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INTRODUCTION

Depuis ’aube de I’humanité, les plantes permettent & ’homme non seulement de se nourrir, se
vétir, se loger, se chauffer, se parfumer ... mais aussi de maintenir son équilibre, soulager ses

souffrances, préserver et soigner les maladies qui nuisent a sa santé. (Ouis, 2015)

Le continent africain est doté d’une biodiversité parmi les plantes riches dans le monde, avec un
nombre trés élevé de plantes utilisées comme herbes, comme aliments naturels et pour des buts
thérapeutiques. De nombreuses substances naturelles différentes ont été identifiées et beaucoup
d’entre elles se sont utilisées dans la médecine traditionnelle pour la prophylaxie et le traitement des

maladies. (Zeghad, 2009)

Le recours aux pratiques traditionnelles & base de plantes médicinales est expliqué par plusieurs
raisons tels que le colt élevé des produits pharmaceutiques, les habitudes socioculturelles des
populations, la nécessité de disposer d’options thérapeutiques pour les agents pathogenes résistants
et I’existence des maladies pour lesquelles il n’y a pas de traitement efficace (Duke, 1993, Cox et
Balik, 1994).

L’usage fréquent de ces plantes et les résultats satisfaisants qui s’en suivent dans certains cas ont
conduit certains pays, principalement africains a mener des réflexions plus poussées pour la

revalorisation de la phytothérapie. (Mamadou Badiaga., 2011).

L’Algérie, de par sa situation géographique, offre une végétation riche et diverse. Un grand
nombre de plantes aromatiques y pousse spontanément. L’intérét porté a ces plantes n’a pas cessé
de croitre au cours de ces dernieres années (Fatima Kholkhal., 2014). A cet effet, nous nous
sommes intéressés a I’une des especes de la famille des juncacea. Celle-ci est utilisee comme source

d’extraits a fort pouvoir antibactérien.

Juncus L. constituent un genre largement répandu et présent dans de nombreuses parties des deux
hémisphéres (Weimarck, 1946 ; Tyler, 1969).

Ces especes poussent généralement dans les marais salés ou les sols mal drainés sous différentes
conditions climatiques. Il existe une grande diversité dans le genre Juncus, aussi bien en termes de
composition chimique que d’activités biologiques. Ces plantes ont souvent été utilisées en médecine
traditionnelle et ont également été étudiees auparavant pour leur activité anti tumorale, anti-
oxydante, antivirale, anti-algale, antimicrobienne, cytotoxique et anti-inflammatoire, anti-

eczématique et hépato protecteur (EI-Shamy et al., 2015).



INTRODUCTION

La premiére partie du manuscrit porte sur une synthése d’une recherche bibliographique.
Décrivant les notions essentielles a la compréhension de notre travail une étude quantitative des
composés phénoliques des différents extraits de la plante « Juncus maritimus » par estimation de
la teneur en poly phénols totaux et flavonoide, tanins condenses. Pour notre part, nous avons choisi
d’étudier en fixant comme principal objectif, I’extraction, la séparation et 1’identification des

métabolites secondaires avec une présentation des techniques d’extraction.

La seconde décrit la partie expérimentale, L’analyse de 1’extrait de la plante ainsi que I’activité
antibactérienne de ce dernier extrait sera également abordée, la troisiéme partie consiste en une
analyse des résultats obtenus et une discussion qui mettra 1’emphase sur leur signification par

rapport aux données de la littérature.

Enfin, le manuscrit se terminera par une conclusion générale qui permettra de tirer quelques

perspectives de prolongement a ce travail.
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CHAPITRE I REVUE BIBLIOGRAPHIQUE

I.1.DEFINITION DE LA PHYTOTHERAPIE :

Le mot phytothérapie provient de 2 mots grecs qui signifient essentiellement « soigner avec les
plantes » (Sebai et al, 2012).

La phytothérapie designe la médecine basée sur les extraits de plantes et les principes actifs
naturels (Sebai et al, 2012), est I’art d’utiliser les plantes pour soigner les maladies. Quand on parle
de plantes, il s’agit bien entendu des végétaux tels qu’on les trouve dans la nature mais aussi tels

qu’on peut les préparer.

.2. HUILES ESSENTIELLES:

Ces produits, appelés communément essence, sont les substances odorantes volatiles contenues
dans les végétaux. Leur volatilité les oppose aux huiles fixes qui sont des lipides. Ces huiles
essentielles sont mélanges de constituants plus ou moins nombreux, généralement liquides (Paris et
Moyse, 1976).

La définition d’une huile essentielle donnée par la pharmacopée francaise est aussi restrictive
puisqu’elle exclut aussi bien les produits obtenus par extraction a 1’aide de solvants que ceux
obtenus par tout autre procédé (Bruneton, 1993). Contrairement a ce que le terme pourrait laisser
penser, les huiles essentielles ne contiennent pas de corps gras comme les huiles végétales obtenues
avec des pressoirs (huile de tournesol, de mais, d'amande douce, etc.). Il s'agit de la sécrétion
naturelle élaborée par le végétal et contenue dans les cellules de la plante, soit dans les fleurs
(ylang-ylang, bergamotier, rosier), soit dans les sommités fleuries (tagéte, lavande), soit dans les
feuilles (citronnelle, eucalyptus), ou dans 1’écorce (cannelier), ou dans les racines (vétiver), ou dans
les fruits (vanillier), ou dans les graines (muscade) ou encore autre part dans la plante (Anton et
Lobstein, 2005).

Figure 1.1 : les huiles essentielles.

~4 o~



CHAPITRE I REVUE BIBLIOGRAPHIQUE

1.2.1. Propriétés pharmacologigues :

En phytothérapie, les huiles essentielles sont utilisées pour leurs propriétés antiseptiques contre les
maladies infectieuses d'origine bactérienne ou fongique, contre les dermatophytes, les moisissures
allergisantes ou les champignons opportunistes. Elles présentent également des propriétés

cytotoxiques, anti-inflammatoires et anticancéreuses (Zambonelli A,2004, Kamatou AM ,2010).

1.2.2.Localisation :

Les huiles essentielles sont élaborées par des glandes sécrétrices qui se trouvent sur presque toutes
les parties de la plante. Elles sont sécrétées au sein du cytoplasme de certaines cellules ou elles se
rassemblent sous formes de petites gouttelettes comme la plupart des substances lipophiles

(Gonzalez-Trujano et al., 2007).

I.3.DEFINITION DE LA PLANTE MEDICINALE:

Une plante médicinale est définie par la pharmacopée frangaise note 1 comme une « drogue
végétale au sens se la pharmacopée européenne dont au moins une partie possede des propriétés
médicamenteuses ». Une « drogue végétale » est une plante ou une partie de plante, utilisées en

1”état, soit le plus souvent sous la forme desséchée, soit a 1’état frais.

Une plante médicinale n'a pas de définition Iégale. C'est la jurisprudence qui décrete qu'une plante
est médicinale. Pour cela elle doit étre inscrite & la Pharmacopée et avoir un usage exclusivement
médicinal. C'est uniquement la partie de la plante inscrite a la Pharmacopée qui appartient au
monopole pharmaceutique. Elles sont présentées pour leurs propriétés préventives ou curatives a

I'égard des maladies humaines ou animales (Ghabrier, 2010).

1.4 LES AVANTAGES ET LES INCONVENIENTS DE SE SOIGNER PAR LES
PLANTES.

1.4.1. Avantages :

e [ ’accessibilité facile aux plantes pour se soigner surtout dans les régions ou les soins de santé
modernes sont inaccessibles, de ce fait les plantes représentent la seule source possible de
médicament pour plus de 80% de ’humanité ;

e La therapie par les plantes repose sur des remedes relativement peu couteux, disponibles
localement et facilement acceptés

e Les traitements sont plus naturels, moins toxiques et plus pres du public ;

~5~
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e La médecine par les plantes a perduré et s’est approfondie, elle a donc des millénaires de
références et de réussites spectaculaires rétrospectives. (Catier O, Roux D, 2007), (Roland J,
2002), (Hallé F, Lieutaghi P, 2008), (Selles C, 2012).

1.4.2. Inconvénients :

o] ’ignorance de la présence de certaines substances dans la plante parallélement a la substance
responsable de I’action désirée, peut étre a I’origine d’un effet néfaste ;

eCertaines plantes sont dangereuses, une forte posologie peut nuire a la santé, voire mortelle ;

eDes molécules sont biosynthétisées en continu, d’autres a un stade particulier du cycle
végetatif ; des molécules qui se trouvent particulierement dans une partie de la plante et non pas
dans une autre, ou méme une biosyntheése occasionnelle de certaines substances qu’elles soient
bénéfiques ou toxiques, suite a une agression ou un facteur externe : toutes ces variabilités peuvent
engendrer I’absence de la reproductibilité d’un effet souhaité ou 1’apparition d’une toxicité ;

eLa prise d’extraits de plantes en association avec les médicaments modernes ou avec d’autres
plantes, peut engendrer des interactions (diminuer 1’efficacité du traitement ex : le millepertuis et
les contraceptifs oraux, ou dépasser le seuil désiré ex : la pholcodine et les curares). (Hallé F,
Lieutaghi P, 2008).

1.5.PRESENTATION DE LA PLANTE:

1.5.1. La famille Juncaceae :

Juncaceae est une trés grande famille répartie dans le monde entier (EI-Shamy et al. 2015). Il
occupe une position assez unique parmi les angiospermes. La famille de juncaceae est composée
de huit genres sont juncus, luzula, oxychloe, distichia, patosia, Marsippospermum, Rostkovia,

prionuim (Balslev, 1996).

1.5.2.Présentation :

J. maritimus appartient a la famille des Juncaceae. Cette famille se compose de huit genres, dont
Juncus L. qui est de loin le plus important. Les especes de Juncus les plus connues: Juncus acutus
L., Juncus bufonus L., Juncus effusus L., Juncus inflexus L., Juncus fontanessi Gay in Lah., Juncus
littoralis C.A.May., Juncus punctoritus L.f., Juncus rigidus C. A. May., Juncus subulatus Forssk,

Juncus roemerianus L., Juncus inflexus L. et Juncus alpinus V. (Tackholm, 1974).
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1.5.3.L.°espéce Juncus maritimus :

J. maritimus une plante herbacée vivace, vigoureuse, glabre, atteignant 1 metre de hauteur (figure
l. 2). Les rhizomes sont tragants. Les tiges sont raides, nues, pleines, les stériles sont piquantes. Les
feuilles sont toutes radicales, peu nombreuses, égalant presque les tiges, dressées, cylindriques,
piquantes. Les fleurs sont de couleur vert péle, en panicules, fournies, 44 lache-décomposées, un
peu latérales, souvent dépassees par une bractée piquante. Le périanthe est a divisions toutes
lanceolées aigués. Les étamines sont au nombre de 6. Le fruit est une capsule petite, elliptique-
oblongue, mucronée, fauve, juste un peu plus longue que les pétales. Les graines sont appendiculées
et plus obtuses (Pottier-Alapetite, 1981).

Figure 1.2: plante juncus maritimus.

1.5.4.Distribution et écologie :

Les especes du genre Juncus sont présentes dans les terres humides du monde entier, mais sont
plus rares sous les tropiques que dans les régions tempeérées (Brink et al. 2012). Juncus maritimus
est bien distribué dans le monde. Il se rencontre en zone méditerranéenne et s’étend en Afrique et en
Europe. 1l se trouve aussi en Asie et en Ameérique. En Algérie, la plante est nommée Smar. Elle se
trouve en abondance dans les zones cétieres et dans les sebkhas (bassin occupant le fond d'une

dépression a forte salinité).
Classification :

Nom scientifique : Juncus maritimus.
Nom francais : Jonc maritime.

Nom vernaculaire : Smar.
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Tableau I. 1 : Systématique de la plante Juncus maritimus selon (Hagemeyer, 1996).

Regne Plantea
Embranchement Spermaphytes
Classe Monocotylédones
Ordre Juncales
Famille Juncaceae
Genre Juncus
Espéce Juncus maritimus L

1.5.5.Usage thérapeutique :

Cette plante est connue pour ses vertus médicinales surtout comme analgésique sous forme de
cataplasme et pour les problémes de la peau (Kherraze et al. 2014).

Les rhizomes de J. maritimus sont recommandés en cas d'insomnies (El-Shamy et al, 2012).
Juncus maritimus est aussi connu en médecine traditionnelle, notamment pour traiter le rhume
(Ouarghidi et al, 2013). Les graines de Juncus sont utilisées en oriental comme reméde contre la
diarrhée (Tackholm et Drar, 1950) et les fruits en décoction sont indiqués contre le diabéte
(Benkhnigue et al., 2014).

1.5.6.Données bibliographiques pharmacologiques et phytochimiques :

Il existe une grande diversité dans le genre Juncus, aussi bien en termes de composition chimique
que d’activités biologiques. Différentes activités biologiques ont été rapportées pour plusieurs
especes du genre Juncus : antioxydante, hépatoprotectrice, antitumorale, antivirale,
antimicrobienne, anti-algale et anti-inflammatoire (EI-Shamy et al., 2012).

De plus, une panoplie de composés ont été caractérisés dans le genre Juncus, notamment des
flavonoides, coumarines, terpenes, stilbénes, acides phénoliques, caroténoides et d’une maniere plus
fréquente, des phénanthrenes (monomériques et dimériques). Ces derniers sont les plus étudiés dans
le genre Juncus. (EI-Shamy et al, 2012).

Concernant J. maritimus, il n’y a qu’une seule étude phytochimique et biologique a notre
connaissance, ou il a ¢ét¢ démontré qu’elle posséde une activité antibactérienne probablement due a

des composés phénanthréniques (T6th et al, 2016).
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1.5.6.1. Les phénanthreénes :

Les phénanthrénes forment une classe de composeés aromatiques qui est assez rare dans la nature.
Ils sont formés par trois cycles benzéniques et rencontrés principalement dans environ 49 especes
de la famille des Orchidacées (Dendrobium, Bulbophyllum, Maxillaria...). lls existent aussi chez les
familles des Dioscoreacées, Bétulacées et Combretacées. Une grande majorité des phénanthrénes
ont été décrits chez les especes de Juncus. Les phénanthrénes sont le plus souvent dérives des
stilbénes, Il existe une assez grande diversité structurale au sein des phénanthrenes. Ces composés
peuvent étre classés en trois groupes principaux : monophénanthrenes, diphénanthrenes et

triphénanthrenes.

Figure I. 3 : structure de base des phénanthrénes

a-Phénanthrenes monomeériques :

C’est la forme naturelle la plus fréquente dans la nature avec plus de 200 composés connus. Une
centaine d’entre eux sont des dérivés phénanthréniques qui sont substitués par des groupes
hydroxyle et/ou méthoxyle Les phénanthrénes substitués par un seul substituant sont rares, on en
trouve chez les orchidées (Kovacs et al., 2008). D’autres types de substitution sont rencontres chez
les phénanthrénes monomeériques, notamment par des groupes méthyle, carboxyle, formyle et

vinyle. Des hétérosides existent aussi mais sont relativement rares.

b-Phénanthrénes dimérigues et trimériques :

IIs sont nettement moins fréquents, avec une quarantaine de composeés identifiés actuellement. Il

s’agit d’une association de deux monomeéres de phénanthrénes et de leurs derives 9,10-
dihydrophénanthrénes(figure 1.4). Ces composés sont souvent substitués par des groupes hydroxyle

et methoxyle.
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Figure 1. 4 : structure de base des phénanthrenes dimériques.

Finalement, il existe un seul triphénanthrene qui a été isolé a partir d’une orchidée,
C.appendiculata (Xue et al, 2006).

Les métabolites sont les molécules issues du métabolisme des végétaux (ou d, animaux). On

distingue deux classes de métabolites : métabolites primaires et métabolites secondaires.

1.6. METABOLITES PRIMAIRES :

Sont caractérisés par leur caracteére nécessaire et vital a la survie de la cellule ou de I’organisme.
Ces métabolites tels que les acides hydrates de carbone, les lipides, les protéines et les acides
nucléiques sont tous essentiels pour la croissance et la survie de la plante et représentent environ 90
% de la matiére biologique rencontrée au niveau de la plante. Ainsi, ils sont exigés pour la

croissance des plantes (Kintzios et Barberaki, 2004).
I.7.METABOLITES SECONDAIRES:

Les métabolites secondaires sont produits en tres faibles quantités. Il existe plus de 200 000
métabolites secondaires classés selon leur appartenance chimique en I’occurrence, les terpenes, les
alcaloides, les composés acétyléniques, les cires, et les composés phénoliques (Vermerris, 2006).
On distingue trois classes principales : 1- Les composés phénoliques 2- Les isoprénoides (Stéroides
et Terpénoides) 3- Les composeés azotés dérives des acides aminés (Alcaloides).

D’apres leur biosynthese, les métabolites secondaires peuvent étre divises en trois classes: Poly
phénols; terpénoides; stéroides et alcaloides (HENNEBELLE et al, 2004).

1.7.1.Définition des composés phénoligues :

Dans la littérature il existe deux propositions pour définir les polyphénols. La premiere les

définis comme étant une structure moléculaire qui porte plusieurs groupement phénoliques tandis

~10 ~
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que la deuxiéme indique la présence d’un groupement phénol polyhydroxylé (Figure 1.5). Ces

polyphénols sont des métabolites secondaires synthétiseés par les végétaux pour se défendre contre

les agressions environnementales (Buchanan et al., 2000). Il s’agit des dérivés non azotés connus

par une grande variété structurale dont environ 8000 composés ont été identifiés (Lobstein, 2010).
Les différentes classes de ces composés phénoliques, et les plantes qui les renferment sont

représentées dans le tableau 2.

Tableau 1. 2: Principales classes de composés phénoliques (Reynand, 2007).

Squelette carboné Classe Exemple Origine (exemple)
C6 Phénols simples catéchol Nombreuses
especes
C6-C1 Acides P- Epices, fraises
hydroxybenzoiques | hydroxybenzoiques
C6-C3 Acides Acides caféique Pomme de terre,
hydroxycinnamique Scopolétines pomme, citrus
coumarines
C6-C4 Naphtoquinones juglone Noix
C6-C2-C6 Stilbénes Résvératrol Vigne
C6-C3-C6 Flavonoides, Quercitine, Fruits, légumes,
isoflavonoides cyanidine, fleurs soja, pois
daidzéine
(C6-C3)2 Lignanes Pinorésinole Pin
(C6-C3) n Lignines Bois, fruits a
noyaux
(C6-C3-C6) n Tannins condensés Raisins, kaki
OH
OH

Figure L.5: Structure d’unité de base des polyphénols.
~11 ~
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1.7.2. Classification des polyphénols :

Plus de 8000 structures phénoliques sont actuellement connues, allant de molécules phénoliques
simples de bas poids moléculaire tels les acides phénoliques a des composes hautement polymérisés
comme les tannins. Ils peuvent étre conjugués avec un ou plusieurs résidu(s) sucré(s) lié(s) ou ils
peuvent également étre liés avec d’autres composés chimiques, tels que des acides carboxyliques,
des amines ou des lipides ou avec d’autres phénols existent également (Martin et

Andriantsitohaina, 2002).

1.7.2.1. Phénols simples :

Les phénols simples sont des dérivés en C6 du noyau benzénique, rares a 1’état naturel et issus de
la décarboxylation de 1’acide shikimique. On trouve parmi les phénols simples 1’hydroquinol, le

pyrocatéchol et le phloroglucinol (Chira et al, 2008).

0. OH 0. .
"j“\‘k‘c j\\% A OH
| G O™

H

" o CH3 ~" "OH o
[ o [ HO 7
OH OCH;
Tyrosol
Acide vanillique Isovanilline

Figure 1. 6 : phénols simples.

1.7.2.2. ACIDES PHENOL IQUES :

Ce sont des composeés phénoliques possédant une fonction acide en plus de la fonction phénol. Ils
sont représentés par deux sous classes, les dérives de I’acide hydroxy-benzoique et ’acide hydroxy-

cinnamique (Bruneton, 2008).

1.7.2.2.1. LES ACIDES HYDROXY-BENZOIQUES :

Les acides benzoiques incluent I’acide gallique, 1’acide protocatéchique, vallique et I’acide

syringique qui ont en commun le cycle C6-C1 (Balasundram et al, 2005).

~12 ~
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Cette catégorie est abondante dans les vegétaux et les aliments notamment les épices, les fraises et

les oignons (Manach et al, 2005).

0 0
0
o HO
OH OH
OH OH
HO HO
OH o OH

Acide benzoiique Acide salicylique Acide protocatéchique Acide gallique

Figure 1.7: hydroxylation d’acide benzoique.

1.7.2.2.2. LES ACIDES HYDROXY-CINNAMIQUES :

Ces composes ont une distribution trés large, rarement libre, ils sont souvent estérifiés et peuvent

également étre amidifiés ou combinés avec des sucres ou des polyols. (Skerget et al, 2005).

HO
OH OH N OH

HO HO

Acide cinnamique Acide p-coumarique Acide caféique

Figure 1.8 : hydroxylation d’acide cinnamique.

1.7.2.3. Les flavonoides :

Sont les composés les plus abondants parmi tous les composés phénoliques. Ce sont des pigments
quasiment universels des végétaux. Ils interviennent aussi dans les processus de défense contre le
rayonnement UV, les herbivores et les attaques microbiennes (Bruneton, 2015). Le terme
flavonoide regroupe une trés large gamme de composés naturels polyphénoliques. On dénombre
prés de 6500 flavonoides répartis en 12 classes (Stockigt et al, 2002) et leur nombre ne cesse

d’accroitre. Par définition, les flavonoides sont des composés qui ont en commun la structure en

~13 ~
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C6-C3-C6 du diphénylpropane (Figure 1.9), les trois carbones servant de jonction entre les deux

noyaux benzéniques notés A et B forment généralement un hétérocycle oxygéné C (De Rijke et al,

2006).

Figure 1.9: Structure de base des flavonoides.

Tous les flavonoides ont une origine biosynthétiqgue commune et de ce fait possédent le méme

élément structural de base. Ils peuvent étre regroupés en différentes classes selon le degré

d’oxydation du noyau pyranique central, le noyau B reli¢ a I’hétérocycle C dans les positions 2,

3(figure 1.10). Dans la position 2 : le flavonoide est appelé Flavane. Si la position 4 de la flavane

porte un groupement carbonyle la flavane est appelé Flavanone. Si la liaison C2-C3 dans le

squelette de la flavanone est insaturée le composé est nommé Flavone. Si le squelette est substitué

en position 3 par un groupement hydroxyle il est désigné par le nom de Flavonol. Dans la position 3

. le flavonoide est désigné par le terme Isoflavane (Bouakaz, 2006).

Ex de flavone Ex. de flavanone

Ex de flavonol

Figure 1.10 : Exemples de flavonoides.

~ 14 ~
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1.7.2.4. Les tanins :

Les tanins sont des polyphénols que I'on trouve dans de nombreux végetaux tels que les écorces
darbre et les fruits (raisins, dattes, café, cacao...). Leur structure complexe est formée d'unités
répétitives monomériques qui varient par leurs centres asymétriques et leur degré d’oxydation
(Hemingway, 1992). lls ont la capacité de former des complexes avec des macromolécules (les
protéines ...) et des liaisons entre les fibres de collagenes (Paolini et al, 2003).

Leur structure chimique est particulierement variable, mais comporte toujours une partie
polyphénolique. Il existe deux catégories de tanins, d'origine biosynthétiques différentes : les tanins

hydrolysables et les tanins condensés (Paolini et al, 2003).

1.7.2.4.1. Classification des tanins :

On distingue habituellement, chez les veégétaux supérieurs, deux groupes bases sur des différences
structurales : les tanins hydrolysables et les tanins non hydrolysables (tanins condensés) (Fiorucci,
2006).

1.7.2.4.1.1. Les tanins hydrolysables :

Définis comme des oligo- ou des polyesters entre un sucre (généralement le glucose) et un
nombre variable de molécules d’un acide-phénol, (I’acide gallique dans le cas des tanins dits
galliques et ’acide hexahydroxydiphénique et ses dérivés d’oxydation dans le cas des tanins dits

ellagiques).

Figure 1.11: Tanins Hydrolysables.

~15 ~
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1.7.2.4.1.2. Les tanins condenseés :

Non hydrolysables, constitués d’unités flavan-3-ol (ces tanins dont les premiers termes

correspondent aux oligomeéres proanthocyanidoliques se forment a partir d'unités de type flavan-

3,4-diol tres réactives).

Figure 1.12 :Tanin Condensé.

1.7.2.5. Les coumarines :

Les coumarines sont des substances naturelles connues, Il s’agit de composés a neuf atomes de
carbone possédant le noyau benzo pyrannone-2 (figure 1.13). Certaines familles d’ Angiospermes
élaborent des structures trés variées : Fabaceae, Asteraceae et surtout Apiaceae et Rutaceae chez

lesquelles sont rencontrées les plus complexes (Bruneton., 1993).

e 4
R, RT | {‘l’lf}
T

Rg

Figure 13 : structure de base de coumarine (Igor., 2002).

1.7.3Activités biologiques des polyphénols Chez les plantes :

Les polyphénols ont un rdle dans le contrdle de la croissance et le développement des plantes en
interagissant avec les diverses hormones végétales de croissance, ils protégent la plante contre les

radiations UV et participent a deux principaux processus : la photosynthese et la respiration.

~16 ~
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Les pigments non azotes sont impliqués dans le processus de pollinisation : ils attirent I’attention
des insectes pollinisateurs, ou servent au contraire pour éloigner les prédateurs (Merghem, 2009 ;
Bouguendoura, 2011 ; Khelfallah, 2013).

1.7.4. Localisation des composés phénoliques :

Une bonne connaissance de la localisation des composés phénoliques dans les différents tissus et
organes végétaux est souvent essentielle pour orienter leur utilisation. A 1’échelle cellulaire, la
localisation de ces composés est trés caractéristique. Ils s’accumulent principalement, mais toujours
a tres faible concentration, dans trois sites : au niveau de la paroi cellulaire, du noyau et de la
membrane plasmique. A 1’échelle tissulaire, on observe également des répartitions tres inégales des
différents composés phénoliques. Ainsi les anthocyanes et le pigment de type flavonols sont
généralement présents dans les couches cellulaires externes des organes végétaux en particulier les

épidermes de fruits et des feuilles (Sarni et Cheynier, 2006).

1.7.5. Les Alcaloides :

Le terme alcaloide a été introduit par [Meisner, 1818], il est utilisé pour désigner des substances
naturelles réagissant comme des bases, comme des alcalis (de 1’arabe El kaly, la soude et du grec
eidos, I’aspect). Ce sont des composés organiques naturels, le plus souvent d’origine végétale,
contenant des substances azotées, basiques, leur atome d’azote est inclus dans un systeme

hétérocycliqgue (BRUNETON, 1999).

En réalité plusieurs alcaloides ne sont pas ni alcalines, ni pharmacologiquement actifs pour les
mammiféres. Les alcaloides sont connus depuis des milliers d’années (BUCHANAN et al, 2000),
ils sont utilisés comme:

* Drogues : (morphine et codéine sont contenues dans le latex du pavot (opium)).
* Poisons : (La cigué contient coniine).

» Médical : L atropine est utilisée par ex : pour dilater les pupilles.

1.7.5.1. Classifications des Alcaloides :

Les alcaloides sont généralement classés en trois groupes :

~17 ~
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1.7.5.1.1. Alcaloides vrais :

Sont des substances d’origine naturelle, de distribution restreinte, de structure souvent complexe,
azotée (atome d’azote inclus dans un hétérocycle) et de caractére basique. Ils existent dans la plante
sous forme de sels, ont pour origine biosynthétique un acide aminé et sont dotées d’une activité

pharmacologique significative (Bruneton, 2009).

1.7.5.1.2. Proto-alcaloides :

Sont des alcaloides qui ne posseédent pas un atome d’azote intra cyclique, ils ont une structure

simple (Guignard, 2000).

1.7.5.1.3. Pseudo- Alcaloides :

Présentent le plus souvent toutes les caractéristiques des alcaloides vrais, mais ne sont pas des
dérivés des acides aminés .Il s’agit dans la majorité des cas, d’alcaloides terpéniques (Bruneton,

1999).

1.7.5.2. Réle des alcaloides dans la plante :

Au niveau de la plante, les alcaloides jouent un role essentiel dans la protection du végétale contre
les animaux comme agents phytophages; ils ont également la plus importante des réles produit
d’excrétion du métabolisme azoté, Substance de réserve, Régulateurs de croissance. (Bruntone
1999). La nicotine ne permet pas la croissance des larves du tabac. (Harborne et al., 1995). Les
acaloides tout d’abord, ont des effets bénéfiques sur la plante synthétisante dont ils régulent la
croissance et le métabolisme interne végétaux, ils désintoxiquent et transforment les substances
nocives au végetal, ils protégent la plante contre les rayons UV, comme ils ont des effets contre les
herbivores (Mauro, 2006).

1.7.6. Les terpénes :

Les terpenes regroupent structurellement et fonctionnellement différentes classes. Leur
classification est basée sur le nombre de répétition de I'unité de base isopréne (Scarbones) Les
principaux terpenes sont des mono terpenes (C10) et sesquiterpénes (C15), mais des hémi terpénes
(C5), di terpenes (C20), tri terpenes (C30) et tétra terpenes (C40) existent egalement. Une
combinaison oxygeéne terpéne est appelée un terpénoides (Bakkalia et al. 2008).
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=

Figure 1.14: Terpéne.

1.7.6.1. Classification :

Selon la structure des composés terpéniques, on peut les classer en :
-terpénes acycliques
-terpénes monocycliques

-terpenes bicycliques
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CHy
CH,OH CHO
Terpénes T
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H,C CH,
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1.7.6.2. Utilisation :

Les terpenes sont les constituants majeurs de I'huile essentielle. Cependant si I'on peut connaitre
les effets de monoterpenes ou de sesquiterpénes isolés, il est difficile de savoir les effets
synergiques des huiles des terpénes qui sont composés par des essences et de mélanges complexes
et variées. Beaucoup de drogues doivent leurs propriétés aromatiques aux composes terpéniques des

€Sssences.

Les terpénes non cycliques sont en grande partie responsable de I'odeur suave des plantes et des
fleurs et dont quelques-unes sont employeées en parfumerie.

Ces substances possédent aussi des propriétés pharmacodynamiques tres variées, en relation avec

les différentes fonctions liées au squelette terpénique. (Ahmed, A.1990)

1.8. PROCEDE D’EXTRACTION:

Les huiles essentielles sont généralement plus complexes comprenant les substances volatiles
trouvées dans les plantes et plus ou moins modifiées au cours du processus de préparation (Lahlou,
2004), et sont obtenues par différents procédés, qui fournissent les extraits naturels les mieux

adaptés a la consommation (Angone et al., 2015).

1.8.1. Extraction par hvdrodistillation a ’eau :

L’hydrodistillation implique I’immersion de la matiere premiere dans un bain d’eau.
L’ensemble est porté a ébullition, elle est généralement conduite a la pression atmosphérique.
La distillation peut étre réalisée avec ou sans la consistance de I'eau aromatique obtenue lors

de la décantation (Lagunez, 2006).
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Rengerant (ou condenseur)
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Chauffe-ballon -/ /4 Muile essenticlle

/ + Eau A R
Support élévateur & et o

Extraction Des deux phases

Figure 1.16 : Schéma des étapes de ’hydrodistillation (Lagunez, 2006).

1.8.2. Extraction par distillation et entrainement a la vapeur d’eau :

Ce processus est fait en distillation. Le matériel végétal est soutenu par une grille ou une plaque
perforée placée a une distance appropriée du fond de la dormance remplie d’eau. Sous l'influence
de la chaleur, La vapeur revient a I'état liquide par condensation. Le produit de la distillation est
divisé en deux phases distinctes: I'huile et I'eau condensée, et les parties insolubles de I'eau sont
séparées par coulée pour donner les huiles essentielles (Benjilali, 2004 ; Garnero ,1991 ; Belaiche,

1979).

Eau froide

Eau florale +
huile essentelle
Essencer

Figure 1.17: montage d'extraction par entrainement a la vapeur d'eau.
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1.8.3. Extraction par les solvants organigues :

Cette méthode est utilisée pour les organes végétaux présentant une concentration en essence
relativement faible ou pour les essences que 1’on ne peut extraire par distillation. Etant de nature
huileuse, les essences sont solubles dans les solvants organiques. Un épuisement des plantes est
effectué a I’aide d’un solvant volatil dont 1’évaporation laisse un résidu cireux, trés coloré et tres
aromatique appelé «concréte». Le traitement de cette concréte par 1’alcool absolu conduit a
«I’absolue» (Belaiche P., 1979, Duraffourd C., 1990). On utilise comme solvant organique volatil
I’hexane, qui est le plus utilisé actuellement; le benzéne trés utilisé dans le passé mais interdit pour
des raisons de toxicité ; le propane ; le toluéne, etc... (Peron L., Richard H., 1992, Stagliano M.,
1992). L’extraction s’effectue en plusicurs étapes, on lave la matiére avec le solvant deux a trois
fois. 1l semble que la presque totalité des produits odorants passe en solution deés la premiére
extraction. Mais, étant donné que la matiere traitée retient une forte proportion de la solution, il est
nécessaire de pratiquer des dilutions successives avec de nouvelles charges de solvant (lavages). La
matiére épuisee retient une proportion importante de solvant. 1l faut donc concentrer la solution en
évaporant le solvant qui est recyclé pour d'autres lavages. La récupération du solvant atteint
couramment 94 a 96 % de la quantité retenue (Georges Sens-Olive., 1979). De ce fait une
proportion résiduelle de solvants reste dans les concrétes d’ou un risque de toxicité non négligeable

(Bruneton J., 1999). Pour cette raison, cette technique est limitée a 1’industrie des parfums.
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11.1. LADECOUVERTE DU MONDE BACTERIEN:

Anton VAN LEEUWENHOEK (1632-1723), drapier Hollandais et grand amateur de loupes
et instruments d'optique, découvre et décrit entre 1674 et 1687 le monde microbien (« les
animalcules »). Mais celui-ci n'est véritablement reconnu qu'a partir du milieu du XIXe siécle a la

suite des travaux de Louis PASTEUR et de ses éleves.

En 1866, HAECKEL crée le terme de protistes pour désigner, entre le monde animal et le monde
végétal, les étres unicellulaires et les étres pluricellulaires sans tissus différenciés. Les

protistes sont classés en deux catégories :

» Les protistes supérieurs ou eucaryotes qui possédent un noyau entouré d’une membrane,
des chromosomes, un appareil de mitose et une structure cellulaire complexe (mitochondries

notamment).

* Les protistes inférieurs ou procaryotes qui ont un chromosome unique sans membrane nucléaire
et sans appareil de mitose, et une structure cellulaire €lémentaire (pas de

mitochondries). Les bactéries font partie des protistes procaryotes.

En 1878, SEDILLOT crée le terme de microbes parmi lesquels on distinguera ensuite les
bactéries proprement dites et les virus. Le terme virus, qui au début désignait tout agent
infectieux, est maintenant réservé a la catégorie bien particuliere de microbes qui ne
possedent qu'un seul type d'acide nucléique et qui sont incapables d'assurer a eux-seuls la synthése

de leurs propres constituants. (Bactériologie, 2002-2003)

11.2. MORPHOLOGIE ET STRUCTURE FINE DES BACTERIES :

11.2.1. Morphologie des bactéries :

Les bactéries sont des micro-organismes unicellulaires, de petite taille (1pu de diamétre)

Ce sont des cellules procaryotes, c'est a dire des cellules qui ne possedent qu'un seul chromosome
et qui sont dépourvues de membrane nucléaire.

La bacterie est également dépourvue d'appareil mitotique, n'a pas de mitochondrie, pas de

réticulum endoplasmique et pas d'appareil de golgi.
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Par contre la plupart des bactéries possede un constituant qui leur est spécifique : le
peptidoglycane (Rougier., 2010).

Les formes bactériennes sont extrémement diverses. Trois formes sont principales. La forme
sphérique ou coccoide, la forme cylindrique ou en batonnet et la forme spiralée ou hélicoidale
(Prescott, 2003).

Figure 11.1 : Exemples de morphologies bactériennes (Hart et Shears, 1997)

11.2.2. Structure bactérienne :

De fagon générale, une bactérie se compose de :

e Cytoplasme : le cytoplasme des bactéries contient de nombreux ribosomes et un
chromosome fait d’ADN a double brin, en général unique, circulaire.

* Membrane Cytoplasmique : elle contrdle les échanges de la cellule avec I’extérieur et
contient le systeme de transport des électrons.

* Paroi : c’est une structure rigide, responsable de la forme des bactéries, et leur permettant de
résister a la lyse osmotique. Elle est présente chez toutes les bactéries, a 1’exception des
mycoplasmes. Sa structure varie selon les bactéries et conditionne leur aspect aprés la coloration de
Gram. Au cours de cette coloration, les bactéries sont traitées dans un premier temps par du
violet de gentiane (et du lugol), puis de I’alcool et enfin de la fuchsine. Les bactéries dont
la paroi résiste a I’alcool restent colorées par le violet de gentiane et sont dites a Gram positif.
Les bactéries dont la paroi est perméable a 1’alcool perdent leur coloration par le violet de gentiane

et sont colorées en rouge par la fuchsine, ce sont les bactéries a Gram négatif.
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Structure bactérie a Gram positif (& gauche) / @ Gram néqatif (a droite).
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Figure 11.2 : structure d’une bactérie a paroi négatif et positif.

e Capsule : certaines bactéries possédent une capsule recouvrent la paroi. C’est une structure,
souvent épaisse, entourant la bactérie.

» Appendices : certaines bactéries peuvent se déplacer dans un milieu liquide grace a des
flagelles de nature protéique. Certaines bactéries possedent également des pili. Ce sont des
éléments rigides plus courts que les flagelles, de nature protéique. lls peuvent intervenir dans les

interactions avec d’autres bactéries ou avec des cellules eucaryotes.

» Spores : certaines bactéries a Gram positif, en particulier des bactéries du sol, sont
capables de se différencier en spores lorsqu’elles se trouvent dans des conditions
défavorables. Les spores résistent a la dessiccation et a la chaleur. Elles peuvent persister tres
longtemps dans D’environnement. Leur résistance a la chaleur explique les températures
qu’il faut atteindre au cours des procédures de stérilisation (120°C en chaleur humide). Dans

des conditions favorables les spores redonnent naissance a des formes végétatives.
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De facon générale, la cellule animale par sa petite taille, par la présence d’une paroi rigide
contenant un polymeére particulier, le peptidoglycane, par le caractere haploide de son
génome, par 1’absence de mitochondries. La coloration de Gram permet de séparer les bactéries
en deux catégories dont la paroi est de structure différente. Certaines espéces bactériennes

peuvent posséder une capsule, des flagelles, des pili.

Enfin certaines especes peuvent de différencier en spores. (HOLT S., LEADBETTER
E., 1999)

Figure I1. 3 : Structure d’une cellule bactérienne (Hart et Shears, 1997).

11.3. FACTEURS INFLUANCANTS L’ACTIVITE ANTIBACTERIENNE :

11.3.3.1. L’antibiotique :
Il doit étre stable et conserver son activité au cours du test. A une température de 37 °C,

habituellement la plus favorable & la croissance microbienne, certaines antibiotiques perdent
leur activité : ainsi la chlorotétracycline est détruite a 80% en 24 heures a pH=7 a 37°C.

Le pouvoir de diffusion doit étre pris en considération lors des tests dans les milieux solides.

11.3.3.2. Le milieu :

Il doit avoir une composition rigoureusement définie, permettant des résultats fiables. Les milieux
contenant du sang ou du sérum stimulent assez fortement la croissance bactérienne, ils
peuvent aussi inhiber 1’activité antibiotique. Le glucose augmente 1’activité de la pénicilline et
diminue celle de la streptomycine.

Le pH est 1'un des facteurs les plus influents, car chaque antibiotique a une activit¢é maximale
dans un pH optimal. Mais généralement on choisi le pH neutre car il est proche de celui de

I’organisme ou le résultat Sera appliqué.
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11 3.3.3. La bactérie :

On a toujours recours a des souches pures pour calculer 1’activité antimicrobienne. Le nombre de
bactéries mises en contact d’antibiotique devrait toujours étre le méme. En milieu solide les
zones d’inhibition sont inversement proportionnelles a I’abondance de I’inoculum. Le temps
d’incubation des cultures ne doit pas étre prolongé car 1’antibiotique, en perdant son activité
favorise la multiplication des cellules moins sensibles. Pour mesurer 1’activité des antibiotiques

plusieurs méthodes sont utilisees (Meyer et al, 2004).

La morphologie bactérienne constitue toujours une étape essentielle qu’elle soit recherchée en
directement sur produit pathologique ou sur culture Elle détermine la forme des bactéries, dont 02
types principaux de morphologie :

— Sphérique = cocci (diplocoques, chainettes, amas)
— En batonnets = bacilles (courts ou longs, réguliers ou non, fusiformes, incurveés) Parmi les
composants obligatoires de la bactérie on a la Paroi bactérienne En fonction de la technique de

coloration de Gram, on distingue les bactéries Gram (+) et Gram (-). (Ramdani hakim, 2016)

11.4.DEUX TYPES DE BACTERIES:

11 .4.1.Les bactéries a paroi Gram négatif :

Ce type de paroi est de 20 a 30 nm d’épaisseur, composée de couches distinctes. On décrit la
couche directement extérieur a la membrane cytoplasmique comme un « gel périplasmique » de
peptidoglycane (en plusieurs couches), épais d’environ 15 nm (1 a 10%) du poids sec de la cellule,
et une couche externe de la paroi, dite membrane externe qui est une bicouche lipidique contenant
des protéines. Cependant, alors que la couche lipidique interne est faite de phospholipides, la
couche lipidique externe, quant a elle se compose de macromolécules appelées lipopolysaccharides
(LPS) (Singleton., 2005).

11.4.2.1 es bactéries a paroi Gram positif :

Il'y a de nombreuses couches de peptidoglycane qui représentent jusqu'a 90 % des constituants de
la paroi bactérienne. Celle-ci contient aussi un feutrage (10 a 50 % du poids sec de la paroi) d'acides
teichoiques (polymeéres du glycérol ou du ribitol phosphate) associés étroitement au peptidoglycane
et faisant parfois saillie a la surface de la bactérie. Certains, les acides lipoteichoiques, sont placés
transversalement. Et s'enfoncent jusqu'a la membrane cytoplasmique. En géneral il n'y a pas ou peu
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de protéines dans la paroi des bactéries a Gram positif. Parmi les exceptions, notons la protéine A

de Staphylococcus aureus. (Bacteriologie, 2002 — 2003)

Tableau I1.1 : Comparaison de la paroi Gram positif et Gram négatif.

Paroi gram+ Paroi gram -

Epaisseur 20280 nm 10415 nm
Aspect en microscopie Une couche épaisse Deux couches séparées
électronique par un espace clair
Membrane externe - +

Espace périplasmique - +

Muréine Epais Mince
Acides téichoiques +++

Osamines ++ +

Acides aminés :

-Nombre -4a10 AA différents -16 a 17 AA différents
-Pourcentage -24 235 % -50%

Lipides 1a25% 10222 %

11.5.BACTERIES UTILISES DANS LES TESTS ANTIBACTERIENS :

Plusieurs souches bactériennes sont utilisées pour les tests antibactériens :

11.5.1.Escherichia coli :

E. coli est un bacille a Gram négatif qui appartient a la famille des Enterobacteriaceae. E. coli
c’est une espece bactérienne aérobie commensale la plus fréquente du microbiome digestif. Elle est
également un pathogéne majeur chez I'nomme, responsable de la pathologie intestinale : gastro-
entérite et toxi-infection alimentaire, mais aussi de pathologies extra- intestinales : infections
urinaires, syndromes hémolytiques et urémiques, bactériémies et méningites néonatales (R. Basmaci
and R. Cohen, 2018). Elle s’établit dans le tube digestif de I’homme et des animaux a sang chaud.
C'est I'une des bactéries de référence, généralement peu pathogeéne et d'une opération peu
complexe. Dans des conditions favorables pour la croissance, la décélération observée in vivo
s’explique par une période de latence plus longue liée au milieu nutritif. Généralement elle est sous

forme de batonnets de longueur de 2-4 pm.
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Figure 11.4:escherichia coli observés au microscope électronique (Gx10000) (Goubau et
Pellegrims,2000).

11.5.2.Staphylococcus xylosus :

Staphylococcus Xxylosus est une bactérie Gram positive, anaérobies facultatives, coagulase-
négative a faible pourcentage en bases G et C. Elle appartient au groupe des staphylocoques a
coagulase négatives. C’est une bactérie commensale de la peau (Planchon et al., 2006). Cette
bactérie est utilisee comme ferment pour la fabrication des produits carnés (saucisson) et laitiers
(fromage). Elle joue un role important dans le processus de fermentation en participant aux

caractéristiques sensorielles des produits (Planchon et al, 2006).

Figure 11.5 : staphylococcus xylosus.
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11.5.3.Pseudomonas aeruginosa :

P. aeruginosa est une bactérie opportuniste, Gram négati( mobile grace a un flagelle polaire, et se
développant généralement dans des conditions d'aérobie stricte. Ce batonnet mesure 0,5 a 1 mm par
1,5 a4 mm de long et ne forme pas de spores. C'est une bactérie présentant une réaction positive au
test de cytochrome-oxydase ainsi qu'a la catalase. Sur un milieu minimal, les colonies de P.
aeruginosa sont opaques, planes, légérement crémeuses et possedent un aspect nacré a reflet
métallique. La pigmentation ainsi que I'odeur caractéristique du raisin originant de la production
d'aminoacétophénone demeurent des caractéristiques intéressantes pour le diagnostic. Grace a sa
capacité d'adaptation a différentes conditions physiques et a ses exigences nutritionnelles
minimales, P. aeruginosa peut croitre dans plusieurs environnements. Tl s'agit de la bactérie qui
sécrete le plus grand nombre de pigments et d'exoproduits dans le milieu ou elle se développe.
(Handcock et al, 1979; Handcock, 1984; Handcock, 1985).

Figure 11.6: Pseudomonas aeruginosa.

11.5.4.Staphylococcus aureus :

S. aureus est une cocci a Gram positif, c’est une bactérie pyogene et toxinogene, responsable de
nombreuses infections communautaires et nosocomiales qui représente donc un probléme de santé
publique important. Elle provoque de nombreuses infections dues a la multiplication de la bactérie
et des infections toxiniques liées a la diffusion de toxines spécifiques. Typiquement elle se présente

sous forme de coques sphériques de diamétre 1 um, et se trouve généralement dans les fosses
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nasales et sur la peau de personnes en bonne santé. Si elle pénetre dans le corps, elle peut causer des
infections cutanées légeres, telles que des furoncles ou des anthrax, ou des infections plus graves,

comme des pneumonies ou des bactériémies (Mungkalasiri, 2009).

Figure I11.7: Aspect morphologique de la souche de staphylococcus aureus observée au microscope
électronique (Leyral et Vierling, 2007).

11.5.5.Bacillus subtilis :

Les Bacilles forment un genre de bactéries a Gram positif, appartenant a la famille des bacillacées
(Bacillaceae), qui sont des béatonnets (souvent 0.5-1.5 x 2—6 um de diamétre). Habituellement
mobiles, aérobies ou anaérobies facultatifs, selon les especes, avec un métabolisme respiratoire ou
facultativement fermentatif. Ces bactéries sont capables de produire des endospores leur permettant
de resister a des conditions environnementales défavorables. Celles-ci donneront naissance a de
nouvelles bactéries en cas de conditions favorables. Elles sont fréqguemment retrouvées dans le sol
ou certaines especes ont un réle dans le cycle du carbone et de lI'azote. On peut trouver des Bacillus
dans des denrées alimentaires. Certaines especes peuvent étre pathogeénes pour ’Homme et d’autres

animaux (y compris des insectes) (Paul singleton, 1999).
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Figure 11.8: bacillus subtilis .

11.5.6.Klebsiella pneumoniae :

Le genre Klebsiella (klebsielles) comporte cing especes dont I'espéce-type est Klebsiella
pneumoniae (Famille des Enterobacteriaceae), qui est la plus fréquente des bactéries a Gram
négatif. Non mobiles, cette bactérie se trouve notamment dans le sol, dans les eaux, et comme
parasites, parfois pathogénes chez I’Homme et chez d’autres animaux. Elle est impliquée dans les
cas de pneumonies nosocomiales (dont le taux de mortalité atteint souvent environ 50%) et qui

cause jusqu'a 5% des infections urinaires nosocomiales. (Victoria Cano et al, 2009 ; Paul

singleton, 1999).

Figure 11.9: klebsiella pneumoniae.
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11.6.HISTORIQUE DE LA DECOUVERTE DES ANTIBIOTIQUES :

Le 3 septembre 1928, le docteur Alexander Fleming de retour de vacances s’apergut que certaines
de ses cultures bactériennes dans des boites de Pétri avaient été contaminées par des colonies de
moisissure d’un blanc verdatre. Il s’agissait de souches d’un champignon microscopique, le
Penicillium notatum. Fleming s’apercut qu’autour des colonies de moisissure, le staphylocoque
qu’il cultivait ne s’était pas développé. 11 émit 1’hypothése qu’une substance secrétée par le
champignon était responsable de ce phénomene et lui donna le nom de pénicilline. Il venait de
découvrir le premier des antibiotiques. L’industrie pharmaceutique s’en est emparée des les années
1930-1940 et avec succes, plus d’une centaine de molécules antibiotiques ont ainsi été
commercialisées. Sauf que, les bactéries ne se sont pas laissées faire : elles ont su développer des
mécanismes de résistance et ¢’était la fin du remede miracle. (Gralon)

11.6.1.Antibiotique :

Un antibiotique est une substance antibactérienne naturelle ou synthétique d’origine microbienne
ou synthétisée chimiquement, capable d’inhiber spécifiquement la croissance d’autres micro-
organismes par un mécanisme particulier jouant sur les mécanismes vitaux du germe, (Gogny et al,
2001 ; Morin et al, 2005).

Pour qu’il soit actif, un antibiotique doit pénétrer dans la bactérie, sans étre détruit ni étre modifié,

se fixer sur une cible et perturber la physiologie bactérienne (Ogawara, 1981).

11.6.2.Classification des antibiotiques :

Pour pouvoir mieux connaitre les antibiotiques afin qu’ils soient utilisés a bon escient, on a
procédé a leur classification selon certains critéres :
e Les antibiotiques ayant une méme structure chimiques, a 1’origine de leur mécanisme

d’action, se classent dans une méme famille.

e au sein d’'une méme famille, les antibiotiques peuvent se différencier par leur spectre

d’activité et sont réunis alors dans des groupes.

e au sein d’un méme groupe, I’activité antimicrobienne est identique mais les antibiotiques
peuvent se différencier par leur propriété pharmacologique ou leur tolérance (TALBERT,
et al, 2009).
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11.6.3.Les grandes familles des antibiotiques :

Il existe plusieurs familles dont les principales sont : Béta-lactamines, macrolides et apparentés
(lincosanides) tétracyclines,synergistines,antibiotiques a structure d' acides amineés, polypeptides

surfactifs , aminoglycosides. (Maur, 1979).

11.6.3.1 .-lactamines:

Les B-lactamines demeurent a I’heure actuelle les molécules les plus utilisées dans le traitement
des infections dues aux entérobactéries. Cette large utilisation est principalement liée a leur faible
toxicité, a leur pouvoir bactéricide et a ’extréme diversité de leurs structures (Philippon, 2008 ;

Robin et al, 2012).

11.6.3.2. Aminosides :

Les aminosides forment une classe d’antibiotiques qui conserve une place incontournable au sein

de I’arsenal antibactérien hospitalier. Leur large spectre d’activité et leur effet bactéricide rapide
constituent des atouts majeurs (Nguyen et Lambert, 2012). Ces antibiotiques sont utilisés en
thérapeutique depuis la découverte de la streptomycine par Waksman et ses collaborateurs en 1944
(Bryskier, 1999). Ils sont le plus souvent utilisés en association avec les B-lactamines ou les

fluoroquinolones pour leur effet synergique (Doi et Arakawa, 2007).

11 6.3.3.Quinolones:
Depuis la découverte de I’acide nalidixique, en 1962 (Lesher et al., 1962), les quinolones,

antibiotiques synthétiques, ont évolué et sont devenues des agents importants et efficaces dans le
traitement des infections bactériennes (Zhanel et al., 2004). Ce sont des antibiotiques bactéricides
tres largement utilisés en médecine humaine et vétérinaire. Ils sont caractérisés par un large spectre
d’activité, une bonne biodisponibilité orale et une bonne diffusion dans les tissus (Hooper et

Rubinstein, 2003).

11.6.4.Spectre d'activité :

» Toute une histoire de concentrations...
L'activité antibactérienne est caractérisee in vitro par :

La concentration minimale inhibitrice (CMI) : concentration la plus faible d'un
Antibiotique capable d'empécher le développement d'un micro-organisme apres 18 a 24h

d'incubation a 35°C. C'est une valeur indicatrice du pouvoir bactériostatique.
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La concentration minimale létale ou bactéricide (CMB ou CML) : concentration la plus faible
capable d'entrainer la mort d'au moins 99,9% des bactéries d'un inoculum standardisé a 105-106
bactéries/mL (< 0,01% de survivants). C'est une valeur indicatrice du pouvoir bactéricide.

On détermine ainsi l'activité intrinseque d'un antibiotique selon le rapport CMB/CMI :

CMB/CMI <2 Antibiotique bactéricide
CMB/CMI =42a16 Antibiotique bactériostatique
CMB/CMI > 16 Bactérie "tolérante"” a l'antibiotique

(Demoré B, Grare M, Duval R. 2012)

» Antibiogramme :

L’antibiogramme technique de laboratoire vise a tester la sensibilité d’une souche bactérienne vis-
a-vis d’un ou plusieurs ATBs, repose sur la compétition entre la croissance d’une souche
bactérienne et la diffusion d’un ATB a partir d’un disque de papier pré imprégné de I’ATB, dans un
milieu gélosé.

La mesure du diamétre permet de classer les bactéries en S (sensibles) R (résistantes) I
(intermediaires) vis-a-vis I’ATB, en comparant les résultats obtenus en CMI avec des

concentrations critiques définies par la société savante de microbiologie. (Bactériologie, 2011)
+ Boite de P étri
Pas d’inhibition du
développemert : la ~
bactérie est i O - D éveloppemert
résistante 4 cet bactérien sur la
attibiotigque gélose rotritive
O Pastilles
G dantibioticues

Réaction

ittermédiaire & D O

1" artibd otique

Bactérie sensible a
17 artibd otique

Schéma représentant un antibiogramme

Figure 11.10 : Antibiogramme.

11.6.5.Modes d’action des antibiotiques :

Les antibiotiques bloquent de maniére spécifique les processus métaboliques vitaux des bactéries
sensibles et arrétent ainsi leur développement, le plus souvent seulement temporairement (effet

bactériostatique) mais parfois définitivement (effet bactéricide).
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Il existe différents types d’antibiotiques capables d’agir sur les bactéries selon différents
mécanismes (Gaudy, 2005) :

a) Antibiotiques qui inhibent la synthese de la paroi bactérienne.

b) Antibiotiques qui alterent la perméabilité de la membrane plasmique.

c) Antibiotiques qui inhibent la synthese protéique.

d) Antibiotiques actifs sur le métabolisme des acides nucléiques et de leurs précurseurs.

11.6.6.LA RESISTANCE BACTERIENNE AUX ANTIBIOTIQUES :

La résistance bactérienne est retenue lorsqu'un antibiotique perd sa capacité a inhiber efficacement
la croissance bactérienne. Autrement dit, les bactéries continuent de se multiplier en présence de
concentrations thérapeutiques d'antibiotiques (Larry M. Bush, Charles E. 2017) A ce moment ou
les microbes deviennent moins sensibles ou résistants, il faut une concentration supérieure a la
concentration normale du méme médicament pour avoir un effet, condition pas toujours possible in
vivo. La résistance aux antibiotiques peut se produire comme un processus de sélection naturelle ou
la nature permet a toutes les bactéries d'avoir un certain degré de résistance a faible niveau. (Levy,
1992).

11.6.7.Mécanisme biochimigue de la résistance :

Les bacteries se défendent contre I'action des antibiotiques :
0 En se rendant imperméables a leur pénétration
0 En produisant des enzymes capables de les inactiver

o En modifiant la structure de leurs cibles

a) Interférence avec le mécanisme de transport de type imperméabilité :

Défaut d’entrée de I’ATB dans la bactérie (Bactéries a Gram -)

- Les porines (Omp ou Opr) : canaux aqueux ou hydrophiles constitués de trois molécules de
protéines qui laissent diffuser diverses molécules de faible masse moléculaire comme des substrats
ou encore des antibiotiques.

- Le dysfonctionnement ou la perte de I'une d'entre elles peut entrainer une imperméabilité.

- Exemple: B-lactamines, acide nalidixique (quinolone), cotrimoxazole,

fosfomycine, tétracycline ou chloramphénicol.

b) Interférence avec le mécanisme de transport de type efflux :
Extrusion de I’ATB de la bactérie (Bactéries a Gram + ou a Gram -)
¢) Inactivation de I’antibiotique :

-Sécrétion d’enzymes+++
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-Mécanisme de résistance trés fréquent, trés important et tres varié
-Exemple: les R-lactamases, au moins 350 enzymes maintenant identifiées :
Pénicillinase chez S. aureus

Peénicillinase chez E. coli

d) Modification d’affinité de la cible :

-Affinité diminuée ou cible modifiée

-Niveau de résistance variable (Lavigne, J. P. 2007
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L’objectif de notre travail est d’étudier 1’effet antibactérien de I’extrait Juncus Maritmus , testés

par un ensembles des bactériennes et antibiotiques .
I11.1L.GENERALITES :

Les plantes médicinales, rarement utilisées a ’état frais, doivent étre conservées dans de bonnes
conditions. Le séchage est le procédé le plus utilisé pour conserver les plantes médicinales, une

bonne dessiccation évite la prolifération des bactéries et des moisissures.

Le séchage au soleil et a I’ombre sont des méthodes anciennement pratiqué dans les pays a chaud

et sec pour les drogues peu fragiles.

Le séchage a I’air chaud est un procédé le plus répondu, car il présente 1’avantage d’étre rapide.
PRODUITS ET MATERIELS:

Produits :

» Eau distillée
Méthanol

Ether

DMSO

Gel Muller Hilton
La poudre de la plante

YV VYV

A\

Les Antibiotiques :

e Erythromycine (E 15ug )
e Chloramphénicol (C 30 pg)
o Céfotaxime(CTX 30 ug)

e  Amoxicillin (AMX 30 ug)
e Cefazoline( CZN 30 ug)

e Cefalexine (CXN 30 ug)

Les Bactéries :

Escherichia coli (TTC25922)
Pseudomonas aeruginosa(TTC 27853)
Staphylocoqueaureus (TTC 25293)
Staphylocoque coagulasse (TTC 5118)
Entérocoque

Klepsiella pneumonie

AN N N N NN

~ 41 ~



CHAPITRE IlI MATERIELS ET METHODES

Matériels :
= Pissette
= Fiole
= Bécher
= Balance
= Autoclave
=  Pince

= Boites Pétris

» Tubes a essais

»= Regle en (cm)

= Papiers Whatman N°03
= Papiers Filtres

= Entonnoir

= Verre de montre
= Spatule

= Parafilm

= Ecouvillon stérile
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Poudre
végétale
Sécher la
plante
Macérer la plante dans
I'éther pendant 24h
Extraction de la plante juncus maritimus
avec un mélange (Méthanol/eau)
Extrait brut de la plante
Différentes concentration d’extrait Mélangez |'extrait a chaque
(Methanol/eau) de juncus fois avec I'un des antibiotiques
maritimus ug/ml
E C CZN CTX CXN AMX
700 1000 700 500
R
v
Al Al
v“ V“
A v v v v v v v v v

Etude de I’activité biologique avec 6 bactéries :Escherichia coli (TTC25922) Pseudomonas aeruginosa(TTC 27853 )
Staphylocoque aureus ( TTC 25293) . . Klepsiella pneumonie Staphylocoque coagulasse ( TTC 5118 ) , Entérocoque

Figure II1.1 : Schéma de travail
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111.2.MATERIEL BIOLOGIQUE:

Le matériel biologique utilisé est constitué d’un matériel végétal représenté par la plante du genre
juncus, et d’un matériel microbiologique constitué des souches bactériennes.

111.2.1. Récolte de la plante :

La recolte de la plante juncus maritimus a été faite dans la région de Sougueur, Wilaya de Tiaret,
située au I’ouest de I’Algérie, a km environ de la capitale Alger. La wilaya est limitée au nord par
les wilayas de Tissemsilt et de Relizane, au sud par les wilayas de Laghouat et de El_Bayadh, a

I'ouest par les wilayas de Mascara et de Saida et a I'est par la wilaya_de Djelfa.

Figure 111.2: localisation de la wilaya de Tiaret.

La cueillette de la plante a été faite en mois de janvier 2020, I’identification a été faite par
Dr.Athmani.

Une fois la récolte de la plante végétale réalisée, Le séchage s’est fait sur du papier journal dans un
endroit ouvert, les parties végétales sont ensuite séchées a I’ombre dans un endroit bien aérée

pendant un mois. Les parties végétales ont été bien conservées.

111.2.2. Préparation des extraits bruts :

Le matériel végétal partie aérienne (tiges, fleurs) et partie racine séchées, est d’abord broy¢ a
I’aide d’un mortier traditionnel pour obtenir une poudre grossiére avant de passer au travers d’un

tamis, puis réduite en poudre fine a I’aide d’un moulin (Moulinex).
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Figure I111.3: Aspect de la poudre obtenue apres broyage de la plante.

11.2.3.Macération et filtration :

L’extraction a été effectuée par macération de la poudre végétale dans 1’éther pendant 24h. Apres
une filtration sur un papier filtre. Puis il s’agit d’une triple macération qui consiste a immerger la
poudre dans 100 ml de solvant contenant 90% méthanol 10% eau distillée pendant 24h. Le mélange
a été filtré sur un papier filtre pour obtenir le premier filtrat. Les résidus mise a une deuxieme et

troisieme macération.

Figure 111.4 : Macération de la plante dans 1’éther pendant 24h.

Les trois filtrats obtenus sont combinés puis soumis a une évaporation rotative a 45°C pour

¢éliminer 1’éthanol a fin d’obtenir 1’extrait brut.

Figure 111.5: I’extrait brut de la plante obtenue.
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111.3.CARACTERISATIONS DES PRINCIPAUX CONSTITUANTS CHIMIQUES DES
PLANTES:

111.3.1. Criblages phytochimiques :

Les réactifs de la caractérisation classiques ont permis de mettre en évidence les groupes
chimiques suivants : les flavonoides, les tannins, les alcaloides, quinone, les terpenoides et les

composeés réducteurs.

a- La mise en évidence des tanins :

10g de la plante seche sont extraits par une solution hydro alcoolique de C2H50H puis le
mélange est filtré et on ajoute 3 gouttes de FeCl 1% a 1ml de chaque extrait aprés 2 minutes
d’incubation, un test positif révélé par I’apparition d’une coloration bleue ou verte fonce.

b- La mise en évidence des flavonoides :

Macérer 10g de la poudre séche dans 150 ml d’HCI dilué a 1% pendant 24h, filtrer et
procéder au test suivant : prendre 10 ml du filtrat, le rendu basique par 1’ajout du NH4OH.
Un test positif est révélé par I’apparition d’une couleur jaune dans la partie supérieure de
tube & essai.

c- La mise en évidence des alcaloides :

59 de la plante séche sont mélangés avec 15ml de H2SO4 a 2% dans un récipient et aprés
une demi heure de macération, le mélange est filtré sur un papier filtre. Au filtrat obtenu, on
additionne quelques gouttes de réactif de Mayer (59 de KI + 1,358g de HgCI2 solubilisés
dans 100 ml d’eau distill¢).

d- La mise en évidence des terpenoides :

On ajoute 1ml de chloroforme et 1,5ml de H2SO4 concentrée a 2,5ml de notre extrait, la
présence des terpénoides est révélée par 1’apparition de deux phases et une couleur marron
en interphase.

e- La mise en évidence des coumarines :

Mettre 1ml d’extrait de la plante dans un tube a essai recouvert de papier imbibé de NaOH
qu’on met dans un bain marie pendant quelques minutes a laquelle on ajoute 0,5ml de
NH40H a 10%. Le test réalisé (bruneton, 1999).

f- La mise en évidence des quinones :

A un volume de 1 ml de chaque extrait, on ajoute quelques gouttes de NaOH a 1%

I’apparition a une couleur qui vire au jaune, rouge ou violet indique la présence des

quinones libres.
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g- Lamise en évidence des Saponosides :

5 ml de trois extraits aqueux, acétone, éthérique bien mélangés avec 10ml d’cau distillée
(Karumi et al, 2004).
La présence des saponosides est confirmée par la formation d’une mousse persistance

15minutes apres
h- Les composés réducteurs (Glycosides) :

Introduire 1ml d’extrait dans un tube a essai, ajouter 2ml de liqueur de Fehling (1ml
réactif A et 1ml réactif B) incuber I’ensemble pendant 8min dans un bain marie bouillants,

I’apparition d’un précipité rouge brique indique la présence des composés réducteur.

111.4.Activité antibactérienne :

111.4.1.Description des bactéries étudiées :

Les (6) espéces bactériennes utilisées dans notre travail sont des souches de références de type
ATCC (American type culture collection). Ces souches obtenues du Institut de Pasteur en Algérie,
et sont conservées dans le réfrigérateur dans des tubes a visses contenant milieu nutritive jusqu’a

[’utilisation.

Les germes bactériens: les souches bactériennes qui ont été mises a notre disposition sont les

suivantes :

Espéces a gram positif Espéces a gram négatif
Enterococcus faecalis (d’un patient) | Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853

Staphylococcus aureus ATCC 25923 | Escherichia coli ATCC 25922

Staphylocoque coagulasse (TTC Klebsiella pneumoniae (d’un patient)
5118)

Ces espéces bactériennes ont été choisies parce qu’elles représentent les especes a Gram positif et
a Gram négatif les plus communes, responsables d’infections nosocomiales et résistantes aux

antibiotiques.

Un contrdle de qualit¢é a été effectué¢ par la réalisation d’un antibiogramme des souches

bactériennes testées vis-a-vis d’un certain nombre d’antibiotiques. Cette opération a pour but de
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controler Iactivité des disques d’antibiotiques utilisés et de vérifier la qualit¢ de la manipulation

effectuée.

111.4.2.Préparation des dilutions des extraits (concentration):

Differentes concentrations (500ug/ml; 700pug/ml; 1000pug/ml, 5000ug/ml) d’extrait

Méthanol/eau de juncus maritimus ont été préparé par DMSO (MEDDOUR et al., 2013).

111.4.2.1.Préparation des disques:

Les disques sont préparés a partir de papier d’wattman, avec un diametre de 5 mm. Ensuite ils sont

mis dans un tube a essai, et stérilisés a I’autoclave pendant une durée de 45 min a 130°C.

111.4.2.2.Préparation de milieu de culture des bactéries:

Le milieu de culture utilisé est Muller Hinton, qui est le milieu le plus employé pour les tests de
sensibilité aux agents antibactériens. Ou il est dissous dans un milieu stérile et versé environ 20 ml
dans chaque boite, puis on le verser le milieu dans les boites de pétri en présence de bec bunsen,

pour éviter que le milieu ne soit détruit par les bactéries.

111.4.2.3.Préparation de la suspension bactérienne:

A chaque fois nous prenons quelques colonies développées. Les mettre par la suite en suspension
dans des tubes a essais contenant 10ml d’eau physiologique, bien homogénéiser la solution et
déposer ce liquide sur une boite de pétri et la laissons pendant un moment puis vidons la solution de

la boite et laissons sécher pendant Smin, les boites de pétri sont alors placées a I’étuve a 37°C.

111.4.2.4.Incubation:

Aprés nous assurer que la boite pétri est seche, nous distribuons les disques des extraits végétaux
dans la boite, si vous utilisez les papiers wattman N°3 qui sont coupés sous forme de disques de
Smm de diametre, les disques imbibés par ’extrait a tester (I’extrait brut) sont disposés sur la
surface de la gélose a I’aide d’une pince stérilisée au bec bunsen, les boites pétries ont été incubées

a 37°C pendant 24 heures.
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Figure 111.7: Méthode de diffusion sur disques.
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ITILS.L’ETUDE DE L’ACTIVITE DES ANTIBIOTIQUES ET DE LA PLANTE JUNCUS
MARITIMUS:

111.5.1.Les especes Bactériennes Sélectionnés:

Nous avons sélectionné six (6) especes bactériennes dans notre travail ; (4) sont des souches de
référence et (2) souches .... ; fournies par le laboratoire de bactériologie et virologie de I’institut

Pasteur.

111.5.2.Les Antibiotique:

Dans cette on a utilisés 06 espéces des Antibiotiques  produit par 1’entreprise
Biorad :Erythromycine (E 15ug ), Chloramphénicol (C 30 pg ), Céfotaxime( CTX 30 ug ),
Amoxicillin( AMX 30 ug ), Cefazoline( CZN 30 pg ), Cefalexine (CXN 30 pg ).

111.5.2.1.Préparation des disques:

Les disques sont fabriqués a partir de papier de Wattman N°03 de 5mm de diamétre ,
ensuite ils sont mis dans un tube a essai, et stérilisés a l’autoclave a 130C° pendant

( 45minutes).

111.5.2.2.Préparation des milieux de culture:

Nous préparons une boite de pétri en utilisant du milieu Muller Hinton, ou dissolvons dans
un milieu stérile et versons environ 20ml dans chaque boite , et le milieu est versé dans
les boites en présence d’un bruleur a essence pour éviter d’endommager le milieu par des

bactéries .

111.5.2.3.Préparation de la suspension Bactérienne:

Chaque fois que nous prenons une tige de bactérie et la mettons dans un tube a essai
contenant 10 ml d’eau physiologique , Ensuite agitez, versez la solution dans des boites de
pétri et laissez-la pendant une courte période, Ensuite nous vidons la solution de la boites

et la laissons sécher pendant 5 minutes au four aune température de 37°C.

I11.5.2.4.1.’incubation:

Aprés que nous assurions que la boite de pétri est sec, nous distribuons les disques des
antibiotiques dans la boite et par des pinces stériles nous distribuons dans la boite a la
surface du milieu, En laissant des distances appropriées entre eux , nous le laissons pendant
une courtes période de temps, puis le mettons au four incubation a une température de

37°C et pendant 24 heures.
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Figure 111.8: Mesurer le diameétre d’inhibition autour des disques des antibiotiques en millimétres

avec une regle standard.
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1VV.1. Screening chimigue:

Les tests phytochimiques consistent & détecter les différentes familles de composés existantes dans
la plante par les reactions qualitatives de caractérisation. Ces réactions sont basées sur des

phénomenes de précipitation ou de coloration par des réactifs spécifiques.

Les résultats de ce criblage phytochimique sont reportés dans le Tableau 03, 1l révele la présence

ou I’absence d’un groupe de métabolites secondaires.

Tableau IV.1: Résultats des tests phytochimiques de juncus maritimus.

Composés Résultats
Tannins +
Alcaloides +
Flavonoides +
Coumarines +
Quinones +
Terpenoides +
Saponines +
Glycosides +
- Négative.
+ positif.

Les résultats de la détection chimique préliminaire ont montré que les feuilles de la plante juncus
maritimus contiennent de nombreux principes actifs : glucosides, fluides et stéroides, qui font partie
des substances antibactériennes responsables de I’activité anti-microorganisme, et il contient

également des flavonoides de toutes sortes, y compris des glycosides antioxydants.
IV.2ACTIVITE ANTIBACTERIENNE:

L’étude a été réalisée selon la méthode de préparation I’antibiogramme, en changeant la
concentration de I’extrait avec chaque type de bactérie étudi€, et le diametre d’inhibition autour des

disques des extraits végétaux a €té mesuré en millimetres au moyen d’une regle standard.
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Tableau IV.2: Les taux de diameétres d’inhibition pour différentes concentration

d’extrait Méthanol /eau (ug/ml) de juncus maritimus contre les bactéries.

Rayon de corrosion en mm (Rmm)
Bactéries Escherichia Pseudomonas | Staphylocoque Staphylocoque ) ;
R i Klepsiella Entérocoque
coli aeruginosa aureus coagulasse .
. pneumonie faecale
C entrations (TTC25922) (TTC 27853 ) (TTC 25293) (TTC5118)
. 500 - - - - - -
Extrait
Méthano 007 - - - - - -
|/eau
(30/70)% 1000 11 11 12 10 09 07
ml
he/ 5000 11 12 13 10 10 07

Les résultats obtenus sont représentés par I'histogramme suivant :

14

‘[ MEscoli HMPseaer WStaaur HEStacoa WKleppne M Entfaec |

12

500 700 1000

5000

con (C g!ml)l

Figure 1V.1: Histogramme représentant les zones d’inhibition de 1’infusion sur la croissance
g p

bactérienne.

~ 54 ~



CHAPITRE IV RESULTATS ET DISCUSSION

Les résultats ont montrés que toutes les bactéries étudiées étaient sensibles a 1’extrait de feuille de
la plante J.maritimus, les formes montrent le contraste clair du facteur de concentration utilisé pour

I’extrait.

On a observé que I’augmentation de la concentration avait un effet sur I’augmentation de I’effet

inhibiteur sur la croissance bactérienne.

Le diamétre de la zone d’inhibition de D’extrait de juncus maritimus variait de 7 a 13 mm, les

résultats obtenus indiquent que 1’extrait de juncus maritimus posséde un effet inhibiteur.

Le meilleur résultat obtenu est celui de I’extrait végétal avec une concentration de 1000ug/ml sur
la souche bactérienne Staphylococcus aureus ATCC 25923 avec un diamétre 12 mm. Et 1’effet
minimal de I’extrait avec une concentration 5000 ug/ml sur la souche bactérienne Enterococcus

faecalis ATCC 29212 avec un diamétre 7mm.

L’augmentation de 1’efficacit¢ de 1’extrait de juncus peut étre due a ’effet de 1’extrait sur la
perméabilité de la membrane cellulaire et le fonctionnement de la cellule bactérienne, 1’efficacité
des extraits de feuilles de la plante juncus est due a la présence des phénols ayant une activité

inhibitrice sur les bactéries a gram positives et négatives.

Tableau IV.3: Les Taux De Diamétre D’inhibition De L’extrait Juncus En (mm) Vis-a-Vis
Des Bactéries :

Rayon de corrosion en mm (Rmm)
bactéries Escherichia Pseudomonas Staphylocoque Staphylocoque Klepsiella — Entéro

Coli Aeruginosa Aureus Coagulasse Pneumonie Coque
plante (TTC25922) (TTC27853) (TTC25293) (TTC5118) faecale
Juncus
Maritimus 11 12 13 10 10 07

Les résultats :

Le tableau montre les taux de diameétre inhibant la croissance des bactéries dans I’extrait
de plante , car tous les isolats étudies ont montré leur sensibilité a 1’extrait de Juncus a
des taux compris entre 07 et 13 mm.
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Tableau 1V.4: Les Taux De Diameétre D’inhibition Des Antibiotiques En ( mm) Vis-a-vis Des

Bactéries :
Rayon de corrosion en mm (Rmm)
Bactéries | Escherichia | Pseudomonas | Staphylocoque | Staphylocoque Klepsiella Entérocoque
coli aeruginosa aureus coagulasse pneumonie faecale
(TTC25922) | (TTC27853) (TTC 25293) (TTC 5118)
antibiotiques
E 15, B B 26 _ _ _
C 30.¢ 29 _ 23 28 23 11
CTX 30, 30 20 25 24 27 _
CZN s, 29 _ 26 _ 22 15
CXN 30, 24 _ 27 _ 26 _
AMX 55, 27 _ 30 _ 15 28
Résultats :

Le tableau montre les taux de diameétre d’inhibition de 06 antibiotiques pour la croissance
de six espéces bactériennes , L’étude a montré que les bactéries utilisées sont 83.33%
sensible aux antibiotiques ( CTX 30pg) et (C 30pg) , et untaux de sensibilit¢ 66.66% aux
antibiotiques (AMX 30ug) et ( CZN 30ug ), et 50% sensible aux antibiotique ( CXN 30ug ),
16.83 % sensible aux antibiotique (E 30pg).

IV.3.L’ETUDE DE L’EXTRAIT DE LA PLANTE AVEC L’ANTIBIOTIQUE:

A ce stade, nous appliquons des comprimés d'antibiotiques qui ont été saturés d'extrait de
Méthanol - eau de la plante juncus maritimus avec une concentration de 5000ug / ml, ou le DMSO
a été utilisé comme solvant. Les disques ont été placés par des pinces stériles sur la surface du
milieu, puis distribués dans la boite, en laissant des espaces appropriés entre eux. Les boites sont
incubées a 37 ° C. Le diametre de la zone d'inhibition autour des disques d'antibiotiques saturés
d'extrait de plante juncus maritimus a été mesuré en millimetres, a lI'aide d'une regle standard et les

résultats sont enregistrés dans le tableau suivant :
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TableaulV.5 : Les Taux De Diamétre D’inhibition De L’extrait Juncus Avec Les
Antibiotiques En ( mm ) Vis-a-vis Des Bactéries :

Rayon de corrosion en mm (Rmm)
T Escherichia | Pseudomonas | Staphylocoque | Staphylocoque . ;
. . Klepsiella Entérocoque
coli aeruginosa aureus coagulasse .
Plant pneumonie faecale
. (TTC25922) | (TTC27853) (TTC 25293 ) (TTC5118)
antibiotiques
juncus [E ;5 07 07 26 07 08 05
juncus/ C 30, 30 08 23 22 22 13
juncus /CTX
31 22 25 24 27 09
30ug
juncus /CZN;,, 27 07 26 05 12 12
juncus/ CXNsq,, 25 06 27 07 08 06
juncus/ AMX
31 05 30 06 06 30
25ug

Résultats :

Le tableau montre les taux de diamétre d’inhibition de la croissance bactérienne avec le
mélange de I’extrait de feuille de la plante Juncus maritimus aves les antibiotiques , car tous
les isolats étudiés ont montré leur sensibilit¢ au mélange d’extrait Juncus / CTX a des taux
compris entre 09-31mm , ce qui est le taux le plus élevé du groupe par rapport aux autres
mélanges , car les isolats étudiés ont montré leur sensibilité la direction du mélange d’extrait
Juncus / E a des taux compris entre 30-80mm , Le mélange d’extrait Juncus / CZN a des taux
compris entre 05-27mm et le mélange d’extrait Juncus /CNX a des taux compris entre 06-

27mm tandis que le mélange d’extrait Juncus/ AMX a des taux de 05-31mm.

Pour connaitre 1’efficacité de 1’association Juncus maritimus et de I’antibiotique , nous
comparons le diamétre d’inhibition de I’extrait de Juncus maritimus et de diamétre de

I’inhibition de I’antibiotique avec le diameétre d‘inhibition du mélange Juncus / antibiotique .

Ou on soustrait I’extrait qui a un plus diametre d’inhibiteur, du diametre du mélange pour

noter D’efficacité du meélange , par exemple :

Chez la bactérie Escherichia coli, le diamétre d’inhibition de Juncus maritimus était 11mm,
tandis que le diameétre d’inhibition du CXT était 30mm , tandis que le diametre d’inhibition
du mélange Juncus / CXT était de 31mm , on soustrait donc le diamétre d’inhibition de la
plus grande qui est pour I’antibiotique CXT du diamétre d’inhibition du mélange comme

suit :
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AR'=R' (juncus/ATB) — R'(ATB Ou juncus)

AR'=31-30=+01

On note que le diamétre d’inhibition a augmenté de Olmm sur le diameétre d’inhibition de

I’antibiotique , et tous les résultats peuvent étre résumés dans le tableau suivant :

Tableau 1V.6: Comparaison des taux de diamétres d’inhibition des antibiotiques avec leurs
mélanges d’inhibition du Juncus en (mm) contre les bactéries :

Rayon de corrosion en mm (Rmm)

Bactéries Escherichia | Pseudomonas | Staphylocoqu | Staphylocoque . i
. . Klepsiella Entérocoqu
Plante, coli aeruginosa e aureus coagulasse .
e .- pneumonie e faecale
antibiotiques (TTC25922) (TTC 27853 ) (TTC 25293) (TTC5118)
juncus R’y 11 12 13 10 10 07
E 15ug R', _ _ 26 _ _ _
E 15pg / juncus R'; 07 07 26 07 08 05
AR'1=R'3-R' (1012 -04 -05 00 -03 -02 -02
C 30pg R, 29 _ 23 28 23 11
C 30pg/ juncusR's 30 08 23 22 22 13
A R'Z = RIS -R' (1ou4) +01 -04 00 -06 -01 +02
CTX 30ugR's 30 20 25 24 27 _
CTX 30pg/ juncus
31 22 25 24 27 09
R'7
AR'3=R'7-R'(10u¢) +01 +02 00 00 00 -02
CZN 30ug R's 29 _ 26 _ 22 15
CZN 30pg/ juncus
27 07 26 05 12 12
R'
A R'4 = ng -R' (1ou8) -02 -05 00 -05 -10 -03
CXN 30pg R'y 24 _ 27 _ 26 _
CXN 30ug/ juncus
\ 25 06 27 07 08 06
R 11
A RI5 = R'll = R'
+01 -06 00 -03 -18 -01
(1ou 10)
AMX 25ug R';, 27 _ 30 _ 15 28
AMX25pg/ juncus
) 31 05 30 06 06 30
R'13
A Rls = R'13 -R'
+04 -07 00 -04 -09 +02

(1ou 12)
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Résultats :

Le tableau montre une comparaison des taux de diamétre d’inhibition antibiotique avec la
combinaison de Juncus et de I’antibiotique en mm , vis-a-vis les bactéries, car la comparaison
a montré que tous les isolats étudies sont sensibles aux mélanges a des taux différents ,
certains des mélanges ont atteint le niveau requis et d’autres pas, donc certains antibiotiques
ont inhibé DI’action de les principes actifs de 1’extrait Juncus et certains éléments de I’extrait
de Juncus ont réduit D’efficacit¢ de [D’antibiotique dans le mélange , la combinaison de
I’extrait de Juncus /(C) était plus efficace que I’extrait de Juncus et antibiotique (C)sur les
bactéries Escherichia coli et Entérocoque faecale , tandis que la combinaison de I’extrait de
Juncus / (CTX) ¢était efficace . Elle était supérieure a I’extrait de Juncus et a |’antibiotique
(CTX) sur la bactérie Escherichia coli et Pseudomonas aeruginosa, tandis que la combinaison
de D’extrait Juncus / (CXN) était plus efficace que I’extrait de Juncus et de [D’antibiotique
(CXN) sur la bactérie Escherichia coli, tandis que la combinaison extrait Juncus / (AMX) était
plus efficace que I’extrait de Juncus et de I’antibiotique (AMX) sur les bactéries Escherichia
coli et Entérocoque faecale , Alors que le mélange d’extrait Juncus / (E) et la combinaison
d’extrait Juncus / (CZN) n’étaient pas plus efficaces que 1’extrait Juncus et les antibiotiques

(E) et (CZN).
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CONCLUSION

La thérapeutique par les plantes est sans doute, aussi ancienne que ’est la maladie, transmise en
tous lieux de géneration en géneration, et les plantes sont de veéritable pharmacie naturelle que la

nature a établie sur cette terre afin d’entretenir notre santé, prévenir nos maux, voir les guérir.

Aprés avoir récolté le matériel végetal, nous avons effectué un screening phytochimique afin
d’identifier la nature des principes actifs ; dont I’objectif est de doser qualitativement les
Alcaloides, coumarines, Flavonoides, quinones, saponines, Tannins, Stérols. Les tests nous a permis
de mettre en évidence des différentes métabolites secondaires, ces composés possedent pour la
plupart des effets biologiques intéressantes qui justifié leurs utilisations abondante et variée en

médecine traditionnelle.

Dans la seconde partie de cette étude, une évaluation des activités antibactérienne d’extrait de la
plante obtenue a été réalisée. L’activité antibactérienne de ’extrait de la plante J.maritimus a été
réalisée sur des souches de références et des souches cliniques par la méthode de diffusion. L’extrait

de la plante a montré une activité plus ou moins variée.

L’activité antibactérienne des extraits organiques de juncus maritimus sur ces souches justifie en
grande partie 1’utilisation de cette plante dans la médecine traditionnelle pour le traitement des

infections gastro-intestinales (surtout diarrhée).
Comme perspective d’avenir, nous pouvons entreprendre :

v" Une étude phytochimique approfondie des extraits, pour isoler et caractériser d’autres
produits actifs.

v' Une étude des autres activités biologiques de juncus maritimus, a savoir : D’activité
anticancéreuse, activité anti-inflammatoire, 1’activité anti-oxydante, etc.

v" Il est nécessaire de voir et d’entreprendre des études toxicologiques, et pharmacologiques.

v Une étude de I’effet de la combinaison cette plante avec d’autres plantes médicinales,

v' L’application sur une large gamme de bactéries et de champignons.
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Annexe :

Les boites pétris Les disques

Couléle milieu dans des boites L’ensemencement des boites

Imprégner les disques par DMSO Incubation a 37°C
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Résume

Ce travail est une contribution a la valorisation des plantes médicinales utilisées en médecine
traditionnelle, nous nous sommes intéressés a ce travail qui consiste a mettre en évidence la
composition chimique de I'extrait de juncus maritimus ainsi que s'activité antibactérienne testée par
la méthode de diffusion des disques sur milieu gélosé, vis-a-vis de six especes bactériennes de
référence, a montré que ’extrait de Juncus maritimus, a la concentration de 5000ug/ml, présente
I’activité antibactérienne la plus importante, vis-a-vis de Staphylococcus aureus, Pseudomonas
aeruginosa et Escherichia coli, avec des diametres de 11 a 13 mm. Staphylococcus aureus est

I’espéce le plus sensible comparativement aux autres espéces testees.

Mots clés: Juncus maritimus, Activité antibactérienne.
Abstract:

This work is a contribution to the enhancement of medicinal plants used in traditional medicine,
we are interested in this work is to highlight the chemical composition of the essential of juncus
maritimus and its antibacterial activity tested by the agar disk diffusion method, against different
strains of bacteria, against six bacterial reference species, showed that the oil of J.maritimus at the
concentration of 5000ug/ml, presents the most significant antibacterial activity against
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa and Escherichia coli, with diameters of 11 to 13
mm. Staphylococcus aureus is the most sensitive species compared to other species tested.

Keywords: Juncus maritimus, antibacterial activity.
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