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Introduction générale

Le monde des végétaux est plein de resseustede vertus d'ou I'homme puise
non seulement sa nourriture mais aussi des sulestamctives qui procurent souvent un
bienfait & son organisme parfois affecté de traubisidieux [1].

La connaissance par I'homme ddilidation des plantes, qu'l s'agisse de
plantes alimentaires, médicinales ou toxiquestrestancienne [2]. Alors que se soigner par
les plantes est un instinct, qui se retroahedlleurs dans le comportement des animaux.
Cette pratique a engendré d'innombrables crogasiece qui sauve la vie et sur les forces
qui lui sont néfastes. Beaucoup de remedes pteypiques sont nés des observations,
de [linspiration et de l'expérience des guétissedevenus des personnages révérés dans
toutes les tribus et chez tous les peuples 3s notes, observations et applications ont
été enregistrées depuis des millénaires dessdiverses parties du monde [4]. Les plus

anciens sont des tablettes d'argile gravéessigees cunéiformes, datant de ['époque

sumérienne vers le fVmillénaire, qui représentent des "Recueil&denules de Plantes
Médicinales™;

Le Shennong Bencao Jing (2000 ans av. J.Cidé@&m® comme le premier recueil
de "Matiére Médicalé, il contient 365 remédes d'origine végétale pmalogie aux 365
jours de l'année; le Papyrus égyptien d'E@e5$0 av. J.C.) décrit plusieurs maladies et
leurs traitements avec les plantes médicindiegurveda ou Science de la Viequi
regroupe de trés anciens textes médicaux indighdVfdis c'est vers 1865 que le docteur
Auguste Soins donne le nom dBHytothérapig pour définir la médecine par les plantes [4].

Les indications données par la phytothérapie oorfiathérapie, n‘ont pas pour but de
faire oublier ou sous-estimer I'importance de tdatgrofession médicale et de la médecine, a
condition que celle-ci soit avant tout huneairet respecte fidélement le serment
d'Hippocrate: primum non nocefe'd'abord, ne pas nuife Les médecines douces ne visent
pas a encourager chacun a devenir son prop¥decim; en effet, il faut savoir qu'a
nimporte quel stade de la maladie, intervienh élément trés important: L€
Diagnosti¢, qui ne saurait relever que d'un professionskl [

La pensée scientifigue occidentale traditiolenalattache a expliquer un tout en
analysant les propriétés des éléments qui le coempodinsi, la botanique expose la
"fonctior’ de chaque partie d'une plante, et la dahimhalyse ses composants pour
"isoler les principes actifsToutefois, en se fondant sur des hypothésesirésnscrites, les
chercheurs occidentaux ont peut étre négligé omganteractions subtiles entre les plantes et

'homme.
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Au contraire, les phytothérapeutes soutiennenpuide longtemps que la plante
forme un tout et que ses composants actif§issent pas isolément. Aujourdhui, la
physique quantique, qui met l'accent sur les pmaesaturels plus que sur les éléments,
donne une certaine crédibilité a cette théorielemant la voie a une nouvelle compréhension
de la maladie commaealysharmoni&[3].

Une plante agit par I'ensemble de ses constituaintiés et dosés par le végétal lui-
méme dont c'est le rble exclusif. Lorsque lI'on gtraft une substance unique considérée
comme le principe actif, il s'agit en général damson dont l'usage peut étre valable, mais |l
s'agit alors la d'une branche tres spéciale lalepharmacopée allopathique [4]. Les
herboristes utilisent la plante entiere pour prép des remedes qui offrent une guérison
lente mais plus sereine et plus sire que lesican@ents puissants, fabriqués a partir
d'agents isolés, qui provoquent plus d'effeisosdaires. Des études américaines ont
confirmer la présence de substances diminuanekoib d'alcool dans le kudz®ugraria
lobata), utilisé depuis longtemps en chine cobh#teoolisme. Mais isoler le principe actif
d'une plante peut engendrer des effets secondpirese manifestent moins, differemment ou
pas du tout lorsqu'on utilise la plante entiére.séimble en effet que certains de ses
composants équilibrent le principe actif. Dans Edetine chinoise, il est rarement administré
une plante seule mais combinée avec d'autres patorcer son action et contrecarrer ses
effets secondaires. Les chinois attribuent wakeur thérapeutique a la combinaison de
certaines plantes et de certains aliments [3].

Pour cela, le retour vers le naturel esteda indispensable, et il s'élargit djour a
l'autre avec des substances plus puissantes, @ligués et plus colteuses. La condition
principale pour ce regain, est une étudeensifique rigoureuse et rationnelle des
différentes activités desxtraits naturels.

Et dans ce cadre vient notre travail, qui est éi@s quatre chapitres : Dans le premier
chapitre, nous aborderons les métabolites secasdafr flavonoides, sesquiterpénes,
alcaloides...) avec ses différentes classes. Danlgugieme chapitre nous exposerons les
activités biologiques des flavonoides (anti-inflaatoire, antifongique, anti bactérienne...) ;
le troisieme chapitre est réservé a I'étude chimiges deux plantes étudiéeAmmoides
atlantica et Ranunculus bulbosuglescription des deux plantes, protocole d’exiwast tests
chromatographiques...), et nous terminerons aveadéri@gme chapitre qui concerne les tests
biologiques des différents extraits (méthanolicaegtates d’éthyle et butanolique) des deux

especes.
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chapitre | les flavonoides

I.1. Introduction

Le mot « flavonoide » a été introduit erb2%Par HINREIER pour désigner tous les
pigments ayant un squelettg-Cs-Cs analogue a celui des flavones, lui-méme dérivant d
Latin flavusqui signifie jaune [9].

Les flavonoides sont presque toujours hyluoides, ils sont responsables de la
coloration des fleurs, des fruits, et parfois daslles. Tel est le cas des flavonoides jaunes
(chalcones, aurones, flavonols jaunes), des ardinosydes rouges, bleus ou violets. Quand
ilIs ne sont pas directement visibles, ils contritiua la coloration par leur role de co-
pigment : tel est le cas des flavones et des flalgancolores co-pigmentant et protégeant les
anthocyanosides [10].

Dans certains cas, la zone d’'absorption alemblécule est située dans le proche
ultraviolet : la coloration n'est alors percue cuar les insectes qui sont ainsi efficacement
attirés et guidés vers le nectar et donc contrairgssurer le transport du pollen, condition de
la survie de I'espéce végeétale [10].

Les flavonoides sont également présents tamsiticule foliaire et dans les cellules
épidermiques des feuilles, assurant ainsi la ptioreales tissus contre les effets nocifs du

rayonnement ultraviolet.
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|.2. Flavonoides, Distribution, Classification

L’étude des Flavonoides a suscité notraéntélu fait de leur intérét pharmacologique,
de leurs nombreuses implications dans des domadmdsgiques et de leur diversité
structurale (plus de 4000 structures flavoniquestifiées a I'heure actuelle) [11].

lIs constituent l'un des grands groupes deénpls, et sont des constituants
caractéristiques des plantes vertes a I'excepesrathues [12].

On signale qu'environ 2% du carbone photih&fique global sont incorporés dans la
biosynthese flavonique [11-12].

Abondants dans les plantes supérieuresgorehcontre essentiellement dans les feuilles
et les fleurs. Mais ils sont également signalésdas racines, le bois, I'écorce, le pollen, le
nectar, les baies et les grains [12]. Leur conagiotr dans la cellule végétale excede souvent
1uM [13].

Trés répandus dans les végétaux, les flddescexistent sous forme de combinaisons,
les plus fréquentes étant les hétérosides [9].iAles flavonoides glycosylés se trouvent
principalement dans les vacuoles et leurs aglycsnas présents dans les zones lipophiles,
comme les glandes (a sécrétion) huileuses ou leshes de cire [13], telles les glandes de
I'odorat du castor, la propolis (abeilles a séoréti et les ailes des papillons. Quant a leurs
aglycones O-méthylés on les trouve dans le cytopdd 4].

On peut les rencontrer aussi dans les gbllastes des feuilles des plantes supérieures
[15]. Comme il est possible de les localiser fisés les hémi—cellules des parois cellulaires
[16].

Les génines sont des dérivés polyhydroxytesfois méthoxylés ou méthylés de la

chromone ou benzgtpyrone, Fig. 1 [17].

Fig 01 : Benzoly—pyrone
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I.2.1. Classification des flavonoides seléan composition chimique

Dans toutes les classes de flavasoidentionnées ci-dessus, la biosynthése justifie

la présence fréquente d’au moins trois hydroxyleEnpliques en £C; et G;.

a- Flavones, Flavonols

Ces molécules représentent la majorité @ewrioides connus. Le cycle A est, dans
plus de 90% des cas, substitué par deux hydrophémoliques en £et en G. Ces
hydroxyles peuvent étre libres ou éthérifiés. Leley est substitué dans 80% des cas en
Cy [10].

b- Flavanones et dihydroflavonols

Ces molécules sont caractérisées par I'alesde double liaison en 2, 3 et par la
présence de centres d’asymétrie.

Dans les Flavanones naturelles, le carboresCnormalement de configuration (2S).
Si, pour les dihydroflavonols, quatre isomeres gbabriguement possibles, la presque
totalité des composés de la série connus a cesjnir de configuratior2R ou 3R, le

phényle et I'hydroxyle étant émans[10].

c- Biflavonoides

Les flavonoides peuvent se lier les uns autxes, en particulier par leurs carbones,
trés réactifs, gou G. La majorité des biflavonoides naturels sont decks de flavones

et de flavanones [10].

d- Chalcones, aurones

Les chalcones, dépourvus de I'hétérocycldrak sont caractérisés par la présence

d’un chainon tri-carboné cétonique dont la liaigep est insaturée [10].

e- Les anthocyanes

Ce sont des pigments rouges en milieu a@tdleu en milieu basique : ils sont trés
répandus dans les fleurs et les fruits. lls ontstnecture G-Cs-Cs dans laquelle I'élément en
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C; est sous forme d’ions pyrilium, alors que I'oxygéa une structure oxonium ionique. lls

sont présents dans la nature sous forme hétérosilq].

CLASSES Nom de la famille Nom Hydroxylation
Dérivés Structure
Flavone Apigénine 57,4
Phenyl-2- Flavonol Myricétine | 3,5,7,3,4, 5
chromone
Flavanone Butine 7,3,4
(Co-Cslaison simple)
Phenyl-2- Catéchines Gallocatechine 5,7,3,4,5
chromone
(flavanols-3)
Phenyl-3-
Chromone Isoflavone Genisteine 5 7,4
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Chalcone

Chalcone

Buteine

3,4,2, 4

Aurone

Aurone

Aureusidine

4,6,3, 4
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II. 1. L’activité antioxydante des flavonoides

Il a été montré que les flavonoides sagis comme des fixateurs de plusieurs especes

oxydantes ; tel que I'anion peroxyde,({) le radical hydroxyle ou les radicaux peroxydes
[1].

Les données de la littérature montrert mnise en évidence de certains rapports entre
la structure flavonique et I'activité antioxydanksn outre, la comparaison entre la quercétine,
la catéchine et la cyanidine démontre I'importadeda présence de I'hétérocycle (C) [2].

OH OH OH

OH OH OH
HO. o @ HO. o} @ HO 5 @
SO GOMEEROC
OH OH 7
Quercétine Catéchine Cyanidine

OH O OH OH O

La présence du groupe hydroxyle 3-OH attaché auiblé liaison G=C3 et son emplacement
adjacent au groupement carbonyle de I'hétérocyCleen position ¢ est exigé pour la
grande efficacité de l'activité antioxydante [3]et@ activité antioxydante atteint son

maximum quand le noyau B est substitué par un systathodihydroxyle.

La O-méthylation des substituant hydroxyties squelette flavonique annule l'activité

antioxydante des flavonoides [3].

Dans la plupart des articles récents, I'actidtéioxydante est mesurée, en utilisant le
dosage de la peroxydation lipidique (LPO) [11].ehliste une relation entre la structure

flavonique, et I'inhibition de la peroxydation lghque :
Le groupement hydroxyle en position 3 de I'hétgote (C) :

Il a été trouvé que les flavonoides possédant oopgment 3-OH libre tel que: la
morine, la myricétine, la quercétine, (+)-Catéchifee fisétine et d’autre ont une capacité
inhibitrice plus grande comparé a ceux qui n'ons,p@l que les flavones : la diosmétine,

I'apigénine et les flavanones : I'héspertine etdaingénine.

10
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2. La double liaison &Cs [4]: La réduction de cette double liaison rédwt gotentiel
antioxydant.

3. Dans certains cas, la présence du groupementrode en @) de I'hétérocycle (C) est
essentielle pour le potentiel antioxydant [4] : ¢atéchine a un potentiel antioxydant plus

faible comparé a celui de la quercétine.
4. Le nombre des groupements hydroxyles [5] :

L’activité antioxydante des flavonoides augmentecale nombre des groupes OH
substituéssur le noyau B. La myricétine a une activité angdante plus grande que

celle du kaempférol.

5. Les groupements hydroxyles en position 3, 8',74’ participent dans I'inhibition de la

peroxydation lipidique [20].

6. La capacité antioxydante des flavonoides revéetgur aptitude a former des chélates

métal-ion, par 'ensemble (3-hydroxy, 4-oxo) ouh{roxy, 4-oxo) [6].

7. Les groupes hydroxyles 5-OH, 7-OH, et la douldéson G=C; qui sont des sites
potentiels de réactivité, sont essentiels poutiVéaé inhibitrice des flavonoides de I'enzyme

Xanthine oxydase (X.0.) et du radical peroxyde pibplar ce dernier [15].
[1.2. L’activité antimicrobienne des flavonoides

Il est connut que les flavonoides sont synthétisles plantes lors de l'invasion
microbienne [3], il est logique par conséquentjlgsoient des substances antimicro-biennes

efficacedn vitro contre les microorganismes [3,16].

Il a été montré que les composeés flayoes les moins polaires, c'est-a-dire les moins
substitués par des groupes OH sur le noyau B, #mitplus actifs vis-a-vis des
microorganismes [25], cela est renforcé par la deede que la méthylation des flavonoides

augmente l'activité antibactérienne contre Staptgdous aureus [6].

Dans le cas du methicillin-resist&aureus, les chaines aliphatiques latérales dans les
flavones (dans la position 6 ou 8), rendent la gk plus lipophile et augmentent son
activité antimicrobienne comparé aux flavones naipsstuées [10]. Il a été montré avec la
bactérie cariogénique (Actinomycesviscosus et Aeshadii, several Streptococci) que la
présence des groupes hydroxyles sur les noyaux B efsentiellement (5-OH), plus une

substitution aliphatique sur le noyau A, déternifiaetivité antibactérienne des flavones [13].

11
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Cependant, il a aussi été constaté que les flaseadipophiles (méthoxylés) n’étaient
pas de bons agents protecteurs contre les micmsrgas [21], cela est confirmé par le fait
que les dérivés glycosylés de la quercétine etadgukrcétagetine ont montré des activités

antimicrobiennes considérables contre les microusgaes pathogéniques [21].

La présence des groupes hydroxyles lidmas les positions 3, 3, 4’'et 5 est
indispensable pour I'activité antimicrobienne cerfitaphylococcus aureus et Proteusvulgaris
[11], cela est supporté par le résultat de Puuppdtimia, dans lequel ils

ont testé l'activité antibactérienne de laenyricétine contre la Lactobacilli et E. coli [14].
II. 3. L’inhibition des enzymes

Les flavonoides sont des composés pélypligues, qui réagissent avec les protéines,
ainsi ils peuvent réagir avec les enzymes par desepsus biologiques a l'intérieur des

cellules [4].

Des expériences menéesvitro ont montré que les flavonoides inhibent plusieurs
enzymes [15,16] tel que [Ihistidine carboxylasegldstase, l'aldose réductase, la

lipooxygenase, la cyclooxygenase, I'hyaluronidada phosphodiétérase [15].

Des testes sur plusieurs flavonoidesnoomtré leur capacité d’inhiber les enzymes
clés de la respiration mitochondriale : la doulesbn G=C;et la fonction cétone ens@insi
qgue les groupes OH occupant les positions 3, &'atu noyau B sont des caractéristiques

importantes de la forte inhibition du NADH-oxydase.

Cos et al. (1998), ont montré que lasdhes ont une activité inhibitrice supérieure
gue celle des flavonols, et que les groupes hydesxgn position C-3 et C-3' sont
indispensables pour la propriété d’épuration desaxydes.

[1.4. Activité antifongique

Les champignons sont des vegeétaux dépourvus adeophlylle, devant trouver leur
carbone dans les composés organiques, ce qui imymaitsouvent les circonstances de leur
vie saprophytique ou parasitaire. En fonction de labitat, les champignons sont répartis en

deux groupes : les endogenes et les exogéenes.

Les champignons endogenes sont représesssntiellement paCandida albicans,
cette levure vit normalement et de facon exclusiaas le tube digestif de 'lhomme et de

certains animaux [8].
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I1.5.1'activité antiulcéreux

Dans des expériences réalisées sur des rat&téd démontré que la quercétine et la
narangénine jouent un rdle important dans la réolucte I'ulcére et la protection gastriques
[13].

D’autres études ont permis d'établir unétren étroite entre les propriétés anti-
ulcéreuse de la quercétine, narangénine, rutin&aeimpférol et la production du PAF

(PlataletActvating Factor) qui est un agent ulcéragpotentiel [13].
[1.6. I'activité anticancéreuse

Des études réalisées in-vitro et in-vivo suggerprd les flavonoides agissent a tous
les stades de la cancérogénese (initiation, proemofirogression). lls inhibent la croissance
de lignées cellulaire cancéreuses et interféaaet les mécanismes de transduction des

signaux mitogenes [11].

Dans des recherches récentes la quercétine eableage diminuer chez le rat,
I'incidence des tumeurs mammaires induites palVHINN- Nitrosométhylurée) [5].

De plus, plusieurs études ont montré que les pélypls de thé vert sont

particulierement remarquables parce qu’ils protéder cancers a tous les stades.

Les buveurs réguliers de thé vert réduige risque de cancer de I'cesophage de 60%,
mémes les fumeurs japonais qui boivent de thé néeftiisent leur risques de cancer du
poumon de 45 %, ce qui expliquerait que le jap@senmt a la fois le plus fort de fumeurs du

monde développé et le plus faible taux de cancét tu

En effet, de nombreuses enquétes épidémiologigttiesuent un effet préventif tres
important & la consommation des fruits et des légmiche en ces composés pour divers

cancers (poumons et prostates) [11].

Les oligomeres proanthoocyanidines ont moaotré activité anti-virale contre le virus

syncytial respiration (RSV), le virus de I'influem? et I'hépatite A et B [11].
[1.7.I'activité anti-inflammatoire

De nombreux travaux semblent indiquer que lesoftaides possédent des propriétés
anti-inflamatoires et qu’ils sont capables de medule fonctionnement du systeme
immunitaire [7]. Les flavonoides sont susceptildesdiminuer la libération d’histamine des

basophiles et des mastocytes.
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Par ailleurs, I'acide arachidonique peut étre b@iaé par la voie de la lipoxygénase
pour aboutir a la formation de leucotrienes etl@anie de la cyclooxygénase pour produire
des thromboxanes et des prostaglandines, moléautesment impliquées dans le processus

inflammatoire [9].

Plusieurs flavonoides (le crisiliol et ladméine) sont de puissants inhibiteurs de la 5-
lipoxygénase et donc la production des leucota¢ak

D’autre flavonoides tels les 'apégénine et layshre agissent principalement sur

I'activité de la cyclooxygénase [9].

Il a montré que les flavonoides inhibentiégent I'adhésion et 'agrégation plaquettaire
en augmentant les taux intracellulaires en ANRa suite d’une inhibition de

phosphodiestérases [7].
I1.8. L'activité antibactérienne
11.8.1- Introduction

L'homme vit dans un environnement peuplé d'undyreembre de microorganismes
qui sont présents dans l'air, dans le sol, dansdes douces, dans les eaux marines, a la
surface de la peau et les muqueuses ainsi qu'aawnu tube digestif, de I'arbre respiratoire
et de l'appareil urinaire. Ces microorganismes sonstitués par les bactéries, les virus, les

champignons et les parasites.

lls sont soit des hoétes naturels de I'homehelonc saprophytes (flore digestive

par exemple), soit ils déterminent une infectiodatc pathogéenes.

Le monde bactérien est trés vaste et lehas peuplent notre environnement. Elles
assurent a la surface du globe, sur le sol etlgaresaux d'innombrables fonctions; elles
exercent des actions bénéfiques (ex bactédadsidantes du sol), mais d'autres peuvent

provoquer des infections chez les plantes, les amnet également chez I'homme [5].

11.8.2- La découverte du monde microbien

C'est au cours du XVlisiécle gu'Antony van Leeuwenhoek révele naande
scientifique la prodigieuse diversité des waicganismes et l'incroyable richesse des
milieux naturels en protozoaires, algues, lesuet bactéries. Ses observations et ses
magnifiques descriptions sont d'une précisielhe tqu'aujourd’hui encore elles forcent

l'admiration et permettent l'identification [8].
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Entre-temps, les médecins continuenttrdiaer les maladies a desiiasmeSou a des
causes mystiques, et ils demeurent a peu pres iméadtes a la notion de contagion. C'est
par dizaines de milliers que se comptent Jatimes de cette ignorance, fondée sur
des croyances philosophiques [11]. Il fauteradre pourtant le XIX siécle et les
expériences de Pasteur pour que ce monde micrcmignexploré et que les différents
caracteres des microorganismes inventoriés appardidans leur immense variété [8,10].

EARE TR
R
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i

Fig2: Les premieres bactéries vues (de la bouche).
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[1.8.3- Rble des microorganismes dans les maladies

Au cours de ses études sur la fetatiem, Pasteur s'est intéressé de pres a ladtiere
au vin avariés et a montré que c'était di a lsssamice de microorganismes indésirables. Il a
utilisé un terme particulier et significatif pouégigner ces processus d'avaries induits par des
germes, il les appelarialadies du vin et de le biérdl envisageait la possibilité pour les
microorganismes d'étre les agents de maladidectieuses chez les organismes

supérieurs.

Dailleurs, certaines constatations étaienta @@ faveur de cette hypothése. Dés
1813, il a été montré que certains champignorserdt responsables de maladies du blé
et du seigle. En 1836 litalien Bassi a mérmju'une maladie des vers a soie était
provoquée par un champignon. Quelques années gids Schnlein établit que certaines

maladies cutanées humaines étaient de nature fangiq

En1845 Berkeley a montré que la maladie de la pementerre était provoquée par un
champignon[20]. Ensuite vient Davaine en 1850 ¢pit & premier & découvrité' bacille du
charbori, et I'un des premiers a prouver la respoiisea des germes dans les
maladies, c'étaitBacillusanthracis le premier microbe identifi€ dans ['histoire de la
bactériologie [11,12].

hY

En dépit de ces informations, trés peu dédeunins étaient disposés a attribuer une
origine microbienne aux principales maladies inées humaines, et moins nombreux
encore ceux croyant que des organismes gquefs et apparemment aussi simples que

des bactéries pouvaient étre les agents de malgzilg

Mais avec les expériences de PagtetuKoch, a peu prés en méme temps en
1876 sur la maladie du charbon, il a étaltnis I'existence d'une relation de cause a
effet entre un microorganisme et une maladie dene travail sur le charbon ouvrit d'un
seul coup les portes de l'age d'or de la hatigie médicale. Alors Koch concentra ses
efforts sur [lisolement, la culture et la caéaisation de l'agent spécifique des
principales maladies infectieuses de I'hommeadigaque Pasteur se tourna d'emblée vers

I'analyse expérimentale de l'infection, de la ga#riet de I'immunité [11,12].
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Fig3 : Pasteur Fig4 : Rob koch

11.8.4- L'infection

L'infection est la conséquence du développgmedans un organisme sain, de
microorganismes pathogenes: bactérie, parasitels ou autres. Elle résulte de la
rupture d'équilibre qui existe entre le germeheirime (hote). Ce déséquilibre provient donc
soit d'une diminution des défenses du sujet (catejérou acquise), soit d'un accroissement
de virulence de germes [5,18].

Le monde bactérien, qui sera trainsd ce travail, comprend plusieurs milliers
d'espéces mais, seulement prés d'une centsam@ pathogenes pour |I'homme et

['animal.

Une bactérie pathogéne est susceptible d'indlorsgu'elle infecte un héte, une
maladie se traduisant par des signes anormiwx, des plus constants étant la fiévre.
Mais il faut distinguer, les pathogénes autigeles qui déclenchent régulierement une
maladie chez des individus aux défenses imrame# normales, des pathogénes dits
opportunistes qui, dans la grande majorité des, cassont a l'origine d'infections que

chez des sujets aux défenses immunitairasaffs].
[1.8.5- Morphologie et Structure fine des bactéries

Durant de longues années, la bactérie a été @gsidommeun sac d'enzymésar
le pouvoir de résolution du microscope optiquetétauffisant pour révéler les détails de

structure.

L'observation des bactéries, alorssmee seulement de reconnaitre la forme des

cellules (sphérique ou coccoide, cylindrique ouohdét, spiralée ou hélicoidale), leurs
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dimensions (qui varient selon les espéces den® a 600um; leSntérobactéries2 a 3
um de long, certaineSpirochaeta

entre 30 et 500 um) et les arrangementdesugroupements qu'elles constituent entres
elles (en grappe, en chainette, en paire ou digleeocen palissade ou paquet d'épingles chez

les Corynébactéries...).

Ce sont les caractéristiques qui @&fant la morphologie bactérienne, et qui étaient
les critéres essentiels de reconnaissance et tfidaion, et qui ont un réle trés important

dans le diagnostic [8,9].

Les caracteres morphologiques sont une gteatd'adaptation et de survie; dans
I'environnement aquatique ou tellurique il séxi des bactéries qui sont amorphes,
ovoides, cubiques, étoilées, filamenteuses;s efpeuvent étre groupées en amas, en

paires, et aussi en rosettes en réseau, en @arbesyps fructifiants, ... [8].
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L
it
]

Groupement en grappe :
Staphylocoques

r

B - Des cocci.

Forme ramifiée :
Actinomycéte

“Forme spiralée :
Spirochéte  ERERS

% Bactérie sans paroi © Mycoplasme | Bactérie carrée de Walsby

C- Autres formes.

Fig5 Morphologie bactérienne
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Pour distinguer entre les bactéries au microscqyigue, une méethode importante et
largement utilisée en bactériologie, c'et ‘toloration de Grarh Elle consiste a
traiter des bactéries fixées a la chaleur, paralorant basique (violet de gentiane) puis une
solution iodo-iodurée (mordancgage), toutes deBules se colore en violet.

Soumises ensuite a l'action de l'alcool @@ elles se répartissent en: cellules
qui conservent la coloration violette ditesgram positif et qui sont décolorées,
appelées a gram négatif. Pour mieux distingres deux catégories, le frottis bactérien
est finalement traité par de la fuchsineidias les bactéries a gram négatif sont roses et

celles a gram positif restent violettes|[8].

Apres leur réaction avec les différents coloraunttisés par cette méthode, les
bactéries divisent en deux groupes majebextéries a gram positifcolorées en violet),
bactéries a gram négati€olorées en rose).

Cette distinction de réponse a la coloration @ergest due a la différence qui existe
dans la composition des parois bactérienneies des bactéries a gram négatif laissent

passer la solution alcoolique, tandis qudesetles bactéries a gram positif représentent
une véritable barriere que la solution alcooligageut franchir [8,9].

C'est la microscopie électronique avecd&erents modes d'exploitation qui a mis en

lumiére I'architecture interne de la bactérie tqlille est représentée ci-dessous:

Capsule

Ribosorme

Mesozarme

Flasmi Flagelle

Fig6: Structure d'une bactérie avec ses différents él&smebligatoires et facultatifs. La
cellule est enveloppée par ymaroi rigide, qui lui donne sa forme et sa résistance.
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bY

Epaisse chez les bactéries a gram positif et plice chez les bactéries a gram
négatif; la paroi entoure une membrane cytoplasejigplus fine et plus délicate. Les
bactéries a gram négatif possedent une secorgtaebrane, qui est la membrane externe

pour la distinguer de la membrane cytoplasmiglige interne.

Le cytoplasme  sous-jacent contient essentiellensgs granulations d'acide
ribonucléique, les ribosomes ainsi que des substamie réserve comme le glycogene.
L'appareil nucléaire se distingue par son aspkdtléire, finement réticulé, et qui occupe une

grande partie de I'espace cellulaire, et il n'astgntouré d'une membrane.

Il existe des structures membranaires intra-cgmpiques appelées mésosomes qui
sont le plus souvent étroitement associés a l'eppaucléaire (role de fixation). D'autres
composants peuvent étre présents (éléments fais)|tabmme le glycocalyx(polymére de
surface polysaccharidique), la capsule, les flagellmobilité), les fimbriae (fixation sur

d'autres cellules), les pilisexuels (interviertnan cours des processus de conjugaison).

Enfin, certaines bactéries peuvent guntdes éléments d'ADN circulaires
extrachromosomique ou ADN mobile, qui sont [dasmides et qui portent des

informations génétiques spécifiques (exemple @@sigt a certains antibiotiques) [8].
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Fig7: Schéma de la paroi des bactéries a gram négatif.
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Fig8: Schéma de la paroi des bactéries a gram positif.

Les difféerentes enveloppes bactériennes, paraiseatbranes, ou autres structures tels
les antigenes somatiques, capsulaires, flagedla,, représentent une architecture
essentielle pour s'adapter aux situations de fenmement, température, osmose, pH; pour se
fixer sur des supports (cellules), se nourrir, n@er et infecter; pour résister aux substances

antibactériennes etc. [8].
11.8.6- Bactériologie médicale

Avec la diversité des bactéries responsaldes maladies infectieuses plus ou
moins graves, il ne sera étudié que celles falsajet des expérimentations pratiques.

La plupart des bactéries étudieées ont un pouvaihogene naturel et sont résistantes

naturellement a certains antibiotiques.
[1.8.6.a- bactéries a gram négatif
[1.8.6.a-1- GenrePseudomonas

Ce genre appartient a la famille d@seudomonadacead.es bactéries de cette famille
sont des batonnets, mobiles par cils polairaérobies strictes. Ld¥seudomonas
cultivent facilement sur milieux usuels, en aérgbioa la température de 30°C, certaines

especes commi.aeruginosa en sont capables a 41°C et méme 43 ¥C;caractére
étant utilisé pour le diagnostic.
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La production d'un pigment est easscommune dans le genre. Deux sont
particulierement fréquents et utiles pour laoremissance des espéces: la pyocyanine,

pigment phénazinique, soluble

dans l'eau et le chloroforme, spécifique lspeceP.aeruginosa la pyoverdine, ou
pigment vert fluorescent, soluble uniquement ddeaul et élaborée en particulier par

P.aeruginosatP.fluorescens

Ces bactéries sont capables idettilune variété tres large de substrats comme
source de carbone et d‘énergie. Ceux-ci cemmgnt les glucides, lipides, acides
aminés, acides organiques, et aussi un grand nodreorps aromatiques benzéniques,

phénoliques, terpénique, des stéroides, etc.

Dans le genr®seudomonagquelques espéces se signalent a l'attention,iddefdeur
pouvoir pathogéene opportuniste.P.aeruginosa l'espece type, est un germe ubiquiste
communément rencontré dans le sol et plus encorg lda eaux, capable de se multiplier a

41°C contrairement B.fluorescen®t P.putida

Fréquemment isolé sur la peau et les mugsals€éhomme ou de l'animal, il est aussi
particulierement résistant aux antibiotiques ®gtéme aux antiseptiques. En milieu
hospitalier il est a l'origine de sur infectionsdet suppurations locales ou profondes, isolé
essentiellement chez des patients présentaat immunodéficience locale ou générale
(brGlés, canceéereux, etc.), et trées fréequemment igquel dans les infections
nosocomiales(infections pulmonaires, cutanées...)ni@ee qu'il est phytopathogene avec

beaucoup d'autres espéces du méme genre [8].
[1.8.6.a-2- GenreAcinetobacter

Les Acinetobacterappartiennent a la famille déeisseriaceaece sont des bacilles a
gram neégatif, souvent coccoides, aérobiesctstriet habituellement résistants a la
pénicilline.

Elles ont un caractere ubiquiste, présentésrellement dans le sol et les eaux,
possédant des capacités de dégradation voisdeescelles defseudomonaset par
conséquence, ont un réle important dans les proseks minéralisation (eaux) ou d'altération

(aliments).
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Elles colonisent la flore cutanée des p#diehospitalisés, et sont de plus en
plus frequemment rencontrées dans les infextimsocomiales chez les malades immuno
déprimeés:

Septicémies, méningites, endocardites, abces deaer pneumonies.A.baumaniiest l'une

desespeces les plus représentatives. Leurdgraésistance aux antibiotiques (voisine
desPseudomongsest a I'origine de leur expansion hospitaliéfle [8

[1.8.6.a-3- Famille des Entérobactéries

Ce sont des hoétes du tube digestif de Ihemet des animaux, mais aussi de
nombreuses souches de cette famille ont igdéées de l'environnement aquatique ou

terrestre.

Les bactéries de cette famille cultivent ilBanent sur milieux ordinaires et
utilisent une trés large variété de composa@ganiques simples comme source
d'énergie: sucres, acides aminés, acides orgamigilles sont anaérobies facultatives,
batonnets, mobiles par cils péritriches ou immabifssédant des fimbriae appelés aussi pili
communs, qui leur conférent des propriétés hem#gghtes, et dans certains cas, des
propriétés d'adhésion aux cellules animalespresence d'une capsule est parfois observée
chez leKlebsiella La plupart des Entérobactéries pathogénes sépiiarit a la température
optimale de 37°C [8].

I- Genre Salmonella

Les bactéries du genr@almonellaforment une seule espéce, a lintérieur il y a
plusieurs sous espéces, chaque sous espeahvisse en sérotypes caractérisés par une
formule antigénique spécifique. Les sérotypes peu@tre subdivisés a leur tour en biotypes
(caractereshiochimiques). Les sérotypesSaémonella sont identifiés par leurs réactions

antigéniques.

Certaines Salmonellagont strictement adaptées a I'homme comrfetyphj
S.paratyphfA, B et C),S.sendaji responsables de la fievre typhoide et tpahaide
humaine, et ne manifestent pas de pouvoiroggie en dehors de l'espéce humaine, ce
sont les "salmonelles majeures”. Et il y autlles sérotypes, qui peuvent engendrer des
toxi-infections alimentaires comn®.enteritidis et S.typhimurinum qui sont connues
comme des "salmonelles mineures"[8, 6], quiveat déterminer des infections chez de
nombreuses especes animales [1]. Un manqugiéfteyest trés souvent a l'origine de la

transmission.
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II- Genre Escherichia

Ce genre comprend 5 especes, maisli est la plus importante. Cette espéce

est subdivisée en sérotypes sur la base des agdigedsents.

. ~ - . , 8 .
E.coli, un héte commun de lintestin de 'hnomme (kP de selles), et des animaux; elle est
recherchée a ce titre, comme germe témoincatdamination fécale, dans l'eau et les

aliments.

A lintérieure de l'espéce il y a des pathes souvent associes a des seérotypes
particuliers. Certains de ces pathotypes soesponsables d'infections intestinales
(gastro-entérites et diarrhées), leur pouvpathogéne est induit par des facteurs
d'adhésion et/ou la production d'entérotoxiesoli entéropathogene (diarrhées infantiles),
E.coli entérotoxinogene (turistals.coli entéroinvasif (invasion des cellules intestsal
E.coli entérohémorragique(diarrhées sanglantds), coli entéroadhérent (diarrhée du

voyageur).

D'autres responsables de méningites néonatalesoquent des infections du
tractus urinaire, ou encore des septicémies quiespondent a un nombre restreint de

sérotypes [8].
[1l- D'autres Entérobactéries

C'est surtout des souches opportunistes megptes de nombreuses infections
chez 'homme, en particulier les malades hakgpes ou immuno déprimés. Ils ont une
capacité de résister a de nombreux antibiotigaegucexplique la gravité de certaines de ces
infections [1].

Les Proteus Caractérisés par leur grande mobilité,sent vraisemblablement
d'origine tellurique. Certaines especes d'inte@&dioal tels?.mirabilis, P.vulgaris
Morganellamorganii (ancien Proteusmorgan)i peuvent induire des infections des voies
urinaires (dans 60% des cas d'infections uringirées infections cutanées (surinfections
des plaies chirurgicales, bridlures...), des infedides voies respiratoires (otites chroniques

suppurées, sinusites ...), et méme des septicénjies [1

Le groupe K.E.S: C'est-a-dikdebsiellg Enterobacter etSerratia ou groupe des
acétoine positive (un métabolite de leur faraion). Il rassemble des especes
considérées depuis longtemps comme commensatesactuellement responsables d'un

grand nombre de complications infectieuses milieu hospitalier. Les infections
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broncho-pulmonaires souvent due.pneumoniae(l a 5 % de toutes les pneumonies

bactériennes) et plus rarement sont rencoBimésrobacter etSerratia.

Les bactéries K.E.S. provoquent 20 % ddeciions urinaires nosocomiales avec
une prédominance d€.pneumoniaeAutres infections secondaires dues a des soindesu
gestes chirurgicaux: cutanées, vasculaires, péalen, vésiculaires ou des septicémies
causées par un matériel souillé (la mortaligste élevé malgré une antibiothérapie
adaptée) [1].

Citrobacter. Il fait partie du groupe des coliformedestinaux qui sont des indicateurs
de contamination fécale, recherchée dans l&ales aliments [8]. Citrobacterfreundii

est rarement observée dans les infections urinagspiratoires ou septicémiques uniquement
chez les malades immunodéprimés. Ces bactéoasmensales posent un probléeme de

diagnostic différentiel avec les Salmonelles [1].
[1.8.6.b-bactéries a gram positif
11.8.6.b-1- Genre Staphylococcus

Les staphylocoques sont des bactéries spleSiiqqui se divisent sur plusieurs
plans pour former des amas réguliers ou utiégs en grappe de raisin, d’ou leur nom
(en grec staphylos), ils sont immobiles et culitveur des milieux contenant 5% de Na Cl et
pour certains jusqu'a 10 et méme 15%. lls sontéEsmu anaérobies facultatifs.

Les staphylocoques sont des germes ubiquiséegement distribués dans
I'environnement naturel de 'homme, mais ils latgolus fréequemment et en plus forte

densité sur les surfaces cutano — muqueuses desiftans.

Il existe une certaine relationtrenles espéeces de staphylocoques et I'hbie
les hébergeS.epidermidisest l'espece la plus fréquente et la mb®ndante sur les
surfaces cutanées de I'nomn®aureusest I'espece prédominante chez I'homme et autres

mammiféres, la cavité nasale de 'homme est s& mickférentielle.

Les staphylocoques ont un pouvoir pathogépeortuniste extrémement large
qui s'exerce avec une grande fréquence eieumilospitalier. L'espéce  S.aureus
responsable d'infections pyogénes de la peau et niggueuses (furoncle, impétigo,
staphylococcie maligne de la face, staphylo@scdbulleuses, etc.), mais aussi o0sseuses
(ostéomyélite), digestives (entérocolites postbamtiques), septicémiqueS.epidermidisin
agent de plus en plus fréquent d'infections nosaaesi8].
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[1.8.6.b-2- Les Streptocoques

lIs sont subdivisés selon les études phylétigues en trois genres majeurs: le
genreStreptococcuscorrespondant aux especes d'intérét méaicaparticulier
S.pyogeneggroupepyogenes), et a celles de la cavité onale@mprennent les especes-
hémolytiques (groupeviridans), le geritaterococcugqui rassemble les especes de la flore
intestinale de I'homme et de certains animaux (@ga@ntérocoques), et le geactococcus

propre aux especes lactiques (groupe lactique).

Les Streptocoques sont des cellules ovoidekériques ou quelquefois allongées
en fuseaux, se divisent sur un seul planr foumer des paires ou des chainettes. Ce
sont des anaérobies aérotolérantes c'est-aidoapables d'utiliser |'oxygéne mais se

multiplient en sa présence, se cultivent biersdare atmosphére contenant du CO2.

Les especes du premier groupe, peuvent régponsables d'infections de gravité
variable.S.pyogenesest un hote inconstant du rhino-pharynx dedividus en bonne
santé et peut déterminer des infections ajgude la sphere ORL (angines
érythémateuses, scarlatine, rhinites, sinusit#es), de la peau et des muqueuses
(érysipele, impétigo, pyodermite), des compioma non suppurées (rhumatisme

articulaire aigu, glomérulonéphrite aigué).

S.agalactiaeest un pathogéne pour le nouveau né ojedee enfant (méningite,
pneumonie, conjonctivite, otite). Le deuxiemeupe représente l'essentiel de la flore
microbienne de la bouche et des voies respies@upérieure§. mutangjui rassemble sept
especes dont le réle dans la carie dentaire esitdi$.oralis(huit espéeces) certaines de ces
especes sont isolées au cours d'infections puadent d'endocardites.

Les espéces du groupe des Entérocoques n'ont rpa®lelr important dans les
infections mais sont quelquefois isolées dans teeardites et les infections urinaires. lls
sont recherchés aussi comme indicateurs de amomation fécale des eaux de

consommation et des produits alimentaires [8].
[1.8.7- Les Antibiotiques
[1.8.7.1- Introduction

Pour de multiples raisons, il est apparile utt, dans certains cas indispensable,

de contréler le développement des microorgagssmcar certaines bactéries sont
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hautement pathogénes pour I'homme ou I'animal 'étfajlait tout naturellement se protéger
de leurs effets néfastes et empécher la transmidsi® maladies infectieuses.

Les bactéries ne sont pas seulement nuisgmes 'homme et I'animal, mais
d'autres produits, substances ou matériauxuvgme étre deétruits ou altérés sous I'effet
de leur multiplication: détérioration des pragualimentaires; plusieurs monuments d'un
grand intérét historique sont dégradésal@die de la pierfe les canalisations aussi

peuvent étre perforées.

Alors, il est devenu indispensable a I'hommde mener une lutte contre
I'envahissement des microorganismes, pour conssegebiens, son potentiel industriel, son

patrimoine artistique et poupfotéger son existentenéme.

Les moyens de lutte sont nombreux, les tagephysiques (température,
rayonnements...), les agents chimiques (métamxds$, chlore et dérivés, alcools...)
sont trés actifs mais nocifs, aussi bien pourbkestéries que pour les cellules humaines ou
animales. Mais il y a d'autres agents, pos#édane toxicité sélective ils s'opposent
a la multiplication bactérienne sans nuire aulules de I'hnbte, et sont utilisés pour cette

raison en thérapeutique, ce sont &atibiotiques [8].
[1.8.7.2- Définition

Qui s'oppose a la vie, terme crée par Waksmar(Cd]sont des substances chimiques
élaborées par des microorganismes; ces substarmesedent le pouvoir d'inhiber la
croissance ou le développement dautres microsgees (bactéries) [22], dans lesquelles
elles pénétrent en perturbant le métabolismd 8 en agissant spécifiguement sur une
étape essentielle de ce dernier [3], mais qot slépourvus de toxicité pour les autres

cellules humaines ou animales[23].

Le cadre des antibiotiques était limi@bord a des substances d'origine biologique
produites par des champignons, s'est élargi plus ¢ comprend actuellement d'autres

produits possédant la méme action antibactérienaes obtenus par synthese [18].

Selon leur formule chimique, la maniére ditgit agissent sur les
microorganismes et leurs effets cliniques, leshéotigues sont groupés en dix familles
(suivant les références): les béta lactamines, desinosides (ou oligosaccharides), les
phénicols, les tétracyclines, les polypeptidéss macrolides, les antituberculeux, les
antifongiques, les antimitotiques et les anfiimétiques [6, 8, 9].
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Le mode d'action des antibiotiques est, sbéctériostatigue (empéche le
développement microbien) essentiellement tétlams, phénicols, macrolides; soit
bactéricide (qui détruit les germes) les l&tamines, les aminosides, les polypeptides
[6, 5].

Chaque antibiotique posséde un spectreataciui est la flore microbienne sur laquelle
il exerce son activité bactéricide ou bactériogtadi il est d'autant plus large, ou étendu, que
le nombre des especes microbiennes sensiblegrastl. Le spectre d'action varie d'un

antibiotique a l'autre [6].
[1.8.7.3- Une découverte trés ancienne

'y a 3500 ans, les égyptiens consommaiesiramment et surabondamment
de la streptomycine naturelle, comme lindiquées analyses de squelettes de cette
époque. Avant 2500 ans, les chinois avaient ctingiae la creme de soja sur laquelle
s'étaient développées des moisissures était edficaitre les infections de la peau, et ils s'en

servaient couramment.

Il a été rapporté aussi que duransdaonde guerre mondiale, les prisonniers susse
des camps Allemands, qui acceptaient de maugerpain moisi, souffraient moins de

furonculose que les autres [11].
[1.8.7.4- Les premiers agents antibactériens

Apres la découverte du rble pathogene desobes, Pasteur s'est penché vers
I'immunologie et la préparation des vaccirBien que la recherche de nouveaux

médicaments antibactériens s'est poursuivie.

Vers 1909 wune notion de thérapeutigue auyem® de médicaments
"sélectivement toxiquespour les microbes sans endommager les celluleéshaées ou
humaines était introduite par Ehrlich[7], gracees dbservations effectuées sur la coloration

sélective des bactéries dans les préparationtissies infectés.

Suivant l'idée de la toxicité sélective, dembreux bactériologistes ont centré
leurs espoirs sur les colorants. Mais pendahisieurs années, les résultats des

expériences au moyen des colorants n'ont repmpe déception [8, 20].

Cependant, I'étude systématique des composganiques de synthése a conduit
Ehrlich & la découverte desar§phénaminds dérives arsenicaux actifs dans le
traitement de la syphilis, leur chef de file était Balvarsar8, 9].
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Plus tard, un certain Domagk en Allemagne siggalan colorant diazoique: la para-
sulfamidochrysoidine appeléProntosil' pouvait guérir les infections bactérienndss
souris grace a une véritable toxicité sélegtiet la seule fraction active est un corps
simple: le para-aminobenzene-sulfanylamide @ulfamidé [8, 20], c'était un dérivé des

acides sulfoniques, ditsSulfamide§ qui a été commercialisé en 1932 [11].

En moins de dix ans, plus de 5000 dérivés diammidie ont été synthétisés [8], mais

peu qui ont été utilisés en thérapeutique.
[1.8.6.5- La pénicilline

La connaissance du pouvoir bactériostatigiée certains microorganismes vis-a-vis
d'autres microorganismes avait déja été signaléePpateur et Joubert, tandis que l'ere

véritable des antibiotigues commenca en 1929 aleznifg [8].

Cette demi découverte de Fleming ne cummétée que pres de dix ans plus tard par

d'autres chercheurs, qui déclenchérent enfin ldymtion industrielle des antibiotiques [11].

L'été de 1928, Fleming découvrit que ques boites étaient contaminées par une toute
petite tache verte qui se développait sur les rstdes Staphylocoques, I'espace environnant

la moisissure devenait claire, et les badépasemencées étaient inhibées.

Il conduisait ses recherches pour mieuxnadre la moisissure, c'étarenicillium
notatum— espéce bien connue des biologistes étudiantdgétaux microscopiques — qui

secrétait un suc capable de détruire différenteehas.

Il testa alors le suc sur une goutte de sangidesianimaux de laboratoire, puis sur un
homme volontaire (son assistant Stuart Craddockyr mléduire enfin que le suc du
Penicillium qu'il nomma Pénicillin€’, n'était pas nuisible a 'homme, en ples son

action destructive vis-a-vis des bactéries patheg¢t2,20].

En Juin 1929, Fleming publia son premi&moire sur la pénicilline, mais son rapport
passa presque inapercu et n'attira que tres petteni@an. Pour plusieurs raisons,
principalement la difficulté d'obtenir la péiine pure du fait de son instabilité [21]
en plus, plusieurs chercheurs avant Fleming avaiservé ce phénoméne, ainsi que

l'utilisation en thérapeutique avait méme éte psep{5].

Dix ans plus tard, en 1938 deux cherchele I'université d'Oxford: Florey et Chain

avaient utilisé de nouvelles méthodes pour iso&erpénicilline. lls I'avaient obtenue
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extrémement pure et active un million de fakis que celle employée par Fleming

dans ses premiéres expériences, mais en quanstdisantes.

En Février 1941, ils réussirent a extraire le enntd'une cuillere de pénicilline jaune
(ou pure), toujours insuffisante pour sauver la dlan malade ayant une infection

bactérienne.
En collaborant avec les américainsagtes une année de recherches, ils rapportérent
ce qu'ils

n‘avaient pas réalisé [12]: produire la pénicillimm grandes quantités et éprouver
cliniquement sa valeur thérapeutique, ce qui a {geson utilisation par les armées alliées

pendant la seconde guerre mondiale[20].

Fig9: a- Un Pénicillium (forme de pinceau) observé acrascope.
b- vue macroscopique du champignon sur boite.
c- Sir Alexander Fleming.

Pour répondre a la demande croissante aliseé une meilleure rentabilité,
d'autres procédés avaient été utilisés, ipua étre découvert une espéce dériveée avec
un meilleur rendement en pénicilline, peu aprea ité trouvé de nouvelles substances

nutritives favorisant la culture et le rendementadmoisissure [12].

A partir de 1939 et pendant une vingtallanées, des centaines d'antibiotiques ont
été isolés surtout a partir d'actinomycetes. sMaepuis 1965, c'est la période des
antibiotiques semi-synthétiques ayant un spectractidité élargi par rapport aux

antibiotiques naturels.

Leur utilisation clinique, des la fin de lpremiére moitié du XXsiecle, a

radicalement modifié le pronostic des maladiescid@ses d'origine bactérienne [8].
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Ainsi, et parla découverte de la péniadlif’homme espérait qu'il pourrait gagner
la guerre contre les maladies infectieuses [12] dertaines avaient été parmi les fléaux les
plus redoutés de I'humanité et qui avaientdpeleur importance dans de nombreuses

parties du monde [20]. Cependant un problemeitg¥tsenté: la résistance!
11.8.6.6- Mode d'action des antibiotiques et Résiahce bactérienne

Des docteurs dans un hépital en Australmoorterent en 1948 que certaines bactéries
semblaient étre plus puissantes que la pémici Une nouvelle question s'est imposée
désormais: comment ces bactéries pouvaiers @kchapper a l'action destructive de la

pénicilline? [12].

A la différence des antiseptiques, les antibiagagissent sur des cibles bactériennes
précises, a des concentrations mille a dikenfois plus faibles que les antiseptiques.
Chaque famille d'antibiotiques regroupe un na@mide molécules trés variable, ayant

une structure de base identique.

Cértaines molécules altérent la structure desthiasten inhibant la formation de leur
paroi: cas de$-lactamines, des glycopeptides et de la fosfomyajue bloquent différentes
étapes de la voie de synthese du peptidoglycanenalesorganisant leurs membranes (cas

des polymyxines).

D'autres, comme les aminoglycosides, lesadgtlines, les phénicoles, les
macrolidgs, les lincosamides et les streptagres, qui se fixent sur le ribosome
bactérien inhibant différentes étapes de la systh@®téique. La synthése des acides
nucléiques (ADN et ARN) peut aussi étre perturbgéelgs antibiotiques: cas des sulfamides,
du triméthoprime, des quinolones, des rifamyciriees nitro-imidazoles [1,17].

En revanche, les bactéries avarent/e les moyens pour résister et par conséquent,
eviter l'action des antibiotiques, et se développer présence d'une concentration en
antibiotique significativement plus élevée que edlabituellement active sur les souches de

cette espece.

Il faut distinguer la résistance innému naturelle, de la résistance acquise
apparaissant chez des bactéries sensiblesaatikiotiques. Celle-ci, correspond a une
adaptation des bactéries aux antibiotiquesesfuilue soit a des mutations, soit a la présence

de nouveaux génes portés par des plasmides otadepasons.
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La résistance par mutation chromosomique ne coacgu'un faible pourcentage des
souches isolées en clinique; par contre la régistdforigine plasmidique est beaucoup plus
fréquente, découverte a la fin des années 50,@anJala suite d'une épidémie de dysenterie
bacillaire [17].

Schématiquement, les mécanismes généraux qui fteninaux bactéries de résister a

un antibiotique:

Parimperméabilitédes bactéries, aulactamines qui concerne uniquement les bactéries a
gram négatif (principalement lédsseudomongspeut étre due a une diminution quantitative
des canaux de transport hydrophiles (porin@s)une modification de la structure de ces
porines ou des LPS (lipopolysaccharide), ces aitdrs sont consécutives a une mutation
dans le génome bactérien, et elles affectent ass@zent le passage d'autres antibiotiques,

chloramphénicol, quinolones, tétracyclines: c'es Ke€sistance croisée.

Parinactivation de [l'antibiotique action enzymatique sur le-lactamines par
ouverture du Cycl@-lactame, qui est le mécanisme principal régistance des bactéries
a ces antibiotiques, ce sont gelmctamases. Parfois leur synthése est augmeni@e&sence
dep-lactamines, I'enzyme alors est inductibles(cke la pénicillinase d&aphylococcus

aureus.

Par altération de la cible cellulaire BEntibiotique, ou modification de la cibkur
laquelle se fixe l'antibiotique cas dekctamines se fixant sur les PLPs (protéides
liaison aux pénicillines), essentiellement oleéer chez les bactéries a gram positif, ou

la synthése de molécules ayant une faible affpoidr les antibiotiques. [1, 17]
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Chapitre -11I- Partie expérimentale

[ll. L'étude chimique des deux especesAmmoides atlantica et Ranunculus Bulbosus
l11.1. L'étude chimique de I'espéce: Ammoides atlantica
[ll. 1. 1. La matiére végétale
La matiére végétale a été récoltée durant le awigiin 2004 des environs de la ville
de Sétif, nous n‘avons pris en considération gupdeties aériennes de la plante.
L'opération de séchage est effectuée dans l'orabtein de I'humidité, la masse de la plante
était de 700g.
lll. 1. 2. Description botanique de la plante
Plante annuelle gréle a souche filiforme, a tigs ramifiée de (10 - 40) cm, sans
rosette de feuilles basales, feuilles inférieurétioftes a nombreux segments multifides
verticillés, les supérieures pennatifides a segménéaires. Ombelles principales a (8-15)
rayons fruits ovoides de moins de 1 mm de long-gsapelouses, forets. CC dans toute

I'Algérie, son nom dans le méditerrané est trachyaspna boiss. [1,2]

Figl0: une photo de la planfemmoides Atlantica
[ll. 1. 3. Place dans la systématique
Embranchement Spermaphytes

Sous embranchement Angiospermes

Classe: Dicotylédones
Sous classe Rosida
Famille Apiaceae
Sous famille Apitdeae
Ordre: Apiales
Genre Ammoides
Espece Atlantica
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[I. 1.4. Extraction

Apres le broyage de la plante (700 mg), la matighgétale obtenu est mise a une
macération dans une solution de méthanol chaudsjusgpullition (HO:MeOH/ 30/ 70),
cette macération est répétée 3 fois avec renomvetiedu solvant, elle dure dans chaque fois
24 heures.

Apres concentration sous vide a (35-50) °C, l'éxtraéthanolique obtenu est diluée
avec 700 ml d'eau distillée (a raison de 1 litrerhiokg de matiére séche), la solution est
laissée une nuit puis filtrée.

La phase organique est séparée paoiporation de 200ml d’Acétates d’éthyle cinq
fois au filtrat.

La masse de I'extrait brut d’AcOEt &tha 3,59.
-La phase aqueuse a subi une extraction troisdeéx le n-butanol, la masse de I'extrait
butanolique était de 22,77g.

Sur I'extrait d’AcOEt on a effectué dests chromatographiques sur couche mince,

les résultats de ces tests sont représentés sur

AcOET :MeOH AcOET :MeOH
9:1 8:2

Figll : Chromatographie sur couche mince de I'extraétaes d’Ethyle de I'espéece

Ammoides Atlantica
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Le protocole d'extraction est résumé dans la figureante :

la masse de I'espéce
Ammoides atlantica
M= 700g

MeOH (70%) x3, avec
renouvellement du
solvant a chaque fo

|| Extrait méthanoliat ||

- dilution avec I'eau (700 ml) l

- filtration

- décantation avec | Le filtrat

5x200ml d’AcOEt v

|| La phase aqueuse | || La phase organiqu%l

décantation avec
3 x 200 ml n-Butanol

- séchage par
hygroscopie NaSOx
- filtration

-conc T=35 °C

| La phase organique

- séchage par
hygroscopie NaSOx
- filtration

- conc T=35°C

Extrait butanolique Extrait d' ACOEt
m=22,779 ‘ m = 3.5 \

Shéma 1: Protocole d’extraction de I'espéce « Amdes atlantica »
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[ll. 1.5. Séparation chromatographique des deux exaits (AcOEt) et (butanol) :

Avant de commencer les opérations de séparatioa,effectué des tests analytiques
préliminaires pour les deux extraits (AcOEt, butiret ceci en utilisant le systeme
chromatographique suivant :

Chromatographie sur couche mince de polyamideliddmensionnelle.
1% dimension : 3 :3 :4 - méthanol : méthyle éthyl®né : toluéne.

2°M dimension : 1 :3 :3 :13- acétyle acétone : métbiyle cétone : méthanol : eau.

13:3:3:1

4:3:3

Figl2 : Chromatographie bidimensionnelle I'extrait d’ AeCde I'espécdAmmoides
atlantica

13:3:3:1

4:3:Z

Figl3 : Chromatographie bidimensionnelle I'extrait budkeue de I'especAmmoides
atlantica

On remarque une similitude entrediesx chromatogrammes, ce qui signifie le non

nécessité d'une étude comparative entre les deux.
Et d’apres le chromatogramme 5 on remarque qugsterse est adéquat pour la séparation
du maximum des produits de cette plante.
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[ll. 2. L'étude chimique de I'espéceRanunculus Bulbosus
[11.2.1. La matiére végétale :

La matiere végétale a été récoltéartue mois de mai 2006 des environs de la ville
de Oued Ségene wilaya de Mila, nous n‘avons preoesidération que les parties aérienne de
la plante.

L'opération de séchage est effectués ambre, et loin de I'humidité, la masse de la
plante était de 350 g.

[1l. 2.2 Description botanique de la plante :

Lesranonculacée®u ranunculacéesont une famille de plantes dicotylédones selon
Watson et Dallwitz, elle comprend 1500 especesrtiégaen 50 genres parmi lesquelles:
Aconitum ou Aconits, Actaea ou Actées, Adonis owoAd, Anémone ou anémones, Nigélla
ou nigelles, Pusatilla, Ranunculus ...Etc. [3]

Ce sont des plantes herbacées (quelques arbudieses), annuelles ou pérennes,
rhizomateuses ou tubéreuses, elles poussent dangdmns froides a tropicales, avec un
maximum dans les régions tempérées de I'hnémisploede I'especdkanunculus bulbosiest
une plante Sépales étalés. Souche non bulbeudkedaenférieures peut agonales tres grandes
(8-12cm) — lobées, mais toujours de contour artdBli

Plante tres puissante, pouvant dépasser 1m- liemides—tres abondante dans le
tell, mais elle est rare ailleurs, son nom danudd de la méditerranée est «kef el

djeranna »[1].

Fig 14: Photo De La PlantRanunculus bulbosus
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[11.2.3. Place dans la systématique

Regne Plantae

Sousregne Tracheobionta
Division Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Souselasse Magnoliidae

Ordre Ranunculaces
Famille Ranunculaceae
Genre Ranunculus
Espece bulbosus

[I. 2.4. Extraction

Apres le broyage de la plante (35§),na matiere végétale obtenu est mise a une
macération dans une solution de méthanol chaudijusgpullition (HO:MeOH/ 30/ 70),
cette macération est répétée 3 fois avec renomvetiedu solvant, elle dure dans chaque fois
24 heures.

Apres concentration sous vide a (Bb%, I'extrait méthanolique obtenu est diluée
avec 350 ml d'eau distillée (a raison de 1 litrerhiokg de matiére séche), la solution est
laissée une nuit puis filtrée.

La phase organique est séparéeipeorporation de 200ml d’Acétates d’éthyle cinq
fois au filtrat.

La masse de l'extrait brut d’AcOHittle 2,39g.

-La phase aqueuse a subi une extraction troisdeéx le n-butanol, la masse de I'extrait

butanolique était de 7,7g.
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Le protocole d'extraction est résumé dansS¢héma lll. 22

la masse de I'espéce

Ranunculus Bulbos$
M= 350c

MeOH (70%) x3,avec
renouvellement du
solvant a chaque fois

Extrait méthanolique

- dilution avec I'eau (350 ml)

- filtration
Le
filtrat

- décantation avec
5x200ml d’AcOEt l

La phase organique

La phase aqueuse

décantation avec
3 x 200 ml n-Butanol ,
- séchage par

hygroscopie NaSOx
. - filtration
La phase aqueuse La phase organique _conc T= 35 °C

- séchage par hygroscopie
Na, SO,
- filtration

- conc T= 35°

Extrait d’AcOEt
m = 2,39

Extrait butanolique
m=7,79

Schéma 2 Protocole d’extraction de I'espéBanunculus bulbosus
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Chapitre -1V- Les tests biologiques

IV. Tests biologiques :

IV.1.Activité anti inflammatoire:

IV.1.1. Méthode: cedéme a la carragénine chez la souris selon Lety

Peser les souris : calculer le poidyen avec homogénéisation des lots.

Constitution des lots : 5 lots
3 lots test et 1 lot (eau physiologique)
1 aspirine 250 mg/kg.

IV.1.2. Préparation des solutions :

Préparation des substances test {@olphysiologique de préférence) : vérification
de la teneur en extraits végétaux.
Si la matrice des substances test est complexey, lmotomposition pour le témoin.
IV.1.2.1. Préparation de I'Acide acétyl&alicylique (ASS) :
Détermination du poids moyen des souris.
Ex : poids moyen 20 g
Dose souris 250 mg x 20 g/ 1000 g = 5 mg.
Volume administré 0.5 ml.
Solution & administrer 10,6 mg/ml
Préparation de 50 ml de solution
Quantité d’aspirine a peser : 50 ml x 10,6 mg/rBB8 mg
Peser poudre ASPEGIC environ 1 060 mg a solubilisers 50 ml (possible probleme de
solubilisation).
IV.1.2.2. Préparation de I'eau physiologue :
Volume a préparer un litre.
Solubiliser 9 g de NaCl dans un litre d’eau di&sll
IV.1.2.3. Préparation de solution de carrgénine :

Titre de la solution : 1%
Volume a préparer : 2,5 ml
Peser 25 mg de carragenine a solubiliser progess&nt dans 2,5 ml
Remarque : possibilité¢ d’ajouter 10 mg d'oxalate de Na afinauymenter le pouvoir
inflammatoire.
IV.1.3. Protocole expérimental :

IV.1.3.1. Constitution des lots :

Chaque lot comporte 12 souris : retéhala fin du test.
45



Chapitre -1V- Les tests biologiques

Peser les souris : calculer le poids moyen avemlgémeisation des lots
Constitution des lots : 5 lots
03 lots test (substances a tester)
01 lot témoin (eau physiologique)
01 aspirine 250 mg/kg
Chaque lot est localisé dans une cage étiquetée.

IV.1.3.2. les administrations :

IV.1.3.2.1. administrations des substanse tester (lots test)
Administration a '
Voie orale : sonde de gavage
Volume administré : 0,5 ml
IV.1.3.2.2. administrations de I'Acide adgle Salicylique (lots référence

Administration a
Voie orale : sonde de gavage
Volume administré : 0.5 ml

IV.1.3.2.3. administrations du témoin (lotsest)
Administration a
Voie orale : sonde de gavage
Volume administré : 0.5 ml

IV.1.3.2.4. injection de la carragénine (tailes lots) :
Administration a T = 30 mns pour chaque lot.
Administration intra plantaire (patte droite)
Volume 0.025 ml.
IV.1.3.2. injection intra plantaire de I'eau physblogique (tous les lots) :
Administration a T = 30 mns pour chaque lot.
Administration intra plantaire (patte gauche)
Volume 0.025 ml.
IV.1.3.3. sacrifice des animaux :
Suffocation au chloroforme a T = 3,5 heures
Coupure des pattes immédiatement
Disposition sur une grille d’identification
IV.1.3.4. peser les pattes :
Sur balance analytique

Résultats sur tableau avec calcule du poids deehaed
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Poids de I'cedeme = poids pattes droite — poide jgaitiche

IV.1.3.5. Calcule du pourcentage d’inhibition :

% d’inhibition = poids de I',edeme (témoin) — poids I'oedéme test / poids de I'cedeme

(témoin)

2/ comparaison statistique des moyennes des peileedeme entre tests et référence.
IV.1.3.6. Résultats:

IV.1.3.6.1. Identification de I'essai : lot Témoineau physiologique)

Numéro de| Poids patte droite| Poids patte gauchq Poids de I'cedeme
souris (mg) (mg) (mg)

01 142.0 123.4 18.6

02 165.4 138.5 26.9

03 197.5 134.5 63

04 146.0 102.0 44

05 160.8 118.9 41.9

06 140.4 137.6 02.8

07 175.8 138.3 37.5

08 126.1 114.4 11.7

09 149.4 115.3 34.1

10 149.2 144.4 04.8

Moy = 28.53

Tableau 01: Identification de I'essai : lot Témoin (eau physigique)

IV.1.3.6.2. Identification de I'essai : lot de réféence (Aspirine)

Numéro de| Poids patte droite| Poids patte gauchd Poids de |'cedémsq
souris (mg) (mg) (mg)

01 131.1 121.2 09.9

02 128.7 117.1 11.6

03 118.7 95.8 22.9

04 116.4 115.9 00.5

05 1354 138.8 -03.4

06 106.7 106.5 -02.8

07 134.3 123.1 11.2
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08 120.6 124.2 -03.6
09 161.7 140.4 21.3
10 092.4 090.5 01.9
Moy = 6.95

Tableau 02 Identification de I'essai : lot de référence (Asm)

% d’inhibition = poids de I',edeme (témoin) — poide I'cedéme test / poids de I'cedeme
(témoin)

% d'inhibition = (28.53 - 6.95) / 28.53 = 75%

IV.1.3.6.3. ldentification de Il'essai: lot 01 (extrait butanoligue de I'especeémmoides

atlantica).

Numéro _ _ Poids patte gauchd Poids de I'cedeme
de souris Poids patte droite (mg) (mg) (mg)

01 163,5 151.4 12.5

02 142.0 135.6 06.4

03 153.7 146.7 07.0

04 149.8 134.9 14.9

05 158.9 158.4 0.5

06 145.1 129.4 15.7

07 152.0 153.6 -01.6

08 146.8 121.5 25.3

09 153.3 147.8 04.5

10 193.3 179.9 13.4

Moy = 9.86

Tableau 03: Identification de I'essai: lot 01 (extrait butdigue de I'especéAmmoides
atlantica)

% d’inhibition = poids de I'cedeme (témoin) — podksl’cedéme test / poids de 'cedeme
(témoin)

% d’inhibition = (28.53 - 9.86) / 28.53 = 65.44 %
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IV.1.3.6.4. Identification de I'essai : lot 02extrait Acétates d’éthyle de I'espeemoides
atlantica)

Numéro de| Poids patte droite| Poids patte gauchq Poids de I'cedemg
souris (mg) (mg) (mg)

01 159.0 114.6 44.4

02 131.8 110.6 21.2

03 156.9 131.7 25.2

04 163.3 167.9 -04.6

05 173.1 157.3 15.8

06 165.2 144.1 21.1

07 141.3 134.0 07.3

08 125.9 115.3 10.6

09 147.7 130.9 16.8

10 142.7 137.4 05.3

Moy = 16.31

Tableau 04: Identification de I'essai lot 02 (extrait Acétagthyle de I'especAmmoides

atlantica)
% d’inhibition = poids de I',edeme (témoin) — poids I'oedéme test / poids de I'eedeme

(témoin)
% d’inhibition = (28.53 - 16.31) / 28.53 = 27.96%
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IV.1.3.6.5. Identification de [I'essai: lot 03 (extrait Acétates d'éthyle de I'espece

Ranunculus bulbosu}

Numeéro
de Poids patte droite| Poids patte gauchg Poids de I'oedéme
souris (mg) (mg) (mg)
01 149.9 145.7 04.2
02 157.5 154.4 03.1
03 167.4 145.7 21.7
04 156.1 143.3 12.8
05 186.2 168.6 19.6
06 127.8 132.8 -05
07 108.3 129.5 21.2
08 153.2 154.7 -01.5
09 1921 145.7 46.4
10 157.7 164.1 -6.4
Moy = 11.61

Tableau 05 Identification de l'essai: lot 03 (extrait Acétatal’éthyle de I'espece

Ranunculus bulbosu}
% d’inhibition = poids de I',edeme (témoin) — poids I'oedéme test / poids de I'cedeme

(témoin)
% d'inhibition = (28.53-11.61) / 28.53 = 28.12%
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Les résultats des tests obtenus sont regroupéprésentés sur I’histogramme suivant :

B0

T5%
70 44
&0
50
40
a0 27,86% 28,12 %
20
10 0%
0 T T T
1 2 3 1

an
L]
=
=
&

le pourcentage de
protection

groupesd'animaux

1- contrdle

2- I aspirine

3- extrait butanolique de I'espééenmoides atlantica

4- extrait d'acétates d’éthyle de I'espeésmmoides atlantica

5- extrait d’'acétates d'éthyle de I'esp&Ranunculus bulbosus

Histogramme 01 : variation des pourcentages d’inhibition en fonctioles groupes
d’animaux qui ont recu un extrait spécifique
IV.1.4. Discussions :

On remarque que l'extrait butanolique de pgé&e Ammoides Atlanticaa donné une
activité anti-inflammatoire maximale @®&.44 %, par rapport aux deux autres extraits : extrait
Acétates d’'éthyle de I'espédanmoides Atlantica27.96%) et I'extrait Acétates d’éthyle de
I'espéce Ranunculus bulbosus(28.12%). Et en plus son activité anti-inflammatoire est
proche de la réféerenc@Aspirine a 75%), ce qui nous oriente a tester l'activité anti-
inflammatoire des produits séparés et identifiesatextrait.

IV.2. Activité antibactérienne :
IV.2.1. Protocole du test d’activité antibactériene des extraits les extraits testés sont :
Extrait butanolique de I'espedanmoides atlantica.
Extrait Acétates d’éthyle de I'espedenmoides atlantica.
Extrait méthanolique de I'espegenmoides atlantica.
Extrait Acétates d’éthyle de I'espéRanunculus bulbosus.
Extrait butanolique de I'espe&anunculus bulbosus
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Lafigure 15montre le protocole du test d’activité antibaieténe.

IV.2.1.1. Préparation des disques de papiers buvardR] [3]:

Le choix du papier buvard se fait par rapporta $paisseur et a sa qualité
d’absorption(apres plusieurs essais).

- Découper le papier buvard sous forme de disquesi{@le diametre).

- stériliser au four Pastearl70°C pendant 2 heures.

- Verser dans les conditions d’asepsie totales qumentité suffisante de chaque extrait
(butanolique, de l'acétate d'éthyle, et méthanajqudes deux especes de plantes:
Ammoides atlanticaet Ranunculus bulbosusapres leur stérilisation a froid par filtration e
utilisant des filtres seringues dont le diamétre pleres est de 0.2um dans des boites de Pétri
stériles.

- Imprégner les disques du papier buvard dansdissdprécedentes a raison de 4 disques par

extrait et par boite.

- Laisser un temps de contact (d’absorption).

- Récupérer les disques a I'aide d’une pince sténiéttez les dans une autre boite de
Pétri stérile.

- Sécher les disques a 1'étuve 37°C pendant 30tesnu

- Stériliser les disques sous UV (ultra violet) 284 pendant 20 mn a une distance de 20 cm

[2,3].

IV.2.1.2. Préparation du témoin[2] [3] :

Nous avons procédés avec la méme technique enlaganp chaque extrait par son
solvant d’extraction.

IV.2.1.3. Préparation de la suspension des souchass référencel2] [3] :

IV.2.1.3.1. Souches cibles utilis& une souche bactérienne a Gram positif et deux &such

a Gram négatif :

1 Staphylococcus aure@$923 ATTC. (Gram +)
2Pseudomonas aeruginoa853 ATTC. (Gram -)
3Escherichia coli25922 ATTC. (Gram -)

IV.2.1.3.2. Origine :

Les souches nous ont été fournies par le laboeatogntral de bactériologie
meédicale « CHU BATNA ».

IV.2.1.3.3. Vérification de la pureté des souches :

Nous avons vérifié la pureté des souches de r&féreibles par observation

microscopique.
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IV.2.1.4. Inoculum : [4]

- A partir d'une culture pure de t8ures sur milieu d’isolement, racler a l'aide
d’'une anse de platine quelques colonies bien is@éparfaitement identiques.

- décharger 'anse dans 5 a 10 ed’physiologique stérile a 0,9%.

- bien homogénéiser la suspensi@actdoienne, son opacité doit étre équivalente a
0,5 Mc Farland (illustré dans le control de I'inbgm) ou a une DO de 0,08 a 0,10 lue a 625
nm.

- L'inoculum peut éapisté en ajoutant soit de la culture s’il est ti@ple, ou bien

de I'eau physiologique stérile s’il est trop fort.

- L’ensemencement doit se faire dans lesnirutes qui suivent la préparation de

l'inoculum.

IV.2.1.5. Contréle de I'inoculum[4] :

- Préparer I'étalon 0,5 Mc Farland, en versant B 8'une solution de Baglhydraté
a 1% (10 g/l) dans une éprouvette de 100 ml. Cotaplgé 100 ml avec du430, a 1% (10
ml/l) Ainsi préparé il doit avoir une DO de 0,094 lue a 625 nm.

- Aliquoter la solution en volumes de 10 ml, damrs dubes identiques a ceux qui
serviront a la préparation des inoculums (le nonaéiquotes sera fonction du nombre de
manipulateurs).

- Sceller ces tubes de fagon a éviter toute évéipargpara film, ruban adhésif).

- Repérer le niveau du liquide a I'aide d’'un manguet le contréler régulierement en
prenant la densité optique.

- Conserver les tubes a température ambiante éaba lde la lumiere (papier
aluminium).

- Homogénéiser le tube étalon avant de le comggalfgroculum préparé:

L’inoculum doit avoir la méme turbidité que I'étalo
IV.2.1.6. Ensemencement [3]
- Milieux utilisés
Géloses Muller Hinton (MH), coulées en boitedééri sur une épaisseur de 4 mm

(Les géloses sont séchées avant emploi).
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- Milieu Muller-Hinton :

-Composition : (g/l d’eau distillée) [89]

eInfusion de viande de bceuf déshydratée.......... 300 g
eHydrolysat de caséine.............ccoocevvvivennnnn. 1759
CAMION. .. e e 15¢9
O A . e 179

pH final : 740.2

- Tremper un écouvillon stérile dans la suspenbawmiéerienne.
- L’'essorer en le pressant fermement (en le todyrsam la paroi interne du tube, afin de le
décharger au maximum.
- frotter I'écouvillon sur la totalité de la surlkagélosée, seche, de haut en bas, en stries
serrées.
- répéter I'opération deux fois, en tournant latbaie 60° a chaque fois sans oublier de faire
pivoter I'écouvillon sur lui-méme. Finir 'ensemeament en passant I'écouvillon sur la
périphérie de la gélose.
- le nombre de boites ensemenceées est en fonatiamdhbre des extraits a tester par souches
cibles.
- chaque boite doit étre séparé en deux compartileepremier pour déposer le disque de
I'extrait a tester et le deuxiéme c’est pour le dém
IV.2.1.7. Application des disques [4]

- Nous avons utiliser une pince stérile pour ap@igles disques a la surfaces des
milieux déja ensemencés a raison d’'un seul disguehdque extrait et du témoin par souche
cible et par boite de pétri . Sans oublier de mardgicompartiment du témoin.

- les boites de pétri sont placées a 4°C pendartugs puis incuber a 37°C.

54



Chapitre -1V- Les tests biologiques

IV.2.1.8. Lecture :[4]
S'’il y a une activité ; mesurer avec précisiongieametre des zones d’inhibition a

I'aide d’'un pied a coulisse métallique.

Anse de platine ]
Ecouvillon

: O |4, /(3) ! i

a > Homogén%iser s i : x/
(o8} w0 ; 4
& ( } Au vortex

Prélever a I'aide d'une anse de Degidle contenu de imbiber I'écouvilldans la suspension,

v

Platine stérile des colonies pures  I'ansesd@au physiologique et I'essorer puis [ter sur la totalité
Stérile. de la surface des boites a deux
Compartiment contenant le milieu MH.
Application des bandelettes sur le milieu

MH déia ensemencé par la souche.cible

4 7
ApréE‘ Zéchage et 7 (5)
/J

Stérilisation a 'uVv

Aprés séchage €

&
-

Nt
Stérilisation a 'uv 5
et

Imprégner les disques dans I'extrait. Ilgner les disques du témoin dans

le solvant d’extriact stérile.

Incuber & 37°C pendant
24 & 48heurs.

Lecture ﬂ
En cas d’activité ; Mesuavec précision, le diametre des zones d’inbitit
A l'adi'un pied a coulisse métallique.

Figure 15: Protocole du test d’activité antibactérienne suremiliquide.
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IV.2.2. Résultats:

Les résultats de ces tests sont représentdessphotos suivantes, les titres des figures

représentées dans le tableau 06

Les abréviations La signification

Fig.16 L’extrait méthanolique de I'espéd@mmoides atlanticaavec

Escherichia coli

Fig.17 L’extrait méthanolique de I'espéd@mmoides atlanticaavec

Staphylococcus aureus

Fig.18 L’extrait méthanolique de I'espéd@mmoides atlanticaavec

Pseudomonas aeruginosa

Fig. 19 L’extrait butanolique de I'espec&mmoides atlanticaavec

Pseudomonas aeruginosa

Fig. 20 L’extrait butanolique de I'espéc&mmoides atlanticaavec

Staphylococcus aureus

Fig. 21 L’extrait butanolique de I'espéc&mmoides atlanticaavec

Escherichia coli

Fig. 22 L’extrait d’acétates d’Ethyle de I'espééenmoides atlanticg

avecEscherichia coli

Fig. 23 L’extrait d'acétates d’Ethyle de I'espéfenmoides atlanticg

avecStaphylococcus aureus

Fig. 24 L’extrait d'acétates d’Ethyle de I'espéfenmoides atlanticg

avecPseudomonas aeruginosa

Fig. 25 L'extrait d'acétates d’Ethyle de I'espéc®anunculus

bulbosusavecPseudomonas aeruginosa

Fig. 26 L'extrait d'acétates d’Ethyle de I'espécRanunculus

bulbosusavecEscherichia coli.

Fig. 27 L'extrait d'acétates d’Ethyle de I'espéc®anunculus

bulbosusavecStaphylococcus aureus

Fig. 28 L’extrait butanoliqgue de I'espédeanunculus bulbosusvec

Pseudomonas aeruginosa

Fig. 29 L’extrait butanolique de I'espédeanunculus bulbosusvec

Staphylococcus aureus

Fig. 30 L’extrait butanolique de I'espedeanunculus bulbosusvec

Escherichia coli

Tableau 06: listes des abréviations des tests d’activité aotéaenne.
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Fig 23| Fig 17
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On remarque sur les figures des différertiaés des deux espéceAmmoides atlantica
et Ranunculus bulbosuBabsence de zones d’inhibition autour des disqogsegnés par ces
extraits ; A I'exception des disques des extraiisaboliques AB. E coli, AB.Staph, AB.
Pseudo, RB. E coli, RB. Staph et RB. Pseadmn remarque une petite zone d’'inhibition,
mais cette méme zone d’inhibition avec le méme dtegnest apparue autour du témoin (le
solvant) qui est le butanol, ce qui signifie quectivité est due a ce dernier et pas aux extraits.
On peut conclure que tous ces extraits @tlides deux especAsmmoides atlanticaet
Ranunculus bulbosusriont pas d’activité antibactérienne contre cestsouches qui sont :
Staphylococcus aure@$923 ATTC. (Gram +)
Pseudomonas aeruginoga853 ATTC. (Gram -)

Escherichia coli25922 ATTC. (Gram -)
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IV.3. Activité antifongique :
IV.3.1. Protocole du test d'activité antifongique @s extraits: les extraits testés
sont symbolisés comme suit:
- B : L'extrait méthanolique de I'espééenmoides atlantica
- C: L'extrait butanolique de I'espedanmoides atlantica
- D : Lextrait butanolique de I'espeéanunculus bulbosus
Les souches utilisées sont :
- Trichloro cutanum.

- Candi allicams.

IV.3.2. Protocole expérimental: [5]
1- Dissoudre le milieu de cultusabourauddans un bain marie a 80 °C.
2- Verser le milieu de culture dans la boite de pétri.
3- Laisser sécher.
4- Avec une Anse de platine, prélever les souchesdarg et mettez les au milieu de la
boite de pétri.
5- Stériliser les disques dans un autoclave.
6- Mettre sur les disques10 micro litre de chaquea@xtB, C et D leurs concentrations
est de 76 mg/ml.
7- Sécher les disques.
8- Mettez les dans les boites de pétri et fermer duggara film.
9- Laisser les boites de pétri dans I'étuve a 30éadant 24 heures.
IV.3.3. Résultats :
Les résultats de ces tests sont représentés syhtdes suivantes, les titres des figures

représentées dans le tableau 07 :

La figure La signification

Fig. 31 Trichloro cutanumavec les extraits :

B : L'extrait méthanolique de I'espec&mmoides
atlantica.

C: L'extrait butanoligue de I'especeAmmoides
atlantica.

D: L'extrait butanolique de [I'espéc&anunculus
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bulbosus

Fig. 32 Candi allicamsavec les extraits :

B: L'extrait méthanoligue de I'especdmmoides
atlantica.

C: L'extrait butanoligue de I'espéceAmmoides
atlantica.

D: L'extrait butanolique de I'espec&kanunculus

bulbosus

Tableau 07: listes des abréviations des tests d’activité amgique
v

On remarque sur les figures 31 et 32 des diiférextraits des deux especé&smmoides
atlantica et Ranunculus bulbosud;absence de zones d'inhibition autour des disques
imprégnés par ces extraits ;

On peut conclure que tous ces extraits @slides deux especAsmmoides atlanticaet
Ranunculus bulbosusriont pas d’activité anti-fongique contre ces deoxches qui sont :
- Trichloro cutanum

- Candi allicams.
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IV.3. Activité anti-oxydante : Détermination de I'activité anti-radicalaire de I'extrait
méthanoligue deAmmoides atlanticgar la méthode de DPPH (effet scavenger)
IV.3. 1. Le protocole expérimental :

L’activité anti-radicalaire a été évaluée,vitro, par le test de DPPH. Cette méthode
spectrophotométrique utilise le radical DPPH (8jghenyl-1- picrylhydrazyl) de couleur
violette comme réactif, qui vire au jaune, en pnésede capteurs de radicaux libres, et se
réduit en 2,2'-diphenyl-1-picrylhydrazine [6]. Cepermet de suivre la cinétique de
décoloration a 517 nm. Pour cela, 8D d’extrait methanolique de I'espéo&mmoides
atlantica) a été incubés avec 3 ml d’'une solution méthanoldpdPPH a 100 uM. Apres
une période d’'incubation de 15 minutes, les absmdma 517 nm ont été enregistrées. Les
résultats obtenus pour I'extrait testé ont été iex@ par rapport a ceux obtenus pour le
quercetine pris comme antioxydant de référencepdugcentage d’inhibition (I %) du radical
DPPH par I'extrait ddmmoides atlantica été calculé comme suit:
| % = [(AC — AE) / AC] x 100
AC: absorbance en absence de l'inhibiteur (contréggatif : DPPH seul)

AE: absorbance en présence de [linhibiteur (le cémtrgpositif: DPPH avec
I'extrait méthanolique de I'espedenmoides atlantica).

La concentration inhibitrice de 50 % de I'activdéd DPPH (IC50) de I'extrait a été
par la suite calculée a partir de I'équation quied@ine le pourcentage d’inhibition en
fonction de la concentration de l'inhibiteur. Edegté exprimée emg / ml et comparée avec
celle du quercetine.

On a commencé par la préparation de laisoltémoin (le DPPH seul) de concentration
égale a 0.14 mg/ml, et pour cela on a dessous ldeniPPH dans 100 ml d’eau distillée.

Pour obtenir les différentes concentratiaths la solution test: (la solution de
I'extrait méthanolique de I'esped@mmoides atlantica) pn a préparé une solution mere de
I'extrait méthanoliqgue de I'esped®@mmoides atlanticade concentratiorégale & 60 mg/ml,
puis on a effectué des dilutions successives (2@, 2, 1, 0.5, 0.25 et 0.12) mg/ml; on
appelle toutes ces concentrations de ces soluficigarées : concentrations externes (sans
DPPH), de chacune de ces solutions diluées orlavgr 30ul et y on ajoute 3 ml de la
solution du DPPH, la concentration de la solutiéauttante est calculé par la formule de
dilution suivante : ¢V,= G, V,
C; : la concentration de la solution a diluer (20352, 1, 0.5 et 0.25).
Vi.30ul
C, : la concentration de la solution résultante (sypezldition de 3 ml du DPPH)
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V2: 3 ml + 30ul = 3030l
Les concentrations des solutions résultantes sppél@es : concentrations internes (avec
DPPH).

Les concentrations des différentes solutions (m&®ret externes) sont représentées

sur le tableau 08 suivant :

Concentration externeConcentration interne
(I'extrait seul) (DPPH avec I'extrait)
20 0,198

5 0,0495

3 0,0297

2 0,0198

1 0,0099

0,5 0,00495

0,25 0,002475

0,12 0,001188

Tableau 08: les concentrations externes et internes dusiast’activité anti-oxydante de
I'extrait méthanolique de I'espécdmmoides atlantica

Puis on a passé aux mesures des absorbanadiffélemntes solutions ; on a commencé par
I'absorbance en absence de l'inhibiteC(: le contrdle négatif), la valeur donnée par le
spectrophotometre aprés deux mesures successicesteabsorbance était ge2.

L’absorbance de chaque concentration inteAte :(le contrdle positif) est mesurée elle
aussi deux fois et cela pour vérifier la reprochilité des résultats ainsi pour minimiser les
erreurs.

A la fin la moyenne des deux absorbances gitiai¢ lors de la détermination de I'IC 50.
Apres I'obtention des différents résultats ; omaad les courbes qui représentent la variation
des pourcentages d’inhibitioiis%) en fonction des valeurs des absorbances degolEmt
positifs AE).

IV.3. 2. Résultats et discussions :

- Les premiéres mesures des absorbances de chatit®ors interne ainsi que leurs
pourcentages d’inhibition (I %) sont représentésdestableau 09.

Le pourcentage d’inhibition est calculé avec lanfole déja donnée dans le protocole
expérimental | % = [(AC — AE) / AC] x 100

AC = 0,92 :absorbance en absence de l'inhibiteur (controgatifé DPPH seul)
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AE: absorbance en présence de [linhibiteur (le cémtrgpositif: DPPH avec

I'extrait méthanolique de I'espedenmoides atlantica).

Concentration internéLes absorbances dedses premiers pourcentages
(DPPH avec l'extrait) | premiersAE : le contrble| d’inhibition (I %)
(mg/ml positif
0,198 0,052 94,3478261
0,0495 0,054 94,1304348
0,0297 0,055 94,0217391
0,0198 0,091 90,1086957
0,0099 0,264 71,3043478
0,00495 0,282 69,3478261
0,002475 0,497 45,9782609
0,001188 0,538 41,5217391

AC =0,92

Tableau 09: Les premieres mesures des absorbances de chalgtien interne du test sur
I'activité anti-oxydante de I'extrait méthanoligde I'espéceAmmoides atlantica.

La figure 33 et I'histogramme 02 ; représentenpeetivement la courbe et I’histogramme qui
montrent la variation des premiers pourcentageshiitions (I %) en fonction des

concentrations internes.

IC 50 = 0,66511
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les premuers pourcentages d’mhibitions (I%o)

120
y=177,5x+68,09 _

100
o * /FE;D%BG/ *
60

4[}‘

20

D I I I T 1
0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25

les concentrations mternes

Fig. 33: la courbe qui montre la variation des premiargrpentages d’inhibitiond %) en

fonction des concentrations internes

Les premiers pourcentages d’inhibition

100
90
80
70
60
50
40
30
20
10 Les
0 - . . . . . . . concentrations
1 ) 3 4 5 6 7 3 internes

Histogramme 02 Histogramme qui montre la variation des premi@murcentages
d’inhibitions (I %) en fonction des concentrations internes
Les deuxiémes mesures des absorbances deeclsatution interne ainsi que leurs
pourcentages d’inhibition (I %) sont représentésdestableau 10.
Le pourcentage d’inhibition est calculé avacférmule déja donnée dans le protocole
expérimental | % = [(AC — AE) / AC] x 100
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AC = 0,92 :absorbance en absence de l'inhibiteur (controgatiié DPPH seul)
AE: absorbance en présence de [linhibiteur (le cémtrdpositif: DPPH avec
I'extrait méthanolique de I'espégenmoides atlantica).

Concentration interneLes absorbances deses deuxiemes
(DPPH avec l'extrait) | deuxiemes AE : le | pourcentages
(mg/ml) contrble positif d’inhibition (I %)
0,198 0,049 94,673913
0,0495 0,053 94,2391304
0,0297 0,058 93,6956522
0,0198 0,094 89,7826087
0,0099 0,258 71,9565217
0,00495 0,286 68,9130435
0,002475 0,501 45,5434783
0,001188 0,556 39,5652174

AC =0,92

Tableau 10: Les premieres mesures des absorbances de chalgtien interne du test sur

I'activité anti-oxydante de I'extrait méthanoligde 'espéceAmmoides atlantica.
La figure34 et 'Histogramme 03 représentent reBpement la courbe et I’histogramme qui

montre la variation des deuxiemes pourcentageshifditions (I %) en fonction des

concentrations internes.
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IC 50 = 0,64468
les deuxiemes pourcentages d'Inlibition
120
y=182,4x+ 67,60
100 5
o //w’ *
60
0 &
20
D [ I I I 1
0 0,05 0,1 0,15 0,2
les concentrations mternes

0,25

Fig. 34: la courbe qui montre la variation des premiersrpentages d’inhibitiongl %) en

fonction des concentrations internes

Les pourcentages d’inhibition

100

S0

Les

80
70
60
50
40
0
20
10
0 A T T T T T T T T
1 2 3 4 5 5] 7 8 9

concentratio
internes

Histogramme 03 Histogramme qui montre la variation des deuxnp®urcentages

d’inhibitions (I %) en fonction des concentrations internes.

- Les moyennes des deux mesures des absorbanckadgie solution interne ainsi que leurs

moyennes des deux pourcentages d’inhibition sgmésentées dans le tableau 11.
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Le pourcentage d’inhibition est calculé avadormule déja donnée dans le protocole
expérimental | % = [(AC — AE) / AC] x 100
AC = 0,92 :absorbance en absence de l'inhibiteur (controgatiié DPPH seul)
AE: absorbance en présence de [linhibiteur (le cémtrgpositif: DPPH avec

I'extrait méthanolique de I'espedenmoides atlantica).

Concentration interne (DPPH avetes moyennes des deltkes moyennes des deux
I'extrait) (mg/ml) absorbances pourcentages d’Inhibition
0,198 0,0505 94,5108696

0,0495 0,0535 94,1847826

0,0297 0,0565 93,8586957

0,0198 0,0925 89,9456522

0,0099 0,261 71,6304348

0,00495 0,284 69,1304348

0,002475 0,499 45,7608696

0,001188 0,547 1,38346979

AC =0,92

Tableau 11: Les moyennes des deux mesures des absorbancésqlee csolution interne

ainsi que leurs moyennes des deux pourcentagdstion.

La figure 35 et I'Histogramme 04 représentent respement la courbe et
I’'histogramme qui montre la variatiates moyennes des deypourcentages d’inhibition en

fonction des concentrations internes

IC 50 = 0,6549
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les pourcentages d'ihibition avec l'utilization des moyvennes
des deux abzorbances

y=1799%x+6/7,84 _

H00 +** /R2=/U,l—9ﬂ/ *
80 —
60

a0 &

20

D ! I ! ! 1

0] 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25
les concentrations internes

Fig. 35: la courbe qui montre la variation des moyennes deux pourcentages d’inhibition en

fonction des concentrations internes

100 0 519 ga - o

20 A
B0
70 A
a0
S0 A
40 A
30
20
10 A

0 4

des deux absorbances

71,63% g0 13%

les pourcentages d"mhibition

avec I'utilisation des movennes
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Histogramme 04: Histogramme qui montre la variatidasmoyennes des deypourcentages
d’Inhibition en fonction des concentrations in&sn

Puis on a effectué les mémes étapes pré@sdavec I'antioxydant de référence qui est le
guercetine, les concentrations interfe®PH avec le quercetine) sont représentées aves le

pourcentages d’inhibition sur le tableau 12.
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La concentration interne (mg/ml) | Les pourcentages d’'inhibition
(DPPH avec le quercetine) (1 %)

0,02 96,06

0,01 95,91

0,005 95,81

0,0025 94,72

0,0012 46,45

Tableau 12: les concentrations internéBPPH avec le quercetine) sont représentées aues le
pourcentages d’inhibition

La figure 36 et I'Histogramme 05 représentespectivement la courbe et I'histogramme

qui montre la variatiodespourcentages d’inhibition en fonction des conaditns internes.

IC 50 = 0,087681

Les pourcentages d’inhibiti
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y=1423 x+ 74,77
100 e ¢ Y RZ= *

80

60
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Les
concentrations
0 0,005 0,01 0,015 0,02 0,025 Internes

Fig.36 : variationdespourcentages d’Inhibition du quercetine en foncties concentrations
internes
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Histogramme 05 variation des pourcentages d’inhibition du quercetine en fonrctaes
concentrations internes

La concentration inhibitrice de 50 % de l'actividé@ DPPH (IC50) de notre extrait
méthanoliqgue de I'especdmmoides atlanticaest de 0,6549, et celle de I'antioxydant de
référence (lguercetinelest de 0,087681.

Les deux valeurs sont représentées dans le tabBau

(IC50) de notre extrait méthanoliqgue de I'espe¢BC50) de I'antioxydant de référence

Ammoides atlantica (le quercetine)

0,6549 0,087681

Tableau 13: les valeurs des IC 50

L’histogramme 06 représente la comparaison entpolvoir d’'inhibition de notre extrait et

celui du quercetine pris comme un antioxydant dereéce.
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1- L’extrait méthanolique de I'espédanmoides atlantica
2- Le quercetine
Histogramme 06 les valeurs des IC 50 de l'extrait méthanolique I'dspéce

Ammoides atlanticat celle du quercetine
D’aprés I'histogramme 06 ; I'extrait méthanolique BespeceAmmoides atlantica

une activité antioxydante avec une IC 50 égaléa4® supérieure 7.5 fois par rapport a celle
du quercetine qui est de 0,087681.
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Conclution général

L'homme a, de tout temps, utilisé ou tenté d'ailipour se soigner les produits a sa
disposition dans la nature. L'intérét des prodo@tirels comme principes actifs ou sources
d'inspiration pour la conception de nouveaux médarats découle de leur réle de médiateurs

de communication chimique dans le vivant, et dansaare vient notre présente étude.

Dans ce travail, nous nous sommes intéressés diffkrents meétabolites
secondaires issus de deux plantes différenteselAmmoides Atlanticaappartenant a la
famille des Apiaceaes du genfenmoides, |'autre ranunculus bulbosusappartenant a la

famille des renonculacées du geRanunculus

Apres extraction des parties aériennes des deuxeglavec trois solvants de polarités
différentes qui sont : le méthanol, I'acétate dyéglet le n-butanol ; on a effectué des tests sur
leurs activités biologiques a savoir : anti-inflaatoire, antibactérienne, antifongique et

antioxydante.

Les résultats obtenus de ces tests nous ont pelenconstater que les deux espéces
ont des propriétés anti-inflammatoires, notammeixtriait butanolique de [I'espece

Ammoides Atlanticagui a donné une activité anti-inflammatoire impotéa

Par contre dans le test de l'activité anti baetére et anti fongique; tous nos extraits
ne seraient pas actif sur les souché&taphylococcus aureug5923 ATTC. (Gram+),
Pseudomonas aerugino2d853 ATTC. (Gram -) eEscherichia coli 25922 ATTC. (Gram-

), Trichloro cutanuet Candi allicams.

Lors de la réalisation du test sur I'eité antioxydante de I'extrait méthanolique de
I'espéceAmmoides Atlanticace dernier a donné un bon pouvoir d’inhibition.

Et on perspectives on compte étudiereler des activités biologiques de ces deux
especes (les activités : antidiabétique, analgésigatiulcéreuse, cicatrisante...) afin de les
mieux explorer, et participer dans I'ouverture dhemin vers un médicament algérien a base

des plantes algérienne (le phytomédicament).
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Résumé

Ce travail concerne I'évaluation biologique deux espéces appartiennent a deux familléexmoides
atlantica de la familleApiaceae et Ranunculus bulbosudle la familleRanunculaceae Aprés extraction des
parties aériennes des deux plantes ; on a effdetméests sur les différentes activités biologiqleeses extraits :
méthanoliques, acétates d’éthyl et n-butanoliqugsxtrait n- butanolique de I'espeéd@mmoides atlanticaa
montré une activité anti-inflammatoire importankar contre dans le test de l'activité anti bactérée et
antifongique; tous nos extraits ne seraient paésaatles souchesStaphylococcus aure®5923 ATTC. (Gram
+), Pseudomonas aerugino2¥853 ATTC. (Gram -) etEscherichia coli 25922 ATTC. (Gram -)Trichloro
cutanumet Candi allicams. Lors de la réalisation du test sur I'activitéiaxgdante de I'extrait méthanolique de
I'especeAmmoides Atlanticace dernier a donné un bon pouvoir d’'inhibition.

Les mots clés Ammoides atlanticaApiaceaeRanunculus bulbosufRanunculaceae, Anti-inflammatoire, Anti-
bactérienne , Antifongique, antioxydante

Summary
The present work concerns the evaluatiowof $pecies belonging to two familiesmmoides atlanticaf

the family Apiaceae an®&anunculus bulbosusf anotherfamily Ranunculaceae. After the extraction of the
aerial parts of the two plants, we did many biatagitests of its Extracts: Methanolic, Acétatesttift and
butanolic. The butanolic Extract ofAmmoides atlantica gives a very important efficacity
anti-inflamatory. While all the extracts didn’t gent any efficacity against the types of bacteaisd parasites:
Staphylococcus aureug5923 ATTC. (Gram +),Pseudomonas aeruginosa7853 ATTC. (Gram -) et
Escherichia coli25922 ATTC. (Gram -)Trichloro cutanumet Candi allicams The methanolic extract of
Ammoides atlanticgives a important efficacity anti-oxidant.

Keys Words : Ammoides atlanticaApiaceaeRanunculus bulbosuRanunculaceae, Anti-inflammatory
Bacteries ,parasites, anti-oxidant
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