la suite, 

l’inoculum bactérien (107 UFC/mL) a été introduit dans 1 mL de PBS (10 mM) contenant 

l’extrait préparé à différentes concentrations (4 CMI à CMI/4) puis les tubes ont été incubés à 

37 °C à différents temps (0, 2, 4, 6, 8, et 12h). Après chaque période d’incubation, les solutions 

ont été centrifugées à 10 000 trs/min pendant 10 min. Le surnageant a été collecté et les densités 

optiques ont été mesurées à 260 nm à l’aide d’un lecteur de plaque TECAN infinite M200.  
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➢ Expression des résultats 

Les densités optiques obtenues ont permis de tracer la courbe de densité optique en 

fonction du temps. Cette courbe illustre la libération des acides nucléiques (augmentation des 

D.O.) en fonction du temps indiquant ainsi l’augmentation de la perméabilité membranaire. 

Les pompes à efflux sont responsables de l’extrusion des xénobiotiques (antibiotiques) 

vers le milieu extérieur. Elles assurent un niveau de concentration intracellulaire faible, en 

dessous du seuil d’efficacité et sont principalement retrouvées au niveau de la membrane 

interne (Nishino et al., 2021). Ainsi, des dommages provoqués au niveau de cette dernière 

pourraient affecter l’activité des pompes à efflux. La capacité des extraits bioactifs à inhiber 

l’activité des pompes à efflux a été ensuite évaluée.  

II.2.4.3. Evaluation de l’effet inhibiteur des extraits bioactifs sur les pompes à efflux 

L’effet inhibiteur des extraits bioactifs prometteurs sur les pompes à efflux a été évalué 

par la méthode du bromure d’éthidium comme décrit par Mehta et al. (2022). 

➢ Principe 

Ce test est basé sur l’accumulation intracellulaire du bromure d’éthidium, substrat des 

pompes à efflux qui s’intercale entre les bases nucléotidiques de l’ADN bactérien suite à un 

traitement avec une substance antimicrobienne. Cela se matérialise par une augmentation de la 

fluorescence mesurée à 530 et 600 nm (longueur d’onde d’excitation et d’émission, 

respectivement) au cours du temps. 

➢ Mode opératoire 

Les essais ont été réalisés en triplicata dans une microplaque de 96 puits stériles. Pour 

cela, les extraits ont été dilués dans 100 µL de milieu MHB de façon à obtenir des 

concentrations variant de 4 CMI à CMI/4. Par la suite, 20 µL de bromure d’éthidium (0,1 mM) 

ont été ajoutés dans chaque cupule suivi d’une addition de 80 µL de suspension bactérienne (2 

x107 UFC/mL) pour obtenir une charge finale de 107 UFC/mL. La quercétine (10 µg/mL) a été 

utilisée comme contrôle positif, tandis que le contrôle négatif était constitué du milieu de culture 

MHB, du bromure d’éthidium et de l’inoculum bactérien. La fluorescence a été mesurée à l'aide 

d'un lecteur de plaque TECAN infinite M200 aux longueurs d'onde d'excitation et d'émission 

de 530 nm et 600 nm, respectivement et à des intervalles de 05 minutes pendant 60 minutes. 

➢ Expression des résultats 

Les unités de fluorescence relative obtenues ont permis de tracer la courbe de 

fluorescence pour chaque échantillon test en fonction du temps. 

Tout comme les pompes à efflux, les pompes ATPases/H+ utilisent aussi l’énergie 

dérivée de l’hydrolyse l’ATP pour le transport des protons du cytoplasme vers l’espace 
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extracellulaire. Ce transport permet aux salmonelles de maintenir un pH intracellulaire stable, 

crucial pour leur croissance et leur survie (Kobayashi, 1985). La capacité des extraits 

prometteurs à inhiber l’activité des pompes ATPases/H+ a été évaluée. 

II.2.4.4. Evaluation de l’effet inhibiteur des extraits bioactifs sur les pompes ATPases/H+ 

➢  Méthode 

L’effet inhibiteur des extraits bioactifs sur les pompes à protons a été évalué en suivant 

l’évolution du pH extracellulaire en fonction du temps (Manavathu, 2001). 

➢ Principe 

Ce test est basé sur l’inhibition de la sortie des protons H+ par les pompes ATPases/H+ 

en présence d’une substance antimicrobienne, entraînant ainsi une réduction de l’acidification 

du milieu extracellulaire. 

➢ Protocole 

En bref, quelques colonies bactériennes issues des cultures datant de 24 heures ont été 

prélevées et introduites dans 20 mL de Bouillon Mueller Hinton. Ensuite, cette préparation a 

été incubée à 37 °C pendant 24 heures, et les aliquotes de cette culture bactérienne ont été 

diluées au 1 :100 (v/v dans du MHB), puis incubées de nouveau dans les mêmes conditions et 

centrifugés à 4500 tr/min pendant 30 minutes à 4 °C. Le culot a été lavé avec l’eau distillée, 

puis avec une solution de KCl (50 mM), dans laquelle il a été finalement maintenu. La 

suspension a été conservée à 4 °C pendant 24 heures (pour la privation en glucose). Pour 4 mL 

de cette solution, 0,5 mL d’extrait préalablement dissous dans le DMSO pour obtenir des 

concentrations finales variant de 4 CMI à CMI/4. Le pH a été ajusté à 6,48 en ajoutant du HCl. 

Après 10 minutes d’incubation à 37 °C, l’acidification du milieu a été déclenchée par l’ajout de 

0,5 mL d’une solution de glucose (20 %) dont le catabolisme rapide s’accompagne d’une 

libération de protons dans le milieu. Par la suite, le pH du milieu a été mesuré toutes les 10 

minutes à l’aide d’un pH-mètre pendant 60 minutes. Le contrôle négatif était constitué du 

DMSO (2 %).  

➢ Expression des résultats 

Les résultats obtenus ont été exprimés sous forme de courbes de variation du pH en fonction du 

temps. Toute réduction de l’acidification du milieu a été attribuée à un effet inhibiteur du 

fonctionnement des pompes ATPases/H+ par les extraits. 

La capacité des extraits à inhiber la motilité (swarming), facteur clé dans la colonisation 

et la survie des salmonelles dans des environnements hostiles a été évaluée également. 



Activités anti-salmonelle, antioxydante et modes d’action des extraits Callistemon rigidus (Myrtaceae) 

Mémoire de Master en Biochimie rédigé par FITLIAVOM MOUANJI Manuella Chloé 28 

II.2.4.5. Evaluation de l’effet des extraits bioactifs sur la motilité bactérienne 

➢ Méthode 

L’activité des extraits bioactifs sur la motilité bactérienne (swarming) a été évaluée selon le 

protocole décrit par O’May et Tufenkji (2011). 

➢ Principe 

Ce test est basé sur la capacité d’un microorganisme à se mouvoir dans un milieu 

faiblement gélosé en présence d’une substance antimicrobienne se matérialisant par la présence 

d’une zone diffuse de croissance autour du point d’inoculation. 

➢ Mode opératoire 

Les essais ont été effectués en duplicata dans des boîtes de pétri contenant de la gélose 

(0,6 % d’agar) Mueller Hinton supplémentée aux extraits à différentes concentrations (de 4 

CMI à CMI/4). Brièvement, 5 μL de suspension bactérienne (107 UFC/mL) ont été inoculées 

par introduction directe au centre de la gélose, suivi d’une incubation à 37 °C pendant 24 heures.  

➢ Expression des résultats 

Au terme du temps d’incubation, la visualisation des zones diffuses à travers la surface 

de la gélose a permis de mesurer les diamètres de motilités, exprimés en millimètres. 

Les salmonelloses induisent la surproduction d’espèces réactives de l’oxygène (Popoff 

et Norel, 1992) dont l’accumulation conduit à un stress oxydatif causant des dommages 

importants sur les biomolécules essentielles (ADN, des protéines, lipides) (Rastaldo et al., 

2007; Baudin, 2020).  

L’activité antioxydante des extraits bioactifs a été évaluée par les méthodes de piégeage 

des radicaux de DPPH, ABTS, et NO et de réduction de l’H2O2 en H2O et du Fe3+ en Fe2+  

II.2.5. Détermination de l’activité antioxydante des extraits bioactifs 

II.2.5.1. Test de piégeage du radical DPPH 

➢ Méthode 

L’activité antiradicalaire a été évaluée en mesurant la capacité des extraits à piéger le 

radical DPPH● (2,2 diphényl-1-picrylhydrazyl) suivant le protocole décrit par Bassene (2012).  

➢ Principe 

Cette méthode repose sur la capacité de l’extrait à fournir des protons au radical DPPH 

afin de le stabiliser. En effet, le DPPH est une molécule instable, de couleur violette qui absorbe 

la lumière à 517 nm. En présence d’une substance antiradicalaire, il est réduit en un composé 

stable jaune (Figure 10) dont l’intensité de la couleur est proportionnelle à la capacité des 

antioxydants présents dans le milieu à céder des protons (Bassene, 2012). 
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Figure 10. Équation de la réaction de décoloration du DPPH en présence d’un antiradicalaire. 

➢ Procédure  

Pour ce test, les extraits ont été préalablement dilués dans les microplaques de 96 puits 

pour obtenir des concentrations finales de 1000 ; 500 ; 250 ; 125 ; 62,5 ; 31,25 et 15,625 μg/mL. 

Par la suite, 25 μL de chaque extrait ont été introduits dans 75 μL de DPPH préparé à 0,02 % 

(Annexe 4) pour obtenir des concentrations finales variant de 250 à 3,90625 μg/mL. Les 

mélanges réactionnels ont été conservés à l’obscurité et à température ambiante pendant 30 

minutes. Ensuite, l’absorbance a été mesurée à 517 nm contre le blanc (DPPH dissous dans le 

méthanol) à l’aide du lecteur de plaque TECAN Infinite M200. Le témoin positif était constitué 

de l’acide gallique traité dans les mêmes conditions que les extraits avec des concentrations 

finales de 25 à 0,195 μg/mL. Le test a été effectué en duplicata.  

➢ Expression des résultats  

Le potentiel de piégeage du radical DPPH, exprimé en pourcentage d’inhibition (PI), a 

été calculé. 

𝐏𝐈 =
𝐀𝐛𝐬𝐨𝐫𝐛𝐚𝐧𝐜𝐞  𝐜𝐨𝐧𝐭𝐫ô𝐥𝐞 − 𝐀𝐛𝐬𝐨𝐫𝐛𝐚𝐧𝐜𝐞 é𝐜𝐡𝐚𝐧𝐭𝐢𝐥𝐥𝐨𝐧

𝐀𝐛𝐬𝐨𝐫𝐛𝐚𝐧𝐜𝐞  𝐜𝐨𝐧𝐭𝐫ô𝐥𝐞 
𝑿 𝟏𝟎𝟎 

La CP50 qui est la concentration de l’extrait nécessaire pour neutraliser 50 % des 

radicaux libres a été obtenue en utilisant le logiciel GraphPad Prism 8.0.1.  

II.2.5.2. Test de piégeage du radical ABTS+ 

L’activité antiradicalaire a également été déterminée à travers le test de décoloration du 

cation ABTS+• selon la méthode décrite par Khan et al. (2012).  

➢ Principe  

Le radical cationique ABTS+• est formé par perte d’un électron (e-) d’un atome d’azote 

de l’ABTS en présence du persulfate de potassium (K2S2O8). Cette méthode est basée sur la 

capacité de l’antioxydant contenu dans l’échantillon à donner son proton H+ au radical 
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cationique ABTS+• (sel d’ammonium de l’acide 2,2’-Azino-bis (3-ethyl benzo-thiazoline-6-

sulfonique) tout en le décolorant du bleu-vert à incolore (Figure 11). La décoloration du radical, 

mesurée par spectrométrie à 734 nm, est proportionnelle à la concentration en antioxydants 

présents dans la solution. 

 

Figure 11. Equation de la réaction de décoloration du radical ABTS en présence d’un 

antiradicalaire. 

➢ Protocole  

Les extraits ont été dilués de façon à obtenir des concentrations finales de 1000 ; 500 ; 

250 ; 125 ; 62,5 et 31,25 µg/mL. En effet, 25 µL de chaque solution d’extrait ont été introduits 

dans différents puits. Ensuite, 75 µL de la solution d’ABTS (0,175 mM) (Annexe 4) ont été 

ajoutés, suivis d’une incubation pendant 30 min à température ambiante et à l’abri de la lumière. 

Après incubation, les densités optiques ont été lues à 734 nm à l’aide du lecteur de plaque 

TECAN Infinite M200. Le contrôle négatif était constitué du réactif ABTS sans traitement à 

l’extrait, tandis que le contrôle positif considéré était l’acide gallique à des concentrations 

finales variant de 25 à 0,195 μg/mL. Les tests ont été réalisés en duplicata. 

➢ Expression des résultats  

L'activité antioxydante liée à l'effet de piégeage du radical ABTS˙ a été déterminée tel 

que décrit précédemment au II.2.5.1. 
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II.2.5.3. Effet des extraits bioactifs sur la réduction du Fe3+ en Fe2+  

➢ Méthode  

Le protocole décrit par Moffatt et al. (1994) a été utilisé pour évaluer l’activité des 

extraits sur la réduction du Fe3+ en Fe2+.  

➢ Principe  

Cette méthode est basée sur la capacité des extraits à réduire (en cédant des électrons) 

les ions Fe3+ en ions Fe2+, qui en présence du 1,10-phénanthroline forment un complexe rouge-

orangé dont la densité optique peut être mesurée à 505 nm. L’intensité de la coloration est 

proportionnelle à la quantité d’ions Fe3+ convertis par l’extrait. 

➢ Procédure  

En bref, les extraits bioactifs ont été préparés de façon à obtenir des concentrations 

finales de 1000 ; 500 ; 250 ; 125 ; 62,5 et 31,25 µg/mL. Vingt-cinq microlitres (25 μL) de 

chaque extrait ont été introduits dans différents puits d’une microplaque contenant au préalable 

25 μL de solution de Fe3+ (1,2 mg/ml) (Annexe 4). Les plaques ont été pré-incubées pendant 

15 minutes à température ambiante, ensuite 50 μL de solution d’orthophénantroline (0,2 %) 

(Annexe 4) ont été ajoutés pour obtenir des concentrations finales d’extrait de 250 ; 125 ; 62,5 

; 31,25 ; 15,625 ; et 7,8125 μg/mL. Ensuite, les préparations ont été incubés pendant 20 min à 

température ambiante, puis l’absorbance de chaque préparation a été mesurée à 505 nm à l’aide 

du lecteur de microplaques Infinite M200 (TECAN) contre le blanc (25 μL de méthanol + 25 

μL de solution de Fe3+ + 50 μL d’orthophénantroline). L’acide gallique a été utilisé comme 

contrôle positif et traité de la même manière que les extraits à des concentrations finales variant 

de 25 à 0,390 µg/mL. Le test a été effectué en duplicata.  

➢ Expression des résultats  

L'activité antioxydante liée au pouvoir réducteur des extraits est exprimée en 

pourcentage de réduction à l’aide de la formule suivante :  

𝐑é𝐝𝐮𝐜𝐭𝐢𝐨𝐧 (%)  =
(𝐀𝐨 −  𝐀𝟏)

𝐀𝐨 
𝑿 𝟏𝟎𝟎 

A0 : Absorbance de l’extrait et A1 : Absorbance du blanc 

II.2.5.4. Test de piégeage de l’oxyde nitrique  

Le test de piégeage de l’oxyde nitrique par les extraits bioactifs a été effectué en utilisant 

le réactif de Griess tel que décrit par Marcocci et al (1994). 
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➢ Principe 

En milieu aérobie, les molécules libératrices de NO, le nitroprussiate de sodium qui sont 

susceptibles de se réduire en une espèce paramagnétique produisent en solution aqueuse les 

radicaux NOּ• qui réagissent avec l'O2 pour produire les ions nitrate (NO3-) et nitrites (Figure 

12), qui sont des produits stables pouvant être quantifiés en utilisant le réactif de Griess. Le 

produit ainsi formé est un chromophore stable de coloration pourpre/magenta qui absorbe 

fortement à 540 nm. 

 

Figure 12. Principe du test de piégeage du radical NO 

➢ Mode opératoire  

Vingt-cinq microlitres (25 μL) de chaque concentration d’extrait (1000 ; 500 ; 250 ; 125 

; 62,5 et 31,25 µg/mL) ont été ajoutés à 100 μL de nitroprussiate de sodium (10 mM) préparé 

dans du tampon Phosphate (30 mM, pH 7,2) Le mélange réactionnel a été pré-incubé à 

température ambiante pendant 10 min. Après cela, 75 μL de réactif de Griess (Annexe 4) ont 

été introduits dans chaque puits. L’ensemble a de nouveau été incubé dans les mêmes conditions 

pendant 150 min. La concentration finale de chaque extrait variait de 300 à 0,001 μg/ml. La 

solution de nitrite de sodium (NaNO2) a été utilisée comme étalon et traitée dans les mêmes 

conditions. L’absorbance du chromophore (colorant azoïque violet) formé lors de la diazotation 

des ions nitrite avec la sulfanilamide et du couplage avec le dichlorhydrate de 

naphtyléthylènediamine a été mesurée à 540 nm. Le nitrite généré en présence ou en l’absence 

de l’extrait a été estimé en calculant le pourcentage de piégeage (PI) comme suit : 

𝐏𝐈 (%)  =
  (𝐀𝐨 −  𝐀𝟏)

𝐀𝐨 
𝑿 𝟏𝟎𝟎 

Avec A0 = absorbance du contrôle et A1 = absorbance de l’extrait  
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II.2.5.5. Réduction du radical H2O2 

Ce test a été effectué selon la méthode spectrophotométrique décrite par Khaled-Khodja et al. 

(2014) 

➢ Principe 

Il est basé sur la capacité des composés antioxydants à réduire le peroxyde d’hydrogène 

(H2O2) d’hydrogène en eau par transfert d’électrons. Ce qui entraîne une diminution de sa 

concentration, se manifestant par une réduction de l’absorbance mesurée à 230 nm. 

➢ Mode opératoire 

En bref, trente-trois microlitres (33 μL) de chaque extrait (concentration : 1000 ; 500 ; 

250 ; 125 ; 62,5 et 31,25 µg/mL) ont été ajoutés à 67 μL de peroxyde d’hydrogène (40 mM) 

dans du tampon Phosphate (50 mM, pH 7,4). Les concentrations finales des extraits varient de 

500 à 31,25 μg/ml. L’acide gallique a été utilisé comme contrôle positif et traitée dans les 

mêmes conditions. Le mélange réactionnel a été incubé à température ambiante pendant 10 min. 

Ensuite, l’absorbance de chaque préparation a été mesurée à 230 nm contre du blanc (H2O2 + 

tampon phosphate). Les pourcentages d’inhibition ont été calculés en utilisant la formule 

suivante :  

𝐏𝐈 (%)  =
  (𝐀𝐨 −  𝐀𝟏)

𝐀𝐨 
𝑿 𝟏𝟎𝟎 

Ao : Absorbance du contrôle ; A1 : Absorbance de l’extrait. 

Les valeurs des pourcentages d’inhibition obtenues ont été utilisées pour déterminer les 

concentrations de réduction 50 (CR50) à partir de la courbe de régression tracée à l’aide du 

logiciel GraphPad Prism 8.0.1.  

II.2.6. Analyses statistiques 

Les pourcentages d’inhibition, de déstabilisation et de piégeage ont été calculés à l’aide 

du logiciel Microsoft Excel 2016 et les CC50, CP50 et CR50 et déterminés sur GraphPad Prism 

8.0.1 en utilisant la courbe dose réponse. Les valeurs ont été représentées sous forme de 

moyenne ± écart type. L’analyse statistique a été effectuée en utilisant le test d’analyse de la 

variance à un facteur à l’aide du logiciel GraphPad Prism 8.0.1.et les différences entre les 

moyennes ont été comparées par le test de Dunnett. Les échantillons présentant une P-value ≤ 

0,05 étaient considérées comme statistiquement significatives.  

  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

CHAPITRE III : RESULTATS ET 

DISCUSSION 
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III.1. RESULTATS 

III.1.1. Activité anti-salmonelle 

III.1.1.1. Screening préliminaire de l’activité anti-salmonelle  

A l’issue du screening préliminaire, les résultats détaillés obtenus ont été présentés 

dans le Tableau A (Annexe 5) et les proportions d’inhibition des différents différents extraits 

sur l’ensemble des souches de salmonelles testées regroupés sur la Figure 13. 

 
Figure 13. Proportions d’inhibition des différents extraits sur l’ensemble des souches de 

salmonelles testées. 
CRF : C. rigidus feuilles ; CRE : C. rigidus écorces ; HEX : Hexane ; DCM : Dichlorométhane ; EA : Acétate 

d’éthyle ; HE : Hydroéthanolique ; HE 70/30 : Ethanol (70%) -eau (30 %) ; ET : Ethanol ; Me : Méthanol ; Cipro 

: Ciprofloxacine. 

Suite au screening préliminaire de 38 extraits de feuilles et écorces de C. rigidus contre 

six souches de salmonelles, 21 extraits ont inhibé au moins une souche de salmonelles à la 

concentration de 1000 µg/mL. Les extraits des écorces de C. rigidus ont inhibé un plus grand 

nombre de souches bactériennes (de 0 à 100 %) comparativement aux extraits issus des feuilles 

(de 0 à 66,6 %), ce qui suggère une activité antibactérienne plus marquée dans les écorces. Les 

extraits méthanolique et aqueux du résidu obtenu après extraction des écorces de C. rigidus au 

dichlorométhane [CRE Me(DCM) et CRE H₂O(DCM)] ont inhibé l’ensemble des souches de 

salmonelles testées (100 %). En revanche, la ciprofloxacine (contrôle positif) a inhibé 

l’ensemble des souches testées (100%) à la concentration de 0,5 µg/mL. Sept (07) extraits ont 

inhibé au moins 50 % des souches bactériennes testées, et ont été retenus pour la détermination 

des paramètres d’activité antibactérienne, notamment les concentrations bactériennes 

inhibitrices (CMIs) et bactéricides (CMBs). 

III.1.1.2. Concentrations minimales inhibitrices et bactéricides  

Le Tableau IV récapitule les concentrations minimales inhibitrices et bactéricides des extraits 

ayant montré une activité inhibitrice sur au moins 50 % des souches bactériennes testées. 
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Tableau II. Concentrations minimales inhibitrices et bactéricides des extraits actifs sur les 

sérotypes du genre Salmonella. 

Extraits Paramètres 

SE 

ATCC 

14028 

SE 

NR 

13555 

S. typhi 

CPC 

S. tm 

CPC 

S. enteritidis 

CPC 
S. Pb CPC 

CRF EA(HEX) 

CMI / 1000 / 1000 1000 / 

CMB / / / / / / 

CMB/CMI / / / / / / 

CRF EA 

CMI / 1000 1000 1000 1000 / 

CMB / / / / / / 

CMB/CMI / / / / / / 

CRF H2O 

CMI / 1000 1000 / 1000 / 

CMB / / / / / / 

CMB/CMI / / / / / / 

CRE Me(HEX) 

CMI 1000 / 1000 500 / 1000 

CMB / / / 1000 / / 

CMB/CMI / / / 2 / / 

CRE 

Me(DCM) 

CMI / 500 500 1000 1000 1000 

CMB / 1000 1000 / / / 

CMB/CMI / 2 2 / / / 

CRE 

H2O(DCM) 

CMI 1000 250 500 / 1000 1000 

CMB 1000 500 1000    

CMB/CMI 1 2 2 / / / 

CRE H2O(ET) 

CMI 1000 500 1000 1000 / / 

CMB / 1000 / / / / 

CMB/CMI / 2 / / / / 

Ciprofloxacine 

CMI 0,0156 0,0156 0,0156 0,0156 0,0156 0,0156 

CMB 0,0312 0,0312 0,0312 0,0312 0,0312 0,0312 

CMB/CMI 2 2 2 2 2 2 

 

CMI: Concentration minimale inhibitrice ; CMB: Concentration minimale bactéricide ; SE-NR 13555: 

Salmonella typhimurium 13555; SPb: Salmonella paratyphi B ; SE ATCC 14028: Salmonella typhimurium 14028; 

S.tm CPC: Salmonella typhimurium; /: > 1000 (non déterminé); CRF: C. rigidus feuilles; CRE: C. rigidus écorces; 

HEX: Hexane; DCM: Dichlorométhane EA: Acétate d’éthyle; HE: Hydroéthanolique; HE 70/30: Ethanol (70%)-

Eau (30 %); ET: Ethanol; Me: Méthanol.  

L’incubation de sept extraits [CRF EA(HEX) ; CRF EA ; CRF H2O ; CRE Me(HEX) ; 

CRE Me(DCM) ; CRE H2O(DCM) ; et CRE H2O(ET)] préalablement issus des feuilles et 

écorces de C. rigidus avec six souches de salmonelles a donné des valeurs de CMIs variant de 

250 à 1000 µg/mL (Tableau IV). L’extrait CRE H2O(DCM) (extrait aqueux du résidu obtenu 

après extraction des écorces de C. rigidus au dichlorométhane) était le plus actif avec des CMIs 

de 250 et 500 µg/mL sur S. typhimurium et S. typhi CPC respectivement, suivi de l’extrait CRE 

Me(DCM) (CMI : 500 µg/mL sur S. typhimurium et S. typhi CPC). De manière générale, S. 

typhimurium s’est montrée la souche la plus sensible (CMI ≤ 250 µg/mL) et Salmonella 

Paratyphi B la moins sensible (CMI ≤ 1000 µg/mL). D’après les critères de classification de 
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Tamokou et al. (2017), un extrait est considéré comme très actif si sa CMI < 100 µg/mL ; 

significativement actif si 100 ≤ CMI ≤ 512 µg/mL ; modérément actif si 512 ≤ CMI ≤ 2048 

µg/mL ; faiblement actif si CMI ˃ 2048 µg/mL ; et non actif si CMI ˃ 10 mg/mL. Ainsi, les 

extraits méthanolique et aqueux du résidu obtenu après extraction au dichlorométhane des 

écorces de Callistemon rigidus [CRE Me(DCM) et CRE H2O(DCM)] sont significativement 

actifs sur Salmonella typhimurium et Salmonella typhi CPC. Les concentrations minimales 

bactéricides obtenues (CMBs) varient de 500 à 1000 µg/mL. Selon Traoré et al. (2012), lorsque 

le rapport CMB/CMI d’une substance antimicrobienne est inférieur ou égal à quatre (≤ 4), elle 

est dite substance bactéricide, cependant si CMB/CMI est supérieur à quatre (> 4), alors la 

substance est dite bactériostatique. Par conséquent, les extraits [CRE Me(DCM) et CRE 

H2O(DCM)] ont montré une activité bactéricide vis-à-vis de S. typhimurium et S. typhi CPC. 

Pour identifier les métabolites secondaires potentiellement responsables de l’activité 

anti-salmonelle évaluées et d’un potentiel antioxydant des extraits bioactifs CRE Me(DCM) et 

CRE H2O(DCM), nous avons choisi de quantifier certains groupes de composés phénoliques 

d'intérêt. Ainsi, les teneurs en polyphénols totaux, flavonoïdes et tanins ont été déterminées. 

III.1.2. Teneurs en composés phénoliques des extraits bioactifs  

Les teneurs en polyphénols solubles totaux, flavonoïdes solubles et tanins condensés 

des extraits bioactifs [CRE Me(DCM) et CRE H2O(DCM)] ont été déterminés et les résultats 

exprimés en mg d’équivalent d’acide gallique/g d’extrait (mg EAG/g Ext), mg d’équivalent de 

quercétine/g d’extrait (mg EQ/g Ext), mg d’équivalent d’acide tannique/g (mg EAT/g Ext), 

respectivement et présentés dans le Tableau V. 

Tableau III. Teneurs en composés phénoliques des extraits bioactifs CRE Me(DCM) et CRE 

H2O(DCM) 

Extraits 

Phénols solubles 

totaux 

(mg EAG/g Ext) 

Flavonoïdes 

solubles 

(mg EQ/g Ext) 

Tanins 

condensés 

(mg EAT/g Ext) 

CRE Me(DCM) 126,763 ± 0,75 130,98 ± 0,32 135,398 ± 2,20 

CRE H2O(DCM) 192,403 ± 6,57 186,583 ± 6,78 284,043 ± 5,85 

CRE Me(DCM) : extrait méthanolique du résidu obtenu après extraction au dichlorométhane des écorces de C. 

rigidus ; CRE H2O(DCM) : extrait aqueux du résidu obtenu après extraction au dichlorométhane des écorces de 

C. rigidus ; EAG : équivalent d’acide gallique ; EQ : équivalent gramme de quercétine ; EAT : équivalent gramme 

d’acide tannique. 

Le dosage des phénols solubles totaux, flavonoïdes solubles et tanins condensés a 

permis d’obtenir des valeurs de 126,763 et 192,40 mg d’équivalent d’acide gallique/g d’extrait, 
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de 130,98 et 186,583 mg d’équivalent de quercétine /g d’extrait et de 135,398 mg et 284,043 

d’équivalent d’acide tannique/g d’extrait, respectivement. Globalement l’extrait aqueux du 

résidu obtenu après extraction au dichlorométhane des écorces de C. rigidus CRE H2O(DCM) 

a présenté de meilleures teneurs en composés phénoliques d’intérêt par rapport à l’extrait 

méthanolique du résidu au dichlorométhane CRE Me(DCM). 

Pour vérifier l’innocuité des extraits bioactifs [CRE Me(DCM) et CRE H2O(DCM)] sur 

les cellules, leur cytotoxicité a été évaluée sur la lignée cellulaire RAW. 

III.1.3. Cytotoxicité des extraits 

Pour vérifier l’innocuité des extraits bioactifs [CRE Me(DCM) et CRE H2O(DCM)], 

leur cytotoxicité a été évaluée sur les cellules RAW 264.7 et les résultats ont été exprimés en 

concentrations cytotoxiques 50 (CC50s) et présentés dans le Tableau VI.  

Tableau IVI. Concentrations cytotoxiques 50 des extraits bioactifs de C. rigidus sur la lignée 

cellulaire RAW 264.7 

Pour chaque colonne, les valeurs affectées d’un nombre différent de * sont significativement différents (P ≤ 0,05, 

Test de Dunnett). *(P=0,01) ; **(P=0,003) ; ***(P=0,007) ; ****(P˂0,0001) ; CC50 : concentration cytotoxique 

50 ; CRE Me(DCM): extrait méthanolique du résidu obtenu après extraction au dichlorométhane des écorces de 

C. rigidus; CRE H2O(DCM): extrait aqueux du résidu obtenu après extraction au dichlorométhane des écorces 

de C. rigidus, DMSO: Diméthylsulfoxyde 

L’incubation des extraits bioactifs [CRE Me(DCM) et CRE H2O(DCM)] avec les 

cellules RAW 264.7 a permis d’obtenir les valeurs de CC50s (concentrations cytotoxiques 50) 

de 76,28 µg/mL et 81,49 µg/mL, respectivement. Ces valeurs sont largement supérieures à celle 

du DMSO (0,05962 µg/mL) qui est un solvant organique cytotoxique généralement utilisé 

comme contrôle positif dans les tests de cytotoxicité.  

III.1.4. Effet des extraits bioactifs sur la cinétique de mortalité bactérienne 

La cinétique de mortalité des bactéries (S. typhimurium, S. typhi CPC) a été étudiée en 

présence des extraits bioactifs [CRE Me(DCM) et CRE H2O(DCM)]. La Figure 14 illustre la 

cinétique de mortalité bactérienne en fonction du temps d’incubation.  

Extraits/DMSO 

 
Concentrations cytotoxiques 50 sur RAW-264.7 (µg/mL) 

CRE MeDCM 76,28 ± 8,215** 

CRE H2ODCM 81,49 ± 9,94** 

DMSO 0,05962 ± 0,007 
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Figure 14. Effets des extraits bioactifs CRE Me(DCM) et CRE H2O(DCM) sur la cinétique de 

mortalité de Salmonella typhimurium et Salmonella typhi CPC. 
CMI : Concentration minimale inhibitrice ; CP : ciprofloxacine (0,125 µg/mL) ; CN : contrôle négatif. SE-NR 

13555 : Salmonella typhimurium ; CRE Me(DCM): extrait méthanolique du résidu obtenu après extraction au 

dichlorométhane des écorces de C. rigidus; CRE H2O(DCM): extrait aqueux du résidu obtenu après extraction 

au dichlorométhane des écorces de C. rigidus. . Les courbes ayant les mêmes symboles * ne sont pas 

significativement différents (P ≤ 0,05, Test de Dunnett). *(P=0,01) ; **(P=0,003) ; ***(P=0,007) ; 

****(P˂0,0001). 

 

D’après les courbes d’évolution de la mortalité bactérienne en fonction du temps en 

présence des extraits bioactifs [CRE Me(DCM) et CRE H2O(DCM)], il en ressort que 

l’inhibition est dose-dépendante. Le temps minimal pour lequel on observe l’inhibition est de 4 

heures. A des concentrations de 4 CMI, 2 CMI et CMI, on note une décroissance progressive 

des courbes jusqu’à 24 heures traduisant une diminution de la population bactérienne. L’activité 

est comparable à celle de la ciprofloxacine (contrôle positif) et connue pour son effet bactéricide 

(Mason et al., 1995; Askoura et Hegazy, 2020), par conséquent les extraits CRE Me(DCM) 

et CRE H2O(DCM) pourraient avoir un effet bactéricide. Après 10 h d’incubation des souches 

de salmonelles avec CRE Me(DCM) et CRE H2O(DCM), on observe une décroissance de la 

population bactérienne matérialisée par l’inclinaison de la courbe qui coupe l’axe des abscisses. 

La non reprise de la croissance bactérienne entre 10h et 24h de temps d’incubation prouve 

l’absence de bactéries dans le milieu, validant ainsi l’effet bactéricide des extraits CRE 

Me(DCM) et CRE H2O(DCM) obtenu plus haut après calcul des rapports CMB/CMI (≤ 4). 

Le phénomène de résistance observée chez les sérotypes du genre Salmonella est due 

en grande partie à leur membrane externe qui est une barrière aux antibiotiques (Clifton et al., 

2015). La déstabilisation de la membrane externe pourrait compromettre l’intégrité de la 
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membrane interne, entraînant ainsi la fuite du contenu intracellulaire à travers les pores 

(Doorduijn et al., 2019). 

La capacité des extraits à chélater les cations bivalents qui relient les lipopolysaccharides (LPS) 

afin de désorganiser la membrane externe, suivie d’un test de libération du contenu 

intracellulaire, dont les acides nucléiques, qui absorbent à 260 nm, ont été évalués. 

III.1.5. Effet des extraits bioactifs sur la membrane  

III.1.5.1. Effet des extraits sur la déstabilisation de la membrane externe 

Les extraits bioactifs [CRE Me(DCM) et CRE H2O(DCM)] ont été évalués pour leur 

capacité à déstabiliser la membrane externe des bactéries les plus sensibles (S. typhimurium 

13555 et S. typhi CPC) et les pourcentages de déstabilisation en fonction des concentrations des 

extraits (de 4 CMI à CMI/4) sont présentés sur la Figure 15.  
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Figure 15. Pourcentages de déstabilisation de la membrane externe de S. typhimurium 13555 

et S. typhi CPC en fonction des différentes concentrations des extraits bioactifs CRE Me(DCM) 

et CRE H2O(DCM). 

CMI : Concentration minimale inhibitrice ; EDTA : Acide éthylènediaminetétraacétique (30 µg/mL) ; CRE Me(DCM): extrait 

méthanolique du résidu obtenu après extraction au dichlorométhane des écorces de C. rigidus; CRE H2O(DCM): extrait 

aqueux du résidu obtenu après extraction au dichlorométhane des écorces de C. rigidus.; SENR 13555 : Salmonella 

typhimurium. Les histogrammes ayant les mêmes symboles * ne sont pas significativement différents (P ≤ 0,05, Test de 

Dunnett). *(P=0,01) ; **(P=0,003) ; ***(P=0,007) ; ****(P˂0,0001). 

Il ressort de la Figure 15 que les extraits bioactifs [CRE Me(DCM) et CRE H2O(DCM)] 

testés ont la capacité de déstabiliser la membrane externe de S. typhimurium 13555 et S. typhi 

CPC. Les pourcentages de déstabilisation de la membrane varient de 12,82 à 75,17 % et cette 

variation est concentration dépendante. Aux concentrations de 4 CMI et 2 CMI, les extraits ont 

présenté des pourcentages de déstabilisation supérieurs à 50 % vis-à-vis de S. typhimurium 

13555 et S. typhi CPC. L’extrait CRE Me(DCM) à 4 CMI était plus actif sur S. typhi CPC (75,17 
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%) et S. typhimurium 13555 (69,84 %). Cependant, l’activité de déstabilisation membranaire 

présentée par l’EDTA (contrôle positif) était supérieure à celle observée avec les extraits CRE 

Me(DCM) et CRE H2O(DCM). 

III.1.5.2. Effet des extraits sur la perméabilité membranaire interne  

Les extraits bioactifs CRE Me(DCM) et CRE H2O(DCM) ont été évalués pour leur 

capacité à lyser la membrane interne de S. typhimurium 13555 et S. typhi CPC, afin de libérer 

le contenu cellulaire. A cet effet, les acides nucléiques libérés ont été quantifiés par méthode 

spectrophotométrique et les résultats sont présentés sur la Figure 16. 
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Figure 16. Effet des extraits bioactifs CRE Me(DCM) et CRE H2O(DCM) sur la libération des 

acides nucléiques en fonction du temps. 

CMI : Concentration minimale inhibitrice ; CRE Me(DCM): extrait méthanolique du résidu obtenu après 

extraction au dichlorométhane des écorces de C. rigidus; CRE H2O(DCM): extrait aqueux du résidu obtenu après 

extraction au dichlorométhane des écorces de C. rigidus; SENR 13555: Salmonella typhimurium. Les courbes 

ayant les mêmes symboles * ne sont pas significativement différents (P ≤ 0,05, Test de Dunnett). *(P=0,01) ; 

**(P=0,003) ; ***(P=0,007) ; ****(P˂0,0001). 

Les extraits bioactifs CRE Me(DCM) et CRE H2O(DCM) ont perméabilisé la membrane 

interne de S. typhimurium et S. typhi CPC, libérant ainsi le contenu intracellulaire dont les acides 

nucléiques. Cette libération d’acides nucléiques des cellules bactériennes mesurée à 260 nm, se 

traduit par une évolution ascendante des courbes au cours du temps et avec l’augmentation de 

la concentration en extrait.  

La libération des acides nucléiques dans le milieu extracellulaire témoigne le fait que 

la membrane interne a été perméabilisée suite au traitement par les extraits. Les pompes à efflux 

sont principalement retrouvées au niveau de la membrane interne (Nishino et al., 2021), par 
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conséquent des dommages provoqués au niveau de cette dernière pourraient affecter les pompes 

à efflux. La capacité de ces extraits à inhiber les pompes à efflux a été évaluée. 

III.1.6. Effet des extraits bioactifs sur l’inhibition des pompes à efflux  

La Figure 17 illustre l’effet des extraits bioactifs CRE Me(DCM) et CRE H2O(DCM) 

sur l’inhibition des pompes à efflux. 
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Figure 17. Effet des extraits bioactifs CRE Me(DCM) et CRE H2O(DCM) sur l’inhibition des 

pompes à efflux de Salmonella typhimurium et Salmonella typhi CPC 

CRE Me(DCM): extrait méthanolique du résidu obtenu après extraction au dichlorométhane des écorces de C. 

rigidus; CRE H2O(DCM): extrait aqueux du résidu obtenu après extraction au dichlorométhane des écorces de 

C. rigidus; ; SE-NR 13555 : Salmonella typhimurium ; CMI : Concentration minimale inhibitrice CP : Quercétine 

(10 µg/ml) ; CN : contrôle négatif. Les courbes ayant les mêmes symboles * ne sont pas significativement 

différents (P ≤ 0,05, Test de Dunnett). *(P=0,01) ; **(P=0,003) ; ***(P=0,007) ; ****(P˂0,0001). 

 

De la Figure 17, il ressort que les extraits bioactifs CRE Me(DCM) et CRE H2O(DCM) 

ont inhibé concentration dépendante l’activité des pompes à efflux de S. typhimurium 13555 et 

S. typhi CPC. La variation de la fluorescence mesurée à 530 nm et 600 nm (excitation et 

émission respectivement) au cours du temps entre les extraits testés, le contrôle négatif, et le 

contrôle positif pourrait suggérer une augmentation de la fluorescence du bromure d’éthidium, 

substrat des pompes à efflux aux différentes concentrations d’extraits (4CMI à CMI/4). 

Tout comme les pompes à efflux, les pompes ATPases/H+ utilisent l’énergie dérivée de 

l’hydrolyse l’ATP pour le transport des protons du cytoplasme vers l’espace extracellulaire. Ce 

transport permet aux salmonelles de maintenir un pH intracellulaire stable, crucial pour leur 
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croissance et leur survie (Kobayashi, 1985). La capacité des extraits prometteurs à inhiber 

l’activité des pompes ATPases/H+ a été évaluée.  

III.1.7. Effet des extraits sur l’inhibition des pompes ATPases/H+ 

La figure 18 montre l’effet des extraits bioactifs CRE Me(DCM) et CRE H2O(DCM) 

sur l’activité des pompes ATPases/H+ chez S. typhimurium et S. typhi CPC.  L’effet inhibiteur 

des extraits est marqué par l’augmentation du pH au cours du temps.  
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Figure 18. Effet des extraits CRE Me(DCM) et CRE H2O(DCM) sur l’inhibition des pompes 

ATPases/H+ de Salmonella typhimurium et Salmonella typhi CPC. 

CRE Me(DCM): extrait méthanolique du résidu obtenu après extraction au dichlorométhane des écorces de C. 

rigidus; CRE H2O(DCM): extrait aqueux du résidu obtenu après extraction au dichlorométhane des écorces de 

C. rigidus; SE-NR 13555 : Salmonella typhimurium ; CMI : Concentration minimale inhibitrice ; CN : contrôle 

négatif. Les courbes ayant les mêmes symboles * ne sont pas significativement différentes (P ≤ 0,05, Test de 

Dunnett). *(P=0,01) ; **(P=0,003) ; ***(P=0,007) ; ****(P˂0,0001). 

 

A des concentrations CMI, 2 CMI et 4 CMI des extraits bioactifs CRE Me(DCM) et 

CRE H2O(DCM), on assiste à une évolution croissante des courbes en fonction du temps, 

traduisant ainsi une augmentation du pH dans le milieu réactionnel, comparativement au groupe 

n’ayant reçu aucun traitement. Cette augmentation de pH du milieu réactionnel aurait induit 

une réduction progressive de l’acidification du milieu extracellulaire qui serait conséquente à 

l’inhibition de l’activité des pompes ATPases/H+. 

De plus, la capacité des extraits bioactifs à inhiber la motilité swarming chez S. typhimurium 

13555 et S. typhi CPC a été évaluée. 
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III.1.8. Effet des extraits sur l’inhibition de la motilité (swarming) 

Les extraits bioactifs [CRE Me(DCM) et CRE H2O(DCM)] ont également été testés 

pour leur capacité à inhiber la motilité swarming et les diamètres de motilité bactérienne en 

fonction des concentrations des extraits sont présentés sur la Figure 19.  
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Figure 19. Effet des extraits bioactifs sur l’inhibition de la motilité swarming chez Salmonella 

typhimurium et Salmonella typhi CPC. 
CMI : Concentration minimale inhibitrice ; CRE Me(DCM): extrait méthanolique du résidu obtenu après 

extraction au dichlorométhane des écorces de C. rigidus; CRE H2O(DCM): extrait aqueux du résidu obtenu après 

extraction au dichlorométhane des écorces de C. rigidus;. Les histogrammes ayant les mêmes symboles * ne sont 

pas significativement différents (P ≤ 0,05, Test de Dunnett). *(P=0,01) ; **(P=0,003) ; ***(P=0,007) ; 

****(P˂0,0001) 

Il ressort de la Figure 19 que les extraits bioactifs CRE Me(DCM) et CRE H2O(DCM) 

ont inhibé la motilité swarming chez S. typhimurium et S. typhi CPC. L’inhibition était 

concentration dépendante et inversement proportionnelle aux concentrations en extraits. La 

réduction du diamètre de motilité comparativement au contrôle négatif suggère une inhibition 

de la motilité swarming chez S. typhimurium et S. typhi CPC. A des concentrations de 4 CMI et 

2 CMI, les extraits ont présenté des diamètres de motilité inférieurs à 10 mm chez S. 

typhimurium et S. typhi CPC. À 4 CMI, l’extrait CRE H2O(DCM) a présenté la plus grande 

inhibition de la motilité swarming chez S. typhi CPC (4,5 cm) et S. typhimurium 13555 (2,5 

mm).  

Les infections comme les salmonelloses entraînent la surproduction des espèces 

réactives de l’oxygène (Popoff et Norel, 1992) dont l’accumulation conduit à un stress oxydatif 
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(Rastaldo et al., 2007; Baudin, 2020). Il serait très bénéfique pour une substance ayant des 

propriétés anti-salmonelle d’être également capable de piéger les radicaux libres. Ainsi la 

capacité des extraits à piéger les radicaux de DPPH, ABTS et du NO et à réduire le H2O2 en 

H2O et du fer ferrique (Fe3+) en fer ferreux (Fe2+). 

III.1.9. Activité Antioxydante  

L’activité antioxydante des extraits bioactifs CRE Me(DCM) et CRE H2O(DCM) a été 

évaluée par leur capacité à piéger les radicaux libres de DPPH, ABTS, et du NO et à réduire le 

H2O2 en H2O et le fer ferrique (Fe3+) en fer ferreux (Fe2+). Le tableau VII résume les 

concentrations de piégeage 50 (CP50) de DPPH, ABTS, et du NO, ainsi que les concentrations 

de réduction 50 (CR50) du H2O2 en H2O et du fer ferrique (Fe3+) en fer ferreux (Fe2+).  

Tableau VII. Concentrations de piégeage 50 (CP50) de DPPH, ABTS et du NO, et 

concentrations de réduction 50 (CR50) du H2O2 en H2O et du fer ferrique (Fe3+) en fer ferreux 

(Fe2+). 

 
Concentrations de piégeage 50 

(CP50) (µg/mL) 

Concentrations de réduction 50 

(CR50) (µg/mL) 

Echantillons DPPH ABTS NO FRAP  H2O2 

CRE 

Me(DCM) 

46,48 ± 

0,25**** 

6,677 ± 

0,14*** 

49,33 ± 

0,09**** 

54,15 ± 

1,11**** 

35,52 ± 

0,72**** 

CRE 

H2O(DCM) 

18,65 ± 

0,62*** 

5,438 ± 

0,016*** 

23,08 ± 

0,07*** 

47,165 ± 

0,77**** 

19,46*** ± 

0,092 

Acide gallique 2,50 ± 0,26 1,099 ± 

0,081 
2,23 ± 0,17 4,482 ± 0,007 1,51 ± 0,087 

Pour chaque colonne, les valeurs affectées d’un nombre différent de * sont significativement différents (P ≤ 0,05, 

Test de Dunnett) : *(P=0,01); **(P=0,003); ***(P=0,007); ****(P˂0,0001); CP50 : Concentration de piégeage 50 

; CR50 : Concentration de réduction 50 ; CRE Me(DCM): extrait méthanolique du résidu obtenu après extraction 

au dichlorométhane des écorces de C. rigidus; CRE H2O(DCM): extrait aqueux du résidu obtenu après extraction 

au dichlorométhane des écorces de C. rigidus. 

L’incubation des solutions de DPPH, ABTS et NO avec les extraits CRE Me(DCM) et 

CRE H2O(DCM) a entraîné un piégeage significatif des radicaux libres produits par ces réactifs 

donnant ainsi des concentrations de piégeage 50 de 46,48 et 18,65 µg/mL, 6,677 et 5,438 µg/mL 

et de 49,33 et 23,08 µg/mL sur DPPH, ABTS et NO, respectivement (Tableau VII). D’autre 

part, le traitement des solutions de H2O2 et le fer ferrique (Fe3+) avec les extraits CRE 

Me(DCM)et CRE H2O(DCM) a entraîné une réduction de ces entités chimiques. Les 

concentrations de réductions 50 étaient de 35,52 et 19,46 µg/mL et de 54,15 et 47,165 µg/mL 

pour H2O2 et Fe3+, respectivement. Toutefois, l’activité antioxydante de l’acide gallique 

(contrôle positif) était supérieure à celle des extraits CRE Me(DCM) et CRE H2O(DCM). 
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L’activité antiradicalaire/réductrice d’un échantillon est d’autant plus élevée que sa 

concentration de piégeage ou de réduction 50 (CP50 ou CR50) est faible. Ce qui suggère que 

l’extrait aqueux du résidu obtenu après extraction au dichlorométhane des écorces de C. rigidus 

CRE H2O(DCM) a présenté une meilleure activité antioxydante par rapport à l’extrait 

méthanolique du résidu obtenu après extraction au dichlorométhane des écorces de C. rigidus 

CRE Me(DCM). 

III-2 DISCUSSION 

La résistance des salmonelles, y compris au traitement de première ligne par les 

fluoroquinolones émerge à travers le monde, ce qui pose le problème de leur prise en charge 

(Yang et al., 2023; Lamichhane et al., 2024). Il devient impératif de rechercher de nouveaux 

principes actifs pouvant contribuer à la découverte des médicaments anti-salmonelloses. 

Les plantes médicinales sont utilisées dans diverses communautés depuis des 

millénaires pour traiter de nombreuses infections, en raison de leur disponibilité, leur efficacité 

et leur faible toxicité (Gyawali et Ibrahim, 2014). Un exemple de ces plantes inclut 

Callistemon rigidus qui est utilisée en médecine traditionnelle camerounaise pour soigner la 

toux, la bronchite et des infections du système digestif et respiratoire (Saxena et Gomber, 

2006; Goyal et al., 2012). La présente étude vise à évaluer les activités anti-salmonelle et 

antioxydante des extraits de Callistemon rigidus. 

L’extraction préalable par macération successive des feuilles et écorces de C. rigidus 

dans divers solvants de polarité croissante, notamment l’hexane, le dichlorométhane, l’acétate 

d’éthyle, l’éthanol, le méthanol, et l’eau a généré 38 extraits comme l’indique l’annexe 1.  

Ces extraits ont été évalués pour leur effet inhibiteur contre six souches de salmonelles à travers 

un screening préliminaire à une seule concentration (1000 µg/mL). Parmi ces extraits testés, 

sept (7) ont inhibé la croissance d’au moins 50 % des bactéries testées et ont été sélectionnés 

pour la détermination des concentrations minimales inhibitrices et bactéricides. Ainsi, ces 

extraits ont présenté des valeurs de CMIs variant de 250 à 1000 µg/mL, les plus actifs étant 

CRE Me(DCM) (extrait méthanolique du résidu obtenu après extraction au dichlorométhane 

des écorces de C. rigidus) (CMI = 500 µg/mL sur S. typhimurium et S. typhi CPC) et CRE 

H2O(DCM) (extrait aqueux du résidu obtenu après extraction au dichlorométhane des écorces 

de C. rigidus) (CMI = 250 et 500 µg/mL sur S. typhimurium et S. typhi CPC respectivement). 

Ces extraits [CRE Me(DCM) et CRE H2O(DCM)] ont présenté une activité bactéricide (Traoré 

et al., 2012) vis-à-vis de S. typhimurium et S. typhi CPC et les concentrations minimales 

bactéricides (CMBs) variaient de 500 à 1000 µg/mL. Ainsi, ces activités pourraient se justifier 

par la présence de divers métabolites secondaires dans les extraits, notamment les composés 
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phénoliques connus pour leur potentiel anti-salmonelle (Almuzaini, 2023). En effet, l’analyse 

phytochimique quantitative des extraits les plus actifs CRE Me(DCM) et CRE H2O(DCM) a 

révélé leur richesse en phénols solubles totaux, flavonoïdes solubles et tanins condensés. 

Plusieurs études scientifiques démontrent le pouvoir inhibiteur de ces métabolites vis-à-vis de 

plusieurs bactéries Gram négatives dont les salmonelles (Fayemi et al., 2019; Abdelmalek et 

al., 2021). Il serait donc raisonnable de spéculer que la présence des métabolites secondaires, 

notamment les composés phénoliques dans les extraits de Callistemon rigidus auraient 

significativement contribué à l’activité antibactérienne observée dans cette étude. Par ailleurs, 

la différence d’activité observée avec un même extrait serait due à la diversité des constituants 

biochimiques et l’identité génétique de la bactérie (Becker et Cooper, 2013). D’autre part, les 

différences d’activités observées sur la même bactérie avec différents extraits pourraient être 

dues à la composition en métabolites secondaires qui diffère quantitativement et 

qualitativement en fonction de l’organe et du solvant d’extraction utilisés (Bambeke et al., 

2008). 

L’innocuité des extraits bioactifs a été évaluée sur la lignée cellulaire RAW et les 

concentrations cytotoxiques 50 (CC50) des extraits étaient de 76,285 µg/mL (CRE Me(DCM) 

et 81,49 µg/mL (CRE H2O(DCM). D’après les critères de classification établis par l’American 

National Cancer Institute (NCI), une substance est considéré comme non cytotoxique et admis 

pour des études supplémentaires si la CC50 sur les cellules normales est supérieure à 30 µg/mL 

(Momtazi-borojeni et al., 2013; Serrano-Vega et al., 2021). Ainsi, CRE Me(DCM) et CRE 

H2O(DCM) sont non cytotoxiques vis-à-vis des cellules RAW 264.7. Ces résultats sont en 

accord avec ceux obtenus par Larayetan et al. (2019) qui ont montré que l’extrait méthanolique 

des feuilles de C. citrinus, plante du même genre que C. rigidus est non cytotoxique sur les 

cellules HELA avec une concentration cytotoxique 50 (CC50) de 33,66 µg/mL. 

Afin de comprendre les mécanismes par lesquels les extraits bioactifs CRE Me(DCM) 

et CRE H2O(DCM) ont exercé leurs effets antibactériens vis-à-vis de S. typhimurium et S. typhi 

CPC, la cinétique de mortalité a été évaluée ; validant ainsi l’effet bactéricide précédemment 

révélé à partir des valeurs calculées (CMB/CMI ≤ 4). En outre, les extraits CRE Me(DCM) et 

CRE H2O(DCM) à 2 CMI et 4 CMI ont déstabilisé la membrane externe de S. typhimurium 

13555 et S. typhi CPC avec des pourcentages de déstabilisation supérieurs à 50 %. Lobiuc et 

al. (2023) ont révélé dans un article publié dans un journal à comité de lecture “Molecules” que 

les composés phénoliques sont impliqués dans la déstabilisation membranaire chez les 

bactéries. De plus, plusieurs chercheurs ont démontré que les effets antibactériens d’un nombre 

important de flavonoïdes résultent de la déstabilisation de la membrane externe bactérienne 
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(Ollila et al., 2002; Hendrich, 2006). Cette déstabilisation membranaire serait consécutive à 

la désorganisation des lipopolysaccharides (LPS) qui constituent une composante essentielle de 

la membrane externe qui renforce son intégrité et son imperméabilité (Kawasaki, 2012; Guo 

et al., 2023). En effet, ces métabolites auraient induit une diminution des interactions entre les 

lipopolysaccharides en chélatant les cations divalents qui serviraient de pontage entre les 

structures primaires de cette composante membranaire (Frirdich et Whitfield, 2005). En outre, 

l’incubation de S. typhimurium 13555 et S. typhi CPC avec les extraits CRE Me(DCM) et CRE 

H2O(DCM) a entraîné une perméabilisation de leur membrane interne. Yan et al. (2024) ont 

démontré que les flavonoïdes pouvaient inhiber la croissance bactérienne en réduisant la 

perméabilité et l'intégrité de la membrane bactérienne. Ce qui entraînerait un déséquilibre 

osmotique puis une mort cellulaire suite à une augmentation de la pression de turgescence 

(Doorduijn et al., 2019). Plusieurs auteurs ont également démontré que les extraits des plantes 

du genre Callistemon augmentent la fluidité et la perméabilité membranaire (Kaur et Singh, 

2008; Chitemerere et Mukanganyama, 2014).  

Il est important de noter que la déstabilisation de la membrane externe et l’augmentation de la 

perméabilité membranaire sont des phénomènes étroitement liés car ces derniers 

contribueraient indirectement à l'altération de l’homéostasie ionique, et à une osmorégulation 

défectueuse qui entraîne la fuite du contenu intracellulaire dont les acides nucléiques à travers 

les pores membranaires (Silhavy et al., 2010; Miller et Salama, 2018). 

En plus de l’effet des extraits bioactifs sur la cinétique de mortalité bactérienne, la 

déstabilisation et la perméabilité respectivement de la membrane externe et interne chez S. 

typhimurium et S. typhi CPC, l'activité inhibitrice sur les pompes à efflux (par suivi de l’effet 

des extraits sur l’accumulation intracellulaire du bromure d’éthidium, substrat des pompes à 

efflux qui s’intercale entre les bases nucléotidiques de l’ADN bactérien) et ATPases/H+ (par 

suivi de l’effet des extraits sur l’acidification du milieu externe des bactéries en présence du 

glucose à l’aide d’une électrode à pH) chez ces bactéries a été également démontrée dans cette 

étude. 

Il est important de noter que l’extrusion des antibiotiques par les pompes à efflux est le 

mécanisme commun de résistance des entérobactéries aux fluoroquinolones, assurant ainsi un 

niveau de concentration intracellulaire faible, en dessous du seuil d’efficacité (Kornelsen et 

Kumar, 2021). Cette propriété à inhiber les pompes à efflux a déjà été révélée chez les extraits 

d’autres plantes médicinales (Seukep et al., 2020). Par exemple, Chitemerere et 

Mukanganyama, (2014) ont montré que les extraits de feuilles de Callistemon citrinus inhibent 

la pompe à efflux ABC dépendante de l’ATP de Pseudomonas aeruginosa. 
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L’inhibition des pompes à efflux est attribué à un ensemble de mécanismes, notamment (i) 

l’inhibition de la source d’énergie (ATP) ; (ii) l’inhibition de la voie de transcription des gènes 

codant pour les pompes à efflux; (iii) la dissipation du gradient ionique à travers la membrane; 

(iv) l’inhibition de l’assemblage des unités des pompes à efflux; et (v) l’augmentation de la 

perméabilité de la membrane externe chez les bactéries Gram négatives (Pagès et Amaral, 

2009; Thakur et al., 2021). 

Par ailleurs, les pompes ATPases/H+ assurent le transport des protons H+ du cytoplasme 

vers l’espace extracellulaire. Ce transport permet aux salmonelles de maintenir un pH 

intracellulaire stable, crucial pour leur croissance et leur survie (Kobayashi, 1985). Les pompes 

ATPases/H+ utilisent l’énergie sous forme d’ATP pour transporter des ions H+ à travers la 

membrane cellulaire, acidifiant ainsi le milieu environnant. L’inhibition de l’activité des 

pompes à protons conduit à une diminution des protons H+ extracellulaires et l’augmentation 

du pH (Andrés et Fierro, 2010).  

Il a été démontré que les polyphénols ont la propriété de privation d’utilisation des substrats 

(glucose) en empêchant ces derniers de traverser la paroi cellulaire de la bactérie. La non 

utilisation du glucose empêche la production de l’énergie sous forme d’ATP nécessaire pour 

l’expulsion des protons H+ d’où la réduction de l’acidification du milieu extérieur (Cowan, 

1999). 

Le swarming ou essaimage est un mouvement collectif concerté des bactéries vers une 

destination commune leur conférant une colonisation rapide des environnements (Lai et al., 

2009; Coleman et al., 2020). L’analyse comparative des gènes exprimés dans les cellules en 

swarming et les cellules planctoniques montrent que les gènes associés à la virulence sont 

surexprimés dans la première condition (Tremblay et Déziel, 2010). 

A des concentrations de 4 CMI et 2 CMI, les extraits bioactifs [CRE Me(DCM) et CRE 

H2O(DCM)] ont inhibé la motilité swarming, présentant ainsi des diamètres de motilité 

inférieurs à 10 mm chez S. typhimurium et S. typhi CPC. Des études antérieures ont démontré 

l’effet inhibiteur des métabolites tels que les tanins sur deux mécanismes indissociables et 

indispensables pour l’effectivité de la motilité swarming chez les bactéries, notamment 

l’efficacité de l’action des flagelles et la production d’un agent tensioactif attaché à la surface 

bactérienne que sont les lipopolysaccharides (Partridge et Harshey, 2013). 

Les extraits de Callistemon rigidus auraient inhibé la motilité swarming à travers au moins un 

de ces mécanismes, vus que ces extraits contiendraient des tanins. 

Les infections à Salmonella entraînent la surproduction par les cellules du système 

immunitaire des espèces réactives d’oxygène dont l’accumulation conduit à un stress oxydatif, 

https://www.kartable.fr/ressources/svt/cours/la-production-datp/53709
https://www.kartable.fr/ressources/svt/cours/la-production-datp/53709
https://www.kartable.fr/ressources/svt/cours/la-production-datp/53709
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susceptible de conduire à l’endommagement des biomolécules essentielles (lipides, protéines, 

ADN) ( Rastaldo et al., 2007; Baudin, 2020). L’activité antioxydante des extraits bioactifs 

CRE Me(DCM) et CRE H2O(DCM) a été démontré par leur capacité à piéger les radicaux libres 

de DPPH, ABTS, et du NO et à réduire le H2O2 en H2O et le fer ferrique (Fe3+) en fer ferreux 

(Fe2+). Globalement l’extrait CRE H2O(DCM) ayant présenté les meilleures teneurs en 

composés phénoliques a eu la meilleure activité antioxydante avec des concentrations de 

piégeage 50 de 18,65 µg/mL, 5,438 µg/mL et 23,08 µg/mL sur DPPH, ABTS et NO, 

respectivement et de réductions 50 de 19,46 µg/mL et 47,165 µg/mL pour H2O2 et Fe3+. En 

effet, il a été démontré que les flavonoïdes et les tannins de par leur richesse en groupements 

hydroxyles ont la capacité de céder un hydrogène afin de stabiliser les radicaux libres 

(Montessano et al., 2020). Par ailleurs, il a été démontré que l’extrait méthanolique des écorces 

de C. citrinus possède une activité antioxydante sur les radicaux libres de DPPH, ABTS, NO et 

H2O2 (Sowndarya et al., 2012).  
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES 

Parvenu au terme de ce travail dont l’objectif général était d’évaluer les activités anti-

salmonelle et antioxydante des extraits de Callistemon rigidus, Il en ressort que : 

❖ Des 38 extraits préalablement obtenus des feuilles et écorces de C. rigidus, deux [CRE 

H2O(DCM) (extrait aqueux du résidu obtenu après extraction au dichlorométhane des 

écorces de C. rigidus) et CRE Me(DCM) (extrait méthanolique du résidu obtenu après 

extraction au dichlorométhane des écorces de C. rigidus)] ont présenté une activité anti-

salmonelle remarquable contre S. typhi CPC et S. typhimurium ; ces extraits étaient non 

cytotoxiques sur les cellules RAW 264.7; 

❖ Les extraits bioactifs CRE H2O(DCM) et CRE Me(DCM) ont déstabilisé la membrane 

externe, perméabilisé la membrane interne, inhibé les pompes à efflux et ATPases/H+, et 

réduit la motilité swarming chez Salmonella typhimurium et Salmonella typhi CPC ; 

❖ Les extraits bioactifs CRE H2O(DCM) et CRE Me(DCM) ont montré une activité 

antioxydante en piégeant les radicaux libres de DPPH, ABTS et NO et en réduisant l’H2O2 

en H2O et le fer ferrique (Fe3+) en fer ferreux (Fe2+). 

 Ces résultats suggèrent que les extraits de Callistemon rigidus possèdent des activités 

anti-salmonelle et antioxydante, et pourraient constituer une source prometteuse de principes 

actifs à potentiel anti-salmonelle. 

Ce travail n’étant que le début d’un vaste chantier de recherche, nous envisageons dans un futur 

proche :  

❖ Réaliser un isolement bioguidé des composés à partir des extraits bioactifs de Callistemon 

rigidus ; 

❖ Explorer les mécanismes d’action des composés actifs potentiels au niveau moléculaire ; 

❖ Evaluer l’activité anti-salmonelle des composés actifs potentiels de Callistemon rigidus in 

vivo sur un modèle animal de laboratoire.  
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ANNEXES 

Annexe 1 : Généralités sur les extraits des feuilles et écorces de Callistemon rigidus 

❖ Matériel végétal 

Le matériel végétal était constitué des écorces, feuilles de Callistemon rigidus (Myrtaceae) 

récolté le 30 Août 2023 à Nkolbisson, Yaoundé, Région du Centre, Cameroun. Elle a été 

identifiée à l’Herbier National du Cameroun (HNC) par comparaison aux spécimens 

précédemment enregistrés sous le numéro de référence N 18564/SRFCam. Cette plante a été 

transportée au Laboratoire de Phytobiochimie et d’Etudes des plantes médicinales, où elle a été 

prétraitée, séchée à l’ombre à température ambiante durant 2 semaines, puis broyée afin 

d’obtenir les poudres fines. 

❖ Obtention des extraits bruts de Callistemon rigidus 

Les extraits bruts ont été obtenus par la macération successive des poudres des feuilles 

et écorces de C. rigidus en utilisant sept solvants/systèmes de solvant de polarité croissante 

(hexane, dichlorométhane, acétate d’éthyle, éthanol, solution hydroéthanolique 30/70 v/v, 

méthanol et eau distillée).  

➢ Principe 

La macération successive est basée sur la capacité des métabolites secondaires à 

solubiliser dans des solvants de polarité croissante, ceci en vue de l’obtention d’une large 

gamme de composés. 

➢ Méthode 

Vingt (20) grammes de chaque poudre de matériel végétal ont été ajoutés à 200 mL de 

chaque solvant (hexane, dichlorométhane, acétate d’éthyle, éthanol, méthanol, eau-éthanol 

(30/70) et l’eau distillée) et agité pendant 72 heures dans différents erlenmeyers. Le résidu de 

l’extraction de l’hexane était extrait successivement avec l’acétate d’éthyle, le méthanol et 

l’eau, le résidu d’acétate d’éthyle était extrait avec le méthanol et l’eau cependant les résidus 

du méthanol, éthanol et d’hydro-éthanol étaient extrait seulement avec l’eau. Les solutions 

étaient filtrées en utilisant du coton hydrophile et les filtrats obtenus ont été concentrés au 

rotavapor BUCHI R-100 à 65 °C (pour l’hydro-éthanol), 60 °C (pour le méthanol et l’éthanol), 

et 40 °C (pour l’hexane, l’acétate d’éthyle) sous pression réduite, puis séchés sous ventilation 

réduite à température ambiante. Le filtrat aqueux a été séché sous ventilation à température 

ambiante et les rendements d’extraction ont été déterminés en utilisant la formule ci-dessous. 

Le processus a été répété trois fois jusqu’à épuisement et les extraits bruts obtenus ont été 

conservés au réfrigérateur à 4 °C pour utilisation ultérieure. 
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Figure A. Schéma récapitulatif du procédé d’extraction des feuilles et écorce de C. rigidus 

CR: C. rigidus feuilles ; HEX : Hexane ; DCM : Dichlorométhane ; EA: Acétate d’éthyle ; HE: 

Hydroéthanolique ; HE 70/30: Ethanol (70%) -eau (30 %) ; ET: Ethanol ; Me: Méthanol. 

 

Tableau A. Parties, solvants, codes et rendement d’extractions des extraits de C. rigidus 

Parties Solvants/Système de solvants Codes Rendements en % 

Feuilles 

Hexane CRF HEX 7,15 

Dichlorométhane (Hexane) CRF DCM(HEX) 2,7 

Acétate d’éthyle (Hexane) CRF EA(HEX) 4,815 

Méthanol (Hexane) CRF Me(HEX) 6,5 

Eau (Hexane) CRF H2O(HEX) 1,85 

Dichlorométhane CRF DCM 7,1 

Acétate d’éthyle (Dichlorométhane) CRF EA(DCM) 6,5 

Méthanol (Dichlorométhane) CRF Me(DCM) 10 

Eau (Dichlorométhane) CRF H2O(DCM) 6,95 

Acétate d’éthyle CRF EA 14,25 

Méthanol (Acétate d’éthyle) CRF Me(EA) 14,5 

Eau (Acétate d’éthyle) CRF H2O(EA) 10 

Ethanol CRF ET 21,47 

Eau (Ethanol) CRF H2O(ET) 5 

Ethanol/Eau 70% CRF HE 70/30 11,895 

Eau (Ethanol/Eau 70%) CRF H2O(HE 70/30) 5,45 

Méthanol CRF Me 23,665 

Eau (Méthanol) CRF H2O(Me) 6,5 

Eau CRF H2O 5,5 

Ecorces 

Hexane CRE HEX 1,195 

Dichlorométhane (Hex) CRE DCM(HEX) 10 

Acétate d’éthyle CRE EA(HEX) 9,5 

Méthanol (Hexane) CRE Me(HEX) 4,9 

Eau (Hexane) CRE H2O(HEX) 7,5 

Dichlorométhane CRE DCM 10 

Acétate d’éthyle (Dichlorométhane) CRE EA(DCM) 0,3 

Méthanol (Dichlorométhane) CRE Me(DCM) 9,5 

Eau (Dichlorométhane) CRE H2O(DCM) 5 
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Acétate d’éthyle CRE EA 1,255 

Méthanol (Acétate d’éthyle) CRE Me(EA) 9,36 

Eau (Acétate d’éthyle) CRE H2O(EA) 5,95 

Ethanol CRE ET 8,7 

Eau (Ethanol) CRE H2O(ET) 7,719 

Ethanol/Eau 70% CRE HE 7,345 

Eau (Ethanol/Eau 70%) CRE H2O(HE) 1,554 

Méthanol CRE Me 11,95 

Eau (Méthanol) CRE H2O(Me) 4,5 

Eau CRE H2O 6,55 

 

Annexe 2 : Composition des milieux de culture utilisés 

Tableau B. Composition des milieux de culture 

Milieux Composition Quantité  

Mueller Hinton Agar 

(MHA) 

 

Peptone de caséine  17,5 g/L  

 

Amidon de maïs 1, 5 g/L  

 

Agar 17,0 g/L 

 

Mueller Hinton Broth 

(MHB) 

Peptone de caséine 17,5 g/L 

Amidon de maïs 1, 5 g/L 

Salmonella Shighella Agar 

(SSA) 

 

Extrait de bœuf 

 

5 g/L 

Enzymatic digest of casein 

 

2.5 g/L 

Enzymatic digest of animal tissue 2.5 g/L 

Lactose  10 g/L 

Sel biliaire 10 g/L 

Citrate de sodium  8.5 g/L 

Thiosulfate de sodium 8.5 g/L 

Citrate de fer 1 g/L 

Brillant green 0.00033 g/L 

Rouge neuter 0.025 g/L 

Agar 13.5 g/L 
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DMEM 

 

Chlorure de calcium hydraté  265.000 

mg/L 

L Nitrate de fer nanohydraté 0.100 mg/L 

Sulfate de magnésium anhydre 97.720 mg/L 

Chlorure de potassium 400.000 

mg/L 

Chlorure de sodium 6400.000 

mg/L 

Glycine 30.000 mg/L 

Hydrochlorure de L-Arginine 84.000 mg/L 

Dihydrochlorure de L-cystine  62.570 mg/L 

L-Glutamine 584.000 

mg/L 

Hydrochlorue de L-Histidine nomohydraté 42.000 mg/L 

L-Isoleucine 105.000 

mg/L 

Hydrochlorure de L-Lysine 146.000 

mg/L  

Methionine 30.000 mg/L 

L-Phenylalanine 66.000 mg/L 

L-Serine 42.000 mg/L 

L-Threonine 95.000 mg/L 

L-Tryptophan 16.00 mg/L 

sel de L-tyrosine disodique 103.790 

mg/L 

L-Valine 94.000 mg/L 

chlorure de choline  4.000 mg/L 

D-Ca-Pantothénate 4.000 mg/L 

acide folique 4.000 mg/L 

Nicotinamide 4.000 mg/L 

hydrochlorure pyridoxal 4.000 mg/L 

Riboflavine 0.400 mg/L hydrochlorure de 

thiamine 4.000 

0.400 mg/L 

hydrochlorure de thiamine 4.000 mg/L 

i-Inositole 7.200 mg/L 

D-Glucose 4500.000 

mg/L 

sel de rouge phénol sodique 15.900 mg/L 
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Annexe 3 : Préparation des milieux de culture utilisés 

✓ Bouillon de Mueller Hinton 

Le milieu MHB a été préparé selon les instructions du fabricant. En effet, 21g de poudre 

de milieu ont été pesés et dissous dans 1 L d’eau distillée puis homogénéisé à l’aide d’un 

agitateur électrique en présence du barreau aimanté. Par la suite, le milieu a été autoclavé à 121 

°C pendant 30 min. 

✓ Gélose de Mueller Hinton 

Le milieu MHA a été préparé selon les instructions du fabricant. Pour cela, 38 g de 

poudre de milieu de culture ont été pesé et dissous dans 1 L d’eau distillé, porté à ébullition à 

100 °C, puis autoclavé pendant 30 min à 121 °C.  

✓ Gélose Shigella-salmonella 

Peser 63 g du milieu de culture et dissoudre dans 1 L d’eau distillée. Cuire le milieu de 

culture pendant 30 min à 100 °C sur agitation mécanique via un barreau aimanté.  

✓ Milieu DMEM : Un volume de 500 ml de DMEM complet a été préparé en 

supplémentant 440 mL de milieu DMEM incomplet, avec 5 mL (1%) d’antibiotique 

Pénicilline/Streptomycine et 50 mL (10%) de FBS inactivé (au bain-marie à 56°C 

pendant 30 minutes) et 5ml de NEA 100 %. Le mélange a été homogénéisé, filtré à 

l’aide d’un filtre millipore de 0,22 µM, puis aliquoté dans des tubes de 50 mL et 

conservé à 4 °C pour utilisation ultérieure.  

Annexe 4 : Préparation des solutions 

➢ Préparation de 0.5; 1 ; 2 ; 3 McF 

➢ Préparation de 1 % BaCl2 pour 10 mL : peser 0.1g de BaCl2 et dissoudre dans 10 mL 

d’eau distillée. 

➢ Préparation de 1% H2SO4 pour 10 mL : diluer 100 µL d’acide sulfurique concentré dans 

9.9 mL d’eau distillée.  

Prélever 50 µL de BaCl2 préparer à 1 % et introduire dans 9.950 µL d’acide sulfurique 1 % 

puis homogénéiser. La D.O. à 600 nm est comprise entre 0.08 et 0.12. 

✓  Préparation de l’eau physiologique. 

Peser 0.9 g de NaCl et dissoudre dans 100 mL d’eau distillée puis homogénéiser. Autoclaver à 

121 °C pendant 30 min. 

✓ Préparation de la résazurine (0,15 g/L) 

4,5 mg de la poudre de résazurine ont été pesés et dissous dans 30 mL d’eau distillée stérile 

puis l’ensemble a été homogénéisé. 
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✓ Préparation de la solution d’ABTS 

La solution ABTS était obtenue par mélange de l'ABTS, un oxydant avec le persulfate de 

potassium. En effet, le radical ABTS+ a été préparé en mélangeant à volume égale une solution 

de 4,9 mM de K2S2O8 et une solution stock d’ABTS à 7 mM, puis conservé à température 

ambiante à l’abri de la lumière pendant 15 h avant utilisation. 

 

✓ Préparation de la solution de DPPH. 

La solution de DPPH 0,02 % a été préparée en dissolvant 0,2 g de poudre de DPPH dans de 

l’éthanol pur, puis conservée dans un bocal opaque hermétiquement fermé à l’abri de la lumière. 

✓ Préparation du réactif de Griess. 

Le réactif de Griess était constitué de deux réactifs (Réactif A et Réactif B) fraichement préparé 

indépendamment, puis mélange pour former une seule solution appelé « Réactif de Griess ». 

En effet, le réactif de Griess est préparé en associant le réactif A qui est constitué de l’acide 

orthophosphorique 3 % et du sulfanilamide 1 % préparé dans de l’eau distillé avec le réactif B 

constitué de Naphtyléthylène diamine 0,1 % dans de l’eau distillé.  

✓ Préparation de la Solution de Fer 3+ 

La solution de fer était préparée à une concentration de 1,2 mg/ml en dissolvant 1.2 mg poudre 

de FeCl3 dans 1 mL d’eau distillé.  

✓ Préparation de la solution d’orthophénantroline 

La solution d’orthophénantroline a été préparée à une concentration de 0,2 % dans du méthanol. 

En effet, 2 mg de cristaux d’orthophénantroline ont été dissouts dans 1mL de méthanol pur et 

conservé à 4 °C. 
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Annexe 5 : Screening de l’activité anti-salmonelle des extraits de C. rigidus  

Tableau C. Résultats du screening de l’activité anti-salmonelle des extraits de C. rigidus  

EXTRAITS 

SE 

ATCC 

14028 

SE NR 

13555 

S. 

enteritidis 

CPC 

S. 

typhi 

CPC 

S.tm 

CPC 

S. Pb 

CPC 

Inhibition 

(%) 

CRF HEX - - - - - - 0 

CRF DCM(HEX) - - + - - - 16,6 

CRF EA (HEX) - + - + + - 50 

CRF Me (HEX) - - - - - - 0 

CRF H2O (HEX) - - - - - - 0 

CRF DCM - - - - - - 0 

CRF EA (DCM) - - - + - - 16,6 

CRF Me (DCM) - - - - - - 0 

CRF H2O (DCM) - - - - - - 0 

CRF EA - + + + + - 66,6 

CRF Me (EA) - + - - - - 16,6 

CRF H2O (EA) - - - - - - 0 

CRF ET - - - + - - 16,6 

CRF H2O (ET) - - + - - - 16,6 

CRF HE 70/30 - - + - - - 16,6 

CRF H2O (HE70/30) - - + + - - 33,33 

CRF Me - - - - - - 0 

CRF H2O (Me) - - + - - - 16,6 

CRF H2O - + + + - - 50 

CRE HEX - - - - - - 0 

CRE DCM(HEX) - - - - - - 0 

CRE EA(HEX) - - - - - - 0 

CRE Me(HEX) - - - + + + 66,66 

CRE H2O(HEX) - - - - - - 0 

CRE DCM - - - - - - 0 

CRE EA(DCM) - - - - - - 0 

CRE Me(DCM) + + + + + + 100 

CRE H2O(DCM) + + + + + + 100 

CRE EA - - - - - - 0 

CRE Me(EA) + - - - + - 33,3 

CRE H2O(EA) - + - + - - 33,3 

CRE ET + + - + + - 66,6 

CRE H2O(ET) - - + - - - 16,6 

CRE HE - + + - - - 33,3 

CRE H2O(HE) - - + - - - 16,6 

CRE Me - + - + - - 33,3 

CRE H2O(Me) - - - - - - 0 

CRE H2O - - - - - - 0 

CIPROFLOXACINE + + + + + + 100 
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Annexe 6. Microplaque de détermination des CMIs 

 

 

Annexe 7. Courbes d’étalonnage de l’acide gallique, la quercétine, et de l'acide tannique 
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Annexe 8: Microplaque du test de piégeage du radical DPPH 

 

Annexe 9: Microplaque du test de piégeage du radical ABTS 

 

Annexe 10 : Microplaque du test de réduction du Fe3+ en Fe2+ 

  


