%

D | Université Mohamed Khider de Biskra
\ Faculté des sciences exactes et des sciences de la nature
H N )
BRdd et de la vie
Département des sciences de la nature et de la vie
Filiere : Sciences biologiques
UNIVERSITE
DE BISKRA Référence /

MEMOIRE DE MASTER

Spécialité : Microbiologie Appliquée

Présenté et soutenu par :

Salima BECHKI — Yousra BENAICHI

Le : dimanche 25 juin 2023

Contribution a I’évaluation de ’activité
antibactérienne de différents extraits des
plantes medicinales Ruta tuberculata et

Pergularia tomentosa
Jury:
M.  ZEROUAL Samir MCA Université de Biskra Président
Mme. SAIDI Asma MAA  Université de Biskra Rapporteur
Mme. DJOUAMAA Manel MAA  Université de Biskra Examinateur

Année universitaire : 2022-2023



Remerciements

Remerciements

Nous Remercions Dieu Tout Puissant, Maitre Des Cieux
A Permis Démener A Bien Ce Travail
Nous adressons tout d’abord nos sinceres remerciements a notre Encadreur

Madame SAIDI ASMA pour avoir bien encadré et diriger ce travail, avec une
grande rigueur scientifique et la confiance qu’il n0s accorde et nos ont permet
de réalisée ce travail.

Nous remercions les membres de jury chacun de son nom

Mr ZEROUAL SAMIR et Dr DJUOAMAA Manal, d’avoir bien voulu
accepter de juger ce travail.

Nous adressons nos profonds remerciements a Mr. BEN KADDOURE
BACHIR pour toutes les informations Qu’il nous données et pour ces précieux
conseils.

Et un merci spécial a Mr Djerad Kamal chef service des laboratoires du
Département des sciences Agricoles pour son aide et ses efforts pour accomplir
ce travail.

C’est un grand merci que j’adresse a tous les membres du Laboratoire de
EL-Majeed (EIl Oued Souf) et du Laboratoire EI Nour (EIMeghaier)
Nos remerciements s étendent également a tous

Nos enseignants durant les années des études. Enfin Nous Tenons A
Remercier Egalement Les Personnes Administratives Et Tous Ceux Qui
Contribuer De Pres Ou De Loin A L’élaboration De Ce Theme.



Dédicace

Dédicace

Je remercie dieu tout puissant qui me permet d’arriver a ce but.
Je dédié ce modeste travail a ma famille

«Famille Ben Aichi»

\
et a deux personnes les plus chers a mon ceur : mon pere A celut
qui fait partie de mon cceur a la personé la plus belle et la plus
mervetlleuse a mon meilleur exemple a celut au nom de ce qui je porte
. » \ », * . s 2 N\
son nom avec fierté et honneur etMamer a ma chérie qui a toujours été a
mes cotés, j espéré que tu seras avec moi jusqu’a la fin de ma vie

Le me souviens particuliérementde ma grand —meére
Necibetellia dieu a donné la vie
A me adorable frere: soufein

A mes cheres sceurs : Hala, Manar,Salsabil, Lodjain et leurs
enfants. Sodfaranim

Je le dédie aussi spécialement a ma binome : Bechki Salima

Yousra



Dédicace

Deédicace

C’est avec l’aide et la grace de I’ Allah que nous avons achevé ce modeste
travail que

Jele dédie :
A la grande femme sans qui je n’aurais pas grandi, a celle qui n’a pas
lésiné sur moi et elle était tout pour moi, a ma grand-mére Zohra que

Dieu ait son ame.

A mes parents que Dieu leur fasse miséricorde.
A mes cheres sceurs Sabrina, Fatiha et Mina
Ames cheres Anes et Djoud
A mes oncles Mohammad, Kamal et Y ahia
A ma tante Zahia et son chere marie Massoud

A toutes ma famille et mes cheres cousines et tous ceux qui m’ont
soutenu chacun son nom surtout : Aala, Hakim, Sadik,
Warda,Soumia, Mira, hanane, chatma et souad.

A tous mes amis spatialement mon ame sceur Ahlem

A ma partenaire dans la réalisation de ce modeste travail Yousra.

Salima



Liste des Tableaux

Table des matieres

LiSte deS TABIBAUX .....cciiiiieiiiie et e e e e e e e e i
LISTE AES FIQUIES ...ttt ettt et et I
LiSte deS @DIEVIATIONS ......oiiiiie ittt e et e e e e sra e e sntaeeanaeeeanes i
INtrOdUCTION GBNEIAIE. .. cuieieiiieiiiiiiiiieieeieteeeeteeereetnenesassasesassnsessssnsnsariasnsnns 1

Partie Bibliographique

Chapitre 1 : Généralités sur les plantes étudiees

1.1. DISTRIBUTION GEOGRAPHIQUE ......ccciiiiiiiiiieeeeeee e ettt e s s e e e e e e ettt s s s e e e e s e eataa s e e e e e e 2
1.1.1.  Ruta tuberculata fOrSSK .........coccurriiiiei et 2
1.1.2.  Pergularia tOMENTOSA ........coiueiiiiiiiieiie et 2

1.2.  CLASSIFICATION BOTANIQUE ....cciiiiiiiiee ettt 2

1.3. DESCRIPTION BOTANIQUE DESPLANTES ETUDIEES.......ccciieiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 3

1.4. COMPOSITION CHIMIQUE DES PLANTES ETUDIEES .......ccceeeiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeee e 4

1.5.  UTILISATION TRADITIONNEL DES PLANTES ETUDIEES.......cccoiiiiiiiiieereeeeeseesinivvneneens 5

1.6. ACTIVITE BIOLOGIQUE ET THERAPEUTIQUE ........cciittttiiireeeeeeseintntreeeeee e e s s snnnnnneneeens 5
1.6.1.  RULA tUDEICUIALA........cvvieee e 5
1.6.2.  Pergularia tomMENTOSA .........cuueeiiieeiiieesieeeetieesriee e ee e stae e sae e et e et eeeneeeanneas 6

Chapitre 2 : L'activité antimicrobienne

2.2. AGENTS CAUSAL DES MALADIES INFECTIESES ....eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeneees 8
2.2 0 BaACKEIIES et 8
2.2.2.  CRamMPIGNONS ...eciviie et e e e e e et e e et e e st e e e srb e e e nnaaeeanaaaeas 9

PG T N N1 1] [ [0 10 TR 9
2.3 L D NI ON .. 9
2.3.2.  CIlaSSIfICatioN AES AT B ... oot 10
2.3.3. Mode A’action deS AT .oouiieniie e 10
2.3.4.  RESISIANCE QUX AT B ..o ettt 11

Partie expérimentale

Chapitre 3 : Matériels et méthodes

3L, IMIATERIELS. . utteittteitie ettt stee ettt et et e e st et e et e e nb e e e s e et e e s be e e sbaenbeeanbeeanbeenree s 12
311 Materiel VEQALAL...........oeoieiecee e 12
312, SOUCKES DACLEIIENNES.....eiiiieiiiie ittt 12
3.1.3.  Réactifs chimiques et les milieux de culture .............ccocveeiiieiiiii e, 12

3.2, IMIETHODES ..utie ittt ettt et ettt ettt ettt e et e et e e e st e et e e nteeanbaenbeeanbeeanteenreens 13
3.2.1.  Preparation deS EXIaitS.........cciiuiiiiiieiiie et e st 13

3.2. 1.1, EXEraction QQUEUSE.......eeeeiiiuiiieeeiiireeeeeiitee e e s sitae e e e s sttaa e e s s st e e e e s staaa e e s staaee e 13



Liste des Tableaux

3.2.1.2. Extraction MmEthanoliqUE ...........ooeeiieiiiiiiie e 13
3.2.1.3. Extracion par les autres SOIVant............coccoiiiiieiiieiec e 13
3.2.2.  Screening PhytOChIMIQUE ........ooiiiiiiieiiiee s 15
3.2.2.1. Caractérisation des SAPONOSIAES .......cevveeviieerieeriierieeie e see e 15
3.2.2.2. Caractérisation des COUMAIINES .........ccveuiiieieeiieenieeiee e siee et 15
3.2.2.3. Caractérisation des alcaloTdes ..........ccccuoeiiiiiiiieiiecse e 15
3.2.2.4. Caractérisation des sterols et POIYtErPENES .........cccocvevueiieiiriiienieeiie e, 15
3.2.2.5. Caractérésation des MUCIHAGES. ......cccueriiiiiieiie e 15
3.2.2.6. Caractérisation des polyphénolS ..........cooiiiiiiiiiiniie e 16
3.2.2.7. Caractérisation des QUINONES .........cccueiuieiiiieiiesieesieeiee et 16
3.2.2.8. Caractérisation des anthra —qQUINONES ...........ccoveiiereeieniesie e 16
3.2.2.9. Caractérisation des TaNINS ........cccuiiieiiiieiie e 16
3.2.2.10. Caractérisation des flavonoTdeS ...........ccoveiiiiiiiiiieee e 16
3.2.3.  Evaluation de I’activité antimicrobienne de R. tuberculata et P. tomentosa ....17
3.2.3.1. Repiquage et purification des SOUCNES............cccveiiiiriiiiiieiee e 17
3.2.3.2. ACtiVité antiDaCteriBNNE .........cccuiiiiiiiieiie e 18
3.2.3.3. Préparation de IinoCultim ..........cccueiiiiiiiiniiiiie e 18
3.2.3.4. Ensemencement et application des diSQUES...........cverveereeiiiieiiieeiieeiee s 19
3.2.3.5. Déterménation de CIMI ........c.coiiiiiiiiiiieiie e 19

Chapitre 4 : Résultats et discussion

4.1. EXTRACTION ET CALCUL DE RENDEMENT ...etttteeteeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeneeseeeees 21
4.2.  SCREENING PHYTOCHIMIQUE......ccuuutteiiteeessseiestreeesesessssssssssseesssssssssssisssseessssesssnnns 22
O R T 10 To 10 1] [0 [T USSR 23
A.2.2.  COUMAIINES ..ottt ettt e e e e e e e et e e e e e e e e e e 23
A.2.3. AICAIOTUES ... e 24
O S 01 1Y, (= 1< LT USSP 25
T |V, 11 o1 ] - Vo - TSRS 25
4.2.6. Quinoneset les anthraqUINONES ..........cccvveiiiieiiiee e 26
4.2.7.  POIYPNENOIS......ooiiiiee et 27
A.2.8.  FIAVONOTUES ..ot ettt 27
A.2.9.  TANINS e ————— 28
4.3. ACTIVITE ANTIBACTERIENNE ...ttt en e 30
4.3.1.  Activité antibactérienne des antibiotique (I’antibiograme) ............ccccccevvvrenen. 30
4.3.2. Evaluation de I’activité antimicrobienne de P. tomentosa et R. tuberculata......31
4.3.2.1. Evaluation de I’effet antibactérien des extraitsde P. tomentosa..................... 31
4.3.2.2. Evaluation de I’activité antibactérienne des extraits de R. tuberculata.......... 35
...................................................................................................................................... 37
4.4 DETERMENATIONDE CIMI..oooiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 39
CONCLUSTON ..ttt nee 41
BIBLIOGRAPHIE ... nnn 42
ANNEXES



Liste des Tableaux

Liste des Tableaux

Tableau 1:classification systémique des plantes R.tuberculata et P.tomentosa....................... 2
Tableau 2 : Description botanique des plantes BtUdIEES...........vevvuveiieeiie i 3
Tableau 3 : Composition chimique de deux plantes EtUdIEES...........ccoovverieiiriiiiiiiie e 4
Tableau 4: Souches causant les maladies INTECTIBUSES. .........cooviiiieiiiiiiiiic e 8
Tableau 5: Familles des ATB et leur mode d’action (Kassah-Laoua, 2020). ...........c.ccceeuee. 10
Tableau 6 : Résultat de test de criblage des SAPONOSIAES. ........eeverierrieiiiiiesie e 23
Tableau 7 :Résultat de test de criblage des COUMAriNES. ..........covveiieiieienie e 24
Tableau 8 :Résultat de test de criblage des alcaloides. ............ccoooviieiiiiiiiiiiiie e 24
Tableau 9: Résultat de test de criblage des polyterpenes. ..........cooevveiieieiienieiie e 25
Tableau 10 :Résultat de test de criblage des mucCilages. .........cccooeiiieiiiinieiiie e 26
Tableau 11 : Résultat de test de criblage des quinones et des anthraquinones....................... 26
Tableau 12 :Résultat de test de criblage des polyphénols. ..., 27
Tableau 13 :Resultat de test de criblage des flavonoides. ...........ccccevvveeviieeiii e, 28

Tableau 14 : Résultat de test de criblage des tanins dans les extraits du plant R. tuberculata28
Tableaul5 :Résultat de test de criblage des tanins dans les extraits de la plant P. tomentosa

............................................................................................................................................. 29
Tableau 16: Diamétres des zones d’inhibition, de la croissance des souches testées, par les
= TR PR UP PR PR 31
Tableau 17 : Zone d’inhibition exhibées parles différents extraits de P. tomentosa. ............. 32
Tableau 18 : Zone d’inhibition exhibées parles différents extraits de R. tuberculata.. .......... 35
Tableau 19 : Valeurs de diamétres des zones d’inhibition de la croissance bactérienne
enregistrées par les différents extraits des plantes étudiées vis-a-vis les souches testées........ 39



Liste des Figures

Liste des Figures

Figure 1 :Photo de R. tuberculata (Alsafran et al. 2022)et P. tomentosa (photographe
original 2023). Organes du R. tuberculata : (A) la palnte entiere ; (B) les fleurs ; (C) les

GAINES. .ttt ettt etttk h e h £ R R e £ R e R e e oAbt e R bt e Re e Rt bt et e e neeann e 4
Figure 2:Schéma présentatif de la méthode d’extraction des parties aériennes des plantes
étudiées en utilisant 'acétone et ’acétate d’éthyle ..........cccoovviiiiiiiiii e, 14

Figure 3 : Souches bactériennes étudiées dans un milieu GN A :S. aureus ; B :E. coli ;....... 17
Figure 4 : Préparation des extrait et des boites de pétri pour 1’évaluation de I’activité

VA1 0T (o 0] o1 =10 R STR 18
Figure 5 : Préparation des suspensions DaCtériennes..........ccovveerieiieieeiie e 19
Figure 6: Ensemencement et application des disques et les antibiotiques. ............cccccceveee. 20
Figure 7:Rendement d’extraction aqueuse, méthanolique, acétonige et par I’acétate éthyle de
RULA TUDEICUIALA. ........eeeeciie ettt e e e et e e st e e e s raeeesntaeeanseeeanes 22
Figure 8 : Rendement d’extraction aqueuse, méthanolique, acétoniqe et par 1’acétate éthyle
de Pergularia tOMENTOSA. ......c.uiiiieiiee ittt ettt neee s 22
Figure 9: Zones d’inhibition de la croissance de différentes souches ciblent induites par les
extraits (EAQ, EMet, EAC et EACE) de P. tOMENLOSA. ........cccvvveiiiireiiiieiiee e cee e 33
Figure 10:Zones d’inhibition de la croissance bactérienne exhibée par les différents extraits
(EAQ, EMet, EAC et EACE) de I’espéce Ruta tuberculata ..............cccveeviveeiieeeviie e 37
Figure 11: Détermination de CMI de différents extraits des plantes étudiées par la méthode de
bactériogramme 1eS réSUIatS. ............c.oiieiii i 42



Liste des abréviations

ATB : Antibiotiques

CMI: Concentration minimal inhibitrice

DMSO : Dimethylsulfoxide

EAC : Extrait d’acétone

EACE : Extrait d’acétate ¢thyle

EMet :Extrait méthanolique

EAQ : Extrait aqueux

EAQP : Extrait aqueux de Pergularia tomentosa
EAQR : Extrait aqueux de R. tuberculata

GN : Geélose nutritif

MH : Mueller Hinton

EACP : Extrait d’acétone de Pergularia tomentosa
EACR : Extrait d’acétone de R. tuberculata
EACEP : Extrait d’acétate éthyle de Pergularia tomentosa
EACER : Extrait d’acétate éthyle de R. tuberculata
EMetP :Extrait méthanolique de Pergularia tomentosa
EMetR :Extrait méthanolique deR. tuberculata
CIP5 : Ciprofloxacine

CIP10 :Ciprofloxacine

AX25 : Amoxicillin

CAZ30 : Ceftazidime

AMC30: Amoxicilline + acide clavulanique
ATM30: Aztréonam

ATM30: Acide nalidixique

E15 : Erythromycine



INTRODUCTION
GENERALE



Introduction générale

Introduction géenérale

En plus des effets indésirables des antibiotiques, la plupart des souches bactériennes ont acquis la
résistance aux ces médicamentsavec le temps. Cela nous oblige a chercher des alternatives naturelles
pour compenser les antibiotiques synthétisés et semi-synthétiques et au méme temps pour augmenter
leur efficacité contre les agents pathogenes.

Le meilleur alterné suggéré est les plantes médicinales, qui sont utilisées par 'Homme depuis
pres de 7000 ans en médecine traditionnelle et que certains animaux les consomment aussi dans un but
thérapeutique. En plus, ils ont des usages alimentaires, condimentaires ou hygiéniques (Debuigne,
1974). En efft, une ou plusieurs de leurs parties peuvent étre utilisées telles que la racine, les feuilles,
les fleurs, et les tiges (Dutertre 2011).

Selon I’Organisation mondiale de la santé(OMS), une plante médicinale est la plante qui contient
une ouplusieurs substances bioactives pouvant avoir des vertus thérapeutiques. Leur action provient de
leurs composés chimiques, en particluier les métabolites secondaires tels que les polyphénols
(composés phénoliques, les flavonoides, les tannins...etc.), les alcaloides, les polytérpénes...etc.qui
ont une efficacité dans I’inhibition de la croissance des microorganismes pathogeénes en prévenant les

maladies infectieuses(Sofowora 2010;Jomard et Fleury. 2009).

L’ Algérie est un pays connu par sa grande diversité taxonomique, alors que la flore algérienne
est tres riche en plantes médicinales. Ruta tuberculata (Rutaceae) et Pergularia tomentosa
(Asclepiadaceae) sont des especes trés répandues dans le sahara algerien, elles ont été
traditionnellement utilisées pour prévenir diverses maladies, grace a leurs propriétés pharmacologiques
(Hamdiet al. 2018; Laid et al.2020).

Dans la présente étudenous avons tenté d’évaluer les activités antibactériennes de différents
extraits des parties aériennes des plantes R. tuberculata et P. tomentosa. Dans ce contexte, nous avons

déterminé les objectifs suivants :

Préparation de déférents extraits des parties aériennes de R. tuberculata et P. tomentosa (EAQ,
EMet, EAc et EACE).

Criblage phytochimique des extraits préparés de R. tuberculata et P. tomentosa.

Evaluation de I’activité antibactérienne de 'EAQ, EMet, EAc et EACE des deux plantes ccontre

cing souches bcatériennes cibles

Détermination de la CMI des extraits efficaces contre les souche bactériennes testées.
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Chapitre 1 Généralités sur les plantes étudiées

1.1. Distribution géographique

1.1.1. Ruta tuberculataforssk.

Ruta tuberculata ou Haplophyllum tuberculatum forssk est une plante aromatique du genre Ruta
(Haplophyllum)de la famille de Rutaceae comprendd’environ 70 espéces qui sont réparties de la région
méditerranéenne a l'est de la Sibérie (Raissi et al. 2016). Cette plante pousse sur les collines
sablonneuses et les pentes rocheuses des régions arides de I’Afrique du Nord a 1’Asie du Sud-Ouest
Asia (Salvo et al. 2011).Elle est répandue dans divers pays africains et dans certaines régions du
Moyen-Orient et en Afrique tropicale, elle présente sous forme de petits arbrisseaux au soudan et en
somalie (Schmelzer et Gurib-Fakim 2013).

1.1.2. Pergularia tomentosa
La famille de Asclepiadacea comprend d’environ 200 genres et 2500 especesparmi les quelles
I’espéce Pergularia tomentosadu genre Pergularia. Cette plante est largement répandue dans la région
du Golfe & I’ Arabie saoudite et Oman, I’ Afrique (en Soudan du Nord, Egypte, Ethiopie, Algérie, Niger
et Kenya) et le Moyen-Orient (en Jordanie, Irak, Iran, Pakistan et Afghanistan)(Babaamer et al.
2013).En effet, il a été rapporté que cette espece est d'origine du Moyen-Orient et d’Afrique du Nord
(Al-Said et al. 1988; Gohar et al. 2000).

1.2. Classification botanique
La classification systymatique de deux plantes est comme indiquée dans le tableau 1

Tableau 1:classification systémique des plantes R. tuberculata et P. tomentosa

Régne Plante Plante

Embranchement Spermatophyta Spermaphytes.

Classe Eudicotyledonae Dicotylédones.

Sous Classe Rosidae Rosidae.

Ordre Sapindales Gentianales.

Famille Rutaceae Asclépiadacée.

Genre Haplophyllum Pergularia.

Espéce Haplophyllum tuberculatum ou Ruta Pergularia tomentosa L.
tuberculata forsk(Acheuk et al. 2012) (Ozenda 1991)

Nom vernaculaire Chedjret-er-rih ou El-Fidjel (Duveyrier 1864; Ghalga (Babaamer et al. 2013)

Hammiche et Maiza. 2006).
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1.3. Description botanique des plantes étudiées

La discription botanique des plantes étudiées dans notre travail est résumée dans le tableau

suivant (Tableau 2).

Tableau 2 : Description botanique des plantes étudiées

R. tuberculata P .tomentosa
« Unarbuste a fleurs d’environ 40 a 60 cm de « Un arbuste vivace qu’il pousse autour de 50
I’hauteur a tiges vertes trés ramifiées cm pour atteindre un métre dans les
(Figure1 A). conditions favorables(Babaamer et al.

« Les feuilles sont alternes et elliptiques a 2013), 1l @ un aspect touffu grace a ses

obovales (Al-Muniri et Hossain. 2017) . Jeunes rameux qui senroulent - souvent

autour des branches plus agees (Ozenda

« Les fleurs sont disposées en panicules o L.
1991 ; Medail 2004)et se caractérise par

terminales laches avec cing sepales ovales i .
une odeur particuliere (Figure 1 D).

libres.

+ Ses feuilles sont a longue tige a 5 cm de

» Les 10 étamines sont filamenteuses et .
diametre, ont une forme corombo-ovales et

densément poilues a I’intérieur. . )
encceur a la base (Figure 1 E), les fleurs

* Les pétales sont de cinq et de couleur jaune sont de longueur 8 mm & couleur blanche
vif (Figure 1 B) et les gousses matures pourpres et ordoriférantes avec une corolle
portent des graines brun foncé a noir tubulaire vert jaunatres ou violet brunatre
brunatre(Figure 1 C) (Al-Burtamani et al. (Figure 1 F). Les feuilles et les fruits
2005; Alsafran et al. 2022) . secretent un liquide blanc collant.

* Les fruits mesurent 7 cm de long, ce sont
folliculairement  groupés par paires,
fusiformes, ramifiés, couverts  de
grossiéreté, pubescents et encrochées a
leurs somme, et contiennent des graines
(Figure 1 G) (Benhouhou 2005; Schmelzer
et Gurib-Fakim 2013).
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Figure 1 :Photos de R. tuberculata (Alsafran et al. 2022) et P. tomentosa (photographe original 2023).

Les organes du R. tuberculata : (A) la palnte entiére ; (B) les fleurs ; (C) les gaines.

Les organes de P. tomentosa : (D) plante entiére ; (E) les feuilles ; (F) les fleurs ; (G) les graines.

1.4.

Composition chimique des plantes étudiées

Les analyses phyto-chimiques réalisées sur les déférents extraits des plantes R. tuberculata et

P. tomentosaont confirmé la richesse des espéces étudiées en métabolites secondaires quisont illustrés

dans le tableau 3

Tableau 3 : Composition chimique de deux plantes étudiées

R. tuberculata Références P. tomentosa Références
Alcaloides ; Flavonoides ; Tanins
Euranoc_o umarlns ; (Abdelkhalek et al. Anthraguinones ;Glycosides
oumarins , 2020) cardiaques ;
Flavonoides ; _ _ .
Lignanes : Huiles fixes : %Il-grashdl et al. Glycosides ;Cyanogenes ;

Huiles volatiles.

Glucouzarin ;Coroglaucigenin ;
Uzarigenin ; Cardenolides.

Tanins ; Stéroides ;
Huiles essentielles ;
Glucides.

(Al-Snafi 2018)

Eléments minéraux
(Phosphore ; Potassium .
Sodium ; magnésium ;
Calcium) .

(Al-Said et al. 1988;
Hassan et al. 2007)
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1.5. Utilisation traditionnel des plantes étudiées
Les plantes R. tuberculata et P. tomentosa sont largement utilisées en médecine traditionnelle

pour traiter de nombreuses maladies,et I'usage de ces plantes se varie dans un région a une autre.

En Algérie, la plante R. tuberculataa été utilisée comme antiseptique, un calmant et un
hypnotique neurologique. De plus, elle est intégrée dans le traitement des blessures et des ulcéres, la
constipation, le colon, diarrhée, le ballonnement et les gaz, I’infertilité, le diabéte, , la fievre et les
maladie du foie. Comme elle est employée pour traiter 1’otite, le rhumatisme, ’obésité, hypertension,
douleurs menstruelles, les maladies cardiaques , les pigdres de scorpion, la grippe, vomissements,
I’inflammation de la gorge, I’amygdalite, le toux et la perte d’appétit (Hadjadj et al. 2015). En Oman,
le jus des feuilles est utilisé comme un remeéde contre les maux de téte et Iarthrite et pour enlever les
verrues et les taches de rousseur de la peau , et méme dans le traitement de la décoloration de la peau
et les infections et les maladies parasitaires(Mossa et al. 1987).En Arabie saoudite, cette plante est
utilisée pour traiter la paludisme, I’arthrite rhumatoide et les troubles gynécologiques(Al-Yahya et al.
1992). Alors que dans la médecine égyptienn traditionnelle ancienne, cette espéce a été utilisée contre
les problemes digestifs et les problemes gynécologiques et la polyarthrite rhumatoide et comme
cosmétique pour faire grandir les cheveux par meurtrissant les feuilles dans I’eau et en lavant les
cheveux (Lindley 1846).

Concernant la plante P. tomantosa, elle a été utilisée contre la diarrhée, et dans le traitement de
la bronchite et la tuberculose, certaines maladies de la peau et comme un Hypoglycémiant. De plus,
elle est utilisée comme un agent dépilatoire, laxatif, antihelminthique et abortif, ainsi, la séve des
feuilles a été utilisée comme une instillation oculaire et comme un remede souverain pour les maux de
la téte, alos que les racines sont incorporees dans le traitement de la bronchite, la constipation et
certains maladies de la peau(Benchelah et al. 2001;Burkill 1995; Hamed et al.2006; Hammiche et
Maiza 2006). Le latex des tiges et des feuilles a été utilisée contre les infections cutanées (Tinea
capitis) mais il peut irrite la peau et les yeux en provoquant une inflammation sévere(Mossallam et
BaZaid 2000).

1.6. Activité biologique et thérapeutique

1.6.1. Ruta tuberculata
Selon les traveaux réalisés par Djouahra ( 2012), R. tuberculata a montré une bonne activité
antioxydanteattribée a son contenu en polyphénols par rapport a son extraitd’alcaloides. En s'appuyant
sur les études de Al-Snafi (2018) et Elsayed et Sabry (2016)L’extraits éthanolique de polyphénoles et
des alcaloides ont montré une activité antibactérienne moyenne contre les souches Bacillus subtilis,

Staphylococcus aureus et Pseudomonas aerginosa.Cependant, I’extrait éthanoliquede la partie
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éarienne de la plante a présente une activité antifongique remarquable contre les souches Aspergillus
fumigates, Geotricum candidum et Syncephalastrum racemosumet un pouvoir antibactérien piossant

contre Staphylococcus aureus et Escherichia coli.

Les huiles volatiles de cette plante ont exhibé un effet antibactérien important contre
Enterococcus faecalis et Lactobacillus acidophilus, comme elle inhibé effectivement la croissance des
souches Escherichia coli, Salmonella choleraesuis et Bacillus subtilis, en affactant également la
croissance mycélienne de Curvularia lunata et de Fusarium oxysporium. Ces métabolites extraits de la
plante R. tuberculataont révélé également une bonne activité anti-inflammatoire remarquable (Al-
Burtamani et al. 2005; Al-Snafi 2018). De plus, il a été informé que R. tuberculatapeut exercer un effet
molluscicide végétal (Rizk et al. 2012) et un effet cytotoxique (Gonzalez et al.1979)et

cardiovasculaire (Mohamed et al. 1996).

1.6.2. Pergularia tomentosa

En se basant sur les traveux de Hammiche et Maiza (2006), la plante P. tomentosaa été utilisée
pour traiter les troubles respiratoires et comme un agent antirhumatismal, ou les cardénolides extraits
de P. tomentosa présentent une activité molluscicide. Cette plante a révélé aussi un effet
hypoglycémique persistant (Shabana et al. 1990) et un effet antifongique contre les souches
Aspergillus niger (Shinkafi 2014). Shinkafi (2013) a montré que la présensce des meétabolite
secondaire dans cette plante a lui donnéune activité antidermatophytique importante contre les

dermatophytes.
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2.1. Géneéralités sur les maladies infectieuses

Les maladies infectieuses (MI) sont causées par des agents pathogenes tels que les
bactéries, les virus et les champignons (Nicolle. 2013). qui pénetrent dans nos organismes par
diverses voies. La voie cutanée, digestive, muqueuse, uro-génitale et respiratoire sont les
principales voies d'entrée de ces agents pathogeénes. Il est important de noter que la réponse
des organismes se varie d’un individu a un autre. Certaines infections peuvent étre légeéres et
se résoudre sans traitement, tandis que d'autres peuvent étre graves voire mortelles si elles ne
sont pas traitées rapidement et efficacement. Il est donc essentiel de prendre des mesures
préventives telles que le lavage des mains, la vaccination et l'utilisation de protections
personnelles (masques, gants) pour réduire le risque d'infection. En cas de I’apparition des
symptomes d'infection, il est important de consulter un professionnel de la santé pour un

diagnostic précis et un traitement approprié ( Prescott et al. 2010).

2.2.  Agents causal des maladies infectieses
2.2.1. Bactéries

Les bactéries sont des micro-organismes unicellulaires procaryotes vivants. Elles ont
une taille de quelques micrométres de long (0,5 a 5 um) et peuvent adopter différentes formes,
telles que des formes sphériques (coques), des formes allongées ou en batonnets (bacilles), et
des formes plus ou moins spiralées (spirilles). Les bactéries se trouvent partout et sont
présentes dans divers biotopes tels que le sol, l'air et l'eau. Cependant, parmi la grande
diversité des especes bactériennes, certaines sont pathogenes et peuvent provoquer des
maladies infectieuses telles que le choléra, la syphilis et la tuberculose (Hahn et al.2003). Les
bactéries peuvent étre classées en fonction de la présence ou 1’absence de la paroi et alors de

leur réaction a la coloration de Gram, qui permet de distinguer deux types :

Les bactéries a Gram positif : Elles apparaissent de couleur mauve lorsqu'observées au
microscope.Les bactéries a Gram négatif : Elles apparaissent de couleur rose lorsqu'observees
au microscope. Dans le tableau ci-dessous on a cité certaines souches bactériennes et les

maladie qu’elles causent.

Tableau 4: Souches causant les maladies infectieuses.

Nom d’agent causal Infection (s) Référence

Septicémie (Cronberg et al.1988)
Staphylococcus aureus
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Pseudomonas Pneumonieetinfections nosocomiales (Delmas 2007)
aeruginosa

Escherichia coli Infection urinaire (Flandrois et al.1997)
Klebsiellassp Méningite et infections septicémiques | (Schaechter et al.1999)

2.2.2. Les champignons

Les champignons sont des organismes eucaryotes immobiles et hétérotrophes qui se
nourrissent par absorption, ils sont également connus sous le nom de mycétes ou de fungi
(Chabasse2013). Ils existent sous forme unicellulaire (levures) ou pluricellulaire, avec une
structure composee d'hyphes qui forment un mycélium, un agglomérat de filaments. Ce
mycélium peut étre invisible a 1'eeil nu (micromyceétes), sauf en cas dudéveloppement intense
formant des “colonies”. Cependant,certain champignons sont toujours visibles
(macromycétes), en particulier par leurs chapeaux ou carpophores, qui sont leurs organes
reproducteurs. Les champignons se distinguent des plantes par I'absence de chlorophylle et de

cellulose dans leur paroi, et ils different des animaux par leur immobilité (Adelaide 2008).

2.3.  Les antibiotiques
2.3.1. Définition

Effectivement, le mot antibiotique est deérivé du grec et signifielittéralement: contre
(anti) les organismes vivants (biotiques). Le radical « biotique » signifie ici plus précisément
contre les bactéries.Le terme "antibiotique™ est spécifiquement utilisé pour décrire des

substances qui agissent contre les bactéries (Kassah-Laoua. 2020).

Antibiotique est alors un médicament qui s'oppose a la multiplication des bactéries
nuisibles ou qui a detruit ces bactéries. Il est susceptible d'étre d'origine naturelle ou
synthétique, celui-ci estl’un des substances chimiques qui ont une action spécifique avec un
pouvoir destructeur sur les micro-organismes (Kassah-Laoua.2020). Ces substances sont
dépourvues de qualité pour les autres cellules. Certains antibiotiques sont bactéricides, ce qui
signifie qu'ils tuent les bactéries, tandis que d'autres sont bactériostatiques en empéchant la
croissance et la reproduction des bactéries. Fait intéressant, bien qu'il existe un grand nombre
des molécules antibiotiques, seule une petite partie d'entre elles est utilisée en médecine pour

traiter les infections bactériennes.
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2.3.2. Classification des ATB

Selon la nature chimique, il s’agit de 14 familles de classes les antibiotique qui sont :
(Prescott et al. 2010).

-les bétalactamines

-céphalosporines

-les phénicolés

- les pénicillines
- les aminosides

- les tétracyclines

-les macrolides apparentés (MLS) - les polypeptides,les sulfamidestriméthoprime,

-les quinolones

-les nitrofuranes,

-les glycopeptides

- les nitro-imidazoles
- les rifamycines

- les oxazolidinones

2.3.3. Mode d’action des ATB

Les modes d’action de différents antibiotiques ont été listés dans le tableau suivant

Tableau 5: Familles des ATB et leur mode d’action (Kassah-Laoua. 2020).

Action Famille Exemple
Inhibiteurs de Amoxicilline Ampicilline
la synthese A
des Béta - |
enveloppes Lactamines
bactériennes
Aminosides Amikacine sulfate Gentamicine
Macrolides Amphotericine B Azithromycine
Inhibiteurs de | Phénicoles Thiamphénicol
synthese des ChlortetracyclineDoxycyclineLymécyclineMéthylénecycline
acides aminés | Cyclines
et des Acides
protéines
Acides Acide fusidique
fluidiques LinézolideTedizolide
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Oxazolidinones

Quinolones Acide pipémidiqueFluméquine
Inhibiteurs de | Quinoléines Hydroxyquinoléine
synthése des | Mupirocine Mupirocine
acides
nucléiques
Inhibiteurs de | Sulfamides Sulfadiazine/PyriméthamineSulfaméthizol

synthése des
acides
foliques

2.3.4. Résistance aux ATB
Les antibiotiques ont conduit a une sélection de souches microbiennes résistantes. Cette

résistance peut étre due a des mutations genétiques naturelles ou a l'acquisition de genes de

résistance par le biais d'éléments génétiques mobiles tels que les plasmides, les phages, les

transposons et les intégrons. La recherche de nouveaux agents antimicrobiens efficaces et bien

tolérés par l'organisme est donc devenue essentielle. 1l est nécessaire de trouver des

alternatives aux medicaments synthétiques traditionnels qui pourraient étre plus efficaces

contre les souches résistantes tout en minimisant les effets délétéres sur la santé humaine.
(Garcia-Ruiz et al. 2008;Kempf et al. 2009).
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3.1.Matériel

3.1.1. Matériel végétal

Les plantes a étudier ont été récoltés en Mars et avril 2023, Pergularia tomantosa de la
région de El-hadjeb nord-ouest de wilaya deBiskra et Ruta tuberculata de la région de El
Horaya (Ain Naga) wilaya de Biskra. L’identification des espéces sélectionnées a été
effectuée au niveau du département de sciences de la nature et de la vie, Université de
mohamad khider Biskra par Dr. Benmadeur Tarek.

Apres la récolte des parties aériennes de nos plantes, elles sont nettoyées des
impuretés,puis séchées a ’ombre dans un endroit sec et a temperature ambiante pendant

quelques jours, ensuite ells sont emballees et stockées a temperature ambiante.

3.1.2. Souches bactériennes

Les souches testées dans ce travail sont Cinque souches Cliniques (proviennent de
laboratoire EI-Nour EI Meghaier) dont trois souches bactéries a Gram négatif (Klebsiella
pneumoniae , Escherichia coli et Pseudomonas aeruginosa ), une Cocci a Gram positif
(Staphylococus aureus) et une souche référencée a Gram positif Bacillus subtillis (ATCC
11774) les souches ont été conservées dans les biotes pétri dans la gélose nutritive et dans des

tubes ( en bouillon nutritive ) a 4°C jusqu’a les utiliser.

En effet, ces souches ont été choisies pour leur disponibilité, leur pathoginicités et ce

sont I’origine de plusieurs infection (urinaire, cutanée, nosocomial...).

3.1.3. Reactifs chimiques et les milieux de culture
Réactifs chimiques :Trichlorure du fer (FeCls), Diméthylesulfoxyde (DMSO) ,
chlorured’hydrogene (HCI), hydroxyde de potassium (KOH), hydroxyde de sodium (NaOH),
réactif de Mayer, chloroforme , anhydride acétique, acidesulfurique, Formaldehyde, NaCl

0.09%,Formaldéhyde,formone, réactif de Mayer (clorure du marcure HgCl, et iodure de

potassium Kl ).
Les différents solvants : Ether de pétrole, acétate d’éthyl, acéthone, Méthanol.

Les milieux de cultures : Bouillon nutritif , Gélose nutrutif (GN) et Mueller hinton (MH).
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Les antibiotiques : Ciprofloxacine (CIP5 etCIP10), Amoxicillin (AX25), Ceftazidime
(CAZ30), Amoxicilline + acide clavulaniqgue (AMC30), Aztréonam (ATM30), Acide
nalidixique (NA30), Erythromycine ( E15).

Les antibiotiques utilisés ont été chosis pour leur disponibilité et leurs efficacité sur les
souches bactérienne a taster.

3.2.Méthodes
3.2.1. Preparation des éxraits

3.2.1.1.Extraction aqueuse
Nous avons fait 1’extraction aqueuse des plantes selon la methode deRatheesh et Helen
(2007), par la décoction de 100g de R. tuberculata dans 1L de I’eau déstillie et 70g de P.
tomantosa dans 700ml de I’eau déstillie et chauffées pandant 15 min, puis nous filtrons de la
solution et les filtras obtenus ont été sécher dans I’étuve a 40°C pandant quelques jours. Les
extrait aqueux (EAQR et EAQP), obtenus enpoudre jaune,ont été conservés a -4°C jusqu’a

leur utilisation.

3.2.1.2.Extraction méthanolique
Selon la méthode de Bekheet et al.(2011) et Khlifi et al.(2013), I’éxtraction
méthanolique a été réalisee par la macération de 100g des parties aériennes de chacune des
plantes R. tuberculata et P. tomentosadu methanol/eau 80% (v/v) pendant 48h. Apreés
feltration et évapeurationdu méthanol, les extraits méthanoliques (EMetR et EMetP) récupéré

sont été conservés a -4°C.

3.2.1.3.Extracion par les autres solvants

L’extraction acétonique (EAC) et dans de 1’acétate d’éthyle (EACE) de deux plantes ont
été effectuées selon la méthode de Kacem et al.(2015), avec des petites modifications,comme

montre la figure ci-dessous.
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[ Extraction avec I'acétone ] [ Extraction avec acétate éthyle ]
Premier
50g de matiere végétale dans 250ml d’éther emiere 100g de matiére végétale dans 500ml
de pétrole pendant 3-4h Macération d’éther de pétrole pendant 3-4h
Filtration
Résidus obtenus dans 500 ml d’acétone Deuxieme Résidus obtenus dans 1L d’acétate éthyle
pendant 48h Macération pendant 48h
[ Filtration sous vide ]

g

[ Evaporation sous pression & 40°C ]

il

[ Séchage a 1’étuve pendant quelques jours a 40°C ]

il

Récupération d’extrait EAc et EACE de chacune des plantes sous
forme d’une gomme et conservée a -4°C

Figure 2: Schéma présentatif de la méthode d’extraction des parties aériennes des plantes
¢tudiées en utilisant ’acétone et I’acétate d’éthyle.

Le rendement de chaque extrait a été calculé selon 1’équation suivante :

[ R (%)= (Mext / Mv) x100 ]

R(%) : Rendement (%)
Mext : Masse d’extrait obtenu apres le séchage (g)
Mv : Masse de matiére végétal initial (g)
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3.2.2.  Screening phytochimique
3.2.2.1.Caractérisation des saponosides

Selon la méthode de Aliyu et Bala (2011); Dohou et al.( 2003) avec des modification ,
la présence des saponosides dans les extraits (EAQ, EMet, EAc et EACE) des parties
aériennes de R. tuberculata et P. tomentosa a été détectée apres un agitation manualle pendant
15- 30 seconds de 0.02g d’extrait dissous dans 2ml de I’eau distillié, I’apparition d’une

mousse de 1cm d’hauteur apres 15 min de repos indique la présence des saponosides.
3.2.2.2.Caractérisation des coumarines

la présence des coumarines a €té confirmé par 1’apparition d’une couleur jaune disparait
par I’addition de 10 gouttes d” HCI concentré a 0.05 g de chaque extrait fondus dans 2 ml de
méthanol et quelque goutes de KOH 10% (Hindumathy 2011).

3.2.2.3.Caractérisation des alcaloides

Une quantité de 0.05g de déférents extraits de R. tuberculata et P. tomentosa a été
dissous dans 2 ml du méthanol et la solution a éte agité pendant 1 min. Apres un 24h de repos
nous avons effectué une filtration puis 2 ml de solution de HCI (1%) a éteé ajoutée a 2 ml de
filtrat puis ce mélange a été chauffée et nous avons ajouté quelques goutes de solution de
Mayer aprées une deuxieme filtration, La présence d’alcaloides a €té détectée par

I’observation d’une turbidité ou d’un précipité jaune (Aliyu et Bala 2011).

3.2.2.4.Caracterisation des sterols et polyterpenes

D’aprés N’Guessan et al. (2009), la réaction de Libermann a cherché la présence les
stérols et les polyterpénes. Une quantité de 10 mg de chaque extrait de I’'un des plantes R.
tuberculata et P. tomentosa est combinée aveclml d'anhydride acétique et 0,5 ml de
chloroforme. Apres dissolution, les solutions sont transférées dans des tubes a essai ou 0,5 ml
d'acide sulfurique concentré est ajouté. Le test est positif lorsque l'apparition d'un anneau

pourpre ou violet devenant bleu puis vert pendant I'interphase.

3.2.2.5.Caractérésation des mucilages

Selon la méthode de Amadou (2006), les mucilages ont été détectés dans les extraits des
deux plantes étudiées par la formation d’un précipité floconneux aprés 10 min d’agitation

d’une quantité de 0.05g de chaque extrait dissous dans 2 ml de méthanol.
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3.2.2.6.Caractérisation des polyphénols
La présence de polyphénols été détectée par ’apparition d une couleur bleue-noiratre ou
verte aprés 1’addition d’une goutte de la solution méthanolique de FeCls a 2% a un volume de

2ml de chaque extrait (dissous dans le méthanol) (N’Guessan et al. 2009).

3.2.2.7.Caractérisation des quinones
Pour la confirmation de la présence des quinones, la méthode de (Dohou et al. 2003)a
éteé suivie avec des petites modification. Tout d'abord, une quantité de 0.05g de chaqueextrait
de deux plantes a été préparée a 2 ml de I'éther de pétrole. Les extraits sont filtrés apres une
agitation manuelle d'une minute et un repos de 24 heures. la virage d’une couleur jaune, rouge
ou violette dans la phase aqueuse aprés d’ajouter quelques gouttes de la solution de NaOH

10% indique la presence des quinones.

3.2.2.8.Caracteérisation des anthra —quinones
Un volume de 2 ml de chloroforme a été ajouté a 0.05g de chaque extrait de R.

tuberculata et P. tomentosa, les solutionsont été filtrées. Apres un agitation manuelle et un
repos de 24h, nous avons ajouté des gouttes de KOH (10%) et fait un agitation.
L'identification des anthraquinones est confirmée par un changement de couleur de la phase

aqueuse au rouge (Dohou et al. 2003).

3.2.2.9.Caractérisation des Tanins
Pour la préparation les solutions des extraits, un quantité de 0.02g de chaque extrait a
été ajoutée a 2ml du méthanol, aprés ajouté un volume de 5ml du réactif de Stiasny (10ml de
formaldéhyde +5ml d’HCI concentré), le mélange est mis au bain-marie pendant 30 min a
80°C.

La présence des tanins catéchiques est détectée lorsque nous avons observé un précipité
en gros flocons. Apreés la filtration du mélange précédent nous avons ajouté 2 a 3 gouttes de
FeClz (1%) au filtrat collecté et saturé d'acétate de sodium. Alors que, la présence des tanins
galliquesa été confirmée par I’observation d’une couleur bleu-noir intense et en brun verdatre

en présence de tanins catéchiques.

3.2.2.10. Caractérisation des flavonoides
Selon Aliyu et al.( 2011), les flavonoides étaient présents dans les parties aériennes des
plantes étudiés P. tomentosa et R. tuberculata et I’apparaition d’une couleur rouge apreés la

libération d'hydrogene par la réduction des flavonoides aglycones en anthocyanes va
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confirmer leur présence. Pour cela,10 mg de chaque extrait a été dissous dans 2 mL de
meéthanol (50%) et la solution a été chauffée au bain-marie. Un volume de 5 ml d'HCI et

quelques copeaux de magnésium ont ensuite été ajoutés.

3.2.3. Evaluation de Pactivité antimicrobienne de R. tuberculata et P.
tomentosa :

3.2.3.1.Repiquage et purification des souches

A partir des souches isolée et identifié au niveau de laboratoire EI Nour EI M’ghair,
nous avons fait un repiquage dans un milieu ligide dans des tubes contient 5 ml de bouillon
nutritif. Aprés I’incubation des tubes dans I’étuve a 37°C pendant 24h, I’obsarvation d’une

turbidité dans le bouillon est un signe de la croissances de ces bactéries.

Pour la purification des souches, dans des conditions stériles, toutes les souches ont été
purifiées par repiquage successif. sur des boites de pétri contenantla gélose nutritif (GN) et
ensemencées a ’aide d’une anse de platine a partir du bouillon nutritif et incubées a 1’étuve a
37 °C pendant 24h ’homogénité des colonies bactérienne aprés I’incubation indique la pureté
des souches. Les souches conservée a -4° dans les boits et les tubes jusqu’a ’utilisation.

LB
2

Figure 3 : Souches bactériennes étudiées dans un milieu GN A :S. aureus ; B :E. coli ;

C :K. pneumoniae ; D : B. subtillis; E : P. aeruginosa

17



Chapitre 3 Matériel et Méthode

3.2.3.2. Activité antibactérienne

En se basant sur les traveux de Boukhatem et al. (2014); Rahal (2005),1’effet
antibactérien des déffirents extraits des plantes étudiées est déterminé par la méthode de
l'aromatogramme, appelée egalementla méthode de diffusion sur un milieu solide. Cette
méthode se fonde sur la diffision des extraits étudiés, imbibés sur des disques en papier
Watman stériles (de 6 mm de diamétre), sur un milieu gélosé (Mueller Hinton) ensemencé par
la souche testé. Le diametre des halos d'inhibitions au tour des disques est le résultat du
pouvoir antibactérien des extraits tastés et en comparaison avec les témoins, l'activité

antibactérienne de I'extrait est plus importante lorsque la zone d'inhibition est plus grande.

Dans ce contexte,les différents extraits des deux plantes étudiées sont dessous dans
I’eau physiologie pour I’extrait aqueux (EAQR et EAQP), et dans DMSO pour les autres
extraits (EMet, EAc et EACE) avec des concentrations 150, 300 et 600 mg/ml pour tous les
extraits de P. tomentosa et les extraits aqueux et méthanoique de R. tuberculata, alors que les
concentrations testées des extrait acétonique et d’acétate éthyle de R. tuberculata de ’ordre de
100, 200 et 400 mg/ml.

Figure 4 : Préparation des extraits et des boites de pétri pour 1’évaluation de 1’activité
antimicrobienne.

3.2.3.3.Préparation de P’inoculum

Selon Chabert et al.(2002),la préparation des suspensions bactériennes a été réaliséea
partir d’une culture pure et jeune (de 18 & 24h) de chaque souche (K. pneumoniae, E. coli, P.
aeruginosa, S. aureus et B. subtillis ) dans des tubes stériles contenant un volume suffisant de

I’eau physiologique stérile. Aprés un homogénéisation manuelle ou a I’aide d'un vortex la
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suspension doit étre 0.5de Mc Ferland (10® UFC/ml) et la densité a été ajustée a 625nm entre
0.08 et 0.1.

Figure 5 : Préparation des suspensions bactériennes

3.2.3.4.Ensemencement et application des disques
Sur des boites de Pétri collant a une gélose de Mueller Hinton, I’ensemencement du tapi

bactérien a été réalisé a I’aide d’un écouvillon stérile ou par I’inondation.

Dans chaque boite,4 disques ont été déposés sur la surface de MH ensemencé, puis on
aimprégnés 3 disques par 10ul de différentes concentrationsde chaque extrait et un disque
imprégné par le méme volume de 1’eau physiologique stérile (pour EAQ) et par DMSO (pour
EMet, EAc et EACE), ce dernier est considéré comme un témoin négatif. Deux autres boites
pour chaque souches ont été préparée en déposant des disques des antibiotiques comme des
témoins positifs. Les diametres des zones d'inhibition créées par les extraits étudiés et les
antibiotiques testés sont pris en mm aprés une incubation de 24h a 37°C, plus la zone

d’inhibition est grand, plus I'activité antibactérienne est importante (Rahal 2005).

3.2.3.5.Déterménation de CMI

Les valeurs des CMI sont définiée comme étant les plus faibles des concentrations des
extraits testés qui induisent une absence remarquable de la croissance bactérienne (Ozturk et
Ercisli. 2007). La détermination de ces valeurs se fait en plusieurs méthodes, dans la présente
étude nous avons déterminé la CMI selon la méme méthode de diffusion sur un milieu solide,
autrement dit la méthode des disques (Jehl et al.2015 ; Rahal 2005). Dans des boites
contiennent de MH et écouvillonné par les souches testées , des disques imprégnés par 10ul
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de I’extrait de partie aérienne de R. tuberculata et P. tomentosaont été déposés. Les extraits
examinés dans ce cas sont seulement ceux qui ont montré une activité antibactérienne
importante contre les souches testées.On a examiné alors des concentrations décroissant (125,
100, 75, 50 et 25 mg/ml) pour certains extraits et (175, 150 et 125mg/ml) pour des autres. La
CMI a éte déterminée par conséquent a la faible concentration qui montré une zone

d’inhibition.

Figure 6: Ensemencement et application des disques et les antibiotiques.
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4.1.Extraction et calcul de rendement

Afin d'obtenir les déférents extraitsa partir des plantes étudiées, différentes méthodes
ont été réalisées telles que la décoction des parties aériennes de R. tuberculata et P. tomentosa
dans I’eau distille selon la méthode de (Ratheesh et Helen 2007) pour obtenir des extraits
aqueux (EAQR, EAQP). ou la macération dans des solvants a différentes polarités qui sont le
méthanol, 1’acétate d’éthyle ou I’acétone pour obtenir des extraits méthanoiques (EMetR,
EMetP), des extraits d’acétate éthyle (EACER, EACEP)et des extraits acétoniques (EACR,
EACP) en basant sur les méthodes de (Bekheet et Hanafy 2011; Khlifi et al. 2013; Kacem et
al.2015), respectivement. Les résulats de rendement d’extraction sont illustrés dans le Figures
7et8.

En effet, I’extraction aqueuse nous donne le meilleur rendement avec des valeur de
24,3 % et 12,4%de R. tuberculataet P. tomentosa, respectivement, suivi par les valeur
respectives des extraits méthanoliques (19,74% et 7,5%). Par contre, les extraits EACEP et
EACER ont présenté des rendements trés faibles de 2 et 0,21%, respectivement.Cependant, les
extraits d’acétone EACR et EACP des deux plantes sont trouvés avec des rendements de 2,4 et
0,15%, respectivement. D’aprés ces résultats, nous avons remarqué également que les
rendements obtenus de la plantes R. tuberculata sont les plus élevés surtout pour les
extractions aqueuse et méthanolique alors que la plante P. tomentosa a donné les rendements
les plus importants par les extractions dans de ’acétate d’éthyle et de ’acétone que la plante

R. tuberculata.

Le rendement de EMetR obtenus dans notre travail (19,74%) est tres élevé que celui
obtenu (5,7%) par les travaux de Attou(2011). Cependant,il est inférieur a celui trouveé dans
I’étude de Zeghouane(2014) qui est égale a 26,49%. En comparaison avec les autres travaux
phytochimiques, le rendement obtenudans notre étude del’extrait EAQP semble étre plus
élevé que celui déclaré (10,4 %) par Kacem et al.(2015), alors que le rendement de EMetP de
cette plante enregistré (5,6%) dans le travail de Bekheet et al.(2011) est moinsfaible que

celui obtenu dans la présente étude (7,5%).

De nombreuses études ont montré que le rendement d’extraction peut influencere par
plusieurs factures notamment les parties du plantes utilisés, le mode et la période de récolte,
les facteurs édaphoclématiques de la région oules plantes a poussé, la méthode et les
conditions d’extraction et le solvant utilisé (Smith et al. 2001;Lee et al. 2003;Tabart et

al.2007). En plus,les propriétés génotypiques des plantes et la durée et les conditions de
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stockage peut aussi influencersur le rendement obtenu. Celaa été confirmé également par
Bekheet et al. (2011).

30.0% Rendement(%)
24.3%

25.0%

19.7%

20.0%

15.0%

10.0%

5.0%
0.21% 0.15%

0.0%

EAQ EMet EAc EACE

Figure 7:Rendement d’extraction aqueuse, méthanolique, acétonige et par 1’acétate éthyle de
Ruta tuberculata

14.0%

12.4%

12.0% Rendement (%)

10.0%

8.0%

6.0%

4.0%

2.0%

0.0%

EAQ EMet Eac EACE

Figure 8 : Rendement d’extraction aqueuse, méthanolique, acétoniqe et par I’acétate
éthyle de Pergularia tomentosa

4.2.Screening phytochimique

Dans le but de cribler la présence de différents métabolites secondaires dans chaqu’un

des extraits obtenus des parties aériennes d’especes Ruta tuberculata et Pergularia
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tomentosa,une série des tests phytochimiquesont été réalisée. Les résultats obtenus se fondent
sur ’observation, a ’ceil nu,d’une variation ou nonde la couleur ou la formation d’une
précipite.
4.2.1. Saponosides
Les résultats obtenus montrées que EAQ et EMet de deux plantes sont trés riche

ensaponosides, au contraire de extraits EAc et EACE qui sont totalement pouvre des

saponosides dans les deux plantes étudées comme indique dans le tableau.

Tableau 6 : Résultat de test de criblage des saponosides.

EAQ

EMet

EAC

EACE

R. tuberculata

++

++

P. tomentosa

+++ + - -

4.2.2. Coumarines

Pour les deux plantes, les coumarines sont présentées dans touts les extraits testés, et en
abondance dans ’EAQR et ’EAQP. Une présence moyenne de ces métabolites a été observée
dans les extraits méthanoliques de ces deux plantes, tandis qu’une présence faible de celles-ci
a été notée pour les EAcet EACE, notamment pour la plante R. tuberculata, comme indigé ci-

dessous.
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Tableau 7 :Résultat de test de criblage des coumarines.

EAQ

EMet

EAc

EACE

R.
tuberculat
a

+++

P.
tomentosa

++

++

4.2.3. Alcaloides

La présence des alcaloides a été remarquée dans tous les extraits de R. tuberculata et

uniquement dans EAQ et EMet de P. tomentosa avec un absence totale dans EAc et EACE de

ces métabolites (Tableau8) . En effet, ’abandance des alcaloides a été décelée dans les

extraits méthanolique.

Tableau 8 :Résultat de test de criblage des alcaloides.

EAQ

R. tuberculata

EMet

EAC

EAE
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P. tomentosa

4.2.4. Polyterpénes

Les résultats de notre travail ont montré la présence de polyterpénes dans touts les

extraits des plantes etudiés, avec une forte présence de ces métabolites secondaires dans les

extraits méthanoliques de les deux plants étudiées (Tableau 9).

Tableau 9: Résultat de test de criblage des polyterpénes.

R.
tuberculata

P. tomentosa

EAQ

EAC

++++

EAE

+++

4.2.5. Mucilage

Une existence faible de mucilages a été observée dans les EAQ de deux plantes et

I’EMet de P. tomentosaavec une absence totale dans les autres extraits (Tableaul0).
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Tableau 10 :Résultat de test de criblage des mucilages.

EAQ

R. tuberculata

P. tomentosa

EMet

EAc

EAE

+

4.2.6. Quinoneset les anthraquinones

Dans notre travail, nous avons observé un absence totale des quinones et des

anthraquinones dans tous les extraits des deux plantes comme il est illustré dans le tableau
adjacent (Tableau 11).

Tableau 11 : Résultat de test de criblage des quinones et des anthraquinones

EAQ

EMe

t Eac

EAE

quinones

R. tuberculata

anthraquinones

’ I
|
=

\
. ‘{
v
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4.2.7. Polyphénols
La présence des polyphénols a été détectée dans tous les extraits étudiés presque, alors

que leur présence a été forte dans les extraits Eac, EacE et EMet de Ruta tuberculata et les

extraits EMet et Eac de Pergularia tomentosa (Tableau 12).

Tableau 12 :Résultat de test de criblage des polyphénols.

EAQ EMet EAC EAE

R. tuberculata

++ +++ +++

P. tomentosa

++ +
++ +

+++ ++

+

4.2.8. Flavonoides
Le tableau suivant (Tableau 13) regroupe les résulats obtenus du test du criblage des
flavonoides, qui ont montré la richesse des extraits aqueux et acétonique en flavnoides a été
observée pour les deux plantes étudiées, en présence modeste de ces métabolites dans les

extraits méthanoliques et ceux d’acétate d’éthyle.
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Tableau 13 :Résultat de test de criblage des flavonoides.

R. tuberculata

P. tomentosa

EAQ

++

EMet

EAc

EAE

4.2.9. Tanins
Les deux plantes étudiées sont tres riches en tanins surtout leurs extraits aqueuxet

d’acétate d’éthyle qui révélent uneabondancedes tanins catéchiques pour R. tuberculata et

tanins galliques pour P. tomentosa. Pour les autres extraits, une présence moyenne etparfois

faible de ces métabolite ont été décelées comme I’indiqué les

(Tableaux 14).

tableaux suivants

Tableau 14 : Résultat de test de criblage des tanins dans les extraits du plant R. tuberculata

EAQ

EMet

EAC

EAE

Tanins catéchiques

R. tuberculata

Tanins galliques
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Tableau 15 :Résultat de test de criblage des tanins dans les extraits de la plante P.

tomentosa
EAQ EMet EAC EACE
Tanins
Catéchiques ++ + + +
Tanins +++ + + + +
© Galliques
e
[
(5}
IS
e
o

D’aprés les données de nombreux rapports, ’espéce Ruta tuberculata et ses différents
extraits présentent généralement une richesse en divers métabolites notamment en alcaloides,
en flavonoides et en coumarines(Al Yousuf et al. 2005; Al-Burtamani et al. 2005; Al-Yahya
et al. 1992). D’une autre part, nos résultats ne sont pas en bien accord avec ceux trouvés par
les travaux de Hamdi et al.(2018) qui ont détecté que le contenu le plus important en
flavonoides a été observé dans ’extrait EACE, par contre, on a trouvé qu’ils sont présents
faiblement dans ce méme extrait. Cependant, aucune étude n’a affirmé la présence des

quinones et des anthraquinones dans les différents extraits de la plante R. tuberculata.

Pourl’espéce Pergularia tomentosa, la présence de différents métabolites secondaire a
été également notée dans notre étude parmi les quels les saponosides, les alcaloides, les
flavonoides, les tanins et les coumarines. Ces résultats sont en concordance avec ceux publiés
par Laid et al.(2020) sur la richesse de I’extrait aqueux de la méme espece en ces composes
bioactifs. Lahmar et al. (2017) etJames et al.(2011) ont indiqué également dans leurs études
que EAc de espece P. tomentosaest tres riche en polyphénols,en tanins et en polyterpénes.
Cela est en conformité avec ce que nous avons trouvé dans le présent travail. Les études de
(Lahmar et al. 2017) indiqué également que les flavonoides présentent fortement dans 1’extrait
EAC de cette espéce, ce qui se différe a ce qu’on a remarqué pour cette classe des métabolites

secondaires.

Selon Agour et al. (2022) et Bekheet et al. (2011), la présence des composés

phytochimiques dans les plantes médicinales se varie d’une plante a une autre en fonction
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principalement de propriétés génotypiques, du matériel végétal utilisé, ’origine géographique
et la saison de la récolte des plantes, ainsi que les solvants utilisés et les méthodesd’extraction

poursuites.
4.3.Activité antibactérienne

L’activité antibactérienne de différents extraits des deux plantes étudiées R. tuberculata
et P. tomentosa a été évaluée dans le présent travail en appliquant la méthode de diffusion sur
milieu solide conte cinq souches, deux a Gram positif qui sont Staphylococus aureus et
Bacillus subtillis (ATCC 11774), et trois a gram négatif qui sont (Klebsiella pneumoniae ,
Escherichia coli et Pseudomonas aeruginosa). En effet, les souches S. aureus, E. coli, P.
aueroginosa et K. Pneumoniae sont des cliniques et la souche B. subtillis est une souche de
référence. Pour éstimer I’efficacité de différents extraits testés, sept antibiotiques avec des
modes d’action différents (ATB) qui sont : Ciprofloxacine (CIP5 et CIP10), Amoxicillin (
AX25), Ceftazidime (CAZ30) , Amoxicilline + acide clavulanique (AMC30), Aztréonam
(ATM 30), Acide nalidixique (NA30), Erythromycine ( E15).

En effet, ’activité antimicrobienne d’une substance examinée se traduit par I’apparition
d’une zone d’inhibition de la croissance de la souche cible autour du disque imprégné par
cette substance. Les résultats sont exprimés alors en moyen de diametres des zones
d’inhibitin, de la croissance des souches testées, qu’ils exhibent les ATB et les extraits

examines.

4.3.1. Activite antibactérienne des antibiotique (I’antibiograme)
Apartir du Tableau 16, nous avons remarqué que la soucheS. aureusest tres sensible a

la plupart des antibiotiques testés, notamment a CIP5, CIP10 et E15(en 30,28 et 25mm).La
souche P. aureginosa a montré une sensibilité moindre, vis-a-vis la quasi-totalité des ATB
testés, que celle révélée par la souche S. aureusou CIP10, CIP5 et AMC30 (32, 33 et 30mm).

Toutefois, cette souche semble avoir une résistance a ATM30.Tandis que, la souche K.
pneumoniae a été inhibée par les ATB (CIP10, GAZ30, CIP5, ATM30 et NA30) qui ont
I’inhibée avec desdiamétres de 1’ordre de (21, 19, 17,28 et 23mm). De méme, la souche B.
subtillis a montré une certaine sensibilité vis-a-vis ces ATB (CIP10, GAZ30, AX25, CIP5,
E15 et ATM30) qui engendrent les diameétres suivants: 34, 20, 28, 33, 27 et 6mm,

respectivement.

Pour la souche clinique E. coli, les trois antibiotiques qui ont I’inhibé potentiellement
sont AX25, AMC30 et CIP10 avec des diametres de 19, 14 et 13mm, respectivement.
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Tableau 16: Diamétres des zones d’inhibition, de la croissance des souches testées, par les

ATB.
ATB Diameétre Résultats en Photo
(mm)
S. aureus CIP10 28
CAZ30 16
AX25 20
CIP5 30
E15 25
AMC30 23
NA30 24
CIP10 13
E. coli CAZ30 11
AX25 19
CIP5 12
E15 10
AMC30 14
NA30 12
CIP10 33
P. aureginosa CAZ30 22
AX25 25
CIP5 32
ATM30 /
AMC30 | 30
NA30 19
CIP10 21
K. pneumonie CAZ30 19
AX25 /
CIP5 17
ATM30 28
AMC30 /
NA30 23
CIP10 34
CAZ30 20
B. subtilis AX25 28
CIP5 33
ATM30 |6
E15 27
NA30 /

/ : pas tastée contre la souche.

4.3.2. Evaluation de Pactivité antimicrobienne des extraitsde P. tomentosa et

R. tuberculata

4.3.2.1.Evaluation de ’effet antibactérien des extraitsde P. tomentosa

L’activité antimicrobienne de quatre extraits (EAQ, EMet, EAc et EACE)de la plante

médicinale P. tomentosaaété évaluée et les résultats obtenus sont marqués dans le tableau ci-
dessous (Tableau 17).
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Tableau 17 :Zone d’inhibition exhibées parles différents extraits de P.tomentosa. Les

3). () : inactif.

valeurs De diamétres sont exprimées en moyenne + SD (n
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K. Pneumoniae

S. aureus

E. coli

B. subtillis

Figure 9: Zones d’inhibition de la croissance de différentes souches ciblent induites par les
extraits (EAQ, EMet, EAc et EACE) de P. tomentosa.
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D’aprés les résultats résumés dans le Tableaul7et la Figure 9, on a constaté que les
diametres des zones d’inhibition qu’ils exhibent les différents extraits de la plante P.
tomentosa ont reflété 1’effet antimicrobien remarquable de cette plante contre les germes
cibles dans cette étude, qui sont responsables de nombreuses pathologies infectieuses telles
que citer ici des exemples des maladies provoquées par les souches testées dans votre travail
(réferences).

Le DMSO, comme un solvant approprié, ne présente aucun effet inhibiteur sur la
croissance normale des souches microbiennes testées, de ce fait, il est employé comme un
témoin négatif. En comparaison avec ce témoin négatif, la quasi-totalité des souches testées
semblent intéressement étre sensibles aux différents extraits (EAQ, EAc, EACE et EMet) de la
partie aérienne, de cette plante, a I’exception de la souche B. subtilisagglomérant qui était trés
résistantes aux extraits testés, notamment envers I’extrait acétate d’éthyle était inactif
(diametre = 6mm). Effectivement, les extraits (EAQ et EMet) de P. tomentosa induisent une
inhibition significative de la multiplication de la souche bactérienne S. aureus avec des
diametres, enregistrés a la concentration testée la plus faible de 150 mg/ml, de 16 et 15mm,
respectivement. Il convient de noter que cette inhibition était indépendante a la concentration
testée (Figure9). Nous avons également remarqué l'effet antibactérien important de tous les
extraits de cette plante sur les souches P. aueroginosa, K. pneumoniaeet B. subtillis, a
I’exception de son extrait d'acétate d'éthyle (EACE) qui n’a montré aucun effet inhibiteur

contre la souche B. subtillis, méme a sa concentration la plus élevée (600mg/ml).

En comparaison avec le puissant effet antibactérien (30 mm) de l'antibiotique CIP5
contre la souche S. aureus, les extraits aqueux et méthanolique de la plante P. tomentosa ont
inhibé remarquablement la croissance de cette souche avec des larges zones d'inhibition de 16
et 15 mm, respectivement, a leur concentration 150 mg/ml. Cela indique que le pouvoir
antibactérien de ces extraits contre la souche mentionnée est moins important que celui de
CIP. Cependant, leur activité antibactérienne semble étre similaire a celle enregistrée par
I'antibiotique Gaz30 ou sa zone d'inhibition est équivalente a 16mm. L'antibiotique CIP10 a
exhibé également un excellent effet antibactérien (33 mm) contre la souche P. aeruginosa, ce
qui est presque le triple de celui exercé par ’extrait aqueux de P. tomentosa a sa concentration
600mg/ml. Toutefois, ce dernier extrait présente une activité antibactérienne semblable a celle
recordée par I’antibiotique Na30 qui a engendré une zone d’inhibition de diametre

approximatif de 9 mm. De plus, la zone d'inhibition causée par la concentration 600mg/ml de
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I’extrait EAQ (9 mm) contre la souche E. coli est similaire a celles

exhibées par les

antibiotiques AX25( 9 mm) et E15( 10 mm), ce qui montre I’efficacité antibactérienne de

notre extrait contre la souche E. coli. Par contre, les zones d'inhibition effectuée par les

extraits de plante P. tomentosa contre le reste des souches, K. pneumoniae et B. subtillis, reste

toujours plus faible par rapport aux antibiotiques testés

En effet, Iactivité antibactérienne qu’ils montrent les différents extraits de I’espéce P.

tomentosa est probablement due a leur composition chimique en métabolites secondaires a

effet antimicrobien tels que les polyphénols, lesflavonoides et les tanins qui sont des

métabolites secondaires réputés pour leurs pouvoirs antimicrobiens (Xia et al. 2011).

Lestravaux de Mezouar, (2013) ont montré que I'extrait d'alcaloides de cette plante était tres

actif sur E. coli.

4.3.2.2. Evaluation de Dactivité antibactérienne des extraits

tuberculata

de

R.

Le Tableau 18 et la Figure 10 représentent les résultats obtenus de 1’évaluation de

I’effet antibactérien de différents extraits de la plante R. tuberculata sur les cing souches

cibles en déterminant les diamétres des zones d’inhibitionqu’ils ont engendré ces extraits, en

comparaison avec le témoin négatif (DMSO).

Tableau 18 :Zone d’inhibition exhibées parles différents extraits de R. tuberculata. Les

valeurs De diametres sont exprimées en moyenne + SD (n=3). (-) : inactif.
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E. coli

S. aureus B. subtillis

K. pneumoniae

Figure 10:Zones d’inhibition de la croissance bactérienne exhibée par les différents extraits

(EAQ, EMet, EAC et EACE) de I’espéce Rutatuberculata
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D’aprés le résulats mentionnés dans le Tableau 18 etqui sont confirmés par laFigurel0,
on a constaté que les diamétresdes zones d’inhibition enregistrés pour les extraits de la plante
R. tuberculata sont généralement faible par rapport a ceux mesurés pour les extraits de la
plante P. tomentosa, ce qui peut indiquer que cette derniere plante est plus efficace contres les
infections bactériennes induites par les bactéries cibles dans ce travail que I’espéce R.
tuberculata. Nous notons également que I’extrait aqueux de R. tuberculata était le meilleur
qui a exercé un effet inhibiteur modeste contre la prolifération a la fois sur les souches S.
aureus et K. pneumoniae a différentes concentrations (600, 300 et 150mg/mg), par contre, le
reste des extraits de cette espece n'a eu aucun effet sur les souches cibles a 1’exception des
extraits EAc et EAE qui ont inhibé la croissance des souches B. subtillis et K. pneumoniae a
dose de 400mg/ml avec des diamétres > 9mm.Une étude récente menée par Coimbra et
al.(2020), a demontré I’activité antimicrobienne de certaines espéces du genre Ruta, telles que
I’espece Ruta angustifolia S. aureus et E. coli. Toutefois, cette étude a enregistreé la résistance
des souches E.coli et S.aureusen présencede I’extrait methanolique de cette espec R.

angustifolia.

Haddouchi et al.(2013), ont fait une autre étude visant a évaluer I’activité
antimicrobienne de nombreuses especes du le genre Ruta contre 12 souches bactériennes
pathogenes telles que Cette etude a montré que les extraits des espéces étudiées avaient
généralement un faible potentiel antibactérien contre les 12 bactéries testees et que l'activité
antibactérienne la plus élevée a été observée contre les souches S. aureus et S. typhi avec des
zones d'inhibition les plus importantes de 17 et 15 mm, respectivement, des huiles essentielle
de R. chalepensis var. bracteosa. En deuxiéme ordre, les huiles essentielles de cette espece ont
inhibé les souches B. subtillis et A. baumanii a la méme dose, avec des zones d’inhibition de
12 mm de diameétres. Tandis que, les huiles essentielles de R. graveolens pressentaient des
faibles zones d'inhibition sur B. cereus, S. aureus et S. typhi (<12 mm). Alors que, les huiles
volatiles de R. tuberculata révélaient une activité antimicrobienne significative contre la
souche E. faecalis (14 mm). Pour I'huile de R. angustifolia, aucune activité antibactérienne n'a

été détectée sur toutes les souches testées.

Les résultats obtenus dans la présente étude ont indiqué que les extraits testés des
plantes étudiées, notamment ceux de la plante P. tomentosa, sont en évidence actifs sur les
bactéries grams positifs et grams négatifs. Cette importante bio-activité est similaire a l'effet
des alcaloides de étudiée par Iwasa et al. (2001).qui ont trouvé que I'effet antimicrobien est en

relation avec leur teneur élevée en alcaloides iso-quinoléiques qui peuvent causer des
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dommages au niveau de la membrane externe des bactéries a gram negatif, ce qui entraine une
augmentation de la perméabilité membranaire permettant ainsi la pénétration des alcaloides a
I’intérieur de la bactérie. L’effet des alcaloides sur les souches gram positifs et grams négatifs
est confirmé par les travaux de lannello et al.(2014) qui ont révélé que les alcaloides
depresentent une activité antibactérienne importante contre les grams positifs qui se sont
avérés plus sensibles que les grams négatifs. Brantner et al. (1996) ont rapporté que les
composés phénoliques, les flavonoides et les stéroides a une certaine concentration peuvent
inhiber la croissance des microorganismes. De plus, Il est démontré que les flavonoides a
caractere lipophile peuvent détruire les lipides membranaires microbiennes en augmentant la
fluidité de ces membranes. Le nombre et la position des groupements hydroxyles qu’il
présente le noyau aromatique favorise alors cette destruction (Cowan1999).

4.4 Déterménation de CMI

Pour la détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI) des extraits
étudiés sur les souches bactériennes testées en basant sur la méthode de diffusion sur un
milieu solide. Aprés I’obtention les résultats d’activité antimicrobienne, nous avons choisi les
extraits les plus efficacescontre la coissance des souches testées et qui ont engendréune zone
d’inhibition, correspondant a un diametre de plus de 9 mm, pour déterminer leurs CMI. Pour
cela, I’effet antibactérien de la gamme de concentrations (125, 100, 75,50 mg/ml) a été
examiné pour les extraits qui ont montré une activté antibactérienne a dose de 150mg/ml.
Pour les extraits ont montré inhibition a 150mg/ml on les concentrations (125, 100, 75,
50mg/ml).

Pour les extraits qui ont inhibé la croissance bactérienne a concentration de 200 mg/ml,
on a préféré d’évaluer 1’effet antibactérien aux concentrations de (175, 150, 125 et
100mg/ml). Cependant, les extraits qui ont exhibé une inhibition bactérienne a 100mg/ml,
leurs faibles doses (75, 50, 25mg/ml)ont été examinées. Les résultats obtenus sont illustrés

dans le Tableau 19 et les figures suivantes (Figure9).
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Figure 11 : Détermination de CMI de différents extraits des plantes étudiées par la méthode
de bactériogramme les résultats de R. tuberculata (A : EAQ contre les S. aureus ; B : EAc
contre les P. aeruginosa; C: EAQ, D: EMet, E: EAc et F: EACE tous contre les B.
subtillis). Les résultats de P. tomentosa (G : EAQ ; H : EMet les deux contre les S. aureus ;

I :-EAQ contre les P. aeruginosa ; J : EAQ contre les E. coli ; K : EACE contre les B. subtillis).
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Tableau 19 :Valeurs de diametres des zones d’inhibition de la croissance bactérienne
enregistrées par les différents extraits des plantes étudiées vis-a-vis les souches testées

Souche Plante Extrait CMI (mg/ml)
S. aureus R. tuberculata EAQ 50
P. tomentosa EAQ 50
EMet 50
E. coli P. tomentosa EAQ 50
P. aeruginosa R. tuberculata EAC 25
P. tomentosa EAQ 25
EAQ 50
EMet 50
B. subtillis R. tuberculata EAC 100
EACE 100
P. tomentosa EACE 100

Dans la présente étude nous avons trouvé que les extraits EAQ et EMet de P. tomentosa
et EAQ de R. tuberculata inhibent effectivement la souche S. aureus avec des valeurs de CMI
inférieur a 50mg/ml. Par contre, la souche B. subtillis semble étre sensible a touts les extraits
de R. tuberculata ou sa croissance a été potenticllement inhibée par une dose de CMI < 50
mg/ml pour les extraits EAQ et EMet de P. tomentosa et une dose CMI de 100mg/ml pour les
EAC et EACE de cette espece. De plus, I’extrait EAQ de P. tomentosaa inhibé la souche gram
négatif E. coli a partir d’une concentration CMI égale a 50mg/ml. En outre, la souche P.
aeruginosa etait la plus sensible a I’extrait EAc de R. tuberculata et ’extrait EAQ de P.
tomentosa, qui ont I’inhibé a dses faible concentrations CMI < 25mg/ml par rapport aux

autres extraits et en comparaison avec les autres souches testees.

(Elsayed et Sabry. 2016)ont rapporté que I’extrait éthanoique des parties aériennes de
I’espéce R. tuberculataa inhibé potentiellement les souches S. aureus et E.coliavec des valeurs
de CMI de 7,81 et 3,9 pg/ml respectivement. Leurs résultats ont bien donfirmé notre
suggestion que I’inhibition de la prolifération de la S. aureus par ’EAQ de cette espéce peut
effectuer a une dose CMI< 50mg/ml, et cela est di probablement & son contenu en
métabolites secondaires qui sont connu par leur effets antibactériens tels que lesalcaloides et
les polyphénoles(Al-Snafi,2018); (Raissi et al.,2016). Selon les résultas rapportés par ces
chercheurs Al-Snafi (2018) et Raissi et al.(2016), les alcaloides, les polyphénoles et les
polyterpénes extraits de Ruta tuberculata ont inhibé effectivement la croissance bactérienne
de nombreuses souches, en particulier la B. subtillis, la S. aureus et la P. aeruginosa en
récordant des valeurs de CMI trés faibles de 0,625 mg/ml a 10 mg/ml pour les alcaloides et 5

mg/ml a 20 mg/ml pour les polyphénols,ou cette derniere est trés proche a la CMI éstimée
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(25mg/ml) pour I’extrait EAc de la méme espéce contre la souche P. aeruginosa. Notant que
le criblage phytochimique de cet extrait EAc a montré sont riches en alcaloides et

polytherpenes.

Récement, 1’étude de Belakehal et al.(2021). ont montré que I’extrait éthanoique de
Pergularia tomentosaa inhibé les souches S. aureus, E. coli et P. aeruginosa avec des valeurs
de CMI de 0,60 ; 0,451 et 25mg/ml, respectivement. En comparaison avec ces résulats, nous
suggerons que les différents extraits de cette espace peuvent exhibé une bonne activité

antibactérienne a des concentrations plus faibles que celles examinées dans notre étude.

Les résultats de travail de TLILI (2015), ont confirmé I’effet antimicrobien des extraits
de Pergularia tomentosa qui peut etre attribué aux métabolites secondaires qu’il contient la
plante, principalement les alcaloides. Ces molecules bioactives sont réputés pour leurs effets
antimicrobiens et antifongiques. 1l a été rapporte que les alcaloides peuvent agir contre des
bactéries (Chebili 2012).

Ruta tuberculata est une plante riche en métabolites secondaires tels que les mono
terpénes et les alcaloides qui fournissent a cette espece ses activités biologiques, parmi
lesquelles les effets antibactériens (Al-Rehaily et al.2001 ; Schmelzer et al.2013).Cette espece
présente une teneur remarquable d’un autre meétabolite secondaire qui est connu par son
potentiel antimicrobien, c’est les huiles essentielles. Ces huiles volatiles ont une activité
antibactérienne importante.En effet, leurs constituants exhibent divers mécanismes d’action
contre la croissance des microbes, en ciblant particulierement la membrane cellulaire et le
cytoplasmede la cellule bactérienne, et dans certains cas, en changeant complétement la

morphologie cellulaire, voire ’expression des génes (Bouyahya et al.2018).
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Conclusion

La valorisation des ressources naturelles telles que celles du régné végétal ne cessent de
susciter l'intérét des chercheurs dans le monde de fagon général. Dans la présente étude, nous
somme intéressé par I’évaluation de activités antibactériennes des différents extraits de deux
plantes médicinales, P. tomentosa et R. tuberculata, collectées a partir de la zone semi-aride
(la wilaya de Biskra) de territoire algérien.

Ces plantes sont incorporées dans la médecine traditionnelle dans le traitement de
différentes maladies. Le criblage phytochimiques et I’activité antibactérienne des extraits
aqueux, méthanolique, d’acétone et d’acétate éthyle ont été investigués ou cing
souchesbactriennes de Gram + et Gram-sont testées : S. aureus, E. coli, P. aeruginosa, K.

pneumoniae et B. subtilis.

D’apres les résultats obtenus dans ce modeste travail, nous permettons de conclure que
les deux especes P. tomentosa et R. tuberculata sont des plantes prometteuses importantes en
révélant une richesse en métabolites secondaires tels que les polyphénols, les flavonoides, les
tanins, les alcaloides, les stérols et les poly terpenes, les coumarines, en absence des quinones

et des anthraquinones.

Ainsi que, les résultats soient préliminaires et nous concluons que les deux plantes,
notamment I’espéce P. tomentosa, ont un effet inhibiteur remarquable contre les souches
bactériennes testées qui peuvent causer des maladies infectieuses, mais le degré d’efficacité
antibactérienne se varie d'un extrait a un autre, en raison de la différence dans leur contenu

chimique en molécules bioactives.

Nous espérons que cette étude a clarifié I'effet antibactérien des extraits de P. tomentosa

et de R. tuberculata. Des études approfondies sont nécessaires pour :

e Evaluer lactivité antibactérienne sur d’autres bactéries liées aux maladies
infectieuses graves.

e Evaluer 'activité antifongique possible de ces plantes.

e Quantifier, identifier et purifier les métabolites secondaires contenus dans ces

plantes qui sont les principes actifs contribuant a leurs activités biologiques

Déterminer le mode d’action de leurs composés vis-a-vis les germes pathogénes.
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Annexes

Annexes 01 : composition des milieux de culture
Gélose nutritive :
v’ Extraction de viande 0,1g
v’ Extraction de levure 02g
v’ Peptone 05g
v Chlorure de sodium 05g
v Agar 15¢
v' Ph=7,5
Muller Hinton :
v’ Infusion se viande de beeuf 300em
v’ Peptone de caséine 17,59
v' Amidon de mais 1,5¢
v' Agar 179
v Ph=74
Annexes 02 : Préparation des réactifs pour tests Phytochimiques
Réactif de Mayer

e Solution A : 1.358g de chlorure de mercure HgCI2 sont dissous dans 60 ml

d’eau distillée ;

e Solution B : 5g d’iodure de potassium KI sont dissous dans 10ml d’eau distillée
Les solutions A et B sont mélangées extemporanément et le volume final est

ajusté a 00 ml avec d’eau distillée
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Solution Préparation

KOH10% on dissoudre 10g dans 100 ml d’eau distillé

réactif de Stiasny 10ml de formaldéhyde +5ml d’HCL
concentre

FeCI3 (1%) on dissoudre 0.1g dans 100 ml d’eau distillé

méthanol 50% 50% 50 ml méthanol pure +50ml eau désilé

NaOH 10% 10% on dissoudre 10g dans 100 ml d’eau
distillé

FeCl3 (2%) on dissoudre 0.2 g dans 100 ml d’eau distillé
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Notre travail s’inscrit dans le cadre d’évaluation de 1’activité antibactérienne de Ruta tuberculata et
Pergularia tomentosa récoltent des régions de Biskra. Pour cela les extraits de deux plantes sont préparés par la
décoction dans I’eau pour EAQ et par macération dans méthanol 80%, acétone et acétate éthyle pour EMet, EAc
et EACE respectivement. Les résultats de screening phytochimique ont montré que les deux plantes étudiés sont
riche en plusieurs métabolites secondaires, principalement les polyterpenes, les polyphénols et les tanins.
L’évaluation de I’activité antibactérienne confirmé que les deux plantes sont présentées une activité antibactérienne
significative contre les souches testées, ou la meilleur inhibition été par EAQ de R. tuberculata et P. tomentosa
contre S. aureus a dose 150mg/ml, a diametre 9.5 et 16mm respectivement, En plus et ils ont la méme CMI
(50mg/ml).

Mots clés :Ruta tuberculata ; Pergularia tomentosa; activité antibactérienne

I |

Abstract

Our work is part of the evaluation of antibacterial activity of Ruta tuberculata and Pergularia tomentosa
harvest areas of Biskra. For this purpose the extracts of two plants are prepared by decoction in water for EAQ and by
maceration in methanol 80%, acetone and acetate ethyl for emission, EAc and EACE respectively. Phytochemical
screening results showed that the two plants studied are rich in several secondary metabolites, mainly polyterpenes,
polyphenols and tannins. The antibacterial activity assessment confirmed that both plants are presented with a
significant antibacterial activity against the strains tested, where the EAQ inhibition was R.tuberculata and P.
tomentosa against S. aureus at 150mg/ml dose, at 9.5 and 16mm diameter respectively, and they have the same MIC
(50mg/ml).

Keywords: Ruta tuberculata; Pergularia tomentosa; antibacterial activity
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