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Introduction

Introduction

Les substances naturelles issues des végétaux ont des intéréts multiples mis a

profit dans I'industrie : en alimentation, en cosmétologie et en dermopharmacie. Parmi
ces composés on retrouve dans une grande mesure les métabolites secondaires qui se
sont surtout illustrés en thérapeutique. La pharmacie utilise encore une forte proportion
de médicaments d’origine végétale et la recherche trouve chez les plantes de nouvelles
molécules actives ou de matiéres premiéres pour la semi-synthese. [L(—]
On a longtemps employé des remedes traditionnels & base de plante sans savoir & quol
étaient dues leurs actions bénéfiques. L’isolement de principes actifs datant du XIX*™®
siécle, en améliorant la connaissance des structures a fait progressivement se séparer et
parfois s’opposer une phytothérapie traditionnelle souvent empirique avec une
thérélp‘é'iltique officielle incluant les principes chimiques et végétaux dont la
pharmacologie €tait micux connue. Cette thérapeutique officielle accepte parfois avec
une certaine méfianced emplol de végétaux ou d’extraits complexes de végétaux dont
["action est confirmée par 'usage sans étre attribuée de fagon certaine & une molécule
tvpe. [1]

Les métabolites secondaires font 1’objet de nombreuses recherches basés sur les
cultures in vivo et in vitro de tissus végétaux. Ceci est notamment le cas des polyphénols
végétaux qui sont largement utilisés en thérapeutique comme vasculoprotecfeurs, anti-
inflammatoires, inhibiteurs enzymatiques, antioxydants et antiradicaires.

La liste desplantes entrantgprécisément dans ce cadre est exhaustive et comme elles
sont utilisées sous forme de tisanes, extraits ou préparations complexes, il reste difficile
de définir les molécules responsables de [1'action bien que certains  effets
pharmacologiques prouvés sur ["animal aient été atmbués a des composes tels que les
composés polyphénoliques. les alcalotdes et dérives des terpénes et stéroides [4].

Parmi les plantes dites médicinales utilisées dans la région de Jijel :

Ranunculus repens [, - sur laquelle le travail rapporté ici, et qui consiste dans une prmiére
étape a réaliser I'éxtraction et la séparation des principes actifs de la plante. Dans une
deusiéme étape a tester 'activité antibactérienne de I'extrait de cette plante sur des

germes.in vitro. et déterminer leur concentration minimale inhibitrice.
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o les plantes médicinales les renoncules

I-1- Les plantes médicinales :
1-1-1- Généralités sur les plantes médicinales :

[.a plante est un réservoir de principes actifs qui sont toujours liés a d’autres
substances qui controlent et meme modifient leur action [22].

La maniére la pius commune de se traiter par la phytothérapie consiste a utiliser
une seule plante ou <<simple>> pour un besoin précis [22]. Une méme plante peut
cependant s’employer de diverses facons : ainsi la renoncule se boit en infusion (infuser
seulement avec de ['eau chaude) contre les affections fébriles en particulier contre la
grippe [22]. Cette souplesse d’emploi permet de trouver facilement ’espece et le mode
d’administration qui convient a chaque cas [8].

~L’emploi des simples & bon escient constitue I'un des trésors offerts par les plantes
nnédicinafés. Elles s'utilisent sous diverses formes : pommade. cataplasmes, gargarismes,
vaporisation pour la maison, bains de mains ou de pieds... etc.

e les pommades : <<attirent>> les corps étrangers ou les agents infectieux vers la

surface de la peau. Les furoncles et les abces se traitent ainsi.

»Les cataplasmes : soignent les infections. apaisent. rechauffent, favorsent

["é¢limination et 1a guérison.

o Les gargarismes @ soignent les maux de gorge, ils sont également conseillers pour

les problemes de gencives.

Donc la plante médicinale peut rendre de bons services méme dans des maladies

_plus graves, comme certaines éruptions cutanées ou les maladies pulmonaires [8].

[-1-1-1- Les principes actifs :
Les principes actifs des substances chimiques bien définies qui ont une action sur la
physiologie animale en principe une plante ne doit pas €tre administrée pour 1’action de
I"un de ses composants. mais bien pour I'effet combiné de tous ceux qu’elle recele [27].
Les principes actifs les plus important sont :
* les alcaloides. les anthraquinones, flavonoides. hétérosides. huiles essentielles, les

antibiotiques.... [8.27].

[38]



B les plantes médicinales les renoncules

I-1-2- Les renoncules ¢
Ce sont des plantes herbacées, 1ls appartiennent a la famille des renonculacées.
l.a renoncule la plus connue est le bouton d’or dont les fleurs d'un jaune trés vif ont un
aspect vernissé. [l existe également des especes a fleurs blanches : les renoncules de
montagne, les renoncules d’eau.[2 ¥]

Les feuilles des renoncules ont généralement un contour anguleux ou méme
découpé, ce découpage peut étre pouss¢ a I’extréme chez les espéces aquatiques, ou le
limbe finit par se résoudre en lanicre capillaire. En revanches, les boutons d’or de
marécage portent des feutlles simples qui ressemblent beaucoup a celles des graminées,
certaines especes ont une feuille caulinaire élargie en forme de rein (Par exemple, le
Ranunculus thora. plante toxique qui pousse en montagne). [ Y]

“Hoexiste des renoncules qui sont considérés comme de mauvaises herbes, car elles
se multiplient tres rapidement et sont dotées de racines tenaces. De plus, leur légere
toxicité et leur acreté les rendent indésirables dans les paturages [28].

Les principes actifs des renoncules et leurs actions :

Toutes les especes de renoncules contiennent, en quantités variables dans les
feuilles et les tiges des plantes fraiches, une substance tres irritante, ’anémonole, qui au
séchage se transforme en une substance moins active, ['anémonine. Il s’ensuit que les
renoncules séchées ne sont plus vénéneuses. Cette action irritante est spécialement
marquée chez la Ranunculus thora, renoncule vénéneuse a fleurs jaunes, comme aussi
chez la renoncule vésicante, Ranunculus sclervatus et la Ranunculus dcre. On constate
cette frritation en frottant la peau avec des parties de la plante fraiches ; il apparait une
vive rougeur locale. 11 57y forme plus tard des ampoules contenant de I'eau. La renoncule
des glaciers  (Ranunculus  glacialis) n’est que peu uritante pour la peau:
par contre selon une pratique populaire, elle aurait une action fébrifuge et anti-
inflammatoire dans I'angine et les inflammations de la bouche et de la gorge. Cette action

demande a étre véntiée [22].

(W8]
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1-1-2-1- Les renonculacées :

La famille des renonculaceae qui, selon les botanistes, comprendrait une quarantaine de

genres et 1500 a 1800 espéces est cosmopolite mals surtout présente dans les régions

tempérées et froides de I"hémisphere nord [5].

1-1-2-2- Ranunculus :

Appelés aussi « bouton d’or », en latin : renoncule. c'est-a-dire grenouille {22], ce

cenre comprend environ 300 especes [3].

Ranunuculus repens L . nom commun : renoncule rampante. La renoncule

rampante est vivace. sa souche est courte, ses racines fibreuses. L appareil végétatif

comprend habituellement des rosettes et stolons rampants. radicants aux neeuds.

171

a-1- Systématique : [25]

» Phylum : Dicotylédone

e Famille : Ranunculaceae

e Ordre : Ranale ou polycarpique
¢ Subclasse : Renonculoide

o Genre : Ranunculus

e Espéces | Ranunculus repens

e Nom arabe : Mergheris

e Nom commun © Renoncule rampante

.eSynonyme du nom commun : bouton d’or [22]

e Nom commun en anglais : Creeping buttercup [ 7]

a-2- Les caractéres généraux de I’espéce :

e Origine du nom : Le nom du genre signifie petite grenouille car certaines
espéces vivent dans des endroits marécageux [7].

e Description :Plante de 20 a 530 cm de hauteur, fleurs jaunes de 2 a 2,5 cm de
diametre, isolées a 1'aisselle des feuilles se reconnait facilement par ces tiges
stoloniferes qui s’enracinent aux nceuds [7].

e Habitat : trés commune, se rencontre dans les lieux ombragés et suffisamment

humides (prairies. jardin, chemins) [7].



les plantes médicinales les renoncules

» Parties 2 utiliser : toute la plante [22].

s Période de récolte : la plante est plus riche en principe actif un peu avant la
floraison, mais elle conserve plus ou moins ses caractéristiques toute la belle
satson [25].

e Feuilles : premieres feuilles : plus larges que longues et a base échancrée ; le
limbe d'abord divisé en 3 grosses dents devient profondément découpé en 3
lobes eux-mémes dentés, les pétioles sont longs[7].

e Feuilles matures : feutlles comportant 3 segments dont le bord est denté a
profondément découpé ; le segment médian a son propre petit pétiole.

e Pousse végétative : plantes a port rampant et a stolons (tiges qui courent sur le
sol et qui s’enracinent aux nceuds) [7].

« Plante adulte : la tige est plus ou moins dressées. 20 & 30 cm de hauteur les
feuilies sont longuement pétiolées [7].

o Fleurs: (1.5 a 2 cm de diametre) d’un jaune brillant, portées par des pédoncules
courtes et peu feutllées. Fruits réunis en petites masses globuleuses, le fruit est un
akene (fruit sec ne s’ouvrant pas a maturite) aplatie avec un bec en crochet.

a-3- Emploi en pratique populaire ;

Les renoncules rampantes sont rarement employvées en médecine ; ce sont des

plantes caustiques qui peuvent provoquer des brulures buccales si elles sont machées [7].

a-4- Les effets indésirables de Ranunculus repens [ .

L'extrait aqueux de cette plante a été longtemps utilis€ dans le traitement
traditionnel du cancer et de la gangréne par voie orale et cutanée sont toute fois apportés
des preuves scientifiques sur son efficacité et sa toxicité. [2 3]

Des travaux de recherches ont été effectué¢ dans ce contexte et ont montrer que la
Ranunculus repens [ peut étre utilisée dans les traitements locaux mais elle risque

d’aggraver une pathologie anti-cancéreuse lorsqu’elle serait utilisée par voie orale [29].

N
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Les polyphénols

I-2- Les polyphénols :
1-2-1- Définition et classification :

Les polyphénols sont une famille de métabolites secondaires des plantes ils
comprennent une grande diversité de molécules basées sur un ou plusieurs motifs phénol
plus ou moins substitués et présentant des structures et des propriétés tres variées. Ils
participent aux mécanismes de défense de la plante (protection contre les attaques
fongiques, contre le rayonnement U V,...). Ce sont aussi les pigments de la plupart des
fleurs et des fruits rouges ou bleus et de ce fait ils contribuent a I'attraction des insectes
pollinisateurs et & la dissémination des graines [29]

IIs se repartissent en trois groupes : les colorants jaunes qui sont les flavonols, les
colorants rouges qui sont les anthocyanes et les catéchines qui sont incolores. Ces trois
types éi‘e“;iiij'stances sont extrémement intéressants et également les plus répandus. Ils se
combinent entre eux, et les variations de combinaisons sont trés complexes, leur conférant
des propriétés variables .1l semblerait que dans les polyphénols il existe une propri€té qui
est fondamentale : ce sont les antioxydants.

Plusieurs classes de composés phénoliques anti-oxydants peuvent €tre séparees
entre les flavonoides (groupe le plus important) et les non flavonoides .Les classes les plus
significatives des falvonoides sont des catéchines et leurs oligomeres localisés dans les
pépins de la baie de raisin, les flavonols et les anthocyanidols provenant des pellicules. Les
polymeéres de flavonoides. Communément applés tannins sont formés de I’enchenement de
2 ou plus (jusqu'a 10) molécules élémentaires. Les oligomeres de catéchines (2 a 5
molécules élémentaires) sont dénommées procyanidine Il existe aussi plusieurs groupes de
non flavonoides comme les dérivées de 1’acide benzoique, les acides hydroxycinnamiques
abondant dans la pulpe du fruit ainsi que les dérivés du stiblene comme le resvératrol [30]
Aussi est-il convenu actuellement de faire une distinction essentielle entre les substances en
les répartissant en 3 groupe :

- les familles de composés phénoliques largement répandus
- les familles de composés phénoliques peu répandus
- les familles de composés phénoliques présents dans la nature sous forme de

polymeres [12].



Les polyphénols

1-2-2- Les différentes familles de composés phénoliques largement répandus
(composés phénoliques communs)
a- Généralités — structure des flavonoides :
Les composés phénoliques communs sont conventionnellement représentés dans les
4 groupes suivants :
- les acides benzoiques, les acides cinnamiques et les coumarines
- Les flavones, flavonols et dérivés voisins ;
- Les chalcones ,dihydrochalcones et aurones
- Les anthocyanes.
L’ensemble des substances des trois derniers groupes constituent les « flavonoides »,

caractérisés par une structure commune [13].

-,
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b- Les acides phénols et les coumarines :

Les acides cinaramiques sont au nombre de quatre ; pratiquement tous les organes
végétaux contiennent au moins 1'un d’eux. Les acides p-coumariques et caféique sont parmi
les composes phénoliques les plus répandus [24].

c- Les flavones, flavonols et composés voisins :

Parmi ces composés, les flavonols (hydroxy-3 flavones) sont de beaucoup les plus
répandus, les trois principales structures (kaempférol, quercétine et myricetine) la quercétine
est sans doute les composés phénoliques les plus répandus dans la nature [9].

d- L.es chalcones ,dihydrochalcones et aurones :

Les chalcones et aurones sont des pigments jaunes des fleurs ; leurs colorations vire
au rouge ou au rouge orange en présence d’ammoniaque [26].

e- Les anthocyanes :

Ce sont des pigments rouges en milieu acide, virant au bleu en milieu alcalin et dans
certaines conditions (formation d’ion complexe interne avec les métaux) ; ils sont trés
répandus dans les fleurs et dans les fruits [16].

[-2-3- Activité des flavonoides :
a- Activité antioxydante :

L activité antioxydante réside dans les radicaux libres. ce sont les formes réactives de
[foxygene qui détiennent un électron non apparie, hyperactifs et qui de plus peuvent attirer
un ¢lectron des molécules adjacents pour remplir la vacance de leur orbite {10].

[.es radicaux libres sont dits agressifs et peuvent meme causer des dommages et des
lésions sur PADN et done les protéines et peuvent surtout nuire aux lipides membranaires.
Les flavonoides ont la capacité de capturer les radicaux libres [10].

b- Activité anti-cancéreuse :

De nombreuses expérimentations ont démontré que les flavonoides agissent dans le
cadre médical en inhibant la croissance et le développement de cellules cancéreuses, elles
ont donc pour effet d’agir sur les cellules tumorales afin de nous protéger contre le cancer
[10].

c- Action sur la perméabilité capillaire :

Les flavonoides diminuent la perméabilité des captllaires selon deux modes direct
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d- Activité anti-inflammatoire :

Les flavonoides ont une propriété anti-inflammatoire grice a leur capacité de
reagir contre les histamines et d’autres médiateurs d’inflammation [10].
e- Action sur les maladies cardio-vasculaires :

Plusieurs études ont démontré que 1’addition des flavonoides a la diéte diminue le

cholestérol [10].
Les flavonoides sont dotées de certaines activités dans le tableau | :

Tablean 1 : activités biologiques des composés polyphénoliques [11].

Polyphénols Activités

Acides phénols (cinnamiques et | Antibacteriennes, antifongiques,

benzoique) antioxydantes

Coumarinés Protectrices vasculaires et
antioedémateuses

Flavonoides Antitumorales, anticarcinogenes,
antiinfalammatoires, hypertenseurs,

diurétiques, antioxydantes

Anthocyanes Protectrices capillaroveineux
Proanthocyanidines Effets stabilisants sur le collagene,
antioxydantes, antitumorales,

antifongiques, anti- inflammatoires

Tannins galliques et catéchiques Antioxydantes

]-2-4- Utilisation taxonomique des composés pbénoligues :

La classification des espéces végétales basée sur des critéres morphologiques,
anatomiques et paléontologiques est sujette de nos jours a une perpétuelle évolution. en
effet les caractéres chimiques sont de plus en plus utilisés grice aux progres de la
biochimie végétale liés a I"utilisation de la chromatographie sur papier.

Pour qu’un composé chimique puisse jouer un rdle, comme indicateur

taxonomique, il doit remplir certaines conditions, entre autres :

10
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il ne doit pas appartenir aux constituants principaux (glucides, acides,
organiques,..).

- réciproquement, il ne doit pas avoir une structure trop complexe, élaborée
par un nombre restreint d’espéces particulieres.

- Il doit s’accumuler et par conséquent intervenir de fagon limitée dans les
réactions du métabolisme.

- 1] doit étre facile a détecter.

Les composés phénoliques, remplissant ces conditions de fagons satisfaisantes,
peuvent jouer en chimiotaxonomie végétale un réle important [3, 19, 12].

Les travaux de Bate Smith constituent, a I’heure actuelle I’étude la plus importante
de la répartition des composés phénoliques chez les végétaux puisqu’elle porte sur plus
d’un _millier d’espéce d’angiospermes (monocotylédones et dicotylédones) ; ces travaux
ont pennié; d’une part de monter une certaine spécifitée dans la répartition des composés
phénoliques par exemple :

- Les isoflavone se rencontrent fréquemment chez les légumineuses et plus
particulierement dans les sous-famille des papilionacés et des lotées.

- La présence d’acide ellagique se limite aux dicotylédones, il est absent chez
les monocotylédones, chez angiospermes et chez les fougeres.

D’autres part des combinaisons d’ordre taxonimiques et phytogénétique ont pu
étre tirées de la considération des composés phénoliques, Par exemple :

- existence entre le caractere ligneux des plantes et la présence de leuco-
anthocyanes, c’est-a-dire de tanins, ces corps sont beaucoup moins présents
chez les plantes herbacées que chez les plantes ligneuses.

-l considération des différents composés phénoliques a permis de proposer
une modification de ia classification actueiie de i’ordre des urticaies {22].

[-2-5- Application des composés phénoliques a la génétique :

De nos jours la génétique est une discipline qui connait de profonds
développements due aux progreés accomplis dans la connaissance des genes et plus
particulierement de la structure des acides nucléiques, le modele de Watson et Criks
permet une interprétation satisfaisante du méc on des genes et du

transfert des caractéres héréditaires.
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Les genéticiens ont toujours porté un intérét particulier a la pigmentation des
organes végétaux en raison de la facilit¢ du suivi de ce caractére apparent. Dans ce
domaine également, le développement des techniques chromatographiques a donné une
impulsion considérable aux travaux des recherches concernant plus particulierement les
Anthocyanes. Ces travaux ont fait I’objet d’une analyse poussée notamment par Harborne
(1963) et par Alston (1964) [1]. Le but de telles études est d’interpréter, conformément
aux lois de la génétique, les modifications de la nature des composés phénoliques
observés entre différentes plantes issus de croisement entre variétés voisines. Dans le cas
des flavonoides, les différents composés naturels dérivent les uns des autres par des
modifications structurales relativement simple et 1l a été montré {14] que le plus souvent,
a chacune des réactions chimiques élémentaires correspondantes, c’est-a-dire a chaque
enzyme, est associ¢ un seul gene. Clest ainsi que plusieurs travaux ont €té et sont
actuelleméﬁt menés dans le contréle génétique de la formation des flavonoides en vue de
’obtention de variétés végétales présentant un intérét économique (horticulture,
viticulture,...) ou analytiques [23}.

I-2-6- Roles des polyphénols :
a- Roéle biologiques des polyphénols :

Les pigments responsables de la coloration des fleurs représentent des signaux
visuels qui attirent des animaux pollinisateurs. La plus part de ces pigments sont des
anthocyanes, des aurones et des chalcones.

D’autre part, les polyphénols sont probablement les composés naturels les plus
répandus dans la nature et de ce fait sont des éléments faisant parties de ’alimentation
animale. a titre d'exemple, ’homme consomme jusqu'a 10 g de ces composés par jour.
Role de défense :

Des composés phénoliques sont impliqués lorsque la plante est soumise & des
blessures mécaniques des phénols simples sont synthetisés et 1’activité peroxydasiques
caractéristique des tissus en voie de lignification est stimulée. Ces réactions aboutissent a
la formation au niveau de la blessure d’un tissu cicatriciel résistant aux infections [15], la
capacité d’une espéce végétale a résister a ’attaque des insectes et des microorganismes

et souvent corrélée avec la teneur en composés phénoliques [1].
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c- Réle pharmaceutique :

Nous mettrons ici 'accent sur V'intérét grandissant des proanthocynidines. En
effet, les propriétés vasculoprotectrices de ces dérivés sont supérieures a celles de la
rutine, utilisée en thérapeutiques sous formes de dérivés hémisynthétiques hydrosolubles,
et des flavonoides classiques. Des spécialités pharmaceutiques contiennent soit
uniquement des oligoméres procyanidoliques (notamment extraits de pépins de raisin)
soit des extraits totaux contenant ces composés en proportion importante.Des crémes
“anti-vietllissement’” contenant des proanthocyanidines proposés en cosmétologie .La
littérature montre également pour ces substances un intérét renouvelé 1ié aux propriétés
antioxydantes et antiradicalaires [2].

d- Réle des flavonoides dans la coloration des végétaux :

~ Les flavoloides, pigments hydrosolubles, sont avec les chlorophyles et les
caroténoi’dés, pigments liposolubles, les principaux facteurs de la coloration des plantes.
Ces substances sont responsables, pour la plus grande part des colorations rouges, bleues
et violettes des organes végétaux, elles participent également aux colorations jaunes, mais
dans ce cas ce sont les caroténoides qui jouent le réle le plus important. Les flavonoldes
les plus impliqués dans ce role sont par ordre d’importance : les anthocyanes, les flavones
et les composés voisins [19].
d-1- Réle des anthocyanes :

Par suite de leur ionisation, les anthocyanes présentent des couleurs différentes
pour les dérivés pH : du rouge — orange en milieu acide au bleu — mauve en milieu
basique. En réahté, la couleur de ces pigments dépend aussi des facteurs structuraux ainsi
l’hydr(‘)xylaﬁon du noyau latéral (B) est le facteur prépondérant.

La partie sucrée n’intervient pratiquement pas. En outre la chélation éventuelle de
ces anthocyanes avec des métaux ou ieur combinaison avec des peptides peut modifier ia
couleur. De méme la présence de flavones, par un phénomeéne de co-pigmentation peut
entrainer une modification importante de coloration, et notamment permettent une
émission en U.V visible de nombreux insectes.

Notons enfin que les anthocyanes des feuilles sont chimiquement plus simple que
celles des fleurs ou des fruits, le pigment qu’on y rencontre le plus fréquemment est la

cyanidine sous sa forme hétérosidique la plus simple, le monogiucoside-53. [3]
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d-2- Rdle de flavones et composés voisins :

Les feuilles contiennent différents pigments flavoniques, mais la coloration propre
de ces pigments est généralement masquée par celle des chlorophylles. Dans les fleurs et
les fruits ces pigments interviennent également assez peu dans la coloration jaune, car ils
sont le plus souvent d’un jaune pale ou incolores ; les caroténoides jouent le role le plus
important. Harbone (1965) note que les flavonoides participent a ]a coloration jaune dans
quatre cas :

- intervention des chalcones et aurones qui sont d’un jaune fonce ; la couleur
des pétales expos€s a des vapeurs ammoniacales vire au rouge.

- Intervention de flavonols particuliers, quercetagetine et gossypetine
hydroxylés en 8.

- Intervention d’anthocyanidines non hydroxylées en 3 (apigeninidine et
luteolinidine).

- Intervention des betaxanthines, pigments jaunes azotés.

Les fleurs créme ivoire ou blanches contiennent pratiquement toutes des

flavonoides incolores (flavones et flavonols) qui ne sont pas responsables de la

coloration mais peuvent la modifier [12].

e- Role physiologique :

Les flavonoides jouent un rdle: dans la croissance, la respiration, la

morphogenése, ainsi les équilibres enzymatiques interviendraient & différents stades du

développement [17].
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I-3- Les principaux agresseurs bactériens :
1-3-1- Les bacilles 3 Gram négatif :
1-3-1-1- Escherichia coli -
a- caractéres bactériologiques :
Bacille a Gram négatif appartenant a la famille des Entérobacteries. E. coli produit
habituellement de 1'indole, fermente le lactose, mais ne produit pas d’acétoine.
Cependant la totalité des caractéres biochimique ne sont pas identiques pour toutes les

souches. Cela permet de reconnaitre des biotypes .Ce qui a un intérét épidémiologique

[18].

b- Habitat :

" E coli est un hote normal du tube digestif de I’homme et des animaux. Chez
I'homme, il est présent & raison de 107 & 10° bactéries par grammes de selles. Densité
cependant trés inférieure a celle des germes anaérobies.

La présence de £. coli dans I’environne est le témoin d’une contamination

fécale, c’est pourquoi on proce Stématiquement a sa détection dans les eaux
d’alimentation (colimé
¢- Pouvoir pathogene :
1/ Infection extra intestinales :
E. coli est connu comme agent pathogene au cours d’infections diverses :
- urinaires : la majorité de ces infections est due a E. coli
- Abdominales : cholécystites, péritonites, salpingites.
- méningées : méningites néonatales [18].
2/ Infection intestinales :

Comme depuis les années 40, Dexistence de diarrhées dues a E. coli avait été
difficile & faire admettre. Les diarthées infectieuses & E. coli peuvent revétir des formes
différentes et les mécanismes physiopathologiques varient [18].

d- Sensibilité aux antibiotiques :
Les souches de E. coli notamment celles responsables d’infections observées en

pratiques de ville, sont sensibles a la plupart des antibiotiques actifs sur les bacilles a

Gram négatif.
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Au contraire, les souches de E. coli enteropathogenes (E.P.E.C) résistent souvent a de
nombreux antibiotiques. Des souches multi-résistantes sont souvent isolées lors
d’épidémies graves, et il est possible que la résistance multiple soit associée & une

virulence accrue [18].
I-3-1-2- Klebsiella
a- Caractéres bactériologiques :

Les Klebsiella sont des gros bacilles & Gram négatif immobiles, entourés d’une
capsule qui appartenant a la famille des enterobacteriaceae. Elles ont une réaction de
Voges-Proskauer positif et appartiennent donc au groupe de V. P (+) que ’on préfere
désigner aujourd’huit comme groupe des K.E.S (Klebsiella, Entrobacter, Serratia). Sur
milieu gélosé, les colonies sont caractéristiques : elles sont volumineuses, bombées,
brillantes et trés visqueuses & cause de la capsule. Les Klebsiella fermentent de nombreux
sucres avec production de gaz, mais elles ne sont pas protéolytiques [18].

b- Habitat et épidémiologie :

Les Klebsiella sont tres répandues dans la nature. On les trouve dans 1’eau, le sol,
la poussiere. Ce sont ausst des bactéries commensales du tube digestif de ’homme et des
animaux. Chez ’homme on peut les retrouver dans 1’oropharynx.

Le portage digestif de Klebsiella est plus important chez les malades hospitaliser
que dans la population normale. Sur les mains du personnel et sur les objets de
Penvironnement dans les services hospitaliers, la présence de Klebsiella est trés
fréquente, la transmission des Klebsiella d’un malade a D'autre est habituellement
manuelle. Des épidémies hospitaliéres peuvent survenir [18].

c- Pouvoir pathogéne :
Les Klebsiella sont fréquemment responsables d’infections opportunistes chez des

malades hospitalisés :

infections broncho-pulmonaires en réanimation.

- Infections urinaires souvent consécutives a des manceuvres instrumentales.

- Infections généralisées (septicémies ou bactériémies lors d'un cathétérismes), qui
sont fréquemment responsables d’un choc endotoxinique, le taux de mortalité est
éleve ;

- Infections méningées post-traumatiques ou post-chirurgicales.
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d- Sensibilité aux antibiotiques :
Les Klebsiella posent souvent des problemes d’antibiothérapies. Elles ont une
résistance naturelle a 'ampicilline et a la carbénicilline, due a la production d’une

pénicilline a laquelle les céphalosporines sont insensibles [18]

1-3-1-3- Pseudomonas :
a- Caractéres généraux :

Le geure Pseudomonas est constitué de bacilles & Gram négatif. Mobiles grace a
une ciliature polaire (ou rarement immobiles). Aérobies stricts, ils ont un métabolisme
respiratoire et possédent presque toujours une oxydase.

Les nombreuses autres especes du genre Pseudomonas sont des bactéries de
Penvironnement. Elles se trouvent préférentiellement dans 'eau, sur le sol, et sur les
plantes. Pour beaucoup d’entre elles, la température optimale de croissance est de 30°C et
non 37°C. Ces especes sont des bactéries opportunistes, elles peuvent étre responsables
d’infections hospitaliéres survenant chez des malades fragilisés.

La diffusion de ces espéces en milieu hospitalier est favorisée par leur résistance
habituelle aux antibiotiques et aux antiseptiques. [18].

b- Pouveir pathogéne :

Le genre Pseudomonas est tres hétérogene et le nombre d’espéces est important, a
I’exception de Pseudomonas aeroginosa qui est trés souvent rencontré en bactériologie
clinique et dont le role pathogéne ne fait pas de doute, les autres espéces ont un pouvoir
pathogéne plus discutable. Elles peuvent cependant €tre responsables de bactériémies
chez des malades dont les défenses sont diminuées [18].

[-3-1-4- Proteus :

Les Proteus sont des entérobactéries responsables de nombreuses infections chez
’homme en particulier chez les malades hospitalisés. Ils son des germes ubiquitaires
largement répandus dans la nature , retrouvés dans I'eau , le sol et sur de nombreux
végétaux, ou ils participent aux cycles de dégradation des matieres organiques, ils font

partie de la flore commensale de I"intestin de ’homme et de nombreux animaux [17].
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1-3-1-5-Salmonella :

a- Caracteres bactériologiques : Les bactéries du genre Salmonella appartiennent a la
famille des enterobactériaceae. Les caractéres qui permettent d’identifier une Salmonella
sont I’absence de fermentation du lactose. L’absence de béta-galotosidase, d’uréase et de
production d’indole. Ces bactéries sont mobiles, produisent de I’H,S et ont une lysine
décarboxylase mais des exceptions existent [18].

b- Habitat et épidémiologie :

Les Salmonella sont avant tout des parasites du tube digestif de I’homme et des
amimaux. Apres la maladie, certains sujets restent porteurs sains et €liminent pendant
plusieurs mois des Salmonella dans leurs selles. Les Salmonella sont retrouvées dans le
milieu” éxtérieur, dans les eaux d’égouts en particulier. Des Salmonella sont aussi
fréquemment retrouvées dans les farines de poisson ou poudres d’os utilisées pour
I’alimentation des animaux.

La contamination de ’homme se fait par voie buccale [18].

c- Pouvoir pathogéne :

Les salmonelloses peuvent revétir trots aspects :

1) les formes septicémiques : ce sont d’abord les fievres typhoides et paratyphoides

dues aux sérotypes Salmonella typhi, Salmonella pararyphie A, B ou C.

2) les formes purement digestives : les toxi-infections alimentaires & salmonella se
manifestent par des diarrhées, des vomissements et de la fievre.
3) Les formes extradigerstives : elles sont plus rares: cholécystite, méningite,
ostéomyelite, spondylodiscite, glomérulonéphrite. atteinte pulmonaire.
d- Sensibilité aux antibiotiques :

11 faut de croire que les salmonella sont toujours sensibles aux antibiotiques [18].
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I1-3-2- Les cocci 2 Gram positif
11-3-2-1- : Staphy lococcus

1- Staphylococcus aureus :

a- Caracteres bactériologique :

Cette espece, rencontrée tous les jours au laboratoire de bactériologie médicale,

donne des colonies ayant le mannitol sur milieu de Chapman [18].

b- Habitat :

Staphylococcus aureus est un germe ubiquitaire retrouvé dans le sol, [’air et ’eau, c’est
un commensal de la peau et des muqueuses de I’homme. On le trouve & I’état normal
dans I"oropharynx dans les selles, un tiers des individus est porteur de Siaphylococcus
aureus au niveau de leurs fosses nasales [18].

c- Pouvoir pathogéne :

Les manifestations pathologiques dues & Staphylococcus aureus — sont tres
nombreuses, elles sont trés suppuratives et nécrotiques.
d- Sensibilité aux antibiotiques :

La pénicilline G est trés active sur les souches de Staphylococcus aureus non
productrices de pénicillinase, mais elles sont rares aujourd’hui les pénicilline semu
synthétiques du groupe méthicilline- oxacilline ne sont pas détruites par la pémicillinase
de Staphylococcus aureus. Ce sont d’excellents antibiotiques antistaphylococciques.

2) Staphylococcus épidermiques :
a- Caractéres bactériologiques :

Cette espéce ne produite pas de staphylocoagulase ni la plupart des enzymes
produits par Staphylococcus aureus elle ne fermente pas le mannitol sur milieu de
chapman.

Staphylococcus epidermidis fait partie de flore normale de la peau et des muciueuses de
I’homme dont il constitue probablement un élément d’équilibre de son pouvoir
pathogéne. Sa présence dans un produit pathologique est souvent considérée comme une

souillure consécutive a une erreur technique au moment du prélévement.
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b- Pouvoir pathogéne :

Pour affirmer le rdle pathogéne de Staphylococcus epidermidis, il faut exiger
certains criteres : conditions rigoureuses d’asepsie du prélevement, présence de la méme
souche a plusieurs reprises dans le méme type de prélevement, absence d’autre espéce
bactérienne dans le prélévement.

c- Sensibilité aux antibiotiques :

Les souches de Staphylococcus epidermidis ne sont pas plus sensibles aux
antibiotiques que celles de Staphylococcus aureux. Certaines d’entre elles résistantes aux
pénicillines du groupe de la méthicilline ainsi qu’a d’autres antibiotiques. Une souche de
Staphylococcus epidermidis responsable d’une infection généralisée doit étre traitée par
un antibiotique bactéricide [18].
11-3-2-2~ Streptococcus :

a- Caractéres bactériologiques :

Le genre Streptococcus regroupe un grand nombre d’espéces aero-anaérobies tres
différentes, caractérisées par leur morphologie (cocci & Gram positif disposés en
chainettes), un métabolisme fermentatif et I’absence de catalase. en fait ce sont des
anaérobies aérotolérants. Les especes anaérobies strictes sont actuellement regroupées
dans le genre Peptostreptococcus [18).

Les streptocoques sont des germes fragiles, sensibles a l'acidité. Leur culture en
aérobiose parfois lente et difficile. Certaines espéces ont besoin de milieu enrichis. La
gélose au sang convient bien a leur culture on distingue :

- "Streptocoque béta hémolytique.
- Streptocoques alpha hémolytiques [18].
b- Habitat et pouvoir pathogene :

Les streptocoques sont ubiquitaires, certains d’entre eux sont rencontrés dans le
milieu extérieur. Ils peuvent survivre longtemps dans celui-ci; ainst la découverte
d’entérocoques dans les eaux ou les aliments signe une contamination fécale d’origine
humaine ou animale. D’autres sont plus fragiles et vivent a [’état commensal au niveau
des segments ou des muqueuses de ’homme ou des animaux. La pathologie est trés
variée et la physiopathologie complexe ; on peut distinguer arbitrairement :

- les manifestations locales et régionales :
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o angines erythémateuses ou €rythénato-pultacées

o abcés périamydaliens, adénites cervicales, adénophlégmons.
- Les manifestations générales :

o Précoces : localisateur suppurées articulaires

o Rhumatisme articulaire aigu avec ou sans cardite
- Autres infections :

o Ostéo-arthrites, infections urinaires, génitales, cutanées

o Pleuropneumopathies, septicémies, endocardites, méningites [17]. -

¢- Sensibilité aux antibiotiques :
Les streptocoques sont habituellement sensibles aux béta-lactamines. Les
péniéi.]‘lliﬁe"s' sont le traitement & choisir; elles sont plus actives que les céphalosporines

(8],



ahériel et methewss



Partiepratiques . Matériel et méthodes

ii- Matériei et méthodes

L’objectif de notre étude est de recolter la plante Ranunculus repens L, et de faire
extraction et la séparation des fractions flavonoiques, puis la détermination de 1’activité
antibactérienne des poly phénols de Ramunculus repens [, cela nécessite des test
bactériologiques par différentes méthodes in vitro au niveau du laboratoire afin d’établir
I'mfluence de ’agent antibactérien sur la croissance du germe et la détermination de la
concentration minimale inhibitrice (CMI)

I1-1-Matériel :

Notre matériel de travail est composé d’un matériel végétal de la plante
Ranunculus repens L qui est récoltée a partir des plaines de Dhare wassafe dans la région
d’El-amir Abdekader.

- les solvants organiques: éthanol, éther de pétrole, acétate d’éthyle, éther
diéthylique, n-butanol.
- Les souches ( 2 souches d’E. coli Klebsiella, Proteus, Pseudomonas,

Staphylotococcus aureus, Staphylococcus epidermidis) ont été isolées de différents

produits pathologiques (urines, prélévement vaginal, selles) au niveau du

Djen Djen et le Streptococcus isolé des mammites.
- Les milieux de culture :
o Milieux solides, Hektoéne, Chapman, gélose nutritive, Muller Hinton
o Milieux liquides : Bouillon nutritif et le miheu SFB qui sont tous issus de
Iinstitut Pasteur d’Algerte.
I1-2-Méthodes :
I1-2-1- Méthede d’extraction des principes actifs (polyphénols) de la plante
Ranunculus repens L ;
L’extraction du pnncipe actif de la plante Ranunculus repens I se fait aprés la
récolte en mois de Mai [27] au stade de floréson. On procéde ensuite en plusieurs étapes :
1) lavage et séchage : Toutes les parties de la plante sont rincées a I’eaun distillée afin
d’éliminer les poussiéres et les impuretés qui peuvent exister elles sont par la suite

étalées sur les paillasses sur du papier buvard & I'air libre pendant 6 jours. Ces
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2)

3)

4)

3)

6)

étalées sur les paillasses sur du papier buvard a ['air libre pendant 6 jours. Ces

plantes sont par la suite placées dans ’étuve pour un séchage a 40°C pendant 3

jJours.[27]

Broyage : une fois la plante séche, elle est coupée en petits morceaux ces derniers
sont placés dans un mortier, ou I’on effectue le broyage jusqu'a I’obtention d’une
poudre tres fine.
Extraction hydro-éthanolique : dans un mélange de 300 ml d’eau distillée et de
700 ml d’éthanol (70% éthancl, 30% eau distillée) nous avons laissé macérer 200g
de la poudre obtenue de la plante pendant 6 jours.
| g (matériel végétal) — 5 ml (solution hydro —¢thanolique)
200g(matériel végétaly— X
X = 1000 ml
1000 ml —» 100 %
Y —» 70 %
Y= _70x 1000 =700 ml éthanol
100
1000 — 700 =300 ml d’eau distillée
Filtration du mélange hydro-éthanolique : apres 6 jours de macération, le
mélange est filtré (a 'aide de papier filtre) et la substance organique est ainsi
récupérée dans un bécher. [27]

Evaporation et reprise par P’eau : [’évaporation des solvants organiques utilisés
p g

"se fait au moyen du rotavapor pendant une heure de temps & une température de

60°C. I’extrait brut est récupéré dans le ballon d’évaporation quand au solvant
grace au processus de refroidissement, 1l est a son tour récupéré au niveau du
ballon de récupération. I'extrait brut est alors repris par de I’eau bouillante. le
mélange est décanté pendant 24 heures [27], le poids d’extrait est €gal a 96,71 g
Deuxieme filtration: pour éliminer toute impureté, nous avons filiré une
deuxieme fois I’extrait brut. La solution récupérée est appelée « phase agueuse »
cette derniére sera soumise a différents affrontements. [27]

a. Affrontement par I’éther de pétrole : il est souvent utile de faire une

premiére extraction modérée du matériel végétal par un solvant non polaire
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comme [’¢ther de pétrole, qui permet d’éliminer, tout au moins en partie les
graisses, les cires, les chlorophylles et les caroténoides.
Dans une fiole jaugée, 100 ml d’éther de pétrole sont rajoutés & 100 ml de
phase aqueuse, aprés une agitation énergétique, le mélange est laissé
reposer pendant 10 minutes. La décantation se fait dans une ampoule a
décanter ou I’on obtient deux phases : phase d’¢ther de pétrole vers le haut
et la phase aqueuse vers le bas :
La phase aqueuse est récupérer dans un flacon et déversée une seconde fois
dans ’ampoule a décanter dans le but d’obtenir {¢ maximum de produit.
[27]
b. Affrontement par I’éther diéthylique :
L’éther est considéré comme le solvant préférentiel des aglycones
flavonoiques.
Dans une fiole jaugée, 100 ml d’éther sont rajoutés a 100 ml de la phase
aqueuse. Apres une agitation énergétique, le mélangé est laiss€ reposer
pendant 10 minutes.
La décantation se fait dans une ampoule & décanter ot ’on obtient deux
phases : phase éther vers le haut et la phase aqueuse vers le bas.
La phase aqueuse est récupérée dans un flacon et déverser une seconde fois
dans I'ampoule a décanter dans le but d’obtenir le maximum de produit.
Les deux phases sont séparées dans deux flacons
L’éther est soumis ainsi & une €vaporation a sec au niveau du rotavapor a
une température égale a S0°C. Aprés deux heures de temps, les aglycones
flavonoiques sont enfin récupérés. Ils sont conservés a basse température
(+6°C) [27].
c. Affrontment par "acétate d’éthyle :
L’acétate d'éthyle est le solvant prefeérentiel des monoglycosidiques.La phase
aqueuse obtenue apres affrontement a [’éther est réutilisée pbur ce second
affrontement. 100 ml d’acétate d’éthyle sont donc déversé dans la phase
aqueuse. Aprés agitation énergétique et repos de 10 minutes, le mélange est

décanté au moyen d’une ampoule & décanter. Les deux phases peuvent &tre
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distinguées comme suit; la phase d’acétate d’éthyle vers le haut, et la phase
aqueuse vers le bas. Comme pour [’éther, la phase aqueuse récupérée est remise
dans I’ampoule & décanter. L’opération est répétée plusieurs fois dans le but
d’obtenir le maximum de substance active c’est-a-dire de monoglycosides.
Ces derniers sont séparés de leur solvant, par €vaporation & sec grice au
rotavapor a une température de 60°C et une rotation moyenne de 40 t /mn. IIs
sont par la suite conserves a basse temperature (+6°C) [27].
d. Affrontement par le n — butanol :

Pour séparer les di et triglycosides qui se trouvent dans la phase aqueuse,
nous avons ajouté a cette derniére 100 ml de n-butanol qui est leur solvant
préférentiel. _

“Aprés agitation énergétique et un repos de 10 mn, la décantation aboutis a la
séparation des deux phases : la phase n-butanol vers le haut et la phase aqueuse
vers le bas.

Pour obtenir le maximum de la substance active, les mémes étapes que les
affrontements précédents ont été suivies. L’évaporation au rotavapore se fait a
une température égale a 60°C et une rotation moyenne de 40 t/mn. L™ échanullon

récupére est conservé avec les précédents & une température de +6°C. [27].
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La méthode d’extraction des poly phénols est résumée dans la figure (3)
La plante » Lavage et séchage » Broyage

Materief vegétal 200 g
Macération pendant 6 jours

Filtration

Evaporation et reprise
Par I’ean

v

L’extrait brut

Deuxiéme filtration

Evaporation a sec _ Phase Q’éther‘_:: Affrontement par [’éther
- de pétrole de pétrole
Reprise par |'eau
distillée Phase aqueuse
L’ extrait Phase d’éther Affrontement par I’éther
diéthylique ¢ diéthylique

Phase aqueuse

Phase d’acetate Affrontement par [’acetate
d’éthyle ¢ d’éthyle

Phase aqueuse

l

Aftrontement par
fe n-butanol

Phase n-butanol €=

Figure (3) : Méthode d’extraction des polyphénols de la plante Ranunculus repens L. [27]
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I1-2-2-Préparation des dilutions :
La solution a été préparée en solubilisant 2 g de I’extrait de la plante Ranunculus repensL
dans une solution de 10 ml d’eau distillée stérile et on appelle cette solution la solution

mere a partir de la solution meére en réalise une série des dilutions .

Tableau 2 : les différentes dilutions [6] :

Concentration Volume d’eau Concentration final
. Volume en ml R
initiale en mg / ml distillée en ml enmg/ ml
200 6,4 3,6 128
2 2 64
1 3 32
128 0.5 3.5 16
e 0,5 7,5 8

Pour avoir la concentration de 128 m g/ ml & partir de la solution de 200 m g/ ml
on prend 6,4 ml de cette derniére a laquelle on ajoute 3,6 ml d’eau distillée. Cette
gamme de concentrations est utilisée pour déterminer la CMI de ’extrait de la plante

Ranunculus repens L .

I1-3- La séparation par chromatographie sur couche mince (CCM): .

Protocole technique:

Les extraits concentrés de fractions isolées précédemment sont déposés a 1’aide
d’un capillaire sur la largeur de la plaque. Aprés développement dans le solvant (éthanol)
puis séchage, la délimitation des bandes s’effectue sous lumiére ultraviolette.

Le tableau suivant représente les résultats qui peuvent étre obtenus par la CCM.
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Tableau 2 : Détection des composés phénoliques sur un chromatogramme par UVL A\

Nature des  fractions | Coloration en lumiere | Colorationen UV

flavonoiques visible

Acide cinnamique / Bleu

Coumarine / Bleu

Anthocyanidine Rouge /

Flavone Jaune pile ; Brun-noir |
i Flavono! Jaune pile * Jaune brillant | i

Aurone : Jaune brillant | Jaune brillant “

Chalcone | Jaune . Brun-noir
| |

I11-4- Evaluation de activité antibactérienne :

1- La sensibilité aux agents antimicrobiens :

Il existe deux types d’agents antimicrobiens : les agent iques et les agents

chimiques, les agents physiques assurent la destruction des germes en modifiant leur
environnement physico-chimique, ainsi | multiplication est arrétée et leur survie
compromise. Les agents chimiques sont des substances dont le contact avec les bactéries
entraine soit ['arrét de r multiplication (bacteriostase) soit leur destruction
(bactéricide).Certains agents chimiques sont trés actifs mais nocifs aussi bien pour les

bactéries que les cellules humaines ou animales 1ls sont utilisés comme

llules de I"hote et sont utilisés pour cette raison en therapeutique.
,’- Test de diffusion :
La technique de diffusion nous permet de gagner du temps et €conomiser du
milieu en mettant en ceuvre des disques son principe est relativement simple.
Lorsqu'un disque imprégné de substance testée est placé sur la gelose
préalablement inoculée avec la bactérie testée, il s’humidifie et ’extrait de pl;mte diffuse

radicalement du disque dans la gélose. On obtient ainsi un gradient de concentration.
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Matériels et méthodes

La substance antimicrobienne est présenté en forte concentration & proximité du disque
et affecte des microorganismes méme faiblement sensibles (les organismes résistants se
développent jusqu’au disque).

Plus on s’écarte du disque, plus la concentration en substance anti-microbienne
diminue et seules les bactéries pathogénes le plus sensibles sont affectées.
* préparation du disque :

On a utilisé le papier Wattman N° 3 coupé en disques de 6 mm. Ces derniers
doivent avoir un contour régulier pour donner une zone d’inhibition facile a mesurer.

Les disques une fois préparés sont placés dans un tube en verre et stérilisés
pendant 20 mm & 120°C dans le four pasteur.
* Milieu :

-.-.La gélose Muller — Hinton est coulée en boite de pétri sur une épaisseur de 4 mum,

les géloses sont pré séchées avant I’emploi.
* Inoculum :
On racle 5 colonies bien isolées et parfaitement identiques a partir d’une culture de 18 h
sur le milieu d’isolement. On décharge I’anse dans 10 ml d’eau physiologique stérile a
0.9% puis on homogénéise la suspension bactérienne, son opacité €tant de 0,08 4 0,1 pour
625 nm. 24\
*1.’ensemencement :

Par inondation : les boites sont inondées par 2 & 4 ml de ["inoculum a ["aide d’une
pipette pasteur, on aspire le surplus, puis on la sécher pendent |5 minute a 57°C.

.Dépdt des disques & la surface de la gélose a I’aide d’une pince stérile, a ['aide
d’une micropipette on met sur chaque disque 10pl de chaque concentration.
* Pré-incubation : les boites sont laissés pendant 30 mn a température ambiante pour

une meilleur diffusion des polyphénols.

* Incubation :
A I'étuve pendant 18 a 24 ha 37°C.
* Lecture
Pour chaque disque. on mesure le diamétre de la zone d’inhibition (en mm) a

["aide d’un pied a coulisse ou d’une regle.
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Remarque :
Notre travail est réalisé dans des conditions stériles (a proximité du bec benzeéne)

et avec un matériel stérile.
La quantité des aglycones est insuffisante pour faire la chromatographie et pour

tester I’activité antibactérienne avec ’extrait pure.
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Chapitre 1V Résultats et interprétations

III- Résultats et interprétations:

H1-1-Les résultats de I'extraction :
La méthode d’extraction nous a permis de récupérer trois extraits qui sont :

-L’extrait a base de I’éther diéthylique.
-U’extrait a base de I’acétate d’¢thyle.
- L’extrait a base du n- butanol.

IH-2-Les résultats de Ia chromatographie sur couche mince (CCM) :

- La chromatographie sur couche mince montre la présence de 4 spots de couleurs

différentes qui sont ;jaune pale, rouge, jaune, jaune brillante

IHI-3- Les résultats du test de diffusion :

Les résultats du test de diffusion comprend :

- Les variations de la sensibilité des souches bactériennes aux extraits de
Ranunculus repens L selon la méthode de diffusion (disque)

- L’évaluation de la CMI de I’extrait de Ranunculus repens L.

II1-3-1- activité antibactérienne de P’extrait de Ranunculus repens L :
Les différentes fractions d’extraction a partir de Ranunculus repens L testées
contre les bactéries étudiées selon la méthode des disques nous ont donné les résultats

regroupés dans les tableaux 5, 6, 7.
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Les résultats

D ¢

O

li

monoglycosides polyglycosides

[ COouleur jaune pale en lumiere visible et jaune biilante en U V.
Couleur rouge en lumiére visible et invisible en UV
] Couleur jaune en lumiére visible et brun-noir en UV

[__1 Couleur jaune brillante en lumiere visible et jaune brillant en UV

Fig 6 : Résultat de ’identification des extraits de Ranunculus repens L par
la CCM



Chapitre IV.

*L’activité antibactérienne de I’extrait a base de I’acetate d’éthyle :

. _Résultats et interprétations

Les résultats de I’activité antibactérienne de i’extrait a base del’acetate d’érthyle

sont représentées dans le tableau 5.

Tableau 5 : Résultat de Pactivité de Pextrait a base de P’acetate d’ethyle vis-a-vis

des souches bactériennes.

‘L\es f;ox‘]centrations de
[ :Xtait a base d’acétate
g ethyte mg/ml. .
i } - Pure SOhfhon 64 32 16
mere
Les souches
actériennes étudiées
' Locoli(l) ... 23 15 13 11 10 0
coli (2) 20 18 17 9 8 0
| ¥lebsiella s p p 24 23 14 10 9 0 =
, seudomonas § pp 33 12 13 9 0 0 ;‘ é
| roteusspp 10 0 0 0 0 0. E;: ;E:
Salmonella s p p 13 0 0 0 0 0 S i
' treptlococcus s p p 10 0 0 0 0 0 g (é
[ Staphylococcus aureus 51 20 15 11 9 0 5
‘taphylococcus 40 23 15 11 10 0
i spidermidis

Nous remarquons la formation de différentes zones d’inhibition. Ces demieres
varient entre 23 mm avec I’extrait pure et 8 mm obtenue avec la concentration 16 mg/ml
chez I. coli et entre 24 mm avec ’extrait pure, et 9 mm avec la concentration 16 mg/ml
chez Klebsiella, et de 33 mm avec extrait pure .9 mm avec la concentration 32 mg/ml
chez Pseudomonas. Dont les zones les plus importantes manifestent chez les
staphylocoques avec un diamétre de 51 mm chez Staphylococcus aureus et 40 mm chez
Staphylococcus epidermidis avec Vextrait pure. Cependant les especes Proteus,
salmonella et Streptococcus donnent des zones moins importantes : 10 mm avec Proteus

et Streptococcus, 13 mm avec Salmnelia.
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Chapitre IV Résultats et interprétations

*L’activité antibactérienne de ’extrait 4 base du n-butanol :

Les résultats de 'activité antibactérienne de ’extrait 4 base du n-butanol sont

Tableau 06 : Résultat de Pactivité de Pextrait & base du n-butanol vis-a-vis des

souches bactériennes.

es  concentrations 1 | |
deN extrait a base du ‘ |
n-butagol mg/mi
Solution 3
L l Pure 64 32 16
es souch mére
bactériennes
étudiées
E.coli(l)- 23 20 18 15 10
E.coli (2) 24 20 19 13 10 0
Klebsiellas p p 12 10 9 8 0 0
=
Pseudomonas s p p 19 18 14 0 0 0 o &
= &
Proteus s p p 9 0 0 0 0 0 5 g
g &
Salmonella s p p 19 8 17 15 13 0 -:5' =
Streptococcus s p p 9 0 0 0 0 0 é\ &
Staphylococcus 22 20 13 1 7 ¢ 2 8
Q
aureus ”
Staphylococcus 22 17 16 12 11 0
epider}nidis

Pour I’extrait a base du n-butanol nous remarquons la formation des zones d’inhibition
dont la plus importante obtenue chez E.coli qui varient entre 24 mm avec I’extrait pure et
10 mm avec la concentration 16 mg/ml .Pour les staphylocoques 1’extrait pure donne une
zone de 22 mm, et la concentration 16 mg/mldonne une zone de 7 mm pour
Staphylococcus aureus et 11 mm pour Staphylococcus epidermidis. Pour Salmonella et
Pseudomonas Vextrait pure donne une zone de 19 mm, et la concentration 16 mg/mi
donne une zone de 13 mm chez Salmonella. Lextrait a base du n-butanol donnent une
faible activité avec Proteus et Streptococcus avec une zone de 9 mm avec I’extrait pure et

aucune activité pour les autres concentrations.
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Chapitre V.. _.._Résultats et interprétations

*Pactivité antibactérienne del’extrait 2 base d’éther diéthylique:

Les résultats de I"activité antibactérienne de D’extrait & base d’éther diéthylique
sont représentés dans le tableau 7.
Tableau 07 : Résultats de Pactivité de Pextrait 3 base d’éther diéthylique vis-a-vis

des souches bactériennes testées :

gs concentrations de
'extrait a base d’éther
diéthyhque mg/ml. Solution
64 32 16 8
mere
Les souches
bactériennes étudiées™\
E. coli (1) 15 14 12 10 0
I coli (2) 17 9 0 0 0
Kiebsiella s p p 3 7 0 g 0 =
9%
Pseudomonas s p p 13 0 0 0 0 2 ;
=2 ®
Proteus s p p 0 0 0 0 0 é— g
Salmonella s p p 25 17 10 9 0 E ‘é’_
Streptococcus s p p 0 0 0 0 0 = §
~ 3
Staphylococcus aureus I5 13 11 10 0 3
Saphylococcus 15 13 12 10 0
epiderntidis

Pour Pextrait a base d’éther diéthylique on remarque une activité d’inhibition moins
importante avec des zones d’inhibitions faibles, ou i1l ne montre aucune activité envers
Streptococcus et Proteus.Cepondant, les staphylocoques et Z. col/i manifestent des zones
d’inhibitions varient entre 15 mm avec la solution meére et 10 mm avec la concentration
16 mg/ml. L activité la plus importante des aglycones se manifeste chez Salmonella avec
une zone de 25 mm obtenue avec la solution mere.

IV-3-2- Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI).

L’évaluation de la CMI est représentée dans le tableau suivant :
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Chapitre IV e ... _Resultats et interprétations

Tableau 07 : les concentrations minimales inhibitrices des bactéries testés vis-a-vis les

frois extraits.

Extraits a
base 1"éther L’acetate
o n-butanol
_ diéthylique d’éthyle
Les bactéries
E. coli (1) 16 16 16
E. coli (2) 64 16 64
Klebsiellas p p 64 16 32
Pseudomonas sp p 128 32 64 —
9"
Proteus s pp / / 128 Y
Salmonella s p p 16 / 16 =
Streptococcus s pp - / 128 03
35
Staphylococcus 16 16 16 =
aureus
Staphylococcus 32 16 16
epidermidis

Les résultats montrent que la CMI varie d’une espece bactérienne a ’autre, et
aussi elle varie selon les extraits.
On remarque que la CMI la plus basse est obtenue avec I’extrait a base
d’acétate d’éthyle (16 mg/ml). Chez E. coli et Staphylococcus aureus la CMI est égale a
16 mg/ml avec les trois extraits, par contre chez Klebsiella elle varie selon les trois
extraits; 64 mg/ml avec Pextrait a d’éther diéthylique. 16 mg/ml avec extrait & base
d’acétated’éthyle et 32 mg/ml avec lextrait & base du n-butanol. Salmonella et
Staphylococcus epidermidis montre une
CMI de 16 mg/m} avec Vextrait & base du n-butfanol, ces derniers donnent une CMI

de128mg/ml avec Proteus et Streplococcus.






Les résultats

Fig 10 : Variation de la sensibilité de E.coli
Aux différentes concentrations des polyglycosides de la
plante Ranunculus repens L

Fig 11: Variation de la sensibilité de E.coli
Aux différentes concentrations des aglycones de la plante Rarmunculus repens L

Fig 12 : Variation de la sensibilité de Z.coli
Aux différentes concentrations des monoglycosides de la plante
Ranunculus repens L



DiscUSSlon



Chapitre IV Resultats et interprétations

Discussion

Parmi les plantes médicinales de la wilaya de Jijel. Ranunculus repens L. sur
faquelle le travail rapporte ici. Ce dernier consiste a faire I'extraction des polyphénols et
les séparer par la chromatographie sur couche mince, pour obtenir un bon contréle de
pureté et des metlleurs résultats [22]. Nos résultats montrent que Pextrait de Ramunculus
repens L est riche en composés phénoliques.

On_a_étudi€¢ I'effet des trois extraits envers les bactéries testées avec différentes
dilutions (solution mére 128 mg/ml, 64 mg/ml, 32 mg/ml, 16 mg/ml) par la méthode de
diffusion par les disques.

Les résultats ont montré que :

- Pour P’extrait & base du n-butanol il y’a une grande sensibilité vis-a-vis des
especes : F.coli avec une zone d’inhibition égale a 24 mm et une CMI de 16
mg/ml. Staphylococcus aureus donne une zone d’inhibition de 22 mm et une CMI
égale & 16 mg/ml. Par contre Proteus et Streptococcus montrent une faible
sensibilité avec des zones égales a8 9 mm.

- Pour 'extrait a base d’acétate d’éthyle, on remarque que la sensibilité la plus
importante est obtenue chez Staphylococcus aureus avec une zone d’inhibition de
51 mm ,et une CMI égale & 16 mg/ml. Staphylococcus epidermidis donne une
zone d’inhibition de 40 mm, et une CMI égale & 16 mg/ml. E. coli montrent une
sensibilité moins importante avec une zone d’inhibition égale & 24 mm, et une
CMI égale a 16 mg/ml. Par contre Proteus et Streptococcus manifestent les zones
d’inhibitions les plus faibles avec un diametre égal 3 10 mm.

- Pour P'extrait a base d’éther diéthylique, Salmonella manifeste la plus grande
sensibilité avec une zone d’inhibition égale & 25mm, et une CMI de 16 mg/ml. E.
coli, Staphylococcus aureus et Staphylococcus epidermidis donne des zones

d’inhibition différentes dont la plus grande est 15 mm, et une CMI de 16 mg/ml.
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Chapitre IV . Résultats et interprétations

- Proteus et Sireptococcus me montrent aucune sensibilité  vis-a-vis des
concentrations utilisées,
Beaucoup des travaux ont montré la présence d’un effet antibactérien par les

de DIDRY et al (1982

o den (4 o

nolvnhénols narmi lecanels leg travar
polyphenol S, parmu lesquels les frava

Yy

Les polyphénols de la plante Ranunculus repens I. peut étre utilisés comme des
remeédes contre des maladies graves (éruptions cutanées et les maladies pulmonaires) par
I’inhibition de quelques bactéries comme les staphylocoques et Pseudomonas, comme le
dit CHAREYE.C, GENTILS.R (1999) « la plante médicinales peut rendre de bonnes
services, méme dans des maladies plus graves, comme certaines éruptions cutanées ou les

maladies pulmonaires » [8].
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Chapitre IV ______Résultats et interprétations

Conclusion :

La médecine par les plantes est trés ancienne, et actuellement on y recourt le plus
souvent pour le traitement curatif. Cette médecine se développe a grand pas au fureta

mesure que les chercheurs maitrisent ces plantes.

En effet, notre étude est basée sur I’extraction des composés phénoliques et les
séparer par la CCM, ce dermier permet de confirmer la présence des composés
phénoliques dans nos extraits, puts on mettre en €vidence leurs activité sur les bacteries
par le test de diffusion avec lequel, on a déterminé la sensibilité des bactéries vis-a-vis les
trois extraits a base d’éther diéthyhque,d’acétate d’€thyle et du n-butanol; et leurs

concentrations minimales inhibitrices (CMI)

Notre étude a permis de mettre en évidence ['existence d’une activité
antibactérienne des trois extrait sur les espéces: E. coli(l); E.coli(2), Klebsiella,
Pseudomonas, Proteus, Salmonella, Streptococcus, Staphylococcus aureus et

Staphylococcus épidermidis.

Ainsi ;nous pensons que les polyphénols extrait de la plante Ranunculus repensL

peut jouer un role important dans i’évoiution de ia phytothérapie.
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