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Introduction

Introduction:

L’utilisation thérapeutique des vertus extraordinaires des plantes fait partie intégrante des
pratiques ancestrales. En effet, ’homme a longtemps employ¢ des remédes traditionnels a
base de plantes sans savoir a quoi étaient dues leurs actions bénéfiques.

Actuellement plus de 507 des médicaments sont d’origines naturels, paradoxalement le
régne végétal qui englobe environ 500000 especes n’a été que partiellement étudie sur le plan
chimique et pharmacologique (Haba., 2008).

L’Algérie est un pays connu pour sa biodiversité, dispose d’une flore Particuliérement
riche et variée. On compte environ 3000 espéces dont 15 % endémiques et appartenant a
plusieurs familles botaniques (Quenzel et Santa., 1963), le Sahara algérien connu pour son
hostilité, dispose pourtant d’un grand potentiel floristique constitué de plantes médicinales,
toxiques, et condimentaires. Cette richesse connait une dégradation intense depuis quelques
décennies, les especes évoluant dans ce milieu tels que les Euphorbiaceaes renferment
diverses familles de composés chimiques tels que les alcaloides (Nazaré et al., 2005), les
saponines (Tripathi et al., 1980), les terpénes (Mazoir et al., 2008), les flavonoides et les
composés cyanogéniques (Hunsa et al .,1995).

L’objectif de notre travail est d’étudier I’effet des extraits flavonoiques d’une plante
médicinale Euphorbia sp sur les bactéries pathogenes telluriques isolées de quelques
poulaillers. L’étude sera manipulée au niveau de la faculté des sciences de 1’université
M’Hamed bougara.

La stratégie expérimentale comporte les parties suivantes :
X Partie théorique décrivant la plante utilisée, les flavonoides, et les bactéries pathogénes
d’origine tellurique.

*

X Partie pratique comportant :

1- La récolte de la plante Euphorbia sp de la région de Ghardaia et son identification.

2- Séchage, broyage et conservation de la poudre végétale pour I’extraction des
flavonoides.

3- Extraction et caractérisation des flavonoides par entrainement avec différents solvants
organiques.

4- Prélevement du sol de différents poulaillers.

5- Identification des souches bactériennes prélevées par des galeries biochimiques
classiques.
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Evaluation de I’effet des extraits flavonoiques sur les souches identifiées.
Les résultats d’identification des bactéries et des tests d’antibiogramme.

Discussion des résultats trouvés.

Et en fin une conclusion et perspectives.
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I. Description, composition et activité de la plante :

I.1.Description botanique :

La famille des Euphorbiaceae avec ses 5000 a 10000 espéces regroupées dans prés de 300
genres (Spichigera., 2000) est I’une des familles les plus vastes et les plus cosmopolites que
compte le sous embranchement des Angiospermes. Paradoxalement, il s’agit de I’'une des
moins connue du point de vue systématique. Elle offre plusieurs plantes d’intérét économique,
(Hernéandez., 2003 ; Manga., 2004 ; Chhabra., 1994 ; Haba., 2008) et d’autres largement
utilisées en médecine traditionnelle.

Parmi les espéces représentant cette famille dans le Sahara algérien I’Euphorbia guyoniana.
Ce nom vient du nom Euphorbos ; le médecin du roi Juba Il de Mauritanie au 1* siécle avant
Jésus Christ, et conservé par Linné (Jassbi., 2006).

Euphorbia guyoniana est une plante laticifére d’un vert foncé, vivace pouvant atteindre 1m
de hauteur. La floraison s’échelonne sur les saisons d’hiver et de printemps. Au
dessechement de toute la partie aérienne, la reprise de la croissance se fait durant la saison
suivante a partir des bourgeons enterrés dans le sol ou au niveau du sol. Cette espéce s’adapte
a la sécheresse par la réduction de la surface foliaire. (Ozenda., 1991). La tige est dressé et
non charnue, trés ramifiée des la base portant des feuilles étroites, tres peu nombreuses ou
absentes surtout sur les rameaux fleuris (Maire., 1933).

Elle présente un systeme racinaire trés développé pénétrant profondément dans le sol
(Chehma., 2006). Les graines sont sans caroncule, noiratres et munies de cotes longitudinales
grises. Les fleurs ont des pétales réduits (cyathes) de couleurs jaune vif. Le fruit est une
capsule de 4 a 5 mm, contenant des graines ailées, Les feuilles sont trés petites, linéaires et

alternes se dessechant rapidement. (Ozenda., 1991).

Figurel : Partie aérienne d’Euphorbia guyoniana (Haba.,2008)
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1.2. Taxonomie et systématique :

D’aprés les classifications botaniques classiques, les Euphorbiacées sont classées dans les
dicotylédones et 1’espéce Euphorbia sp est ainsi classée (Quenzel.,1963 ,Ozenda.,
1991,Spichiger., 2000,Bruneton., 1996):

Régne : Plantae-plants
Embranchement : Magnoliophyta
Sous-embranchement : Angiospermes
Classe : Magnoliopsida-dicotylédones
Ordre : Malpighiales

Famille : Euphorbiaceae

Genre : Euphorbia

La majorité des Euphorbes sont connues par leur noms vernaculaires« BOUHLIBA» qui
signifie plante a séve laiteuse, car les Euphorbes contiennent un suc laiteux (liquide blanc)
collant et irritant appelée latex. Et ’espéce Euphorbia sp est connue aussi par son nom
* LEBBINA *(Chehma., 2006).
|.3.Répartition géographique :

Euphorbia sp est une plante endémique en 1’ Algérie (n’est présente a 1’état indigéne qu’en
Algérie) Cette espéce existe dans les endroits sableux, commune dans tout le Sahara
septentrional et les régions pré désertique.

Elle est observée en pieds isoles et en petits groupes dans les zones ensablées et a été

répertori¢ également dans le sable de 1’étage tropical (Chehma., 2006, Kemassi., 2015).
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Figure2 : Zone de répartition d’Euphorbia sp (Haba.,2008)

1.4.Usage d’Euphorbia sp :

En médecine traditionnelle, les Euphorbiacées sont utilisées dans de nombreuses régions du
monde dans le traitement de plusieurs affections telles que les maladies gastro-intestinales et
la migraine (Singla et Pathak., 1990). Les espéces de cette famille, possedent des propriétés
cicatrisantes, antibactériennes, antifongiques, anti-inflammatoires, anti-tumorale et antivirale
(Hernandez et al., 2003 ; Mavar et al., 2004 ; LI et al .,2008).
1.4.1.Utilisation traditionnelle :

Le latex de la plante Euphorbia sp est utilisé par les populations locales pour attaquer les
verrues et pour extirper les épines. On I’applique également sur les morsures et pigdres

venimeuses (Bellakhdar.,1997).
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1.4.2.Utilisation contre les bactéries :

Les plantes médicinales peuvent offrir un des agents antibactériens et de nombreuses
especes de plus en plus en Algérie comme [’Euphorbia sp, ont été utilisés comme plantes
médicinales dans le traitement des maladies de la peau.

Parmi les travaux les plus récents Un travail qui se concentre essentiellement sur le criblage
phytochimique de 5 espéces: Parentucellia viscosa, verbascum signatum, Ecbalium
elaterium, Scabiosa atropurpura et Euphorbia sp dont 250 tests phytochimiques ont été
effectues parmi lesquels 67,207 étaient positifs (Zellagui et al.,2012). Il est intéressant de
noter la présence de nombreuses classes chimiques telles que flavonoides, stérols ou
triterpenes, des saponines, des tanins, des caroténoides et des alcaloides.

En outre, 1’évaluation de I’activité antibactérienne d’extrait d ’Euphorbia sp par I’essai de
diffusion sur disque a été réalisée contre six souches de bactéries. L’ordre de la sensibilité des
chlorure de méthylene-méthanol extraits bruts a été illustrée par le diamétre de la zone
d’inhibition correspondant soit : Pseudomonas aeruginosa > Proteus vulgaris >Klepsiella
pneumoniae>Enterobacter>Escherichia coli>Staphylococcus aureus, d’autre part le n-butanol
extraire ’ordre de sensibilité était la suivante : Proteus vulgaris> Klepsiella pneumoniae>
Pseudomonas aeruginosa> Staphylococcus aureus> Enterobacter> Escherichia coli
(Zellagui et al ., 2012).

1.4.3.Utilisation contre les insectes :

En quéte de nouvelles techniques pour lutter contre les insectes nuisibles, la possibilité
d’utiliser les substances secondaires des plantes, a suscité beaucoup de travaux, les plus
récents sont ceux de (Kemassi et al., 2015) ou ils ont démontrés que les extraits aqueux
d’Euphorbia sp exercait sur les larves comme sur les adultes des insectes une :

o Action sur la prise de nourriture : les études sur 1’activité biologique des extraits

d ’Euphorbia guyoniana sur les insectes révele une abstinence et une diminution significative
de la prise de nourriture.

o Action sur la croissance pondérale.

o Action sur la mortalité.
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1.5. Compositions phytochimiques et applications pharmacologiques de
Euphorbia sp:

Les plantes du genre Euphorbia ont fait I’objet de nombreuses investigations
phytochimiques et pharmacologiques. Les études phytochimiques réalisées sur ’espece
Euphorbia sp, a abouti a I’isolement des flavonoides, et environ 20 composés terpéniques (5
diterpénoides et 15 triterpénoides) a partir des racines (Smara., 2014). Ces composés obtenus
a I’état pur par I’utilisation souvent combinée de différentes méthodes chromatographiques.

Les composés identifiés appartiennent a quelque classe de métabolites secondaires comme:
les flavonoides, diterpéne, les triterpénes et les stéroides qui sont souvent présents dans les
plantes du genre Euphorbia. Ils se repartissent comme suit (Smara., 2014;Haba., 2008):

- Un diterpene polycyclique nouveau a squelette tigliane, dérivé du phorbol.
- Un diterpene macrocyclique a squelette jatrophane.

- Quatre triterpénes tétra cycliques a squelette cycloartane.

- Deux triterpénes tétra cycliques a squelette lanostane.

- Un triterpéne tétra cyclique a squelette euphane.

- Un triterpéne tétra cyclique a squelette tirucallane.

- Deux triterpénes penta cycliques a squelette multiflorane.

- Un triterpéne penta cyclique a squelette taraxerane.

- Un triterpéne acyclique.

- Deux stéroides.

Ces études montrent la richesse des plantes du genre Euphorbia en métabolites secondaires,
qui se répartissent principalement en : terpéne et flavonoides (Singla et Pathak., 1990). Ces
derniers sont d’ailleurs utilisés comme marqueurs chimio taxonomiques (Haba., 2008).
|.6. Toxicité d’Euphorbia sp -

Le latex des plantes du genre Euphorbia provoque des rougeurs sur la peau, des érythémes
ou des phlycténes. Egalement trés irritant pour les yeux, il entraine par simple contact, méme
furtif, des larmoiements intenses. A des doses plus élevées, interviennent des lésions graves

de I’ceil pouvant aller jusqu’a la cécité.

Les troubles de la vue sont accompagnés souvent de toux, de rhinite avec écoulement nasal,
de laryngite et de bralure des levres. Une fois absorbé, le latex entraine des symptémes plus
ou moins séveres de gastro-entérite et d’inflammation des muqueuses du tube digestif
(Bellakhdar., 1997).
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1. Généralités sur les flavonoides

I1.1.Biosynthese des flavonoides :

Le terme flavonoides désigne une large gamme de composeés naturels qui appartiennent a la
famille des polyphénols (Suvi et al ., 2014). Ils sont considérés comme des pigments quasi
universels des végétaux. Ce sont des molécules aromatiques poly substituées ayant un role de
métabolites secondaires, généralement hydrosolubles, et sont responsables des couleurs que
I’on observe dans les pétales des fleurs (Smara., 2014). Depuis quelques décennies, les
composés polyphénoliques ont suscité un grand intérét scientifique, a cause de leur
importance dans la physiologie des plantes et aussi de leurs réles dans la pigmentation parce
qu'ils sont impliqués dans la croissance et la reproduction des plantes. L’analyse et la
compréhension du métabolite phénolique, plus particulierement celui des flavonoides,
constituent un réel défi pour un nombre d’équipes scientifiques. (Manach., 2004).
11.1.1.Biosynthése du squelette C6-C3-C6 :

Les flavonoides ont tous la méme structure chimique de base, ils possedent un squelette
carboné de quinze atomes de carbones constitué de deux cycles aromatiques (A) et (B) qui
sont reliés entre eux par une chaine en C3 en formant ainsi I'hétérocycle (C) (W- Erdman et
al., 2007), genéralement, la structure des flavonoides est représentée selon le systeme C6-C3-
C6 (Emerenciano et al., 2007) en formant une structure de type diphényle propane dont des
groupements hydroxyles, oxygenes, méthyles, ou des sucres peuvent étre attachés sur les

noyaux de cette molécule (Narayana., 2001; Malesev et Kunti¢. , 2007)

Figure3: squelette de base des flavonoides (Di Carlo et al., 1999).
11.1.2.Biosynthese des différents squelettes flavonoiques :

Les flavonoides se divisent en plusieurs sous-classes qui se distinguent par une diversité

fonctionnelle au niveau des positions 2, 3 et 4 du cycle C qui permet la division de
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flavonoides en flavanes, les flavanones, dihydroflavonols, les flavonols, les flavones, tandis
que, selon le type, le nombre et la disposition des substituants , les flavonoides peuvent étre
subdivisés en d'autres groupes, tels que les anthocyanidines et chalcones (Smara.,2014).

—— 2- Phénylbenopyriliums — Anthocyanes
—» Flavones

- » Flavonols

—— > 2-Phénylchromones

I Flavanones

L—» Dihydroflavonols

Les flavonoides —— 2-Phénylchromanes —>Flavanes

+——  Chalcones et Dihydrochalcones

.—> . N
2-Benzylidene — > Coumaranones (Aurones)

Figure4 : Schéma des sous -classes des flavonoides (Smara., 2014) :

11.2.Répartition et localisation des flavonoides :

Les flavonoides sont impliqués dans de nombreuses interactions des plantes avec les
conditions biotiques et abiotiques de leur environnement, ces substances sont accumulées
dans différentes parties cellulaires et tissulaires de la plante durant I'organogénese et sous
I’influence de plusieurs facteurs stimulants (Hutzler et al., 1998). Sur le plan cellulaire, les
flavonoides sont synthétisés dans les chloroplastes puis migrent et se dissolvent dans les
vacuoles (Piquemal., 2008), la répartition de ces composés montre des accumulations tres
localisées, généralement en relation avec une fonction physiologique ou avec I’interaction de
la plante avec son environnement. Ainsi, les flavonoides qui ont une localisation épidermique
ont un réle d'écran vis-a-vis des rayonnements solaires, tandis que ceux qui sont impliqués
dans les mécanismes de défense ont plutdt une localisation sous épidermique (Boudet., 2000)
Les flavonoides sont présents dans toutes les parties des végétaux supérieurs : racines, tiges,
feuilles, fruits, graines, bois, pollens (Verhoeyen et al., 2002), ils peuvent aussi étre

rencontrés dans certains boissons et chez certains fourrages (Urquiaga et Leighton., 2000).
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Certaines classes de flavonoides sont présentes exclusivement chez certains végétaux, on
trouvera par exemple, les flavanones dans les agrumes, les isoflavones dans le soja, les
anthocyanes et les flavonols ont eux une large distribution dans les fruits et les 1égumes.
Tandis que les chalcones se retrouvent plus frequemment dans les pétales des fleurs, sont
considérés comme des pigments naturels au méme titre que les chlorophylles et les
caroténoides (Lahouel., 2005 ; Piquemal., 2008)

11.3. Structure chimique et classification :

% Les Chalcones et les aurones :

Le squelette de la chalcone ouvre la voie de la biosynthése des flavonoides, ils sont
différents des autres types de flavonoides par 1’ouverture du noyau central (le cycle C), elles
sont constituées par deux unités aromatiques reliées par une chaine tri carbonée, cétonique, a,
B-insaturée, un squelette de 1,3-diphénylpropane C6-C3-C6.

Le noyau B est assez fréquemment monosubstitué ou non substitué, alors que le cycle A est le
plus souvent identique a ceux des autres flavonoides (C2’, C4’, C6’).

Les aurones sont caractérisées par une structure de 2-benzylidéne coumaranone. Pour ces
deux types de molécules, la numérotation des positions est différente des autres flavonoides
(Smara., 2014).

Fig5 : Chalcone et Aurone
% Flavones et flavonols :

Tous les types de flavonoides dérivent de la 4, 2°, 4°, 6’- tétrahydroxychalcone et par
conséquent, possedent tous au moins trois hydroxyles phénoliques en C-5, C-7 et C-4’, dans
plus de 90% des cas, le cycle A des flavones et des flavonols est substitué par deux
hydroxyles polyphénoliques en position C-5 et C-7.

Ces hydroxyles peuvent étre libres ou ethérifiés. Les flavonols se distinguent des flavones par

la présence d’un groupement (OH) en position C-3(Bruneton., 2009).
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Fig6 : Flavones et Flavonols
+* Flavanones et dihydroflavonols :

Les flavanones et les dihydroflavonols sont caractérisés par 1’absence de la double liaison

C2-Cs et par la présence de centres d’asymétrie. Les variations structurales sont de méme

nature que celles décrites pour les flavones et les flavonols.
Les dihydroflavonols ont la méme structure que les flavanones, mais ils se distinguent des

flavanones par I’hydroxylation de la position C-3 (Bruneton., 2009 ; Harbone., 1986).

= =
[:|:| ..\‘\‘\‘K“ | I:I:I -.‘-“\K“‘ |

e

“OH

Fig7 : Dihydroflavonols et Flavanones
% Anthocyanes :
La diversité des anthocyanes s’explique par les nombreuses possibilités de substitution des

cycles A, B et la nature du sucre en position 3 (Cs). lls se trouvent dans la nature sous forme
hétérosidique ou anthocyanine (Smara., 2014).

(l\ \
%

OH

Fig8: Anthocyanes
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I1.4.1ntérét des flavonoides :
11.4.1.R0le biologique et physiologique :

IIs sont présents dans les feuilles, fleurs, pollen et fruits. lls constituent de ce fait un écran
protecteur contre la photo et la thermo dégradation (protégent la plante contre les agressions
des rayonnements UV) (Sarni-manchado et cheynier ., 2006).La capacité d’une espéce
végétale a résister a 1’attaque des insectes et des micro-organismes (bactéries) est souvent
corrélée avec la teneur en composés phénoliques (Bruneton., 1999 ; Jonathan., 1996).

o Fonctionnent comme des signaux moléculaires de reconnaissance entre les bactéries
symbiotiques et les 1égumineuses afin de faciliter la fixation de I’azote moléculaire.

o Interviennent dans la maturité des fruits.

o Sont a l'origine des golts amers et astringents afin de repousser les animaux
herbivores (Park et Cha., 2003 ; Subsamanian et al., 2007 ; Yang et al., 2008).

11.4.2.R0le thérapeutique :

Les flavonoides sont des composés actifs majeurs de nombreuses préparations médicales
utilisées depuis des temps tres anciens. La médecine moderne utilise de maniere croissante les
flavonoides afin de traiter de nombreuses maladies en utilisant leur capacité a inhiber
specifiquement certaines enzymes, pour stimuler certaines hormones ou neurotransmetteurs,
et pour piéger les radicaux libres tels que les radicaux hydroxyles (OH)et superoxyde (02 )
(Havsteen., 2002) .Et leurs principale propriété est d’étre « veino-actif » c’est-a-dire capable
de diminuer la perméabilité des capillaires sanguins et de renforcer leurs résistances .Cette
action est appelée vitaminique.(Ghestem et al.,2011 .,Marouf., 2007), ils sont capables
d’exercer en plus des propriétés anti-inflammatoires, antiallergiques et antiulcéreuses (Di
Carlo et al., 1999). I’activité antioxydante attribuée a sa capacité de piéger les radicaux libres,
chélater les ions métalliques ou inhiber les systémes enzymatiques responsables de la
formation des radicaux libres (Jonathan., 2000 ; Harbornes., 2000), récemment plusieurs
études épidémiologiques et ceux réalisées sur différentes lignes cellulaires ont démontré le

potentiel anti-tumoral et anticancéreux des flavonoides est montré par Birt et al., 2001 .

Dans le domaine des anti-infectieux, les flavonoides ont été signalés comme antibactérien
(Suvi et al., 2014) , ils sont connus pour étre synthétisés par les plantes en réponse a une
infection microbienne, donc il ne devrait pas étre surprenant qu'ils ont été trouvés in vitro

comme substances antimicrobiennes efficaces (Du et al .,2011).
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Les polyphénols et notamment plusieurs flavonoides, y compris I'apigénine, la galangine,
flavone glycosides et de flavonols, des isoflavones, des chalcones et des flavanones, se sont
révélés posséder une activité antibactérienne puissante et sont reconnus par leur toxicité vis- a
-vis des microorganismes. Le mécanisme de toxicité peut étre lié a l'inhibition des enzymes
hydrolytiques (les protéases et les carbohydrolases) ou d'autres interactions pour inactiver les
adhesines microbiennes, les protéines de transport et de 1’enveloppe cellulaire (Cowan.,1999)

Les flavonoides antibactériens peuvent avoir des cibles cellulaires multiples, plutét qu’un
site d'action spécifique, un de leurs actions moléculaires consiste a former des complexes avec
des protéines par le biais de forces non spécifiques telles que la liaison hydrogene et les effets
hydrophobes, ainsi que par formation d'une liaison covalente. Ainsi, leur mode d'action
antimicrobienne peut étre liée a leur aptitude a inactiver les adhésines microbiennes, des
enzymes, des protéines de transport de I'enveloppe cellulaire, et ainsi de suite. Flavonoides
étant lipophiles peuvent aussi perturber les membranes microbiennes (Du et al ., 2011).

Les flavonoides peuvent aussi empécher le diabete ou du moins le réduire en inhibant
I’enzyme aldose réductase (Chaudhry, 1983).

IL.5.Procédés d’extraction des flavonoides :

Apres la préparation du matériel végétal (broyage), ce dernier est soumis a une extraction
pour I’obtention de flavonoides, pour se faire, il existe plusieurs méthodes : (Merghem et al .,
1995).
11.5.1.Macération :

La macération consiste a maintenir en contact la poudre végétale avec 1’eau potable a une
température ambiante pendant une durée de temps en relation avec la substance recherchée.
Pour cette méthode, I’eau peut aussi &tre remplacée par 1’alcool, le vin ou I’huile. Ce mode de
préparation s’applique tout particulierement aux drogues mucilagineuses (racines de
guimauve, graine de lin, lichen d’Islande), mais aussi lorsqu’il s’agit d’exclure certains
constituants indésirables, moins soluble dans 1’eau froide (Wichlt et Robert., 2003).

11.5.2. Infusion :
L’infusion consiste a verser sur la drogue de I’eau bouillante et a laisser refroidir. Cette
méthode convient aux drogues fragiles et aux drogues riches en huiles essentielles.

Ce procédé s’applique aux feuilles, aux fleurs et aux parties aériennes, mais également a

certaines parties corticales et aux racines fragmentées (Wichlt., 2003).
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11.5.3.Décoction :
La décoction consiste a maintenir la drogue avec de 1’eau potable a ébullition pendant une
durée de 15 a 30 min. Ce procédé est particulierement approprié pour des drogues de

consistance dure ou trés dure (bois, racines, écorces), en particulier lorsqu’elles renferment
des tanins (Wichlt., 2003).
11.5.4.Extraction par solvant volatil :

C’est une méthode d’extraction qui fait appel a un solvant organique. L’extraction est faite
dans un extracteur de Soxhlet. Le principe de cette technique repose sur le traitement du
matériel végétal avec des solvants en phase liquide ou partiellement vaporiseés.

Le corps de I’extracteur contient une cartouche en cellulose remplie de matériel végétal.
Cette derniere est fixée sur un réservoir de solvants (le ballon) et surmontée d’un réfrigérant.
Le solvant est vaporisé puis condensé tout en restant en contact avec le matériel végétal. La
solution collectée dans le ballon s’enrichit de plus en plus en soluté a chaque cycle
d’extraction. Le matériel végétal est toujours en contact avec du solvant fraichement distillé.
L’extraction est achevée lorsque les solvants d’extraction deviennent de plus en plus clairs et
sans aucune trace de soluté. Elle est fréquemment utilisée pour 1’extraction des lipides, ou de
diverses autres catégories de molécules. De plus, cette technique d’extraction est récemment

combinée aux micro-ondes et aux ultra-sons (Boudjouref., 2011).

11.6.Méthodes de caractérisation des flavonoides :

11.6.1.Méthodes chromatographiques :

Les méthodes chromatographiques sont des méthodes d’analyses physico-chimiques qui
séparent les constituants d’un mélange par entrainement au moyen d’une phase mobile
(liquide ou gaz) le long d’une phase stationnaire (solide ou liquide fixé). Elle se base sur la
répartition sélective des solutés entre ces deux phases. Chaque soluté est soumis a des forces
de rétention exercées par la phase stationnaire, comme les liaisons hydrogenes, les forces de
Van der Waals et une force de mobilité due a la phase mobile. Il en résulte une différence de
vitesse de progression des produits et donc d’élution. Ceci permet de les séparer les uns des
autres voire de les identifier (Burgot et Burgot., 2006).

Cette vitesse de séparation est fortement dépendante de la nature des phases mobile et
stationnaire (Bourguet et Augé., 2008). Il existe plusieurs classifications des

chromatographies :

14



Chapitre | Partie bibliographique

11.6.1.1. La chromatographie sur couche mince CCM:

Le principe de la chromatographie repose sur I’entrainement d’un échantillon dissous par
une phase mobile a travers une phase stationnaire (Smara., 2014).
11.6.1.2. Chromatographie en phase liquide a haute performance (HPLC) :

La chromatographie liquide a haute performance est une technique basée sur les mémes
principes que ceux de la chromatographie classique sur colonne. L’avantage de cette méthode
est que les inconvénients rencontrés dans les autres méthodes sont remédiés.

En effet, elle permet une séparation rapide, une présence d’un détecteur et exige une petite
quantité d’échantillon a analyser.

Elle est réalisée dans un appareillage plus sophistiqué qui permet de mettre en ceuvre, selon la
nature de la phase stationnaire, aussi bien des phénomenes de partage, qui sont les plus
courants, que des phénomeénes d’adsorption, d’échanges d’ions ou d’exclusion (Bourguet et
Augé., 2008).

11.6.1.3.Chromatographie en phase gazeuse (CPG) :

La chromatographie en phase gazeuse permet de séparer des mélanges complexes par une
série continue d’équilibres, s’établissant entre une phase mobile gazeuse et une phase
stationnaire située dans une colonne (Tranchant., 1996). La phase stationnaire peut étre
liquide (chromatographie gaz-liquide) ou solide (chromatographie gaz-solide). L’échantillon a
analyser est introduit a 1’état de vapeur dans le gaz vecteur (¢luant) qui traverse la colonne.
Dans le cas de la chromatographie gaz-liquide, la séparation des constituants du mélange
étudié se fait en fonction de leurs coefficients de partage entre le gaz vecteur et le liquide .un
tres grand nombre d’échanges s’instaure entre la phase stationnaire et la phase mobile .comme
les coefficients de partage des divers produits sont différents , certains molécules sont
d’avantage freinées que d’autres. Les constituants de mélange sont ilues de la colonne dans un
ordre déterming, les plus retenue étant élués en dernier (Courtot et Jaussaud., 1990).
11.6.2.La spectrophotométrie :

La spectrophotométrie est une méthode analytique quantitative qui consiste a mesurer
I’absorbance ou la densité optique d’une structure chimique donnée en solution, Le principe
repose sur I’absorption de la lumiére par les especes chimiques (Zeghad., 2009).

11.6.2.1.Spectres UV-Visible :

Les flavonoides peuvent étre considérés comme des pigments qui absorbent trés fortement les
radiations UV, par conséquent la spectroscopie UV-Vis reste I'outil principal pour lI'analyse
structurale des flavonoides (Zeghad., 2009).
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11.6.2.2.Spectroscopie Infrarouge(IR) :

La spectroscopie infrarouge permet de déterminer la présence de groupements fonctionnels
dans les molécules organiques, et les structures dans certaines molécules simples.

Elle met en jeu I’absorption du rayonnement électromagnétique a des longueurs d’ondes qui
s’étend de 2 ,5um a 15um, en provoquant dans la molécule des mouvements de vibration
entres atomes (Mesplede., 2004).

11.6.2. 3 .Spectroscopie de résonance magnetique nucléaire(RMN) :

La résonance magnétique nucléaire(RMN) est une technique utilisée pour 1’analyse des
structures de nombreuses molécules chimiques. Elle sert principalement a la détermination
structurale des composes organiques. Les principaux noyaux étudies sont le proton 1H, le
carbone 13C, le phosphore 31P et I’azote 15N .Cette méthode repose essentiellement sur le
phénomene de magnétisme. En effet, les noyaux de certains atomes possédent un moment
magnétique nucléaire, ¢’est-a-dire qu’ils se comportent comme des aimants microscopiques
caractérisés par une grandeur quantitique appelée « le spin »(Boudoneu.,1990 ;Canet.,1991) .
11.6.2. 4 .Spectroscopie de masse (SM) :

La spectroscopie de masse est une technique spectrale qui consiste a prendre des atomes ou
des molécules individuelles, et a leur faire acquérir une charge, avec ou sans fragmentation.
Les molécules sont par la suite triées en phase gazeuse pour donner un spectre en fonction de
leur rapport masse /charge (Mendhan et Toullec., 2005).Cette technique peut fournir des
informations concernant la composition qualitative et quantitative de mélange complexes, la
structure des molécules (inorganique, organique et biologique).et enfin les rapports

isotopiques des atomes présents dans les échantillons analyses(Constantin et Schnell.,1996) .
I11. Généralités sur les bactéries pathogénes d’origine tellurique

I11.1.Principales bactéries pathogéne du sol et les infections causeées:

Les bactéries, présentent dans presque tous les types de biotopes rencontrés sur terre, sont
les organismes les plus ubiquitaires de notre planéte. Elles peuvent étre isolées du sol, des
eaux douces, marines ou saumatres, de I’air, des profondeurs océaniques, des déchets
radioactifs (Fredrickson et al., 2004).

Dans le sol il existe une grande diversité de communautés microbiennes tant du point du
vue de la diversité taxonomique que du point de vue des fonctions. En effet, il est estimé, par
exemple, qu’un gramme de sol contient environ 10'° a 10! bactéries (Horner-Devine et al.,
2003), du fait de leur petite taille, leur poids reste inférieur a une tonne par hectare de sol. Ce

qui donne aux bactéries une place importante dans Le sol, ¢’est leur extraordinaire variabilité
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biochimique qui leur permet de transformer toutes les substances du sol et de les faire entrer
dans le monde vivant (Claude et al., 2008).

La plupart des bactéries sont inoffensives pour ’homme, certaines étant méme essentielles au
bon fonctionnement de 1’organisme.

Les étres vivants sont exposés aux microorganismes pathogénes en ingérant des particules
de sol, des fruits ou des légumes mal lavés, une mauvaise hygiéne (mains sales), ou une
inhalation, lors d’activités en plein air, des particules de sol polluées en suspension ou lors
d’une manipulation des matieres organiques brutes (lisiers, fientes, fumiers, boues d’épuration
urbaine).
Il existe de nombreuses espéces pathogenes a l'origine des maladies infectieuses comme le
choléra, la syphilis, la peste, I’anthrax, la tuberculose (Kumar et Tuteja., 2009, Xu et al.,
2010).
Les maladies provoguées par les microorganismes pathogenes sont surtout de nature
digestive. Elles peuvent étre bénignes (troubles intestinaux, nausées) ou plus graves
(dysenteries).

Les symptomes peuvent apparaitre assez rapidement, quelques heures ou quelques jours

apres le contact, mais de nombreux facteurs interviennent :

o La résistance des microorganismes,
. leur capacité a se multiplier,
. la dose minimale infectante (DMI : quantité minimale de pathogenes absorbée par une

personne pour que les symptoémes de la maladie se manifestent),

J la réponse de la personne contaminée, qui varie selon 1’age, le sexe et 1’état de sante.

17



Chapitre |

Partie bibliographique

Tableaul : Principales bactéries pathogenes présentes dans le sol et les infections

causeées :

Bactéries pathogénes du sol

Description

La maladie

Salmonella spp

sont des entérobactéries a Gram-,
non sporulée, mobile, anaérobie-
facultative, .présente les boues dans
I’intestin de I’homme et des animaux,
la contamination viens de 1’ingestion
des ceufs et les produits a base d’ceufs

cru, et la viande de volailles (Narges

etal., 2014).

Salmonellose

Clostridium botulinum

Grand bacille (5um de long, 1um de
large) a Gram+ ,Formant une spore
ovalaire ~ terminale  déformante
(Corpet.,2014).

Botulisme

Listeria spp

Listeria est un petit bacille fin
pathogene, Gram plus, mobile, non
sporulé, catalase +.

Elle résiste bien aux stress physiques
(froid, chaud, sel, acide).Germe
ubiquiste dans 1’environnement, on
peut trouver Listeria partout ou c'est
"sale" dans sol, eau, boues, végétaux
mouillés (Corpet.,2014).

Listériose

Campylobacter ;

sont des bactéries spiralées ou
incurvée, a Gram-(Corpet.,2014).

Entérite

Brucella

est un tres petit coccobacille a Gram
négatif, La bactérie est immobile, non
encapsulée, non sporulée et aérobie
stricte (Garin et al., 2001).

Brucellose

Vibrio cholerae

Bactérie a Gram négatif, producteur

Cholera
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de toxine cholérique (Ramamurthy
et al.,2011).

Bacillus anthracis

bacille 8 GRAM+ se présente sous la
forme d’un batonnet épais, aux bouts
carrés, immobile, capsulé et capable

de former une spore (Michelet).

L’anthrax ou maladie

de charbon

Clostridium tetani

Forme végétative : bacilles a bouts
carrés en chainettes plus ou moins
longues GRAM+.

Forme de résistance : spore : dans un
environnement favorable permet le
développement d’un nouveau
Clostridium tetani.

Présent dans le sol et les poussiéres
(Sédallian et al., 1999).

Tétanos

Clostridium perfringens

Grand bacille (5um de long ,1um de
large) a Gram+, Formant une spore
ovalaire ~ terminale  déformante
(Corpet.,2014).

entérites nécrosantes.

Mycobacterium tuberculosis

bacille de Koch, est un bacille aérobie
strict, immobile, droit ou légérement
incurvé, de2a5 umsur 0,3a0,5 um.
exigeant des milieux solides et les
possieres (HCSP., 2011).

tuberculose
(Benjelloun., 2011) .

Pseudomonas aeruginosa

est un bacille & Gram- non
fermentant,aérobie  stricte  dont
I’habitat est particulierement étendu.
I s’agit d’un microorganisme

saprophyte de I’environnement,
notamment au niveau de [’eau, des
sols humides et des végétaux. Il est
également un  commensal de
I’homme (Minchella.,2010 et

infections
nosocomiales
(Faure., 2006 ).
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Pier.,2005 ).

Staphylococcus aureus

cocci a Gram positif, de forme
sphérique, avec un diamétre de 0.8 &
lum. Elles sont regroupés en
diplocoques ou en petits amas(grappe
de raisin) (Patrick.,1988).Bactérie
immobile non sporulée résistante a
une température de 60° (Novick.,
1994) caracterisees par une catalase +

et une oxydase -.

Méningite (Steven et
al.,2004).

I11.2.Les bactéries pathogenes trouveées dans les poulaillers :

Dans un environnement mal entretenu, les poules sont exposées a divers sortes de maladies

causées par quelques bactéries se trouvant au niveau de la litiére qui est un élément qui sert a

recouvrir le sol dans le poulailler. Généralement, elle est destinée a absorber les excréments

tout en protégeant les poules du froid et de I’humidité mais cette derniére peut acquérir

différentes bactéries pathogenes.
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Tableau 2 : bacteries pathogénes preésentes dans les poulaillers :

Souches

Description

Staphylococcus aureus

cocci a Gram positif, de forme sphérique, avec un
diameétre de 0.8 a 1 pm. Elles sont regroupés en
diplocoques ou en petits amas(Patrick.,1988).
Bactérie non sporulée résistante a une température de

60° (Novick., 1994).

Pasteurella  multicida  (Chole

aviaire)

ra

Bactérie relativement sensible dans le milieu externe
isolee de la litiere dans des elevages (Agabou.,
2006).

Mycobacterium spp(Tuberculoses).

sont résistantes a la chaleur (Agabou., 2006).

Haemophillus
(Corysa infectieux)

paragallinarum

Bacterie fragile et facilement inactivée dans le milieu
extérieur (Agabou., 2006).

Erysipelothryx
(Erysipéle)

rhusiopathia

Résistante a la dessiccation, la fumée (Agabou.,
2006).

Escherichia coli

bacille a gram- (Patrick et al ., 1988), de forme non
sporulée, de type anaérobie facultative, généralement
mobile grace aux flagelles, sa longueur varie de 2 a

6 um, alors que sa largeur est de 1,1 a 1,5 um (Steven
et al., 2004).Persiste pour de longues périodes dans

les milieux sec (poulaillers) (singer et al ., 2000).

Clostridium perfringens

botulinum

et

Leurs spores sont trés résistantes (Hatheway., 1990).

Chlamydia psittaci

Bactérie fragile elle ne survit que pendant de trés

courtes périodes (Agabou., 2006).

Campylobacter spp

Sensibles a la chaleur (Chan et all., 2001).

Bordetella avium(Bordetellose)

Dans la litiere et en présence de conditions favorables

elle peut survivre jusqu'a 6 mois (Agabou., 2006).
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111.3.1solement et identification des bactéries pathogenes du sol :

Les espéces bactériennes peuvent étre identifiées en fonction de leurs caracteres soit

biochimiques ou antigéniques, pathogéniques (classification en pathotype ou pathovars),
enzymatiques, de sensibilité aux antibiotiques, de sensibilité aux bactériophages.
D’autres critéres se basent sur la composition de la paroi apres application du protocole de
Gram, la morphologie micro ou macroscopique, la mobilité, la capacité a sporuler, la
température de croissance, les besoins nutritionnels, le mode respiratoire, la capacité de
photosynthése, I’utilisation des différentes sources de carbone ou d’azote.

La notion d’espece bactérienne ne peut étre déterminée seulement par 1’utilisation de ces
critéres , mais aussi les propriétés génomiques qui sont principalement le rapport entre les
bases guanine ,cytosines, adénine et thymine dans la séquence d’ADN et la similarité de
séquences d’ADN obtenue par la technique d’hybridation ADN-ADN (Oren.,2004) .
I11.4.Lutte biologique contre les bactéries pathogénes telluriques :

L’utilisation des antibiotiques conduit dans la trés grande majorité des cas a la sélection de
populations microbiennes résistantes. Cette résistance est due a des mutations
chromosomiques ou a 1’acquisition de génes de résistance portes par des éléments génétiques
mobiles (plasmides, phages).

Ces résistances ont conduits a chercher de nouveaux agents antimicrobiens possédant une
efficacité plus importante que les drogues synthétiques d’une part et bien accepté par
I’organisme d’autre part (sans exercer des effets délétéres sur la santé humaine) (Garcia-Ruiz
et al.,2008 ; Kempf et Zeitouni.,2009).

Beaucoup de groupes de recherches ont étudié I’activité antimicrobienne des extraits de
plantes médicinales telles que fennel (Foeniculum vulgare), peppermint (Mentha piperita),
thyme (Thymus vulgaris), ils ont trouvé que ces extraits sont actifs non seulement contre les
bactéries mais aussi contre les champignons, les levures et les virus (Jurgen et al ., 2009).
D’autres groupes de chercheurs ont franchi une étape plus loin, ils ont isolé et identifié les
métabolites responsables de I’activité antimicrobienne des extraits des plantes, cette étape
constitue une plateforme pour plusieurs implications incluant 1’industrie pharmaceutique, la

médecine alternative, et la thérapie naturelle (Huang et al., 2008).
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Le présent travail a pour objectif de réaliser une étude sur I’activité antibactérienne des
extraits flavonoiques d’une plante médicinale du genre Euphorbia ,sur des bactéries
pathogenes isolées du sol.
L’expérimentation comporte trois étapes :
1- Préparation du broyat a partir de la matiere séche et extraction des flavonoides ;
2- lIsolement et identification des bactéries pathogénes du sol ;
3- Evaluation de ’activité antibactérienne de ces extraits sur les bactéries isolées ;
L’expérimentation a été réalisé au niveau du laboratoire VALCOR et le laboratoire de
Biologie des Populations et des Organismes de 1’universit¢é M’Hamed Bougara de Boumerdes
et du laboratoire de bactériologie de 1I’Etablissement Publique Hospitalier de M’Chedallah de

la wilaya de Bouira.

I1-1- Matériel:

I1-1-1- Matériel végétal

I1-1-1-1- Identification botanique

L’identification botanique du genre a été réalisée au niveau du laboratoire de botanique de

I’Ecole Nationale Supéricure d’ Agronomie (ENSA) d’El-Harrach.

11-1-1-2- Préparation de I’échantillon

Le matériel végétal est constitué de toutes les parties de la plante Euphorbia (feuille, fleur,
tige, racine).La plante a été cueillie & Ghardaia en Février 2016. Elle est séchée a
température ambiante et a 1’abri des rayons solaires, afin de préserver au maximum 1’intégrité
des molécules. Le matériel végeétal séché est broyé grossierement dans un moulin électrique et

la poudre fine obtenu va servir pour la préparation des extraits.

I1-1-2- Souches bactériennes

Les souches bactériennes isolées et identifiées sont : Escherichia coli, Staphylococcus
aureus et Streptocoque du groupe D. Elles ont été isolées du sol d’un poulailler au niveau du
village Oulad Amboube Elesnam (Bouira) en mois de Décembre 2015, et conservées a 4°C
dans des tubes stériles contenant 10 ml de milieu de culture incliné (gélose nutritive) au
niveau du laboratoire VALCOR.
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11-2- Méthodes

I1-2-1-Extraction des flavonoides

Nous avons adopté la méthode d’extraction de Markham (1982), avec modification inspirée
de la méthode donnée par Bruneton(1993). L’extraction est basée sur le degré de solubilité
des flavonoides dans les solvants organiques (Fig. 09).

11-2-2- Calcul du rendement

Le rendement désigne la masse de I’extrait déterminée apres évaporation du solvant, il est
exprimé en pourcentage par rapport a la masse initiale de la plante soumise a I’extraction. Le
calcule du rendement en flavonoides dans les différents extraits obtenu est fait par la formule

suivante :

R”= (M-Mo/Mr) X100

Tels que :

R’ : taux de la matiere extraite ;

M : masse du ballon avec I’extrait ;
MO : masse du ballon vide ;

MT : masse végétale totale utilisée dans 1’extraction ;
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Matiére séche

Broyage

- Extraction {méthanol 835%. 1 : 10 w/v)
- Conservation 4 4°C/72
« Filtration (mousseline)

« Faltration (papier filtre)
- Evaporation & basse pression & 35°C

10n (méthanol 85%. 2 fois. v/v)

- Extraction (méthanol S0%, 2 fois)

|

Y
- Sédiment
Filtrat X
- Filtration (mousscline)
] v
< Filtrat S&diment
- dlmLT (mousscline)
- Fileeat Sédiment
Filtrat combiné

Phase agueuse
« Conservation 4 4°C /48 h
- Filtration (papier filtre)
v ¥
Sédiment Filtrat
Lavage avec I'éher de pétrole
i X
Phase organique (cires, Faes aquinas
lipides, chlarophylic) i L 1 Extraction (éther di-éihnt, 3 fols, Wv)
Phase organique Phase agueuse
Extraction {acétate d™¢thade, 3 fois, v'iv)
[ )
L Phase agueuse
Phase organique
Extruction (butanel, 3 foix, v/iy)
¥ ¥
Phase ocganigue Phase aqueuse
L 4 4 L] L3
Evaporation @ basse pression @ 35°C
- Lyophilisation
¥ ] L J
Extrait d'éther diéthyl Extrait d*acétate d*éthyle Extrait m-butanol Extralt aqueux
(Flavonoides aglycones) (Flavonoides mono {Flavonoides di et (Falvonoides trés
glycasides) tnglycosides) poluires)

Figure09 : protocole d’extraction des flavonoides selon la méthode de (Markham, 1982

modifiée)
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11-2-3- Dosage des flavonoides par spectrometre
L’évaluation quantitative des flavonoides dans les différents extraits d’Euphorbia a été
réalisée selon la méthode du trichlorure d’aluminium AICI3(Kosalec et al.,2004).
Les flavonoides possédent un groupement hydroxyde(OH) libre, en position 5 qui est
susceptible de donner avec le groupement CO, un complexe coloré avec le chlorure
d’aluminium. Ils forment des complexes jaunatres par des chélations des métaux (fer et
aluminium). Ceci traduit le fait que le métal(Al) perd deux électrons pour s’unir a deux
atomes d’oxygene de la molécule phénolique agissant comme donneur d’électrons. Pour ce
test, 1ml de chaque échantillon est ajouté a 1 ml d’AICl; a 2%.Le mélange est vigoureusement
agité, et incubé a température ambiante pendant 30 minutes.L’absorbance est lue a 430 nm.
La quantification des flavonoides se fait en fonction d’une courbe d’étalonnage réalisée par un
flavonoide standard a savoir la quercétine.
Les résultats obtenus sont représentés dans une courbe d’étalonnage, selon 1’équation
suivante:

Y=11,384x+0,1036 avec R’=0,9938

La teneur en flavonoides est exprimée en milligramme d’équivalent de quercétine par gramme
de poids sec de la plante (mg EQ/g Ps).

I1-2-4-Caractérisation des flavonoides par Infra-Rouge

La spectroscopie infrarouge repose sur le principe que chaque groupement chimique absorbe
la lumiere différemment en fonction de sa longueur d’onde. Les zones d’absorption (zone ou
la lumiere est absorbé) permettent donc d’identifier les groupements fonctionnels (Fontage et

Chauchard, 2009).
11-2-5- Isolement des souches bactériennes

11-2-5-1- Prelevement du sol
Le prélevement a été réaliseé dans un sol de poulailler selon la méthode « zigzag »
(Fig. 10).Ainsi, trois échantillons ont été prélevés sur une surface de 1,5m? & 15 cm de
profondeur, les échantillons sont mélangés. Afin d’éliminer les grosses molécules telles que

les agrégats et les débris, et avoir un sol fin et une solution homogene 1’échantillon subit un

tamisage (Chaussoud et al., 1992 ; Fardoux et al., 2000).
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O 15cm

AN

15cm

15cm

(O Endroit et profondeur d’échantillonnage

Figurel0. Echantillonnage en « zigzag »

I1-5-2- Reéalisation de la gamme de dilution :

Apreés avoir réalisé la suspension mere (1g de sol dans 9ml d’eau stérile) (Bettache., 2013),
une série de dilutions en cascade de 10 jusqu’a 10-° & été faite Chaque dilution a été bien
homogéneisée par agitation.

11-5-3- Ensemencement

1 ml de chaque dilution a été ensemencé dans une boite de Pétri contenant de la gelose
nutritive, et incubé a 37°C pendant 24h. L’ensemencement a été fait dans des conditions

d’asepsie totale.
I1-5-4- Identification des souches isolées
11-5-4-1- Examens a I’état frais
Ce test consiste a observer sous microscope optique a grossissement Gx40un frottis colonie

bactérienne sur une lame.

11-5--4-2-Examens macroscopique

Les caractéres recherchés aprés incubation sont : 1’aspect de la colonie, la couleur, la forme, la

taille, le relief, et la nature de la creme bactérienne.

11-5-4-3- Examens microscopique
L’aspect microscopique de la bactérie est révélé par le biais de la coloration de Gram. Le
mode opératoire est le suivant :
- Préparer un frottis a partir d’une colonie bactérienne.

- Colorer au violet de gentiane pendant 1 minute.
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- Rincer avec de ’eau distillée et égoutter.

- Ajouter de lugol pendant 1 minute.

- Rincer avec de I’eau distillée et égoutter.

- Ajoute I’alcool 95° pendant 1 minute.

- Rincer avec de I’eau distillée et égoutter.

- Colorer par la fuchine pendant 1minute.

- Rincer avec de I’eau de robinet et égoutter.

- Observer au microscope optique avec I’ajout d’une goutte de I’huile a immersion
(objectifx100).

Lecture : les bactéries & Gram positif gardent la couleur violette du violet de Gentiane

quant aux bactéries Gram négatif se décolorent par I’alcool et prennent la couleur rose de

la fuschine.

11-5-4-4- Caracteres biochimiques
a- Recherche de la catalase
La catalase est une enzyme qui décompose I’eau oxygénée en eau et en oxygene
gazeux.Le principe consiste & mettre dans une lame quelques gouttes de H,O, additionnées
d’une suspension bactérienne.Le test de la catalase se base sur la recherche d’un dégagement

de gaz (Jacques et André., 2004), selon la réaction suivante :

2H202 e 2H20 + 02

b- Galeries biochimiques classiques
Les galeries d'identification biochimique permettent une identification rapide (parfois en 4
heures) des bactéries (Solbi.,2013):
> Citrate de Simmons (Solbi.,2013):
Ce milieu permet de mettre en évidence I'utilisation du citrate comme seule source de
carboneet d'énergie. Ce caractere est intéressant pour discriminer les bactéries entre-elles et
ainsi deles identifier. Le substrat ici est le citrate. 1l est ici la seule source de carbone et

d'énergiepour la bactérie.
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Lecture :
La présence de colonies le long de la strie centrale d'ensemencement sera la preuve
d'undéveloppement bactérien ce qui traduira le fait que la bactérie est capable d'utiliser le

citratecomme seule source de carbone et d'énergie.

> Milieu Lactose-Glucose-H2S (KLIGLER-HAJNA) (Solbi.,2013):

Ce milieu donne quatre réponses en 24 heures maximum :

1- Fermentation de lactose.

2- Fermentation de glucose.

3- La production de H2S.

4- La production du gaz.

Lecture :

- Pour la fermentation de lactose : La surface inclinée vire au jaune. Dans le cas contraire,
sacouleur reste inchangeée.

- Pour la fermentation de glucose : le culot vire au jaune. Dans le cas contraire, sa couleurreste
inchangée.

- S’il y a production de gaz, il est possible d’observer, soit seulement quelques bulles, soit
unepoche gazeuse qui décolle complétement le milieu du fond du tube.

- Pour la production de H2S se traduit par un noircissement du milieu dans la zone joignant
leculot a la pente. Avec les bactéries donnant peu d’H2S (S. Typhi), le noircissement
restelocalisé au niveau de la piqure.

> Milieu mannitol-mobilité-nitrate (Solbi., 2013):

Il s’agit d’un milieu semi-solide contenant entre autre du mannitol, du rouge de phénolcomme
indicateur de pH, aprés régénération au bain-marie bouillant pendant 20 min, le milieuest
refroidi totalement puis ensemencé par piqure centrale.

Lecture :

Lorsque I’indicateur coloré passe du rouge au jaune, ce qui correspond a l’indication du
milieu, le mannitol a été utilisé. Le caractere mobile est défini dans ce milieu par un trouble
envahissant toute la largeur de la gélose de part et d’autres de la piqure centrale, alors qu’une
bactérie immobile ne se développe que le long de la piqure centrale, le type respiratoire
estdéfini en ajoutant, a la surface du milieu, les réactifs de Griess (acide sulfanilique et
alphanaphtylamine),il est possible de mettre en évidence le nitrite, si la bactérie posséde

unenitrate-réductase.
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» Lesenzymes: LDC, ODC et ADH (Meziani., 2012) :

La recherche des décarboxylases de 1’ornithine, de la lysine, et de 1’arginine
forment trois tests biochimiques . Ces trois tests peuvent étre réalisés sur les
bouillons « LDC- ODC- ADH » qui sont appelés les milieux de Moéller et qui
permettent de montrer la présence des décarboxylases et dihydrolase bactériennes
par la mise en évidence de ’acidification du milieu et sa réalcalinisation.Lemilieu & la

lysine de Taylor est un milieu liquide utilisé pour la recherche de la lysinedécarboxylase.

Lecture :

-Le milieu est bleu-violet.

- Dans le cas contraire, il est jaune.

-En cas de coloration jaune bleuté, poursuivre I’incubation pendant 24 heuressupplémentaires.

> Milieu Urée-Indole (Solbi.,2013):

C’est un milieu liquide utilisé pour la recherche de :

-L’Ur¢ase.

-La production d’indole.

Lecture :

Aprés incubation :

-on révele par le réactif Kovacs , pour mettre en évidence la production d’indole.

-alors que 1’Uréase est mis en évidence par changement de coloration du milieu.

11-5-5- Sensibilité aux antibiotiques

Dans I’objectif de comparer 1’effet de I’extrait et celui des antibiotiques auxquels les bactéries

isolées sont sensibles, quelques antibiotiques ont aussi été testés sur ces derniéres (Tab. 3).

Tableau 3. Sensibilité des bactéries aux antibiotiques

ouche Streptococcus  S.aureus  E.coli
ATB spp
Erythromycine + + -
Ciproflaxacine - - +
Clindamycine + + -
Acide nalidixique - - +
Carbénicilline + + +
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11-5-6- Evaluation de ’activité antibactérienne

11-5-6-1- Revivification des souches bactériennes
Les bactéries conservées ont été revivifiées par la méthode de stries sur des géloses nutritives,
et incubées a 37°C pendant 24h.
11-5-6-2- Repiquage des especes bactériennes
Les différentes especes bactériennes ont été repiquées par la méthode de stries sur le milieu
Muller Hinton, puis incubées a 37 °C pendant 24h, afin d'obtenir une culture jeune et des
colonies isolées qui vont servir a la préparation de I’inoculum.
I1-5-6-3- Préparation de I'inoculum
L’inoculum a été préparé a partir de colonies jeunes de bactéries dans de I’eau physiologique
stérile (0,9%). Les colonies ont été prélevées a I’aide d’une anse de platine et homogénéisées
dans de I’eau physiologique. Il faut noter que pour ’obtention de la suspension 10® germes
par ml, I’absorbance a 620nm doit étre compris entre 0,2 et 0,3.
11-5-6-4- Préparation des disques
Des disques de papier Whatman de 6 mm de diametre, stériles (stérilisation a 120°C pendant
15 min par autoclavage), ont été chargés de I'extrait naturel a tester a raison de 5ul par disque.
11-5-6-5- Preparation des milieux de culture
La gélose Muller Hinton stérile préte a I’'usage a été coulé dans des boites de Pétri stériles de
90 mm de diamétre en raison de 4mm d’épaisseur répartie uniformément dans les boites.
11-5-6-6- Ensemencement
Les boites de Pétri stériles préalablement préparées, ont été ensemencées par étalage a l'aide
d'un rateau stérile, I'ensemencement s'effectue de telle sorte a assurer une distribution
homogeéne des bactéries. A Il'aide d'une pince stérile, les disques contenant les produits a tester
ont été déposés a la surface de la gélose inoculée au préalable. L’incubation se fait a 37°C
pendant 24h.
11-5-6-7- Expression des résultats
La lecture du diamétre de la zone d’inhibition se fait comme suit (Moreira et al., 2005):
e non sensible (-) pour un diameétre de 10mm.
e sensible (+) pour un diamétre entre 10 et 14mm.
e tres sensible (++) pour un diamétre entre 15 et 19mm.

e extrémement sensible (+++) pour un diameétre plus de 20 mm.
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|. Extraction:

La préparation des extraits a partir de la plante Euphorbia sp a été effectuée par des solvants
a polarité croissante (méthanol, éther di éthylique, acétate d’éthyle et butanol), et a ainsi
permis d’obtenir quatre extraits ; I’Extrait d’Ether di éthylique, I’Extrait d’Acétate d’Ethyle,
I’Extrait Butanolique et I’Extrait Aqueux.
I.1.Rendement:

L’extraction des flavonoides par la méthode d’affrontement par les solvants organiques a
partir de la poudre de la plante de Euphorbia sp montre que 1’extrait d’éther di éthylique
représente le rendement le plus élevé (6.667%) suivi de I’extrait d’acétate d’éthyle (3,9%) puis
I’extrait butanolique(1,967%), et enfin ’extrait aqueux qui posséde le plus faible rendement
avec (1,7%) (Tableau 4).

Il est important de souligner que la méthode utilisée (le choix des solvants), ainsi que les
conditions dans lesquelles 1’extraction a été effectuée (a chaud ou a froid), affectent le
contenu total en flavonoides, et par conséquent affecte les activités biologiques relatives a ces
métabolites (Lee et al ., 2003).

Tableau4: couleur, aspect et rendements massiques de I’extraction:
Phase Couleur Masse du  Masse du Masse végétale Rendement .
Et aspect ballon vide ballon avec totale

Pextrait(g)  utilisée(g)

Ether di Vert foncé 189,89 191,88 30 6,66

éthylique (liquide)

Acétate Vert clair 189,89 191,06 30 3,97

d’éthyle (liquide)

Butanolique Marron 189,89 190,47 30 1,96 7
(liquide)

Agueuse Marron 189,89 190,40 30 1,77
foncé

(caramélisé)

Le tableau ci-dessus montre que les extraits flavonoiques présentent un aspect soit liquide
ou aqueux et une couleur allant du jaune au marron. Le rendement en flavonoides varie de
1,772 6,667 .
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La méthode d’extraction adoptée est basée sur la solubilité¢ différentielle des flavonoides
dans les solvants organiques. Dans la présente étude, un rendement élevé (6,667%) est obtenu
avec I’extrait d’éther di-éthylique d’Euphorbia sp contenant les composes phenolique les plus
hydrosolubles (flavonoides aglycones). Le rendement de 1’extrait d’acétate d’éthyle
renfermant surtout les mono glycosides est relativement élevé (3,9%).par contre, le rendement
de I’extrait butanolique qui renferme certains di et tri glycosides est relativement faible
(1,967%), enfin la phase aqueuse riche en flavonoides trés polaires donne un rendement tres
faible(1,7%) , ces résultats obtenus lors du notre étude semble étre différents de ceux obtenus
par Chaabi (2008) pour Euphorbia stenoclada baill récoltée au Madagascar qui est de 13,2%
pour la phase aqueuse et ceux de Soma Oubougoué Brama(2002) sur Euphorbia hirta qui a
obtenu environ 3,13% pour la méme phase ,Descourtieux et al(1988) ont également trouvé
dans leur étude sur Euphorbia hirta récoltée en France un rendement proche de 14% pour la
phase aqueuse. Smara (2014) a révélé un rendement qui varie de (1%) pour I’extrait d’acétate
d’éthyle et 2,67pour I’extrait butanolique.

Plusieurs travaux ont été effectués sur le genre Euphorbia, parmi lesquels ceux de HABA
(2008) dans ses travaux sur les feuilles de Euphorbia retusa Forsk et Euphorbia guyoniana
(Euphorbiaceae) récolté de la région Biskra (sud-est algérien), rapportant respectivement un
rendement de 3% et 4,87 pour D’extrait méthanolique alors que kemassi (2014) pour
Euphorbia guyoniana récoltée de Ghardaia a trouver un plus faible rendement qui est de 0.082
%, le rendement en flavonoides semble dépendre de la nature du biotope et de 1’espece
considérée ; sachant que le nombre de lavages effectué dans le protocole d’extraction pourrait
conduire a des pertes substantielles des aglycones d’ou les inconvénients de la méthode
d’affrontement par les solvants.

A fin de mieux concrétisé les rendements obtenus pour les composés flavonoiques les

résultats obtenus ont été représenté sous forme d’histogramme (figl1):
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Rendement /.

Figurell: rendement en flavonoides obtenus pour Euphorbia sp.

1.2. Dosage colorimétrique des flavonoides :

L’étude quantitative des extraits bruts d’Euphorbia sp au moyen des dosages
Spectrophotométriques avait pour objectif la détermination de la teneur des flavonoides, la
raison principale pour le choix de cette substance réside dans le fait que la majorité des

propriétés antimicrobiennes des plantes leur sont attribuées.
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Figurel2: courbe étalon de la quercétine (moyenne de 3 essais).
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Les valeurs de ’absorbance des 4 extraits a 430nm sont 0,821 pour La phase aqueuse (aprés
dilution), 0,523 pour I’extrait butanolique (dilution), et 0,271 pour celui d’éther diethyle,
0,246 pour celui d’acétate d’éthyle (tableau 5);

Tableau 5: évaluation quantitative en flavonoides des extraits d’Euphorbia sp

Extrait Rendement (%) Absorbance a La concentration
(420nm) (mg EQ/Q)

Ether di éthylique 6,66 0,271 0,0147

n-butanol 3,9 0,523 0,247

Acétate d’éthyle 1,96 0,246 0,012

Phase aqueuse 1,7 0,821 0,31

Le tableau ci-dessus montre que I’extrait aqueux renferme environ 0,31 mg EQ/g, qui
représente la concentration la plus élevée en flavonoide cependant Tsirinirindravo (2009) a
trouvé une concentration plus élevé qui est d’environ 0,6339ug/pl dans son étude sur I’extrait
des feuilles de Dalechampia clematidifolia (euphorbiaceae) récolté au Madagascar. Suivi de
I’extrait butanolique avec une concentration de 0,247 mg EQ/g, puis I’extrait d’éther di
éthylique 0,0147 mg EQ/qg et enfin celui de I’acétate d’éthyle avec 0,012 (mg EQ/g).

I.3.Analyse par infrarouge(IR):

Les résultats de la caractérisation par infrarouge des extraits obtenus sont représentés dans

les figures représenter dans les annexes.

L’interprétation est faite en se basant sur la base de données établit par (Mabry et al 1970) :
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Tableau6 : résultats de 1’analyse par infrarouge des fractions flavonoiques d’Euphorbia sp:

Fraction Longueur o Nature de la )
flavonoique | d’onde (Cm™) Llaisons liaison Fontion
Fraction 3406,58 -OH libre Bande large phénol
flavonoidique | 1609,47 C=0 Bande moyenne | aldéhyde
aquetise 1079,29 C-0 Bande étroite ester
Fraction 3441,38 -OH libre Bande large phénol
d’éther di- | 2924 40 C-H Bande étroite alcéne
cthylique 1071,99 C-0 Bande moyenne | ester
3419,33 -OH libre Bande large Phenol
Fraction 2924,55 C-H Bande étroite Alcene
d’acétate | 1457,11 CH2, CH3 Bande étroite Alcane
déthyle 1207,06 C-H Bande moyenne | Alcéne
1073,50 C-O0 Bande moyenne | Ester
3406,31 -OH libre Bande large Phénol
Fraction 2925,31 C-H Bande étroite Alcéne
butanolique 77632 39 C=0 Bande moyenne | Aldéhyde
1072,99 C-O0 Bande forte Ester

Dans I'extrait flavonoique d’éther di-éthylique d’Euphorbia sp la large bande autour de
3441,38 cm' est associée a la vibration d’élongation de la liaison OH (de fonction phénol). La
bande étroite de 2924,40 cm-1 est généralement associée a la vibration d’¢longation de la
liaison C-H (de fonction alcéne).La moyenne bande localisé & 1071,99 cm™ correspond a la

vibration d’élongation de la liaison C-O (de fonction ester).
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Dans l'extrait flavonoique d’acétate d’éthyle d’Euphorbia sp, la large bande autour de
3419,33 cm " est associée 4 la vibration d’élongation de la liaison OH (de fonction phénol).
Les bandes étroites de 2924,55 et 1457,11 cm™ sont généralement associées a la vibration
d’élongation de la liaison C-H et CH2, CH3 respectivement (de fonction alcene et alcane).
La moyenne bande localisée & 1073,50 cm™ correspond a la vibration d’élongation de la
liaison C-O (de fonction ester) et la moyenne bande a 1207, 06 cm™ associée a la vibration de

déformation de la liaison (—-CH).

Dans I'extrait flavonoique butanolique de Euphorbia sp la large bande autour de 3406,31cm™
est associée a la vibration d’¢élongation de la liaison OH (de fonction phénol).La moyenne
bande localisé & 1634,39cm™ correspond a la vibration d’élongation de la liaison
C=0(fonction aldéhyde).Enfin une faible bande de 292531 cm™ est associée & la vibration
d’¢élongation de la liaison C-H (de fonction alcéne) et la forte bande autour de 1072,99 cm™

associee a la vibration d’élongation de la liaisons C-O( Ester).

Dans l'extrait flavonoique aqueux d’Euphorbia sp la large bande autour de 3406,58cm™ est
associée a la vibration d’¢longation de la liaison OH (de fonction phénol).
La moyenne bande localisé a 1609,47cm™ correspond & la vibration d’élongation de la
liaison C=0 (fonction aldéhyde).
Enfin une faible bande de 1079,29 cm™ est associée a la vibration d’¢longation de la liaison
C-O (de fonction ester).

Dans I’ensemble les extraits flavonoiques d’Euphorbia sp contiennent peu de bandes, ils

sont surtout riche en liaisons -OH (de 3441, 38 cm™ jusqu'a 3406,31cm™) & fonction phénol.

En comparant les différents spectres d’analyse obtenus a partir des fractions flavonoiques
d’Euphorbia sp on trouve presque les mémes liaisons et les mémes longueurs d’ondes, ceci

est un indice de pureté des extraits d’Euphorbia sp.
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Chapitre III

I1. 1.1dentification des souches microbiennes isolées:

Les résultats obtenus lors de 1’identification des bactéries isolées sont représentés dans le

tableau 07.

Tableau7: Les différents tests réalisés pour I’identification des bactéries isolées :
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11.2. Tests de sensibilité aux antibiotiques :

Afin de mieux évaluer ’effet de 1’extrait sur les souches bactériennes isolées nous avons
réalisé des tests de sensibilité aux antibiotique de synthese dans le but de les comparer avec

notre extrait ; les diamétres d’inhibition ont été déterminés dans les tableaux 08 et 09.

Les antibiotiques témoins utilisés sont; 1’Erythromycine, la Ciproflaxacine, la
Clindamycine, 1’Acide Nalidixine et la carbénicilline. La méthode utilisée est celle de

diffusion sur disque.

Les résultats de 1’antibiogramme appliqué aux différentes bactéries isolées sont représentés

dans le tableau 08.
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Tableaus : tests de sensibilité aux antibiotiques
diamétre d’inhibition par les antibiotiques (mm)
Souches Eis Clys Cips Chioo NAs
2 12 (S) 16 (S) 41 (S) 13 (S) 27 (9)
3 |38 (5 12 (S) 42 (9) 32 (S) 27 (S)
E) 5 20 (S) 16 (S) 42 (S) 24 (S) 26 (S)
6 38 (S) 25 (S) 40 () 8 (9) 28 (S)
1 6 (R) 6 (R) 6 (R) 6 (R) 6 (R)
7 34 (S) 8 (S) 34 (S) 36 () 9 (S)
% 8 24 (S) 18 (S) 36 () 36 (9) 6 (R)
; 10 |34 (S 20 (S) 36 (S) 36 () 8 (S)
4 6 (R) 6 (R) 6 (R) 6 (R) 6 (R)
9 18 (S) 12 (S) 16 (S) 12 (S) 15 (S)
23 11 |20 (S) 18 (S) 34 (S) 36 () 6 (R)
% 12 |6 (R) 6 (R) 6 (R) 6 (R) 6 (R)
(S) : sensible
(R) : résiste

41



Chapitre III Resultats et discutions

I1.3.Evaluation de Dactivité antimicrobienne de P’extrait flavonoiques

d’Euphorbia sp:

La méthode de diffusion sur disque par I’extrait aqueux a permis d’obtenir les résultats

mentionnés dans le tableau suivant :

Tableau 9: diamétre d’inhibition de I’extrait d’Euphorbia Sp

diametre
d’inhibition de Moyenne des | Surfacedela | Coefficient
Les souches Pextrait d’inhibition
diameters (mm) | zone en cm?
d’Euphorbia sp
2 28
3 19
S
LIL.I> 5 20 21,25 35,43 0,35
6 18
7 21
5 1 28
[«B]
5 27 57,22 0,57
© 8 27
(0]
10 32
4 28
P 9 22
=
S 26 53,06 0,53
2 11 28
o
@ 12 26

Un coefficient d’inhibition a été calculé, celui-ci varie entre 0,35 pour E. coli et 0,53 pour

Streptocoque D (fig. 20).
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moyenne des
diametres (mm)

S.aureus E.coli Streptocoque

lec eniirhece harteriannee toacténc

Figure 23: moyennes des diamétres des zones d’inhibitions pour 1’extrait flavonoiques.

Ces résultats montrent une activité antibactérienne de I’extrait aqueux de Euphorbia sp pour
différentes souches des espéces suivantes ; S.aureus, E. coli, Streptocoque D. Le pouvoir
antibactérien le plus élevé de ’extrait est observé pour Staphylococcus aureus avec une
moyenne d’inhibition de 27mm, tandis que pour E. coli et les streptocoques elle est
respectivement de 21,25mm et 26mm. Dans le méme axe et en accord avec nos résultats deux
études réalisées par Soma Oubougoué Brama(2002) sur Euphorbia hirta (Burkina-Faso) et
par Tsirinirindravo(2009) sur une espece de Dalechampia de la famille des Euphorbiaceaes ;
révélent que I’extrait flavonoique de ces deux espéces a une activité antibactérienne sur les

bactéries Gram+ et Gram — comme E. coli et S. aureus.

L’étude de Zellagui et al (2012) réalisée sur I’espece Euphorbia guyoniana a été basée sur
I’extraction par deux solvants le n-butanol et Méthyléne chloride-Méthanol a différentes
concentrations, révele la présence de zones d’inhibition sur E. coli et S.aureus ou le diameétre
differe selon le type de la bactérie et le solvant utilisé ainsi que sa concentration, ce qui est en

accord avec les résultats trouvés dans cette étude.
Staphylococcus aureus:

Pour Staphylococcus aureus la moyenne des zones d’inhibition est de 27mm pour 1’extrait

de Euphorbia sp c'est-a-dire quelle est sensible a ce dernier.
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La zone d’inhibition d’un bon agent antimicrobien différe d’un auteur a un autre, d’aprés
pereira et al (2006) la zone d’inhibition doit étre égale ou supérieure a 10mm, pour vieira et

al (2001) elle est de 13mm et selon seokwon kim et al (2006) elle est supérieure a 6mm.
Dans tous les cas I’extrait végétal de Euphorbia sp est un bon agent antibactérien.

La moyenne des diametres d’inhibition de 1’érythromycine est de 24,50mm cela permet de
classer Staphylococcus aureus dans la classe des microorganismes sensibles, pour la
clindamycine la moyenne des diameétres d’inhibition de Staphylococcus aureus est de 13mm,
cette bactérie est sensible a cet antibiotique, et pour la carbénicilline la moyenne des
diamétres d’inhibition est de 28,50mm et pour la Ciproflaxacine est 28 mm donc
Staphylococcus est sensible a ces antibiotiques. Par ailleurs, la moyenne des diametres
d’inhibition de I’acide nalidixique est de 7mm, la bactérie est donc résistante a cette

antibiotique.
E. coli :

Pour E. coli la moyenne des diametres de la zone d’inhibition est de 21,25 mm c'est-a-dire

quelle est sensible a 1’extrait d’Euphorbia sp.

Le diamétre d’inhibition de Ciproflaxacine et I’acide nalidixique est de 41-27mm cela
permet de classer E. coli dans la classe des microorganismes sensibles pour les deux
antibiotiques. La moyenne des diamétres d’inhibition de 1’érythromycine, de la clindamycine
et de la carbénicilline est respectivement de 27-17-19 mm, la bactérie est donc sensible a ces

antibiotiques.
Streptocoque D :

La moyenne des diamétres d’inhibition de 1’extrait pour cette bactérie est de 26mm ce qui

indique sa sensibilité a I’extrait d’Euphorbia sp.

Le diamétre d’inhibition de I’érythromycine, clindamycine, carbénicilline et Ciproflaxacine
varie entre 12,5-10,5-15-15,5 mm ce qui permet de laisser Streptocoque D dans la classe des
microorganismes sensibles pour ces antibiotiques. Pour 1’acide nalidixique le diamétre
d’inhibition est de 8 mm, ce qui classe la bactérie dans les microorganismes résistants a cet

antibiotique.
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Le diameétre d’inhibition de 1’extrait Euphorbia sp est inférieure a celui des antibiotiques
pour toutes les bactéries testées, ceci prouve que les antibiotiques ont une activité
antibactérienne supérieure a celle de I’extrait ; Cependant les extraits actifs sont des extraits

bruts non purifiés alors que les antibiotiques standards sont des molécules pures.

Nous retenons que 1’extrait de Euphorbia sp est actif sur Staphylococcus et E coli et
streptocoque D .ces germes font partie des principaux germes qui colonisent le sol. Cet étape
de fait explique sans doute I’utilisation des Euphorbiacéae dans la médecine traditionnelle
(Singla et Pathak., 1990).

45



Conclusion




Conclusion et perspectives

Au cours de ce mémoire, nous avons étudie 1’activité antibactérienne d’Euphorbia sp.

Malgré son importance biologique et médicinale, cette espece a été trés peu étudiée en
Algérie, c’est pourquoi notre étude est destinée a étudier les métabolites secondaires et plus
précisement les flavonoides de cette plante a fin de prouver son intérét biologique et
particulierement son activité antibactérienne.

L’intérét de cette étude vient d’une part du fait que les plantes médicinales représentent une
source inépuisable de substances bioactives, et d’autre part les effets secondaires induits par
les médicaments inquiétent les utilisateurs qui se retournent vers des soins moins agressifs
pour I’organisme.

A I’issu de ce travail il apparait que :

L'extraction des flavonoides a permis d'obtenir les rendements suivants : 6,667, 3,97, 1,967 et
1,77 est obtenu pour I’éther di éthyle, I’acétate d’éthyle, butanol et a phase aqueuse
respectivement pour 30g de la plante seche.

Le dosage spectral fait a base de la quercétine a indiqué des concentrations considérables en
flavonoides.

L’analyse par infrarouge des extraits testés a révele la présence des groupements fonctionnels
et des doubles liaisons, et aussi une richesse en liaisons —OH & fonction phéenol.

L’étude microbiologique du sol a permis d’identifier 12 souches bactériennes de type :
Staphylococcus aureus, E. coli, Streptocoque D.

L’activité antibactérienne a été déterminée sur les 12 souches identifiées selon la méthode de
diffusion des disques, L’analyse et I’interprétation des résultats de D’effet d’extrait
d’Euphorbia sp sur la croissance des différentes souches bactériennes testés, nous a permet de

conclure que :
-tous les types de bactéries testées sont sensibles a ’extrait d’Euphorbia sp.

-le germe le plus sensible est Staphylococcus aureus avec une moyenne des diametres
d'inhibition de 27 mm

-Euphorbia sp est une plante médicinale possedant une activité antibactérienne contre les

bactéries a Gram positif et Gram négatif.

L’ensemble de ces résultats obtenus in vitro nous a permet de justifier 1’utilisation

traditionnelle de cette Plante comme agent antibactérien (Singla et Pathak., 1990).
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Ces résultats ne constituent qu’une premicre étape dans la recherche de substances d'origine
naturelle biologiqguement active. En perspective, pour poursuivre ses travaux de recherche

portant sur 1’effet des molécules actives a action antibactérienne, il est souhaitable:

- Reéaliser des tests a différentes concentrations, pour déterminer des doses létales.

- Tester leur efficacité en plein champ, pour obtenir une vue plus approfondie sur les
activités antibactériennes des extraits de cette plante.
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Appareillage et matériel utilisés durant I’étude :

» Equipements et appareils

La balance Rotavapor

Microscope optique

L’étuve Bec benzéne
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JI

\.
“Velstar

-

Réfrigérateur La Haute

» Verreries et petits matériels :

e Ampoule a décanté

e Béchers

e Boites pétries

e Cuvettes de spectrophotometre
e Disques d’antibiogrammes vierges
e Disques d’antibiotiques

e Ecouvillons

e Entonnoirs

e Eprouvettes graduées

e Flacons stériles

e Lames et lamelles

e Micropipette

e Mousseline

o Papier filtre

e Parier wattman

e Pioche

e Pipettes pasteurs

e Sachet en plastique stérile

e Spatule

e Tubes a essais

> Reéactifs et milieux de cultures :

e Acétate d’éthyle(C3H602)
e Alcool

e Eau distillee

e Eau oxygénée

e Eau physiologique

e Ether di éthylique
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Ether de pétrole (CH3-(CH2) n-CH3)
Fuschine

Huile de vaseline

Kovacs

Lugol

Méthanol(CH3OH)

Milieu Chapman

Milieu citrate de Simmons

Milieu mannitol-mobilité

Milieu urée-indole

n-butanol

trichlorure d’aluminium a 27(AICI3)
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Compositions des milieux de culture :

Gélose nutritive :

SPEPLONE TFYPSIQUE ..ttt et ettt et et et et et et ettt e e et e e e et e e e e aeaans 15g
2T 1 P 15¢g
-exXtrait de VIANAE. .....ooeii e g
SeXEralt de IEVUIC. ..ot e 2g
TN L 5¢g
SEau distill€e. ... 1000ml
-Ph=7,2

-Repartir dans des flacons stériles
-Autoclaver a 120°C pendant 20min (BOUCHIOUANE A ., 2004)

Gélose Muller Hinton :

-infus€ de boeuf.. ... o 300ml
015 01 0] § (S e [l o1 T3 1 L= 17,5¢
27 1 17¢g
-Eaudistillée. ... (1litre pour 38g du mélange)

-Ph=7,4(BOUCHIOUANE A ., 2004)

Milieu Chapman :

-peptone trypSiqUE 0 CASEINE. .. .. ..uie ittt et e eaas 29

SEXtrait de VIANAE ... 19

-PrOteasE PEPIONE N 3 ..o e 9¢g

NG 759
SMANNITOL. .o 10g
- 15¢
-Rouge de phenol. ..., 0,025¢
SEAUAISHIIBE. .o 1000ml
-Ph=7,5

-Autoclaver a 121°C pendant 20min
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-C’est un milieu qui permet la culture des bactéries halophiles Staphylococcus et pour
leur identification (BOUCHIOUANE A ., 2004).

Esculine (Esc) :

Préparation :
P Peptone ..o 29
» Citrate de fer ammoniacal.................. 0.2gapH=74
> Esculine........cccooveveiiciieiic e 0.2¢g
> Eaudistillée ........c..ccovevennnenn. 100 ml

Stérilisation 110°, 30 mn
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Milieux d’identifications :

Citrate de Simmons :

Il est utilisé pour mettre en évidence la possibilité pour une bactérie de se cultiver en
présence de carbone.

~chlorure de SOAIUML. ... .ot e e e e 5S¢
-sulfate de magnesium 7H20. ... . ..o 0,2g
-phosphate di potassique PO4H2........ ... 2¢g
SCIETALE TIISOAIQUE. .. vttt ettt e e et e e et et e e e et e e e e e 2g
-solution bleu de bromothymol 17....... ... 8ml
T | 15¢g
—eal dIStIIICe. ..o 1000ml
-ph=7

-ce milieu est reparti en tube de 16x160 a raison de 7ml par tube.
-Autoclaver a 115°C pendant 30min.

-Incliner au moment de 1’emploi de telle sorte que la pente fasse toute la hauteur de tube

(BOUCHIOUANE A ., 2004).

Mannitol-mobilité :

-Peptone pancréatique de viande.............cooiiiii i 29

A A s 49
SMANNITOL L. 29
-NItrate de POTaSSIUM. .. ... e e 19
-Rouge de phénol solution a 17...........oieiiii e, 4ml
SEQU ISHIHIBE. ..o 1000ml

-Dissoudre les ingrédients en chauffant jusqu'a 1’ébullition, puis on ajuste le ph a 7,2
(BOUCHIOUANE A ., 2004).
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Urée-indole :

STy PEOPNANE. .o e 3g
-Phosphate MoNn0 POLaSSIQUE. .........eiei it lg
-Phosphate di POtaSSIQUE .........ineiei it lg
-Chlorure de SOdIUM. ... ..o e 5g
S . 20g

-Alcool a 95°

-Solutionde rouge de phénol a 7. ... ..o 2,5ml
SEQU ISHIHIB. ..o 1000ml
-Stériliser par filtration

-Repartir a raison de 15 ml par tube de stoker

-Au moment de I’emploi, reparti stérilement le contenu d’un tube dans des tubes a

hémolyse, chacun de ce dernier contenant 1ml.

-Sur ce milieu, il est possible d’effectuer 3 recherches :

» Présence d’une urease.
» Présence d’une tryptophane désaminase TDA.

» Production d’idole (BOUCHIOUANE A ., 2004).
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Les résultats de I’antibiogramme (avec I’extrait et avec les antibiotiques :

Avec Pextrait Avec les Avec Pextrait Avec les
antibiotiques antibiotiques

E coli

S aureus

Streptocoque D




edla

Gisin gl s Jle ) sl Uil Bae ol Sl Ialine Ll 1da | jduma dualall L) yia
e Jandl 128 atiig 2aall Jaa < . alad) ] C)ud L;J,glﬁﬂ\ bl 2 a2 g« Euphorbia spd'in ¢ 5al)
LSl abiaal) Jaliall aBladiu) cangs Al 8 52 sa sallilay o3 68N Al )

DA (JEY) (3 LAY ilidae 3 aladinly adill (3 )k e lle Jsaall 23 Euphorbia sp dll <l ¢ 85
(5 sine a5, Aglall s Hall A0uillh 71,7 571,96/ 73.9/76.6 : S5l e agile, Jolisn o5 JiY)

9 & (Mg EQ/G)0.31 50.247/0.0125/0.0147 38 eisaiaasAICI3 &bk alaiuly 3 6 430l
S e LSl sbiaal) bl st 3 il e dlal) syl g J il g JiY) @3a J ¢ JiY) g0
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Résume :

Les plantes médicinales offrent une nouvelle et naturelle source antibactérienne, plusieurs
famille se développent en Algérie comme Euphorbia sp elle est trés répandue au sud algérien,
utilisee en médecine traditionnelle pour le traitement des irritations de la peau. Dans ce
contexte le présent travail repose essentiellement sur I’étude des flavonoides contenus dans
ces plantes dans le but d’évaluer leurs activités antibactérienne.

Les flavonoides d’Euphorbia sp sont obtenus par macération en utilisant 3 solvants: éther di
¢éthylique, acétate d’éthyle et n-butanol.

Les rendements respectifs sont : 6,6% /3,9%/1,96 % et en fin 1,7%pour la phase aqueuse.

La teneur totale en flavonoides pour chaque extrait a été évaluée en utilisant la méthode
AICI3, leur teneur est 0,0147/0,0125/0,247 et 0,31(mg EQ/g) dans les extraits d’éther di
¢éthylique, d'acétate d’éthyle, butanol et la phase aqueuse respectivement.

L’activité antibactérienne a ¢été déterminée sur trois souches : Staphylococcus aureus,
Streptocoque D et Escherichia coli. Selon la méthode de diffusion de disque

La sensibilité de ces bactéries est représenté selon 1’ordre suivant :

S. aureus>Streptocoque D> E. coli.

Mots clés : plante médicinal, Euphorbiaceaes, Flavonoides, activité antibactérienne.

Abstract

Medicinal plants may offer a natural and new source of antibacterial agents. Many families
growing in Algeria such as Euphorbia sp, this family is very widespread in the south of
Algeria. Have been used as medicinal plants in the treatment for skin diseases. In this context
the present work focuses essentially on the flavonoids contained in this plant, the objective is
evaluation of antibacterial activities. The flavonoids of Euphorbia sp were obtained by
maceration with three (3) solvents: ether di ethylique, ethyl acetate, n-butanol and phase
aqueuse.

The yields were: 6,67, 3,9%, 1,967, 1,77, respectively. The flavonoid content was determined
using a method AICI3, it was respectively: 0, 0147/ 0,0125/ 0,247/ 0,31(mg EQ/g) in ether di
ethylique , ethyl acetate, n-butanol and phase aqueuse. In addition the evaluation of the
antibacterial activity of extract of the endemic Euphorbia sp by the disc diffusion assay

Was performed against three bacteria « strains staphylococcus, Streptocoque D, E-coli.

The sensitivity order was illustrated by the corresponding inhibition zone diameter to be:

S. aureus>Streptocoque D> E. coli.

Key words: medicinal plant, Euphorbiacéae, flavonoids, antimicrobial activity.



