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Introduction

Les plantes médicinales sont a la fois un produit fini destiné a la consommation et une
matiére premiére pour 1’obtention de substances actives, elles représentent une source de revu
non négligeable pour de nombreuses populations, possédant bien des vertus thérapeutiques
démontrées par 1I’expérience.

Le continent africain est un des continents dotés d’une biodiversité la plus riche dans le
monde. L’Algérie posséde une richesse floristique considérable, ce potentiel de plantes
médicinales comporte des milliers d’especes présentant divers intéréts et constituent un axe de
recherche scientifique et plus particuliérement dans le domaine des substances naturelles
(ABERKANE, 2006).

Capparis spinosa L. est une plante de la famille des Capparidaceae (PANICO et al.,
2005). Largement distribué en Algérie dans les régions montagneuses et utilisé par les
personnes de ces régions en médecine traditionnelle pour traiter les troubles digestives, le
rhumatisme, la diarrhée,.. .etc.

Le présent travail a été entrepris afin d’évaluer I'activité antibactérienne des extraits des

écorces des racines de Capparis spinosa sur les entérobactéries causant la diarrhée.
C’est dans cette optique que notre étude a été scindée en trois parties :

» La premiere partie, est une synthése bibliographique qui résume les principales
caractéristiques de 1’espéce de Capparis spinosa et les entérobactéries.

> Ladeuxiéme partie du travail est expérimentale, elle est consacrée a :

- Préparation des extraits, étheropétrolique, chloroformique et méthanolique des écorces
des racines de la plante Capparis spinosa.

- Détection de la présence des métabolites dans les écorces des racines de la plante.

- Isolement et identification des souches bactériennes de la famille des entérobactéries.

- Evaluation de I’activité antibactérienne de nos extraits vis-a-vis a quatre souches par

le test de diffusion sur milieu gélose.

» Dans la troisieme partie, nous discutons les résultats obtenus lors de cette étude et

notre travail est achevé par une conclusion.



Partie | : Syntheése bibliographigue Chapitre 01

1. CAPPARIS SPINOSA
1.1. Généralités

Le genre Capparis de la famille Capparidaceae (BARRBERA, 1991 ; YU et al., 2006)
ou Capparaceae (TILILI et al., 2010) est un arbuste vivace (POLAT, 2007 ) comprend plus de
250 espéces dans le monde entier (BARBERA, 1991). Capparis spinosa L. est I’espéce type
de ce genre (TILILI et al., 2010).

Capparis spinosa est une plante aromatique tres répondue dans le Bassin Méditerranée
(TILILI et al., 2010), elle est connue depuis des siecles dans la nourriture et en phytothérapie
traditionnelle dans différents pays (MOGHADDASIAN et al., 2012; SHER et ALYEMENI,
2010; SULTAN et CELIK, 2007).

1.2. Systematique
La classification botanique suivante se référe au Systeme de Classification des Plantes

Fleurissantes (CRONQUIST, 1981).

Tableau 01. Classification botanique de Capparis spinosa (CRONQUIST, 1981)

Régne Plantae
Sous-regne Tracheobionta
Division Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Sous-classe Dilleniidae
Ordre Capparales
Famille Capparaceae
Genre Capparis
Espéce Capparis spinosa

1.3. Nomenclature

Capparis spinosa ou caprier, son nom commun, est connu avec différent nom
vernaculaire : kronbeiza, felfet el djebel, acef, chalem en Algérie (BELOUED, 2009)."Al
Kabbar "dans le nord d’Afrique (nom arabe) (SAADAOUI et al., 2011), Alcaparro en
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Espagne, Gollaroe en Turquie (SAADAOQOUI et al., 2011) et Caperbuch en Angleterre
(SCHAUENBERG et PRIS, 2010).

1.4. Description botanique

C. spinosa est un arbuste qui mesure, a 1’age adulte, 50 a 80 cm en hauteur et 1 a 1,5 m
en largeur. Il présente un tronc court avec plusieurs rameaux caractérisés par un aspect

ascendant, une couleur verte a rougeétre (KENNY, 1997).

s o e o ’{.:'.«.t.f.-,gg;.—,v,
Rameau __
? | Fleur
Feuille o \\ﬁ 3
Fruit A
]
T ///.1/,: P

Figure 01. Aspects morphologiques de Capparis spinosa (THOME, 1885)
1.4.1. Les feuilles

Les feuilles ont généralement des formes ovales a arrondies avec une grande variabilité
entre individus portant sur la longueur du pétiole ainsi que sur la largeur et la forme du limbe
(KENNY, 1997).

1.4.2. Les fleurs

Les fleurs sont complétes d'environ 50 mm de diametre (POLAT, 2007), agréablement
parfumées, voyantes, avec quatre pétales blancs a blanc rosés (MOGADDASIAN et al.,
2012), largement ovales arrondies au sommet (BELOUED, 2009), ont de nombreuses
étamines (SCHAUENBERG et PRIS, 2010).
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1.4.3. Les fruits

Le fruit, porté par un long gynophore, est une baie monoloculaire, de 2 & 4 cm de long,
de forme ovoide, d'abord verte et puis rougeatre a maturité, déhiscente, et contenant de
nombreuses graines (BARBERA, 1991).

1.4.4. Les racines

Le systéme racinaire moyennement ramifié, se caractérise par des racines charnues trés
développées et profondes (BARBERA, 1991).

1.5. Origine et distribution de la plante

Le caprier est I'une des plantes aromatiques les plus répandue dans les pays du bassin
méditerranéen (KENNY, 1997). Elle est présente en Espagne, France, Italie, Yougoslavie,
Grece, Algérie, Egypte, Turquie, Irak, Tunisie et Maroc (BARBERA, 1991). Leur origine est,
cependant, supposé dans les zones arides de I'Ouest ou en Asie centrale (AGHEL et al.,
2007).

Figure 02. La distribution naturelle de caprier (TILILI et al., 2010)
1.6. Habitat et environnement

Le caprier se développe dans les zones arides et semi-arides, sur des surfaces rocheuses
et escarpées (AYTAC et al., 2009). 1l pousse spontanément dans les fissures et les crevasses
de tours et des murs en pierre (ABU KHALAF et ARAFEH, 2010), les pentes rocailleuses et
les argileuses (BELOEUD, 2009).



http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0367326X10002418
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Les sols de soutien de C. spinosa sont généralement a texture sablo-limoneux avec une

faible alcalinité, le pH se situant entre neutre Iégerement basique (SAKCALI et al., 2008).
1.7. La composition chimique de Capparis spinosa

Capparis spinosa contient une large gamme des composés phytochimiques (ABU
KHALAF et ARAFEH, 2010).

1.7.1. Les métabolites primaires

Les grains du caprier contiennent des protéines, des lipides et des fibres (JIANG et al.,
2007). Les tests sur les extraits des racines de C. spinosa ont montré la présence de sucres : le
glucose, 1’arabinose, le mannose et le galactose (TILILI et al., 2010), et aussi I'existence de
petites quantités de lipides, I'acide gras principal est I'acide linoléique suivie de I'acide oléique
(TILILI et al., 2010).

1.7.2. Les métabolites secondaires
1.7.2.1. Les acides phénoliques

Le céprier est riche en acides hydroxy-cinnamiques y compris 1’acide caféique, I’acide
férulique, acide p-coumarique et I’acide cinnamique (SATYNARAYANA et al., 2008).

1.7.2.2. Les flavonoides

Les bourgeons floraux du caprier renferment les flavonoides suivants : la quercétine
surtout quercétine-3-rutinosides et quercétine-7-O-glucorhamnoside, la rutine, le kaempférole
principalement  kaempférole-3-rutinosides et  kaempférole-3-O-rhamnosyl-rutinoside
(INOCENCIO et al., 2000).

La partie aérienne de la plante contient aussi la quercétine-3-O-glucoside, la quercétine-
3-O-glucoside-7-O-rhamnoside, la quercetine-3-O-[6""’-a-L-rhamnosyl-6’-p-D-glucosyl]-B-
D-glucoside et la quercétine-7-O-D-glucopyranoside-B-L-rhamnopyranoside
(SATYANARAYANA et al., 2008).

1.7.2.3. Les glucosinolates

Les glucosinolates comme la sinigrine, la glucoiberine et la glucocleomine ont été
également isolées a partir des graines et des feuilles de caprier (SATYANARAYANA et al.,

2008). En outre, les mémes auteurs ont rapporté que les indoles glucosinates comme le
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glucobrassicine, le neoglucobrassicine et le 4-methoxyglucobrassicine sont présents dans les
racines de la plante.

1.7.2.4. Les alcaloides

Les alcaloides sont aussi présents dans le caprier, ils sont distribués principalement dans
les racines et les graines (PANICO et al., 2005). La teneur élevée en alcaloides a été trouvéee
dans les racines de la plante ou la stachydrine représente 87,43 % des alcaloides totaux, trois
autres alcaloides spermidines (la capparispine, la capparispine 26-O-B-D-glucoside et la
cadabicine 26-O-B-D-glucoside hydrochloride) ont été identifiés dans les racines de la plante
(FU et al., 2008).

1.7.2.5. Les composes volatils

MOUGADASSIAN et al. (2012) ont montré que I'nuile de feuilles est composé de n-
alcanes, phényle, le thymol (24,4%), isopropylique isothiocyanates (11%), 2-hexenal (13,2%),
I'isothiocyanate de butyle (6,3%), la chlorophylle, la proline (acide aminé) et teneurs en
amidon ont été rapportés. Les composes volatils des fruits mdrs et des racines de la plante
sont caractérises principalement par la présence de méthyle isothiocyanate, 1’isopropyle
isothiocyanate et le butyle isothiocyanate (TILILI et al., 2010 ; SATYANARAYANA et al.,
2008).

En plus C. spinosa est riche en composés minéraux (DUMAN et OZCAN, 2013)
essentiellement les micronutriments tels que Na, K, Ca, Mg, Fe, Cu, Zn, et Mn qui sont des

éléments nutritifs essentiels a la croissance du corps humain (DUMAN et OZCAN, 2007).
1.8. Utilisation

Comme de nombreuses plantes des zones arides et semi-arides, le caprier est une espéce
qui peut étre utilisée a différentes fins (BARBERA, 1991).

1.8.1. Usage en médecine traditionnelle

En tant que plante médicinale, C. spinosa est une source significative de traitement d'un
certain nombre de maladies (POLAT, 2007) comme le rhumatisme (FU et al., 2008), I'anémie
et la goutte (SHER et ALYEMENI, 2010). Il est utilisé également pour traiter les maux de
dos, la surdité et linfertilité féminine (ABU KHALAF et ARAFEH, 2010), comme
diurétique, désinfectant (AGHEL et al., 2007), vermifuges et toniques (MOUGADASSIAN et
al., 2012).
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Tableau 02. Quelque utilisation traditionnelle des différentes parties de C. spinosa

Indication Partie utilisée | Mode d’utilisation Référence

Les infections gastro-
intestinales, la bourgeons la décoction SHER et
diarrhée et la floraux ALYEMENI, 2010

dysenterie, I’eczéma

augmenter I'érection Les fleurs Extérieurement | TILILI et al., 2010

et apaiser les douleurs

Les infections gastro-

intestinales, la Les feuilles la décoction, SHER et
diarrhée, améliorer la extérieurement ALYEMENI, 2010
vue
Les convulsions Les fruits Oralement avec les | TILILI etal., 2010
aliments

Les problemes de
gencives, accélérer la Les graines Extérieurementet | TILILI etal., 2010
menstruation oralement
L'arthrite, des effets

analgésiques, Latige la décoction Y U et al., 2006

antiphlogistiques

1.8.2. Utilisation de I’écorce des racines en médecine traditionnelle

Les écorces des racines ont été traditionnellement utilisées a des fins pharmacologiques,
notamment contre les rhumatismes (SHARAF et al., 2000). lls agissent comme un détergent
et astringent, et constituent également un reméde pour la rate, les reins et le foie plaintes
(SACKALI et al.,, 2008), est un analgésique , vermifuge , désobturent , diurétique,
expectorant et vaso- constructive 6 (MISHRA et al., 2009). lls sont également utilisés dans le
traitement des problémes gastriques, de diarrhée (MISHRA et al., 2009), des maladies de la
peau (KOTHE, 2007), le traitement de la toux , de I'asthme et I'inflammation (TILILI et al.,
2010) , l'anémie, l'arthrite et la goutte ( AGHEL et al., 2007), et compresses tonifiantes pour
les yeux (SCHAUENBERG et PRIS, 2010).
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Tableau 03. Les écorces des racines et leur forme d’utilisation.

La forme Indication Mode d’utilisation Référence

I’hydropisie, les cachexies,
’atonie générale, avec
La poudre dépression nerveuse, la Voie orale BELOUED, 2009

cuite, les ulceres

les articulations gonflées, SHER et
Les pates des éruptions cutanées et Voie externe ALYEMENI, 2010
la peau seche

1.8.3. Autre usage de la plante

C. spinosa est l'une des plantes aromatiques les plus communément trouvees dans la
cuisine méditerranéenne (REMEO et al., 2005). Les boutons floraux ont été utilisés comme
assaisonnement (FENG et al., 2011) dans des recettes de salades, pates, viandes, sauces et
garnitures, pour ajouter une saveur et un aréme épicé piquant a la nourriture et ont acquis une
importance considérable dans I'industrie alimentaire (REMEO et al., 2005). Les jeunes fruits
et les extrémités des branches tendres, riches en protéines, lipides, glucides, vitamines et
minéraux (MOGADDASSIAN et al., 2012), sont confits dans le vinaigre, et utilisés comme
condiment (SHER et ALYEMENI, 2010).

Les fruits, riche en d'huile et de vitamine E, peuvent étre utilisés comme une nouvelle
source d'huiles comestibles (YANG et al., 2010).

Certaines parties de Capparis spinosa sont utilisées dans les produits cosmétiques
modernes (SHARAF et al., 2000), pour la production des médicaments, des insecticides et
aliments pour les animaux (POLAT, 2007).

Capparis spinosa est également utilisé comme plante ornementale, il peut également
étre utilisé pour la protection du sol (BARBERA, 1991).

1.9. Activité biologique

Différentes parties de cette plante présentent une activité biologique (KWAN LAM et
BUN NG, 2009). Par ailleurs, des études en laboratoire ont montré que les extraits de la

plante ont des effets pharmacologiques (YANG et al., 2010).




Partie | : Syntheése bibliographigue Chapitre 01

1.9.1. Activité inflammatoire

SATYANARAYANA et al. (2008) ont montré que le céprier possede un effet anti-
inflammatoire, du fait que, le capparénole-13 isolé a partir du caprier a inhibé

considérablement 1’cedéme de 1’oreille des rats induit par la carragénane.
1.9.2. Activité protectrice

PANICO et al. (2005) ont montré que 1’extrait méthanolique des bourgeons floraux du
caprier présente un effet protecteur sur les chondrocytes via leur activité inhibitrice sur la
production des prostaglandines, le monoxyde d’azote et des espéces réactives de 1’oxygene

qui provoguent la biodégradation du cartilage.
1.9.3. Activité anti-hépatotoxique

Des études antérieures sur C. spinosa ont montré que les extraits aqueux des parties
aériennes de la plante avaient significatif activité anti-hépatotoxique contre I'hépato-toxicité
induite in vivo par tertrachloride de carbone et par le paracétamol (GADGOLI et MISHRA,
1999).

1.9.4. Activité antimicrobienne

Les extraits de caprier sont des sources potentielles de composes antimicrobiens en
particulier contre les bactéries pathogenes et de nouvelles recherches suggerent une utilisation
possible de C. spinosa comme source d'antioxydants naturels et agents antimicrobiens
(MOGADDASSIAN et al., 2012). Ces extraits ont également des activités antivirales
(KWAN LAM et BUN NG, 2009), anti-Leishmania (KWAN LAM et BUN NG, 2009) et
antifongique tres forte (POLAT, 2007).

1.9.5. Autre activités

Comme anti-hyperglycémiant (YANG et al., 2010), antiallergique (PANICO et al.,
2005), antidiabétique et anti-obésité (SHER et ALYEMENI, 2010), antihistaminique (KWAN
LAM et BUN NG , 2009), ainsi que I'effet inhibiteur sur la prolifération des fibroblastes et la
production de collagene de type 1 dans la sclérose systémique progressive ( CAO et al.,
2008).
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2. LES ENTEROBACTERIES
2.1. Définition

Le nom entérobactéries ou bactéries entériques (du grec enterikos, appartenant a
I’intestin (PRESCOT et al., 2003 ; SHERWOOD et al., 2010), a été proposée par Rhan en
1937 (JOLY et REYNAUD, 2002).

Les entérobactéries constituent une famille bactérienne hétérogene regroupe un grand
nombre d’espéces commensales de l'intestin et d'importants pathogénes (CARIP, 2008 ;
HART et SHERS., 1997), qui sont définies par un ensemble de caractéres genéraux
communs :

- Sont des bacilles a Gram négatif, mobiles (sauf Klebsiella, Shigella, Yersinia pestis sont
immobiles) et asporogénes (FRENEY et al., 2007 ; NAUCIELET VILDE, 2005 ; SPICER,
2000).

- Elles sont aérobies anaérobies facultatives (CARIP, 2008 ; JOLY et REYNAUD, 2002),
poussent facilement sur les milieux ordinaires (CATTOIR, 2005).

- Elles utilisent le D-glucose et les autre sucres par fermentation plutot que par oxydation
souvent avec production de gaz sauf Shigella, Yersinia pestis et Salmonella typhi (FRENEY
et al., 2007 ; SPICER, 2000).

- Elles sont oxydase négative, catalase positive (DELARRAS, 2007 ; JOLY et REYNAUD,
2002).

- Elles réduisent les nitrates en nitrites a I’exception de certaine souches d’Erwinia et de rares

mutants (FRENEY et al., 2007).
2.2. Classification

La classification des genres, espéces, sous especes, bio-groupes et stéréotypes

d’entérobactéries a €té long temps basée uniquement sur des caractéristiques biochimiques et

antigéniques (FRENEY et al., 2007).

Domain: Eubacteria.

Phylum XII: Proteobacteria.
Classe : Gammaproteobacteria.
Ordre : Enterobacteriales.

Famille : Enterobacteriaceae.
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44 genres (DELARRAS, 2007) : Les genres de cette famille sont regroupés en 4 tribus

(NDIAYE et LOUM, 2005).

Tableau 04. Classification des espéces d’Entérobactéries les plus intéressants en

Tribus Genre Espece
Escherichia Escherichia coli
Shigella Shigelladysentriae, Shigella flexneri,Shigella boydi,
[<B]
@ . .
=2 Shigella sonnei.
B
o
§ Salmonella Salmonella Styphi, Salmonella paratyphi.
w
Citrobacter Citrobacter freudii, Citrobacter diversus,
Citrobacteramalonaticus.
Klebsiella Klebsiella pneumoniae, Klebsiella oxytoca,
Klebsiella ozenae, Klebsiella rhinoscleromatis.
@ Enterobacter Enterobacter cloacea, Enterobacter aerogenes,
% Enterobacter hafniae, Enterobacter agglomerans.
o)
§ Enterobacter sakazakii, Enterobacter gergoviae.
Serratia Serratia marcescens, Serratia liquefaciens, Serratia
rubidea, Serratia plymuthica, Serratia odorifera.
Proteus Proteus mirabilis, Proteus vulgaris, Proteus
alcalifaciens.
&
3]
E Morganella Morganella morganii.
Providonica Providonica stuartii, Providenica rettgri.
& Yersinia Yersinia pestis, Yersinia pesti, Yersinia
c
§ pseudotuberculosis.
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bactériologie médicale (NDIAYE et LOUM, 2005)

2.3. Habitat et mode de vie

La famille des entérobactéries regroupe de nombreuses espéces qui sont des hotes du
tube digestif de ’homme et de nombreux animaux ou ils sont retrouvés soit a 1’état de
colonisateurs normaux de ce tube digestif soit a 1’état de pathogénes (AVRIL et al., 2000).
Mais ce caractére écologique n’est pas exclusif. Les entérobactéries sont des bactéries
ubiquitaires se trouve dans les eaux douces, sols, végétaux, animaux (insectes jusqu'a

I'hnomme) et peuvent contaminer des denrées alimentaires (HABI, 2009).
2.4. Morphologie et structure de surface

Toutes les entérobactéries ont une morphologie habituellement typique de type bacilles
a Gram négatif de 2 a 3 um de long sur 0,6 um de large, généralement polymorphes
(BAKHOUM, 2004).

2.4.1. La paroi

La paroi est une coque rigide (FIGARELLA et al., 2007) plus complexe, elle est
composée de deux éléments : le peptidoglycane et une membrane externe (BOUSSEBOUA,
2002).En surface une « membrane externe » est formée d’une double couche de
phospholipide et de polysaccharide sont reliées par des lipoprotéines, la membrane externe
contient également : des protéines de structure et protéines de transport transmembranaire
porines (CARIP, 2008). Le peptidoglycane est présent généralement en une seul couche de 1
a5 nm d’épaisseur (BOUSSEBOUA, 2002).

[‘ ' Porine Lipoprotéine

| P Phospholipide

|Dolysaccrauce<
-~

Polysaccharide O

Lipide A Enzymes

et autres
substances
actives

(Membrane
|Paroi cellulaire { externe

\_Peptidoglycane

Membrane [
plasmique

11



Partie | : Synthése bibliographique Chapitre 02
Figure 03. La structure de la paroi Gram négatif (TORTORA et al., 2003)

Toutes les entérobactéries possédent des antigenes de paroi (somatiques) ou antigenes O
qui correspondent aux polyosides fixés sur les lipopolysaccharides (LPS) et qui constituent les
endotoxines des bactéries a Gram négatif. Les espéces mobiles possédent en plus des
antigenes de flagelles ou antigenes H de nature protéique, constitués de flagellines. Certaines
souches posseédent en plus un antigéne K qui masque ’antigéne O, et qui correspond a une
enveloppe polyosidique constituant une véritable capsule et donnant un aspect mugueux
(MEZIANI, 2012).

2.4.2. Les flagelles

Ce sont des filaments fins, long de 10 a 20 um, plusieurs fois la taille de la bactérie,
flexibles et sinueux (FIGARELLA et al., 2007). lls sont constitués de protéines (flagelline),
ils assurent la mobilité de la bactérie en permettant aux bactéries de se déplacer dans un
milieu liquide (CHADIN et al., 2006).

2.4.3. Les pili (Fambriae)

Ce sont des structures externes, de nature protéiqgue (BOUSSEBOUA, 2002), plus
courts, plus droits et plus minces que les flagelles (TORTORA, 2001), sont impliqués dans
I’adhésion des bactéries pathogenes a leur hote, et de maniére générale dans I’adhésion entre

les bactéries et leur environnement (MICHEL, 2012).
2.5. Caractéres culturaux

Les entérobactéries sont des germes aéro-anaérobies facultatifs poussent facilement sur
les milieux ordinaires en 18 heures. La température optimale de croissance est 37°C mais la
culture est possible entre 20° et 40°C. Ce sont des germes mésophiles et neutrophiles (pH
optimum voisin de 5,5 - 8) et ils sont assez tolérants aux variations de la pression osmotique
(PILET et al., 1979). Leurs exigences nutritionnelles sont, en général, réduites et la plupart se
multiplient en milieu synthétique avec une source de carbone simple comme le glucose. Sur
milieux gélosés, les colonies d’entérobactéries sont habituellement rondes, lisses, brillantes a
contour régulier et leur diametre est de 2 a 3 mm apres 18 heures d'incubation a 35 - 37 °C.
En milieu liquide, les entérobactéries occasionnent un trouble uniforme (CARBONNELLE et
al., 1987).

12
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2.6. Caractéres biochimiques

L’identification des espéces de la famille d’Enterobacteriaceae fait par 1’étude des

caractéres biochimiques (AVRIL et al., 2000) (Tableau 05).

Tableau 05. Réaction biochimiques utilisées pour I’identification des entérobactéries
(SPICER, 2000)

Test Résultat positif Exceptions
Production d’acide Tous
a partir du glucose
Production du gaz La plupart Shigelles, Yersinia pestisis,
a partir du glucose Salmonella typhi
Fermentation du Seulement Escherichia coli, Salmonelles, shigelles,
glucose Klebsiella, Enterobacter. Yersinia pestisis
Catalase positive Tous
Réductions des Tous
nitrates
Oxydase négative Tous
Production d’H,S Seulement salmonelles, Bacteéries du groupe KES,
Proteus et Yersinia pestisis toujours négatives
Uréase Proteus, Morganella, Bactéries du groupe KES,
Yersiniasp., fortement positive toujours négatives
Production Escherichia coli, Proteus sp., | Proteus mirabilis, salmonelles,
d’indole fortement positifs proupe KES
Utilisation des La plupart Escherichia coli, shigelles,
citrates Morganella, Yersinia
Liquéfaction de la La plupart Salmonelles, shigelles,
gélatine
VP Groupe KES La plupart négative

Groupe KES : Klebsiella, Enterobacter, Serratia, Hafinia sp.

13
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3. GENERALITES SUR LA DIARRHEE
3.1. Définition

Une diarrhée se définit comme étant une émission excessive et fréquente de matieres
fécales liquides ou molles (ROBIN, 2011).

En pratique, on utilise des criteres de fréquence et de consistance des selles ; La
diarrhée est ainsi définie par 1’émission de plus de trois selles liquides par jour (CHAIGEAU,
2007), est dite aigué lorsqu’elle évolue depuis moins de deux semaines (BEAUGERIE et
SOKOL, 2012).

3.2. Les cause de diarrhée

Les diarrhées dépendent de plusieurs facteurs, notamment de facteurs infectieux

(parasitaires, viraux ou bactériens) (ROBIN, 2011).

Les plus frequemment impliqués sont les rotavirus, les calicivirus, les astrovirus, et les
adénovirus entériques. Les autres causes de diarrhée peuvent étre des bactéries (Escherichia
coli, Shigella, Salmonella, Campylobacter, Yersinia), des parasites, des médicaments ou liées
a des infections extra digestives (VERRET GALCERAN, 2012).

3.3. Les types de la diarrhée

On distingue schématiquement deux grands types de mécanismes physiopathologiques

de la diarrhée dont l'identification permet souvent d'orienter le diagnostic étiologique :

3.3.1. La diarrhée dite « toxinique » (tableau cholériforme), de causes virale (rotavirus),
bactérienne (Vibrio cholerae, Escherichia coli entero-toxinogene, Staphylococcus aureus,
Bacillus cereus) et parasitaire (Cryptosporidium). Elle se caractérise par une diarrhée

hydrique, abondante, d’installation rapide, sans douleurs abdominales, mais avec des
vomissements (FOHOM TAYOU, 2010).

3.3.2. La diarrhée dite « invasive » (tableau dysentériforme), de cause bactérienne :
Shigella, Salmonella, Campylobacter, Yersinia, Escherichia coli entéro-invasifs (EIEC),
Clostridium difficile ; plus rarement parasitaire : Entamoeba histolytica. La diarrhée invasive
se caractérise par une diarrhée glaireuse ou purulente et / ou sanglante, accompagnée de

douleurs abdominales a type d’épreintes, de ténesme, de faux besoins : ¢’est la dysenterie qui

14
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représente moins de 10% des diarrhées aigués infectieuses (AUBRY, 2013 ; EL OMARI,
2007).

3.4. Le mode de Transmission des facteurs pathogénes

L’environnement humain a longtemps été considéré comme un facteur pouvant avoir un
impact sur I’apparition des maladies diarrhéiques (RANDREMANANA, 2006). La
contamination du tube digestif (et donc I’inoculum initial) est, soit directe donc féco-orale
(par manuportage) a partir de selles (animales ou humaines selon les germes en cause) qui
constituent le réservoir habituel de germes pathogenes, soit indirecte par I’ingestion de
denrées alimentaires et/ou d’eau contenant des micro-organismes (ou leur toxine) (CARRE,
2004).

3.5. Mécanisme de la diarrhée

D’aprées BOUSKRAOUI et al. (1998), Les bactéries peuvent provoquer une diarrhée par
deux agents principaux (Figure 4) :

3.5.1. Les agents toxinogenes

Agissant par l'intermédiaire d'une exotoxine qu'ils libérent aprés la traversée de la

barriére de l'acidité gastrique et la colonisation de la partie terminale du gréle.
3.5.2. Les agents invasifs

Qui détruisent la muqueuse colique et pénétrent a l'intérieur des entérocytes, avec

comme conséquence la constitution d'ulcérations et de micro-abces.

Epithélium intestinale

Bactérie

Sécrétion
des fluides

@)

Figure 04. Mécanismes de diarrhée d’origines infecticuses bactériennes : (a) dans une

infection toxinogene, (b) dans une infection invasive (NAPOCA, 2012)
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4, MATERIEL ET METHODES

4.1. Récolte

La plante Capparis spinosa, a été récolte au mois d’octobre 2013, dans son habitat
naturel de la région ouest d’Ain Zaatout a Biskra : (Le village est situé a 35,14° Nord et 5,83°

Est entre les wilayas de Biskra et Batna au sud du massif montagneux des Aures).

Figure 05. Photo originale de Capparis spinosa L.

4.2. Séchage

Les racines fraichement récoltées, elles ont été lavées et laissées sécher a ’ombre (a
I’abri de la lumiére du soleil), dans un endroit sec et aéré, afin de préserver au maximum

I’intégrité des molécules.

Les Racines

Ecorce de racine

Figure 06. Matériel végétal
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4.3. Extraction
La préparation des extraits se fait a partir du matériel végétal broyé, et par macération.
4.3.1. Broyage

Apres le séchage, et la séparation de 1’écorce des racines a partir les racines elle-méme,

le matériel végétal a été broyé a 1’aide d’un broyeur électrique de type IKA All-Basic.
4.3.2. Principe de macération

D’aprées MEDDOUR et al. (2013). La macération est une opeération qui consiste a
laisser la poudre du matériel végétal en contact prolongé avec un solvant pour en extraire les

principes actifs. C’est une extraction qui se fait & température ambiante.
4.3.3. Préparation des extraits organiques

La méthode d’extraction que nous employons est la macération successive par trois
solvants a polarité croissante (I’éther de pétrole, le chloroforme et le méthanol) selon

DIALLO et al. (2004).
4.3.3.1. Principe

L’extraction par I’éther de pétrole a pour but d’entrainer les graisses ainsi que les
composés apolaires. La deuxieme extraction par le chloroforme a été faite pour obtenir un
extrait riche en composes moyennement polaires. La derniére extraction a été faite avec le

méthanol qui extrait les composés polaires.
4.3.3.2. Mode opératoire

Quarante g de poudre ont été extraits avec 240 ml d’éther de pétrole et placés sous
agitation mécanique pendant 24 heures. Apres filtration sur papier filtre, le résidu de
I’extraction précédente a €té repris par 240 ml de chloroforme et laissé€ sous agitation pendant
24 heures, le résidu est a nouveau extrait par 240 ml de méthanol pendant 24 heures dans les
mémes conditions. Aprés filtration et a la fin de I’extraction, les extraits organiques (Ep, Chl,
MeOH) ont été concentrés sous vide au rotavapeur aux tempeératures 37 C°,40 C° et 50 C°

respectivement. Aprés la concentration, ces extraits ont été laissés sécher a 1’air libre
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4.3.4. La conservation des extraits bruts

Les extraits bruts conservés a une tempeérature ambiante, dans des flacons en verre brun

fermés hermétiquement pour la préserver de l'air et de la lumiére.

Le protocole d’extraction est résumé dans la figure (09).

Materiel végeétal sec broyé (409)

- Extraction a froid par
I’éther de pétrole (24h)

|- Filtration
v
Résidu végétal sec Filtrat
- Extraction a froid par p ) \ _
le chloroforme (24h) Extrait Etheropétrolique (Ep)
4 - Filtration
\ 4
Résidu végétal sec Filtrat
- Extraction a froid par !
le méthanol (24h) . .
L - Filtration Extrait chloroformique (Chl)
A
v \ 4
Résidu végétal sec Filtrat

|

Extrait méthanolique (MeOH)

Figure Q7. Extraction par polarité croissante de la poudre des écorces des racines de Capparis

spinosa L.
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4.4. Les tests phytochimiques

Les examens phytochimiques qui consiste a détecter les différents composés chimiques
existant dans la plante. Selon la méthode standard de TIWARI et al. (2011) sauf le test des
tanins selon la méthode de DOHOU et al. (2003).

Les trois extraits (extrait étheropétrolique, chloroformique, méthanolique)
ont été utilisés, au cours de ces tests qui sont bases sur des essais de solubilité, des réactions
de coloration et de précipitation.

4.4.1. Détection des alcaloides

Deux ml de chaque extrait ont été dissous individuellement en acide chlorhydrique dilué
et filtrée. Les filtrats étaient avec quelque goutte du réactif de Dragendorff (solution d'iodure

de bismuth de potassium).

Un test positif est révélé par la formation du précipité rouge indique la présence des

alcaloides.
4.4.2. Détection des hydrates de carbone

Deux ml de chaque extrait ont été dissous individuellement en 5 ml d'eau distillée puis
filtrés. Les filtrats ont été employés pour déterminer la présence des hydrates de carbone par
la réaction de Molish ; les filtrats ont été traités avec 2 gouttes de solution alcoolique de a-
naphtol (2 %) dans un tube a essai. La formation d'un anneau violet indique la présence des

hydrates de carbone.
4.4.3. Détection des glycosides

Deux ml de chaque extrait ont été hydrolysés avec HCL dilué, et alors soumis a I'essai
pour des glycosides. Les extraits ont été traités avec la solution de chlorure ferrique et
immergés dans I'eau bouillante pendant environ 5 minutes. Le mélange a été traité avec la
solution d'ammoniaque. La formation de couleur rose dans la couche d’ammoniaque indique

la présence des glycosides d'anthranol.
4.4.4. Détection des saponines

Les saponines sont caracterisées par un indice de mousse. Leur détection est realisée en
ajoutant 2 ml de I’eau a 0,5 ml de chaque extrait, aprés I’agitation, si la mousse produite

persiste pendant dix minutes elle indique la présence des saponines.
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4.4.5. Détection des phytostérols

Deux ml de chaque extrait ont été traités avec du chloroforme et filtrés. Les filtrats ont
été traités avec des gouttes d'anhydride acétique, bouillis et refroidis, L'acide sulfurique

concentre a eté ajouté.
La formation d'anneau de front a la jonction indique la présence des phytostérols.
4.4.6. Détection des triterpenes

Deux ml de chaque extrait ont été traités avec du chloroforme et ont filtré. Des filtrats
ont été traités avec peu de gouttes d'acide sulfurique concentré. L’apparence de couleur jaune

d'or indique la présence des triterpenes.
4.4.7. Détection des phénols

Deux ml de chaque extrait ont été traités avec 3 a 4 gouttes de solution de chlorure

ferrique. La formation de couleur noire bleuatre indique la présence des phénols.
4.4.8. Détection des tannins

L’ajout de trichlorure du fer (10 %) permet de détecter la présence ou non des tanins. La
couleur vire au bleu noire en présence des tanins galliques et au brun verdatre en présence des
tanins (DOHOU et al., 2003).

4.4.9. Détection des flavonoides

Deux ml de chaque extrait ont été traités avec des gouttes de solution d'’hydroxyde de
sodium. La formation de couleur jaune intense qui devient transparente lors d'addition de

I'acide dilué, indique la présence des flavonoides.
4.4.10. Détection des diterpenes

Deux ml de chaque extrait ont été dissous dans I'eau et traité avec 3 a 4 gouttes de la

solution d'acétate de cuivre, la formation de couleur verte indique la présence des diterpénes.
4.4.11. Détection des protéines

Deux ml de chaque extrait ont été traités avec des gouttes d'acide nitrique. La formation

de couleur jaune indique la présence des protéines.
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4.5. Isolement et identification des entérobactéries

La méthode utilisée pour réaliser ce travail est celle adoptée au niveau de laboratoire

central de microbiologie a I’hopital El Hakim Saadan a Biskra au mois de janvier 2014.
4.5.1. Prélevements

Les prélévements ont été effectués a partir des selles provenant des malades hospitalisés
inferieurs & 5 ans affectés par la diarrhée aigué au niveau de I’hopital El Hakim Saddan
Biskra. Les échantillons des selles ont été soigneusement prélevés dans des conditions

d’asepsie.
4.5.2. Traitement des prélévements
4.5.2.1. Préparation d'une suspension homogéne a partir des selles

Une parcelle de selles est placée dans un tube contenant 5 ml d’eau physiologique et
homogénéisée a I’aide d’un vortex. Pour les prélévements par écouvillonnage rectal, on ajoute

1 ml d’eau physiologique et on agite.
La suspension préparée a été mises aux différentes analyses.
4.5.2.2. Examen direct

L’examen microscopique direct des selles est important, d’une part pour apprécier la
flore, d’autre part pour orienter le diagnostic en cas de diarrhée a germes invasifs ou il y a

présence de leucocytes (Salmonella sp, Shigella sp).
a. Mode opératoire
A I’aide de microscope optique, il y’a tout d’abord :

- Observation microscopique a 1’état frais (objectifs a immersion x100 et x400) ce qui permet

de déterminer la morphologie général, la mobilité, le type du groupement (coque ou bacille)
- Observation microscopique avec coloration de Gram.
b. Lecture

- Les entérobactéries se présentent sous forme de bacilles mobiles ou immobiles (germes

péritriches).
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4.5.2.3. Analyse bactériologie
a. Phase d’enrichissement

Une demi-pipette Pasteur de chaque suspension de selles a été introduite dans le
bouillon sélénite puis incubé a 37°C pendant 24 heures. Ce milieu a été utilisé pour

I’enrichissement des souches conservées.
b. Phase d’isolement

Aprés I’observation au microscope des différents types bactériens, on cherche les isoler,

pour les identifier, pour cela la technique d’isolement par strie sur gélose coulée dans des

boites de Pétri est utilisée (BINGEN et al., 2007).

L’isolement direct des entérobactéries est pratiqué sur le milieu Hektoen qui est
recommandé car il est mieux adapté a la culture des Salmonella et Escherichia coli, le milieu
de SS pour les Shigella (AVRIL, 1995), et la gélose nutritive pour Klebsiella (BINGEN et al.,
2007).

c. Mode opératoire

A T’aide d’une anse de platine introduite dans chaque suspension, on ensemence par
strie une boite contenant gélose utilisé de facon a obtenir un grand  nombre de colonies

isolées, puis on incube les boites a 1’étuve a 37°C pendant 24 heures.
4.5.3. ldentification des souches isolées

L’identification des souches a été faite a 1'aide d'une série de tests biochimiques et un

antibiogramme, les tests biochimiques ayant servi a 1’identification sont :
- Coloration de Gram.

- Production de 1’oxydase.

- Production de catalase.

- La Galerie biochimique API 20 E.
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4.5.3.1. Colorations doubles ou différentielle
a. Principe genéral de la coloration de Gram

La coloration de Gram est la coloration de base de bactériologie ; elle consiste a mettre
en évidence les caractéres morphologiques propres a une bactérie. Elle permet ainsi de

distinguer les bactéries a Gram négatif des bactéries a Gram positif (DELLARAS, 2007).
b. Mode opératoire

La coloration de Gram peut étre obtenue suivant divers protocoles et comprenant les

mémes étapes : fixation, coloration, décoloration et contre-coloration.

Un des protocoles les plus utiles se déroule selon les étapes suivantes :

- Préparer frottis d’un produit pathologique ou d’une culture bactérienne pure, par étalement
et fixation par la chaleur de la suspension bactérienne sur une lame porte objet.

- Coloration pendant une minute au violet de gentiane (ou cristal violet pendant 30 s).

- Lavage a I’eau.

- Coloration au lugol pendant une minute.

- Lavage a I’eau.

- Décoloration par 1’éthanol a 95°C jusqu'a I’élimination du colorant (environ 30s)

- Lavage par I’eau distillée.

- Contre coloration pendant 1 a 2 minutes par une solution de fuchsine diluée 10% ou par une
solution de safranine.

- Lavage par I’eau distillée.

- Sécher au-dessus de flamme d’un bec Bunsen.
Observer au microscope par I’objectif a immersion X100.
c. Lecture

Avec cette coloration on voit des bacilles ou diplobacilles a Gram négatif.
(L’entérobactérie) colorée en rose (DELLARAS, 2007).

4.5.3.2. Examen biochimiques
4.5.3.2.1. Test de catalase (peroxydase)

La catalase est une enzyme joue un role dans 1’élimination du peroxyde d’hydrogéne

par la décomposition en eau et oxygéne.
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a. Mode opératoire

On prendre une lame propre et avec une pipette pasteur stérile, on dépose sur celle-ci

une goutte d’eau oxygénée et étaler un peu de la colonie des souches étudiées suspectes.
b. Lecture
La réaction positive se traduit par le dégagement de bulles de gaz.
4.5.3.2.2. Test d’oxydase

L’oxydase ou cytochrome oxydase est une enzyme présente dans certaines chaines

respiratoires cytochromiques bactériennes (DELLARRAS, 2007).
a. Mode opératoire

A partir d’un milieu solide aérobie, prélever une quantité suffisante de culture et la
déposer sur un disque ou un papier filtre imprégnés du réactif placé sur une lame a I’aide d’un

instrument n’oxyde pas le réactif (pipette pasteur) (JOFFIN et LEYRAL, 2001).
b. Lecture

Une coloration violet apparait immédiatement sur le disque indique que le test oxydase

positive.
4.5.3.2.3. Galerie Api 20 E

Galerie Api 20 E est un systeme pour I’identification des entérobactéries et autres
bacilles a Gram négatifs non fastidieux, utilisant 23 tests biochimiques standardisés et
miniaturisés, ainsi qu’une base de données. La liste compléte des bactéries qu’il est possible

d’identifier dans ce systéme est présente dans le tableau d’identification.
a. Principe

Galerie Api 20 E comporte 20 microtubes contenant des substrats sous formes
déshydratée (Figure 10), Les tests sont inoculés avec une suspension bactérienne qui constitue
les milieux. Les réactions produites pendant la période d’incubation se traduisent par des

virages aprés spontanés ou révélées par I’addition de réactifs (BIOMERIEUX, 2006).
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Figure 08. Galerie Api 20 E avant I’utilisation (t¢émoin)
a. Mode opératoire
» Préparation de la galerie

- Réunir fond et couvercle d’une boite d’incubation et répartir environ 5ml d’eau dans les

alvéoles pour créer une atmosphére humide.
- Inscrire la référence de la souche sur la languette latérale de la boite.
- Déposer la galerie dans la boite d’incubation.
» Préparation de I’inoculum
- Ouvrir une ampoule de suspension medium (ou I’eau distillés stérile, sans additif).
- Prélever a I’aide d’une pipette, une seule colonie bien isolée sur milieu gélosé.

- Réaliser une suspension bactérienne en homogénéisant soigneusement les bactéries dans le

milieu.
» Inoculation de la galerie

- Remplir les cupules des tests : CIT, VP, GEL, avec la suspension bactérienne a l'aide de

pipette ayant servi au prélévement.

- Créer une anaérobiose dans les tests : ADH, LDC, ODC, URE, H2S en remplissant leur

cupule d’huile de paraffine.

- Refermer la boite d’incubation et la placer & 35 — 37°C pendant 18 - 24 heures.
» Lecture de la galerie

- La lecture de la galerie est réalisée en se référant au tableau de lecture.

- Noter sur la fiche de résultats toutes les réactions spontanées.
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- Si le glucose est positif et si 3 tests ou plus sont positifs : réveler les tests nécessitant
I’addition des réactifs :

- Test VP : ajouter une goutte de réactif VP1 et VP2, attendre au minimum 10 minutes.

Une couleur rose franche ou rouge indigue une réaction positive.

- Test TDA : ajouter une goutte de reactif TDA. Une couleur marron fonce indique une
réaction positive.

- Test IND : ajouter une goutte de réactif, une couleur rose diffusant dans toutes la cupule
indique une réaction positive, ou ajouter une goutte de réactifs IND un anneau rouge obtenu
en 2 mn indique une réaction positive.

- Test NO2 : ajouter une goutte de réactif NT1 et NT2 dans le tube GLU, attendre 2 a 3

minutes, une coloration rouge indique une réaction positive.
> ldentification

- Avec le tableau d’identification, comparer les réactions notées sur la fiche de résultat avec

celles du tableau.

- Avec le catalogue analytique ou le logiciel d’identification : il faut coder ’ensemble de
réactions obtenues en un profil numérique.

- Sur la fiche de résultats, les tests sont séparés par groupe de trois et une valeur 1, 2, ou 4 est
indiquée pour chacun. La galerie APl 20 E comportant 20 tests, on additionnant a I’intérieur
de chaque groupe les nombre correspondant a des réactions positives obtient 7 chiffres
(LEYRAL et JOFFIN, 1998).

CE l .
wapi 20E 00 /On 1

Figure 09. La fiche de résultats
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4.6. Tests de ’activité antibactérienne
4.6.1. Préparation du milieu de culture (MH)

Le milieu de culture utilisé pour étudier 1’activité antibactérienne est Muller Hinton
(MH) parce que c’est le milieu le plus employé pour les tests de sensibilité aux agents
antibactériens (GAGHKAR et al., 2006; MAYCHIEW et DEVAHASTIN, 2008; HUSSAIN
etal., 2010).

Le milieu de culture approprié a cette étude est le milieu Muller-Hinton préparé comme
suit:

Dissoudre 38 g de la gélose Muller-Hinton dans un litre d’eau distillée. Faire bouillir
avec agitation jusqu'a dissolution complete, puis autoclaver pendant 15 minutes a 121°C et

finalement couler le milieu dans les boites de Pétri.

Figure 10. Préparation de la gélose MH

4.6.2. Préparation des disques

Les disques sont fabriqués a partir du papier Wattman Ne 3, avec un diameétre de 6mm
par I'emporte-piéce. Ensuite, ces disques sont mis dans un tube a essai stérile, puis stockés a

une température ambiante (le tube a essai est hermétiqguement fermé).
4.6.3. Stérilisation du matériel

L’eau distillée, le milieu de culture, les tubes a essai utilisés dans la préparation des
solutions bactériennes et les disques en papier Wattman (6 mm de diamétre) enrobés dans du

papier aluminium ont été stérilisés a 1’autoclave a 121°C pendant 15 minutes.
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4.6.4. Préparation des dilutions d’extraits des écorces des racines de Capparis spinosa

Les extraits des écorces des racines de Capparis spinosa ont été dissous dans le
diméthyle sulfoxyde (DMSO) pour préparer les différentes concentrations avec des dilutions

successives au demi.
4.6.5. Préparation des suspensions bactériennes

Les bactéries a tester sont ensemencées sur des boites de Pétri, contenant milieu de
culture spécifique selon les souches, et incubées pendant 24 heures, afin d’obtenir une culture
jeune des bactéries et des colonies isolées. A partir de ces boites, et a I'aide d'une anse de
platine quelques colonies bien isolées et parfaitement identiques sont prélevées et mises dans
5ml d'eau physiologique stérile a 0.9% de sel (NaCl). La suspension bactérienne est bien

homogénéisée. On admet que cette densité mesurée & 625 nm est équivalente a 108 CFU/mI

(MOHAMMEDI, 2006). L’inoculum est ajusté soit en ajoutant de la culture s'il est trop faible
ou de I'eau physiologique stérile s'il est trop fort. L'ensemencement doit se faire en moins de

15 min apreés la préparation de I'inoculum.
4.6.6. Méthode de diffusion a partir d’un disque solide

D’aprés ESSAWI et SROUR (2010). La méthode de diffusion a partir d’un disque
solide a été utilisée pour mettre en évidence ’activité antimicrobienne des germes pathogeénes

vis-a-vis des antibiotiques et des extraits bruts des écorces des racines de Capparis spinosa.
4.6.6.1. Test de sensibilité aux antibiotiques : antibiogramme

Ce test a ¢été réalisé pour étudier I’antibiogramme standard des germes utilisés et le
comparer avec ’effet de nos extraits bruts. La sensibilité des bactéries aux antibiotiques est
appréciée selon le méme protocole qu’avec les disques de papiers imprégnés d’extrait. On a

utilisé quatre antibiotiques différents.

Cefotaxime (30 pg) pour les souches d’Escherichia coli.
Amoxicilline (10 pg) pour les souches de Salmonella sp.
Cefazoline (30 pg) pour les souches de Shigella sp.

Cefoxitine (30 pg) pour les souches de Klebsiella pneumoniae.

Le choix a été fait en fonction de la disponibilité.
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4.6.6.2. Test de sensibilité aux extraits bruts des plantes : aromatogramme

La méthode des aromatogrammes est la technique choisie pour déterminer 1’activité
antibactérienne des extraits bruts a tester. Cette méthode repose sur le pouvoir migratoire des
extraits sur un milieu solide a I’intérieur d’une boite de Pétri. Cette méthode nous permet de
mettre en évidence I’effet antibactérien des extraits sur les bactéries, ainsi que la
détermination de la résistance ou la sensibilité de ces bactéries vis-a-vis de chaque extrait,

apres le calcul des diamétres des zones d’inhibition.

Le principe de la méthode de I’aromatogramme est présenté dans la figure (11).

Disque imprégné Croissance
microbienne

: i

H i

< >

Zone d’ mmhibition

Figure 11. Le schéma simplifie du principe de la méthode de I’aromatogramme (HALLAL,
2011)

a. Ensemencement

- L’ensemencement est réalisé par écouvillonnage sur boites Pétri, un écouvillon stérile est

trempé dans la suspension bactérienne.

- Essorer le en le pressant fermement (en le tournant) sur la paroi interne du tube, afin de le

décharger au maximum.

- Frotter I’écouvillon sur la totalit¢ de la surface gélosée, séche, de haut en bas, en Stries
serrées. Répéter 1’opération deux fois, en tournant la boite de 60° a chaque fois sans oublier
de faire pivoter I’écouvillon sur lui-méme. Finir I’ensemencement en passant 1’écouvillon sur
la périphérie de la gélose. Dans le cas ou ’on ensemence plusieurs boites de Pétri avec

la méme souche, il faut recharger I’écouvillon a chaque fois.
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b. Application des disques

- Il est préférable de ne pas mettre plus de 6 disques sur une boite de 90 mm de diamétre. Les

disques doivent étre espacés de 24mm, centre a centre.

- Les disques imprégnés d’extraits sont déposés délicatement sur la surface de la gélose a

I’aide de pince bactériologique stérile et ne pas déplacer les disques apres application.

- Control positif : les antibiogrammes réalisés avec des disques contenants des antibiotiques
(témoin positif) appropriés préts a I’emploi ont été utilisés pour la comparaison avec les

résultats des extraits testés.
- Control négatif : les disques Wattman imprégnés de DMSO (témoin négatif).
c. Incubation

L’incubation ce fait dans un étuve, pendant 24 heures a 35°C. Les résultats observés le

lendemain de I’expérience.
d. Lecture

Mesurer avec précision les diameétres des zones d’inhibition a I’aide d’un pied a

coulisse métallique, de I’extérieur de la boite fermée.

- Comparer ces résultats aux différentes extrait et avec leur dilutions

- Classer les bactéries en fonction de 1’existence ou non de zones d’inhibition. La présence
autour des disques d’une zone d’inhibition circulaire dans laquelle il n’y a pas de croissance
de micro-organismes dénote la sensibilité de ceux-ci a’ cet extrait. Plus la zone d’inhibition
est grande, plus le germe est sensible.

Cette lecture est essentiellement qualitative. Trois réponses sont possibles :

o Souche sensible : le diamétre de zone d’inhibition est égal ou supérieur a 15 mm.

o Souche limite : le diamétre de la zone d’inhibition est inférieur a 10 mm.

o Souche résistante : pas de zone d’inhibition (JEAN, 2007).
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Souche
intermédiaire

Souche A
résistante

Souche
sensible

Zone d’inhibition

Figure 12. La lecture de résultat

On résumé les différents étapes de méthode de diffusion dans le schéma suivant :

Le milieu de culture (Mueller Hinton)
En surfusion dans des boites de pétri

Refroidir et solidifier

'

1 ml chaque suspension de culture bactérienne

Etaler a la surface du milieu géllosé MH a I’aide d’un écouvillon
Prélever un disque dans différents concentrations (disque de papier wattman Ne 3)
Déposer sur la gélose a l'aide d’une pince stérile
Les boites de pétri sont fermées et laissées a T ambiante 37C°

¢

Entre 35C° pendant 24 a 1’étuve

Figure 13. Schéma représentant les différentes étapes de la méthode de diffusion (HALLAL,
2011)
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5. RESULTATS ET DISCUSSION
5.1. Récolte

L’efficacité d’une plante dépend nécessairement de sa récolte (au moment opportun et

place saine) et sa conservation (dans un lieu sec, a I’abri de la poussiére et de la lumiére).
5.2. Séchage

L’opération de séchage a pour but d’enlever aux plantes I’eau qu’elles renferment,
pour assurer une bonne conservation, afin de favoriser I’inhibition de toute activité
enzymatique, éviter la dégradation de certains constituants (BEKHECHI et
ABDELOUAHID, 2010).

5.3. Extraction

L'extraction est un procédé chimique qui permet de séparer un composé d'un mélange
ou d'une solution. Le meilleur solvant a utilisé est celui dans lequel le composé a extraire est
tres soluble (BEKHECHI et ABDELOUAHID, 2010).

Préparation des extraits a partir des écorces des racines de Capparis spinosa

La préparation des extraits a partir des écorces des racines de Capparis spinosa a été
effectuée selon la méthode de DIALLO et al. (2004), une extraction générale avec des

solvants a polarité croissante (Ether de pétrole — chloroforme — méthanol). Cette

extraction a permis d’ obtenir trois extraits bruts :

» L’extrait éthérique (Ep), qui représente 1’extrait le plus apolaire, et le plus riche en
matiére grasse.

» L’extrait chloroformique (Chl), représente 1’extrait moyennement apolaire.
» L’extrait méthanolique (Me OH), représente 1’extrait polaire.
Les extraits obtenus sont de couleur et d’aspect différents (Tableau 06).

Tableau 06. Aspect et couleur de différents extraits des écorces des racines de Capparis

spinosa
Extrait Aspect Couleur
Ep Pateux Jaune claire
Chl Pateux Jaune foncé
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MeOH Liquide Jaune claire

L’utilisation de différents solvants a polarit¢ différente permet de séparer des
composes selon leur degré de solubilité dans le solvant d’extraction. Cette méthode
d’extraction menée a température ambiante et SOus agitation contenue, permet d’extraire le
maximum des composants bioactifs et de prévenir leur denaturation ou modification
probable, dont la température élevée provoque I’inactivation des composés phénoliques, la
diminution de leur extractibilitt dans le solvant, aussi affecte leur quantification
(HAGERMANN et al., 2000).

Tableau 07. Les composés que pourraient contenir les différents extraits préparés (TIWARI

etal., 2011)
Extraits Constituants probables
Ether de pétrole alcaloides, coumarines, acide gras.
Chloroforme Terpénoides, flavonoides.

Anthocyanins, saponines, tannins, xanthoxyllines, lactones,

Méthanol ;
flavones, phenones, polyphénols.

5.4. Tests préliminaires
Groupes chimiques caractérisés

La mise en évidence des différentes classes des composeés existantes dans la partie
étudiée de la plante, nous permet d’avoir une bonne idée sur ses activités pharmacologiques.
Pour cela nous avons réalisé les tests phytochimiques sur la partie des écorces des racines de

Capparis spinosa.

Ces tests sont en relation avec I’intensité du précipité et de turbidité ou la coloration

est proportionnelle a la quantité de la substance recherchée.

Les résultats de ces tests phytochimiques sont reportés dans le tableau (08).
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Tableau 08. Résultats de la caractérisation des groupes chimiques dans les extraits des

Groupe chimique Extraits Résultats des réactions en tube
Alcaloides Ep +++
Chl ++
MeOH +
Carbohydrates Ep ++
Chl +++
MeOH ++
Glycosides Ep +++
Chl +++
MeOH +
Saponines Ep +
Chl +++
MeOH +
Phytostéroles Ep -
Chl -
MeOH -
Triterpenes Ep -
Chl +++
MeOH ++
Phénols Ep ++
Chl +
MeOH +
Tanins Ep -
Chl -
MeOH -
Flavonoides Ep -
Chl +++
MeOH ++
Ditrepénes Ep +
Chl +++
MeOH ++
Protéine Ep -
Chl +
MeOH +++
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écorces des racines de Capparis spinosa

- : Test négatif ++ : Test positif
+ ! Test faiblement positif +++ : Test fortement positif
Les essais phytochimiques effectués sur les extraits des écorces des racines de
Capparis spinosa ont révélé la présence des flavonoides, des alcaloides, et I’absence des
tanins et polystérols dans la plante, ce qui est en accord avec les résultats obtenus par
PANICO et al. (2005) et SHARAF et al. (2000).

La présence des saponines, des triterpenes et diterpénes accord avec les résultats
obtenus par AL-SAID et al. (1988).

Le test préliminaire a révélé la présence aussi des métabolites primaires tels que les
glycosides, les protéines dans nos échantillons, le résultat est positif indiquant la richesse des

racines en métabolites primaires.

L’extrait moyennement polaire montre une présence des métabolites secondaire telle
que les flavonoides, les terpénoides et les saponines plus importante que les extraits
apolaires et polaires.

Suite a notre recherche bibliographique il n’ y a pas eu de travaux phytochimiques

sur I’écorce des racines de Capparis spinosa en exacte.

5.5. L’isolements et identification des souches
5.5.1. Isolement et purification des souches

Le traitement de différents échantillons des selles a été entrepris uniquement dans le
but d’isoler les souches d’entérobactéries. De ce fait, seuls les colonies suspectées appartenir

aux entérobactéries sont retenues et repiquées a nouveau.

5.5.2. Identification des souches isolées

Les observations macroscopique et microscopique donnent un nombre intéressant

d’informations sur les caractéres culturaux de différentes souches d’entérobactéries isolées.

5.5.2.1. Observation macroscopique

Sur milieu gélosé ordinaire, 1’aspect des colonies de differentes souches se présente comme

la suit :

> Escherichia coli
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Les colonies sont bombées, rondes a bord net avec un surface lisse et brillant (Figure
14). Ce résultat confirme les notifications de JOLY et REYNAUD (2002).

Figure 14. Aspect des colonies d’Escherichia coli sur milieu Hektoen

» Salmonella sp

Les colonies apparaissent vertes a centre noir sur le milieu Hektoen ce résultat
confirmé avec FRENEY et al. (2007).

Figure 15. Aspect des colonies de Salmonella sp sur milieu Hektoen

> Klebsiella pneumoniae
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Les colonies sont grosses, mugueuses, bombées, rondes a bord net, leurs surfaces sont
lisses et brillants. Ce résultats sont confirment dans littérature de AVRIL et al. (2000).

Figure 16. Aspect des colonies de Klebsiella pneumoniae sur la gélose nutritive

» Shigella sp

Les colonies apparaissent de facon incoloré sur le milieu SS Ce résultat confirme les
notifications de JOLY et RYNAUD (2002).

Figure 17. Aspect des colonies de Shigella sp sur milieu SS

5.5.2.2. Observation microscopique
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a- Le but de ’examen a 1’état frais est d’étudier la mobilité des bactéries, toutes les souches
d’entérobactéries isolées des prélevements des selles sont mobiles par ciliature péritriche
sauf les souches de Klebsiella pneumoniae et Shigella sp qui est immobiles. Ce résultat est
confirmé dans littérature de JOLY et REYNAUD (2002).

b- Aprés la coloration de Gram, I’observation microscopique des différentes souches a
montrée des bacilles en rose (Figure 18), indique que la paroi de toutes les souches
d’entérobactéries étudiees est Gram négatif ce qui est confirmée par JOLY et REYNAUD
(2002).

Figure 18. Bacilles Gram négatif de (Gx100)
5.5.2.3. Identification biochimiques des souches isolées

a. Test de catalase

Au cours de la réalisation de test, nous avons observés le dégagement de bulles de gaz
(Figure 19), indique que toutes les souches d’entérobactéries que nous avons etudiées ont

présentés un caractére catalase positif. Ce qui a été de CARIP (2008).

Figure 19. Test catalase positif

b. Test d’oxydase
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Ce test est bon indicateur pour ’identification de différentes espéces appartenant a la
famille d’Enterobacteriaceae. Aprés quelques minutes, les disques d’oxydases testés pour
toutes les souches ne sont pas devenus violet ce qui montre que toutes ces souches ne
possedent pas I’enzyme oxydase, selon CARIP (2008) et FRENEY et al. (2007).

c. lagalerie Api 20 E

Dans notre étude, I’interprétation se fait manuellement a 1’aide du tableau

d’identification. Aprés 1’incubation, la lecture de la galerie est réalisée par le tableau de

lecture (Voir I’annexe).

Les résultats obtenus concernant la particularité de chaque souche.

Tableau 09. Résultats de lecture des galeries biochimiques API 20 E

Test a| Il o|lo W < 1| D] Z x| <l o|dlZzZ <
(2]
Z| ool E1 & Xl N % % w| d < % Ol Il gl W S| &
Ol <| | 0| O] T|D|F|= OO S|=|lo|x|lv Z2|<|<
Espece

E. coli N T R I e e e I I T T I I A I I B I I I
Salmonellasp| - [+ |+ |+ [+ |+ |- |- |- |- |- |+ + |+ |+ |- |+ |- |+
Klebsiella [+ |- |+ |- |+ |- [- |- |- [+ |- |+ [+ |- |+ [+ |+ |+ |- |-

pneumoniae
Shigellasp |+ |- |+ [+ [+ [- [+ [+ |- [- |- [+ [+ [+ |+ |+ [+ [+ |+ |+

Les figures suivantes illustrent les résultats.

%)
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Figure 21. La Galerie Api 20E de Salmonella sp

" !

Figure 22. La Galerie Api 20E de Klebsiella pneumoniae

» \

Figure 23. La Galerie Api 20E de Shigella sp

A D’issus des examens macroscopiques, microscopiques et biochimiques, les souches
isolées qui ont des criteres en accord avec les données bibliographiques de JOLY et
REYNAUD (2002), AVRIL el al. (2000), JOFFIN et LEYRAL (2006), et CARIP (2008).
Sur les critéres d’identification des entérobactéries nous a permet de retenir 4 souches :

Escherichia coli, Salmonella sp, Klebsiella pneumoniae, Shigella sp.
5.6. Activité antimicrobienne

La méthode de disque a permis de déterminer 1’action des extraits de la plante dissouts
dans le DMSO sur les différentes souches, celle-ci se traduit par I’apparition d’une zone

d’inhibition autour du disque de papier wattman.

L’antibiogramme comme témoin positif a pour but de prédire la sensibilit¢ d’un
microorganisme Vis-a-vis d’un antibiotique pour chaque souche, les souches testé sont des
bactéries a Gram - de la famille d’Enterobacteriaceae (Escherichia coli, Salmonella sp,

Klebsiella pneumoniae, Shigella sp) ont montré des sensibilités différentes aux antibiotiques
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standards testés : Cefotaxime (CTX), amoxicilline (AM), cefoxitine (FOX), cefazoline
(CZ) successivement.

Les disques imprégnés de DMSO seulement utilisé comme témoin négatif, on observe
la présence de la croissance bactérienne dans cette zone.

Les résultats de I'évaluation antimicrobienne des extraits présentés dans les tableaux et
les figures ci-dessous montrent que :

Tableau 10. Diamétre de la zone d’inhibition de 1’extrait éthérique

Diamétre de la zone d’inhibition (mm)

+ I~

S 5

Les souches Les dilutions d’Ep = =

S e

bactériennes 1 1/2 1/4 1/8 O O <
Escherichia coli - - - - 23,5605 | -
Salmonella sp - - - - 21,29+018| -

Klebsiella pneumoniae | 12+0,15 | 9,58+0,51| 9,50+0,43| 8,06+0,1 | 20,1+0,11 | -
Shigella sp - - - - 21,79+0,79| -

Tableau 11. Diametre de la zone d’inhibition de 1’extrait chloroformique

Diamétre de la zone d’inhibition (mm) + il R
Les souches Les dilutions de Chl £ £ ‘é’
5 585
bactériennes 1 1/2 1/4 1/8 O O
Escherichia coli - - - - 23,56+0,5
Salmonella sp 17,78+0,47|17,48+0,46|16,67 +0,5(3,35+ 0,4 | 21,29+018
Klebsiella pneumoniae - - - - 20,1+0,11 |
Shigella sp 16,52+0,42 | 16,15+0,13| 13,45+0,67 - 21,79+0,79|

Tableau 12. Diamétre de la zone d’inhibition de 1’extrait méthanolique

Diamétre de la zone d’inhibition (mm)
Les souches Les dilutions de ’'MeOH
bactériennes 1 1/2 1/4 1/8

Control +
Control —
(DMSO)
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Escherichia coli
Salmonella sp
Klebsiella pneumoniae
Shigella sp

23,56+£0,5 | -
21,29+018 | -
20,1+0,11 | -
21,79+0,79| -

(-) : pas de zone d’inhibition produite autour des disques.

Le diametre de la zone d’inhibition différe d’une bactérie a une autre et d’un extrait a

un autre et la variation de 1’activité antimicrobienne des extraits expliquent les variations de

leurs compositions chimiques, ce qui confirme que la plante de Capparis spinosa est douée

de propriétés antimicrobiennes.

La souche d’Escherichia coli se révele la plus résistante pour tous les extraits quel que

soit la dose, et les souches Salmonella sp et Shigella sp sont résistantes pour 1’extraits

¢thérique et méthanolique mais sensible pour I’extrait chloroformique, et la souche

Klebsiella pneumoniae résistante pour 1’extrait chloroformique et méthanolique mais

sensible pour I’extrait éthérique.

Les deux extraits éthérique et chloroformique se sont révélés actifs avec un degré

différent, lié au contenu des extraits aux substances a une activité antimicrobienne mais

I’extrait méthanolique inactif pour toutes les souches bactériennes quel que soit la dose.

Mais cette activité non significative par rapport aux antibiotiques testés.

1/4

12 DMSO

1/8

CTX

1/2

1/4

DMSO

1/8

Figure 24. L’effet de I’extrait éthérique, chloroformique, méthanolique sur la souche

Escherichia coli
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Figure 25. L’effet de I’extrait éthérique, chloroformique, méthanolique sur la souche

1/4

1/2 DMSO

1/8
FO\\

Salmonella sp
1 1
14 1/4
DMSO DMSO
172 12
\ 1/8 18
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Figure 26. L’effet de 1’extrait éthérique, chloroformique, méthanolique sur la souche

Klebsiella pneumoniae
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Figure 27. L’effet de I’extrait éthérique, chloroformique, méthanolique sur la souche

Shigella sp

Tous les extraits des écorces des racines de Capparis spinosa sont inactif sur la souche
Escherichia coli, notre résultat corrobore avec celui le résultat de BOGA et al. (2011), et
aussi PROESTOS et al. (2006) et MEDDOUR et al. (2013) ont travaillé sur les feuilles de
C. spinosa, et ils ont trouvé que les extraits est inactif sur E. coli.

L’extrait étheropétrolique inactif pour les souches Escherichia coli, Salmonella sp et
Shigella sp, mais & un effet inhibiteur sur la souche Klebsiella pneumoniae, s’expliquer par
I’effet antimicrobien puissant des composés apolaires de I’extrait éthérique telle que
alcaloides, coumarines, acide gras (TIWARI et al., 2011).

Les alcaloides renferment des substances organiques azotées basiques sont dotées de
propriétés toxiques et a un pouvoir antibactérien élevé (MARZOUK et al., 2009). Ces
alcaloides présents dans nos extraits apolaires pourraient étre en partie responsables de
I’activité antibactérienne obtenue.

Ce qui concerne D’extrait chloroformique semble avoir I’effet inhibiteur le plus
puissant, parmi les trois extraits, en présentant des zones d’inhibition de croissance avec les
souches de Salmonella sp et Shigella sp, s’expliquer par ’effet antimicrobien puissant des
composés moyennement polaires de 1’extrait chloroformique telle que les flavonoides et les
terpénoides (TIWARI et al., 2011).

Les flavonoides et les terpénoides ainsi que d’autres composés de nature phénolique
ou groupes hydroxyle libres, qui sont classifiés comme composés antibiotiques tres actifs
(MARJORIE, 1999). La variation de la composition chimique explique donc les variations
observées dans I’activité antimicrobienne des extraits d’une méme plante.

L’efficacité optimale d’un extrait peut ne pas étre due a un constituant actif principal,
mais a I’action combinée (synergie) de différents composés a 1’origine de cet extrait
(ESSAWI et SROUR, 2000).

L'activité antibactérienne des flavonoides peut étre expliquée par le mécanisme de
toxicité vis-a-vis des microorganismes, qui agiraient a plusieurs niveaux se fait soit par des
interactions non speécifiques telles que I'établissement des ponts hydrogenes avec les

protéines des parois cellulaires ou les enzymes, la chélation des ions métalliques, inhibition
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du métabolisme bactérien, la séquestration de substances nécessaires a la croissance des
bactéries (KAROU et al., 2005). Et I’activité des terpénoides parmi les hypotheses avancées,
I’inhibition de la synthése d'acide nucléique, 1’altération des fonctions de la membrane
cytoplasmique, la séquestration de substrats nécessaires a la croissance microbienne et

I’inhibition du métabolisme énergétique microbien (JUNGKIND, 1995).
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Conclusion

Ce travail avait pour objectif I’évaluation d’activité antibactérienne des extraits bruts
(EP, Chl, MeOH) des écorces des racines de Capparis spinosa, sur quelques souches
d'entérobactéries causant la diarrhée, plante largement utilisée en médecine traditionnelle a
travers le monde surtout dans les régions méditerranées.

Cette étude a été débutée par une extraction & polarité croissant suivie par des tests
phytochimiques préliminaires. Ces derniers sont indispensables car il nous permet d'avoir une
idée primaire sur les différents composés existants dans les écorces des racines de la plante.

En ce qui concerne 1’évaluation de I’activité antibactérienne, elle est debuté par le
traitement des preléevements des selles suive par I’isolement et I’identification des
entérobactéries, et enfin des tests d'activité antibactérienne des trois extraits (Ep, Chl, MeOH)
par la méthode de diffusion sur milieu gélosé.

L’extrait chlorformique a présenté une bonne activité contre Salmonella sp et Shigella
sp et D’extrait etherpétrolique a une activitt moyenne contre Klebsiella pneumoniae
seulement. En revanche I'extrait méthanolique n'a présenté aucune activité vis-a-vis les quatre
bactéries testé.

Pour ces trois extraits, nous remarquons que I'extrait chloroformique montre une activité
plus importante que I'extrait méthanolique et étheropétrolique grace aux composés chimiques
isolés dans cette phase d’extraction.

Les mécanismes d'action des molécules présentant dans les extraits contre diverses
bactéries sont trées compliqués, il serait donc nécessaire d’étudier plus loin et de comprendre
le rapport entre I’activité antibactérienne et la structure chimique des composes existant dans
les extraits examinés.

Malgré les études faites sur C. spinosa, ce travail présente la premiere étude dans ce
contexte, ses résultats sont importants mais reste préliminaire, d'autres études et recherches

sont indispensables pour confirmer ces résultats au niveau moléculaire.
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Annexes

Annexes 1

Figure 28. Photographies de la plante Capparis spinosa,

(a) Les feuilles, la fleur et les fruits. (b) Les capres (bourgeons floraux).

http://Tropropicals.com/catalog/vid/Capparis spinosa.htm
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Figure 29. Structure chimique de quercetine-3-O-[6"""-a-L-rhamnosyl-6°’-B-D-glucosyl]--
D-glucoside (POLAT, 2007)
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Figure 30. Structures des quelques composés chimiques de Capparis spinosa. (1)
glucocapperin, (2) 3- O- [6 - a -L- rhamnosyl -6 " - B -D- glycosyle] - p -D-glucoside, (3)
kaempferol -7- rhamnoside, (4) glucoside prenyl, (5) isothiocyanate isopropylique (TILILI et
al., 2010)

Annexes 2

1-Matériels et outils de ’extraction

| Balance de précision | Agitateur

Bicher

| Eprouvette | | Erlenmeyer | | Papier filtre |



http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0367326X10002418
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0367326X10002418
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0367326X10002418
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0367326X10002418
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0367326X10002418
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0367326X10002418
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0367326X10002418
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0367326X10002418
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0367326X10002418
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0367326X10002418
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0367326X10002418
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0367326X10002418
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0367326X10002418
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0367326X10002418
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0367326X10002418
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0367326X10002418
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0367326X10002418
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0367326X10002418
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0367326X10002418

Annexes

~ 9
- — o=

R = n

/-/ s ey
./‘/ —

7 7 & el
Ty

Boites de Pétri

- -
Anse de platine

Tube a vice

Ecouvillon

Bain marine

Ligands




Annexes

Eau physiologie

Microscope optique
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Annexes 3

Les milieux de culture utilisés et leurs compositions

» Gélose nutritive ou ordinaire (GN) selon JOFFIN et LERYAL, 2006

- Extrait de viande
- Extrait de levure
- Peptone

- Chlorure de sodium

> Milieu Hektoen selon JOFFIN et LERYAL, 2006

- Protéose-peptone

- Extrait de levure

= LACIOSE e
= SACChATOSE ...

= SaAlICINE .ot
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Citrate de fer III et d’ammonium ..................
Sels biliaires ................oc
Fuchsine acide ............coceiviiiiiiiniiiinnns
Bleu de bromothymol .............................l.

Chlorure de sodium ........ccooovveeiiiiiiinnn..

» Milieu Muller- Hinton (MH) (38 g par litre)

Infusion de viande De boeuf 300.0 cm3

Peptone de caséine .................coeiiiiinnn.n.

Amidonde mals .......oovviiiiiiiiie.

» Milieu S-S

Extrait de viande de boeuf ........................
Bio-polytone ..o
Selsbiliaires ..o

LACIOSE ettt

Citrate ferrique ........oovvvviiiiiiiiiiiieanenns

Vertbrillant ......oooeeeiiiiiie i,
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Annexes 4

» Meéthode d’identification des entérobactéries

L’identification des entérobactéries se fait sur la base des caractéres morphologiques,
biochimiques, culturaux et antigéniques.

Pour identifier les entérobactéries au laboratoire on dispose un type de galeries : la
galerie API 20 E.
Lecture des galeries : la lecture des galeries se fait sous une hotte chimique et les réactions
sont consignées sur une fiche de résultats comme suit :
- ONPG : détermination de la présence de 1’enzyme —galactosidase.
- ADH : transformation de I’arginine (acide aminé) par 1’arginine déshydrolase.
- LDC : transformation de la lysine (acide aminé) par la lysine décarboxylase.
- ODC : transformation de 1’ornithine (acide aminé) par 1’ornithine décarboxylase.
- CIT : utilisation du citrate comme seule source de carbone.
- H,S : production du sulfure d’hydrogeéne (HS) a partir du thiosulfate (S O).
- URE : libération d’ammoniac a partir de ’urée grace a 1’uréase.
- TDA : formation de 1’acide indole pyruvique a partir du tryptophane (acide aminé) grace a
tryptophane désaminase.

- IND : Formation d’indole a partir du tryptophane (acide aminé).

- VP : Formation d’acétoine a partir du pyruvate de sodium.

- GEL : Liquéfaction de la gélatine (protéine).

- GLU (glucose), MAN (mannitol), INO (inositol), SOR (sorbitol), RHA (rhamnose), SAC
(sucrose), MEL (mélobiose), AMY (amygdaline), ARA (arabinose).
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Tableau 12. Tableau de lecture de la galerie Api 20 E (BIOMERIEUX, 2006)

Tests composants actif Réactions/enzyme Résultats
Négatif Positif
ONPG 2-nitrophényl-BD B- galactosidase (Ortho BD- Incolore Jaune
galactopyranoside galactopyranoside
ADH L- arginine Arginine déhydrolase Jaune Rouge /orangé
LDC L- lysine Lysine décarboxylase Jaune Rouge / orangé
oDcC L- ornithine Ornithine décarboxylase Jaune Rouge / orangé
CIT Trisodium citrate Utilisation du citrate Vert pale/jaune | Bleu-vert/bleu
H2S Sodium thiosulfate Production d’H2S Incolore / Dépdt noir /fin
grisatre liseré
URE Urée Uréase Jaune Rouge / orange
TDA L- tryptophane Tryptophane désaminase TDA/ immédiat
Jaune marron rougeatre
IND L- tryptophane Production d’indole JAMES /immédiat  Incolore
Vert pale / jaune Rose
VP Sodium pyruvate Production d’acétoine VP1 +VP2/10 mn
Incolore rose / rouge
GEL Gélatine Gélatinase Non diffusion Diffusion du
pigment noir
GLU D — glucose Fermentation/ oxydation (Glucose) Bleu / bleu -vert Jaune
MAN D- Mannitol Fermentation/ oxydation (Mannitol) Bleu / bleu -vert Jaune
INO Inositol Fermentation/ oxydation (Inositol) Bleu / bleu -vert Jaune
SOR D- Sorbtol Fermentation/ oxydation (Sorbitol) Bleu / bleu -vert Jaune
RHA L- Rhamnose Fermentation/ oxydation Bleu / bleu -vert Jaune
(Rhamnose)
SAC D- Saccharose Fermentation/ oxydation Bleu / bleu -vert Jaune
(Saccharose)
MEL D- Melibiose Fermentation/ oxydation Bleu / bleu -vert Jaune
(Melibiose)
AMY Amygdaline Fermentation/ oxydation Bleu / bleu -vert Jaune
(Amygdaline)
ARA L- Arabinose Fermentation/ oxydation Bleu / bleu -vert Jaune
(Arabinose)




Résume

Capparis spinosa, appelée localement « El kabar », est une plante spontanée, aromatique et médicinale,
appartenant a la famille des capparidacée, largement répandue dans les régions méditerranée. L’objectif de ce
travail est ’évaluation de D’activité antibactérienne des différents extraits des écorces de ces racines.

Les extraits organiques ont été obtenus par macération en utilisant trois solvants a polarité croissante :
éther de pétrole, chloroforme, méthanol. Ces extraits ont été soumis a un criblage phytochimique de quelques
molécules puis a une étude antibactérienne in vitro, contre quatre souches pathogénes de la famille des
Enterobacteriaceae causant la diarrhée aigie, en employant la méthode de diffusion a partir d’un disque.

Les tests préliminaires révélent la présence des alcaloides, des saponines, terpénoides, phénols,
flavonoides.

L’extrait chlorformique a présenté I'activité la plus puissante contre Salmonella sp et Shigella sp, et
I’extrait étheropétrolique a une activité moyenne contre Klebsiella pneumoniae seulement. Alors que I'extrait
méthanolique ne présente aucune activité.

Les mots clés : Capparis spinosa, les extraits organiques, activité antibactérienne, la diarrhée.

Summary

Capparis spinosa, called locally « El kabar », is a plant spontaneous, aromatic and medicinal, pertaining
to capparidaceae family, largely widespread in the Mediterranean areas. The objective of this work is the
evaluation of the antibacterial activity of the various extracts prepared from its root barks.

The organic extracts were obtained by maceration using three solvents with increasing polarity:
petroleum ether, chloroform, and methanol. The extracts were subjected to a screening phytochimiques of few
molecules then to a study of their antibacterial activity in vitro, against four pathogenic bacteria of
Enterobacteriaceae family causing the acute diarrhea, by the method of diffusion starting from a disc.

The preliminary tests reveal the presence of alkaloids, saponins, terpénoids, phenol, flavonoids.

The chlorformic extract presented the most powerful activity against Salmonella sp and Shigella sp, and
the etheropetrolic extract has only an average activity against Klebsiella pneumonia. Whereas the methanolic
extract does not present any activity.

Key words: Capparis spinosa, the organic extracts, antibacterial activity, diarrhea.
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