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Introduction

Introduction

Les plantes médicinales sont connues pour avoir un effet bénéfique et thérapeutique sur
I'organisme grace a leurs principes actifs. Au fil des siécles, les traditions humaines ont su
développer et utiliser leurs connaissances des végetaux dans le but d'améliorer la santé humaine
(Pomdio et Adon, 2017 ; Fouché et al, 2000).

Actuellement, des efforts importants sont dirigés vers I'exploration des extraits de plantes
comme sources alternatives ou complémentaires pouvant étre utilisées pour renforcer le
systeme immunitaire en cas d'infection fongique, bactérienne ou virale.Lesextraits de plantes
sont peu toxiques et facilement biodégradables et donc sains pourl'environnement (Okigbo et
Nmeka, 2005 ;Helle, 2006 ;Okigbo et Omdamiro, 2006).

Cupressus sempervirens L. ou le cypres vert est un coniféere de la famille des
Cupressacées originaires des régions tempérées chaudes de I'némisphére nord. Le nombre
d'especes incluses dans ce genre varie selon les auteurs de 16 a 30, voire plus. De nombreuses
especes sont cultivées comme arbres d'ornement. Le cypres commun est un arbre représentatif
de la flore mediterranéenne .1l est utilisé dans la médecine traditionnelle pour le soulagement
des douleurs de I'estomac, des inflammations, des maux de dents ainsi que pour traiter le diabéte
Raynaud J (2005).

Depuis leur apparition, les antibiotiques sont restés le moyen privilégié de lutte contre
les infections bactériennes. Cependant, du fait de leur utilisation anarchique, inadéquate et
abusive en santé¢ humaine et vétérinaire, on assiste aujourd’hui a I’émergence de bactéries multi-
résistantes (Livermore, 1995 ; Savard, 2003). La progression de la multi-résistance et
I’absence de réelles perspectives de découverte de nouveaux antibiotiques dans les années a
venir, nous a conduit a étudier I’efficacité des plantes a vertus thérapeutiques afin d’en isoler
les principes actifs. Nous avons donc choisi de tester I’activité antibactérienne de différents
extraits desfeuilles de Cupressus SempervirensL. (extrait aqueux, éthanolique et éthanolique)
sur les souches suivantes : Escherichia coli et Pseudomonas aeruginosa(bactéries a Gram -)
ainsi queStaphylococcus aureus(bactéries a Gram+). Cette étude a été précédee par
unerecherche des différents composants des différents extraits du cyprés par des tests

phytochimiques.

Ce manuscrit est structuré en deux parties :
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-La premiére est une synthése bibliographique qui est divisée en deux chapitres : le premier

traite des généralités sur la plante étudiée et le secondest porté sur le monde microbien.

-La deuxieéme partie est expérimentale. Elle est subdivisée en plusieurs sous parties : matériel

et méthodes, résultats et discussion et enfin conclusion et perspective.
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Synthese Bibliographique Geéneralité sur le cypres
1. Définition
Le nom Cupressus sempervirens L ou (Cypres), vient du romain « semper » qui veut dire
indissoluble et « virens » qui signifie astringent. Cupressus vient également du grec « kuparissos

» qui désigne le carburant (Riom, 2010). A c6té de ces différentes nominations, Cette plante

est aussi nommée (Lrsiall) ou (Js~J) par notre langue mere (langage algérien).

2. Caractéristiques Botaniques

Le Cypres est un grand arbre, persistant et élancé avec une cime pyramidale. C'est une
plante ornementale, d'une belle présence, typique de la Méditerranée. Caractérisé
parselon(Nichane, 2015 ; Caudullo et de Rigo, 2016 ; Sebbane et khaldi, 2019) :

> Taille moyenne : est de 20 a 30 m. Il existe différentes formes de cypres ; par sélection,
aujourd'hui des variétés trés uniques se propagent par bouturage. On distingue notamment
les formes a branches horizontales et & cime conique : Cupressus sempervirens
"horizontalis" et les formes colonnaires formant un fuseau plus ou moins étroit : Cupressus

sempervirens "pyramidalis” ou "stricta” (figure02).
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Figure02: la forme horizontale “pyramidalis© et La forme pyramidale “horizontalis* du

cupressus sempervirens (photo personnelle ,2022)

» Port: allongé, conique, en colonnes étroites compactes avec des feuilles denses,
persistantes, aromatiques, d’un vert foncé. Sur le long des branches courtes, de petits lobes
glandulaires (glandes a résine) sont disposés en fines écailles, se chevauchant sur au moins
4 rangées aux extrémités émoussées.

» Cones de fruits : cones globuleux, verts (3-4 cm), brillants, a 6-14 écailles ligneuses
polygonales, brun clair a brun foncé a maturité (tous les deux ans), avec de nombreuses

graines ailées. (Figure 03).

> Fleurs en cbne : aux extrémités des pousses, chatons males jaunes a brun clair au pollen
potentiellement allergisant (février-mars), chatons femelles bulbeux verts regroupés en

grappes a lI'extrémité des pousses (figure 04).
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Figure 04 : Fleurs males (1) et femelles (2) de Cupressus sempervirens (M. Nichane 2015)

> Graines : elles sont petites, de 4 a 7 mm de long. Deux ailes sont déposées de chaque coté
des graines (Nichane, 2015 ; Caudullo et de Rigo, 2016 ; Sebban et khaldi, 2019) (figure
05).

Figure 05 : Etape de formation de la graine du Cupressus sempervirens (M. Nichane 2015)
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3. Caractéristiques écologiques

Le Cypres a de nombreuses caractéristiques écologiques qui sont :

> Température : le Cypres a besoin de chaleur ; c’est une plante de climat doux. Mais

comme d’autres plantes méditerranéennes, il peut résisteraux basses températures, jusqu’a

-20°C, en hiver ; le froid humide peut affecter negativement sa longévité (Nichane, 2015).
> Altitude : on trouve cette plante dans toutes les zones basses (500 m) du pourtour

méditerranéen notamment dans les limites des zones agricoles ou a c6té des parcs et des

propriétés (Nichane, 2015).

> Précipitation : le cypres est une plante xérophile car il s’adapte a des conditions physiques

trés séveres, il peut se développer dans des climats humides, il n’a pas d’exigences de

précipitation, 250-350 mm / an peuvent le satisfaire (Nichane, 2015).

Le Cupressus Sempervirens n’exige pas un Sol particulier seulement qu’il ne soit pas
argileux ou trop salin (Riom, 2010).Aussi, il tolere la faible teneur en nutriments du sol, et

préférable de le cultiver dans un sol fertile avec un degré d’humidité modére.

4. Classification

D'apres Al-snafi (2016), la position systématique du Cypres est :

Tableau 01 : la classification de la plante de cyprés (cupressus sempervirens)

Regne Plantea
Sous-Régne Viridiplantae
Embranchement Tracheophyta

Sous-Embranchement

Spermatophytina

Classe Pinosida
Sous —classe Pinidae
Ordre Pinales
Famille Cupressaceae
Genre Cupressus
Espece Cupressus sempervirens
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5. Répartition géographique

5.1. Dans le monde

Les cyprés sont des localités indigénes dispersées dans les grandes régions tempérées
chaudes ou subtropicales de I’hémisphére nord. Son aire de répartition naturelle comprend
I’ouest de I’Amérique du Nord et centrale, I’ Afrique du Nord, le Moyen-Orient, I’Himalaya, le
sud de la chine et le Nord du Vietnam (Figure 06) ; de nombreuses especes sont cultivées
comme arbres d’ornement, le Cyprés commun est un arbre représentatif de la flore

méditerranéenne qui est un symbole du deuil dans cette région (Nichane, 2015).

La plupart des especes de cypres se trouvent dans I'némisphere nord (Figure 06), selon
plusieurs études, la répartition de cette famille est influencée par plusieurs facteurs : climat, sol,
perturbations (catastrophes naturelles, exploitation humaine), etc. douze especes originaires
d’Amérique du Nord, de la Méditerranée et I'Asie tropicale se produisent a haute altitude
(Rawat et al, 2011).
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Figure 06 : Aire de répartition du Cupressus sempervirensL (Rawat et al, 2011).

5.2. En Algérie :

En Algérie, la richesse du couvert forestier est influencée par de nombreux facteurs
(altitude, bioclimat, activités humaines, catastrophes naturelles, etc.) ; les grappes forestiéres
des deux atlas varient d'un secteur a I'autre, méme au sein d'un méme secteur, c'est-a-dire d'une
région a l'autre. Peu de données sont disponibles sur la répartition sectorielle et la population
de la régionduCypres. Les espéces de Cypres endémiques ou naturalisées sont : le Cypres de

Tassili (Cupressus dupreziana A. Camus), le Cypres de I'Atlas (Cupressus atlantic Gaussen) et
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le Cypreés a feuilles persistantes (Cupressus sempervirens L). Le Cypres d'Arizona (Cupressus

arizonica Greene) est une espece introduite mais peu utilisée (Bouyahyaoui, 2017).
6. Composition biochimique

Cupressus sempervirens est riche en constituants flavonoides comme la
cupressuflavone, I’aménoflavone, la rutine, laquercétineetlamyricitrine. Certains composés
phénoliques (anthocyanidine, catéchines flavones, flavonols et isoflavones), tanins (acide
ellagique, acide gallique, phénylisopropanoides, acide caféique, acide coumarique et acide

férulique) lignanesetcatchol (Koreim, 2009).

Les branches du Cyprés contiennent des biflavonoides, des huiles essentielles (0.3-
0.8%) qui sont riches en monoterpénes. Les cones contiennent 0.5% d'huiles essentielles ; ils
sont riches enapinene, acides diterpéniques, tanins et dérivés oligoméres proanthocyanidoliques
(Selim et al, 2014 ; Sebban et Khaldi, 2019).
Dans des études précedentes, les constituants principaux ont été identifiés dans des espéces de
Cupressus comme a-pinene et -3-carene. Les feuilles et les fruits de cette plante sont tout a fait
riches en tanins et en flavonoides mais ils sont pauvres en saponines et exempts des alcaloides
et (Tumen et al, 2011 ; Sebban et khaldi, 2019).

Les phénols sont donc présents dans la composition biochimique du Cypreés (Al-
Snafi, 2016 ; Sebban et Khaldi, 2019). Les structures chimiques des Principaux polyphénols

extraits dans d’autres études a partir de la plante sont représentées dans la figure03 :
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Figure 07 : Structure chimique de quelques polyphénols, flavones, flavonoides et glycosides

de flavones (1) biflavones (2) isolés de Cupressus sempervirens (Khan et al, 2017 ; Sebban
et Khaldi, 2019).

7. Propriétés médicinales du Cypres

Parmi les domaines d'utilisation les plus importants de cette plante, est le domaine
thérapeutique par exemple : aromathérapie, phytothérapie, car le Cypres contient de nombreux
ingrédients et produits biologiques aux propriétés pharmacologiques spécifiques. Cette plante

est considérée comme une plante médicinale, les deux parties les plus couramment utilisées

sont les rameaux et les cones (Riom, 2010).

7.1. Cones fructiféres

La composition chimique des cones révele la présence de beaucoup de molécules
chimiques comme les terpénes et les tanins qui sont les principaux constituants de ces cones et

qui ont une action antivirale qui se manifeste sur quelques virus notamment celui de I’herpés,

de la grippe de type A et sur le coronavirus (Riom,C , 2010).
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L’huile essentielle de Cupressus sempervirens est utilisée dans de nombreux domaines
tels que la médecine (usage externe pour les rhumes la toux et la bronchite), la pharmacie, la
parapharmacie, I’industrie cosmétique la parfumerie et I’industrie alimentaire (Amara et

Boughérara ,2017 ; Bouyahyaoui, 2017).
7.2. Les Rameaux

Le produit principal de cette plante est I'huile essentielle extraite des brindilles et des
cbnes de la plante ; cette derniére posséde des propriétés variées, et est utilisée pour traiter
différentes maladies (Riom, 2010). Parmi les différents usages des huiles essentielles de la

plante on peut citer :

e Leur utilisation pour les congestions veineuses, principalement dans : hémorroides,
varices, les cedémes des membres inférieurs, et dans 1'énurésie infantile.

e Elles sont recommandées pour tous les types de toux, en particulier les toux seches, et
les crampes, cette activité antitussive est due a la présence de terpenes.

e Elles sont utilisées pour traiter les bouffées de chaleur au cours de la ménopause (chez
les femmes).

e Ces huiles sont des stimulants immunitaires et peuvent étre utilisées pour les maladies

chroniques et pour Réguler la nervosité.

La présence de divers principes actifs confere au Cypres diverses activités biologiques

qui sont résumées dans la Figure 08.
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Figure 08 : Divers autre activités biologiques de Cupressus sempervirens (Khan et al, 2017).
8. Autres utilisations

En raison de sa forme de canopée conique, cet arbre est principalement utilisé comme
arbre d'ornement (Caudullo et de Rigo, 2016) et comme brise-vent (dans la plantation) dans

les jardins (Amara et Boughérara, 2017).

Le cypres est une caractéristique de la cote méditerranéenne et des paysages urbains
depuis I'épogue grecque et romaine, et en raison de ses qualités écologiques, ce cypres a été
utilisé pour protéger les foréts de la désertification et la conservation des sols dans les régions
chaudes avec des sols peu profonds et des sols peu profonds.t. Le cyprés méditerranéen tolére
également les vents salins, il est donc utilisé comme brise-vent cétier. 1l a une bonne résistance
aux dommages fréquents dus au gel, a I'élagage et au paturage et convient également comme

haie persistante car il se régénére rapidement. (Caudullo et de Rigo, 2016).
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1. Les Bactéries
1.1.Historique

En 1673, Antoni Van Leeuwenhoek (1632-1723) fut le premier a observer les bactéries
qu’il appela animalcules. En plus de la premicre description des globules rouges et des

spermatozoides, (Hachemie et Ruis, 2002).

Ce drapier hollandais décrivit pour la premiere fois les différentes formes des
bactéries.Ce n’est que deux siécles plus tard que leur étude a commencé et que leur réle dans
les processus de fermentation et dans la transmission a été découvert par des illustres

scientifiques de 1’époque qui furent Louis Pasteur et Robert Koch (03 Aout 1857).

La date de 1860 marque une ére nouvelle dans I'histoire des Bactéries : ce groupe
d'organismes vivants, restait jusqu'alors presque inconnu, va jouer désormais un réle immense

dans l'industrie, la médecine et I'hygiéne. (Renaud, 2005).

Lel4 Aout 1889, Paul Vuillemincréa le mot antibiose et 1’adjectif antibiotique. A la fin
du XIXésiécle, la réalité des infections bactériennes semble au moins établie. Il n'existe pas
pour autant de veéritable traitements pour combattre les maladies causées par des bactéries.
Ainsi, en 1890, Emil von Behring et KitasatoShibasaburo annoncent-ils & Berlin la découverte
de l'antitoxine diphtérique, qui deviendra dans les années suivantes la base de la sérothérapie

toujours en usage aujourd’hui dans le cas de cette maladie (Latour, 2001).

De 1940 a 1960, c’est I’apogée de I’antibiothérapie, de nouvelles substances ont été
découvertes et une bonne partie des antibiotiques contre les bactéries utilisées aujourd’hui, sont
de cette époque. De plus dés 1947, la recherche s’accélére et de multiples antibiotiques
apparaissent, exemple de 1’auréomycine élaboré par Duggar en 1948, la terramycine inventée

par Finlay en 1950, qui sont issus de I'étude de la streptomycine » (Benlahsen, 2018).

Alexander Fleming (1881-1955) souligne le phénomeéne d'antibiose et découvre la
pénicilline en1928. Il recoit le prix Nobel de médecine en 1945, conjointement avec Ernst Boris
Chain (1906-1979) et Howard Walter Florey (1898-1968) (LM Bush et al, 2019).
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1.2.Définition

Les bactéries sont des micro-organismes vivants unicellulaires procaryotes. Elles
mesurent quelques micrometres de long (généralement entre 0.5 - 10 um de longueur) et
peuvent présenter différentes formes : des formes sphériques (coques) allongées ou en batonnets
(bacilles) et des formes plus ou moins spiralées (spirilles).Le poids d’une bactérie est d’environ

10-12 g. Elle contient 70% d’eau. Rapporté au poids sec. (Heart T et al, 2006).

Les bactéries sont omniprésentes dans la nature : eau - air - sol, sur les végétaux et les
animaux .... Chez I’homme il a ét¢ calculé que 10'? colonisent la peau, 10'° colonisent la bouche
et 10'3 colonisent I’intestin. La plupart des bactéries sont inoffensives ou bénéfiques pour
I’organisme. Cependant, de nombreuses espéces bactériennes sont pathogeénes et sont
responsables des maladies infectieuses comme le choléra et la tuberculose (Chevalier et al,
2008 ; Carlet et al, 2012).

1.3. Structure et composition de la cellule bactérienne

Dans la cellule bactérienne, on peut distinguer des éléments constants « obligatoires »
retrouvés chez toutes les especes bactériennes, et d’autres « facultatifs » qui ne sont présents

que dans quelques espéces (Chevalier et al, 2008 ; Carlet et al, 2012).

1.3.1. Membrane cytoplasmique

C’est une structure interne a l'interface entre le cytoplasme et les structures externes.
C'est une membrane trilamellaire formée d’une double couche de phospholipides dont les pdles
hydrophobes sont face a face, associés a des protéines. Certaines protéines, les perméases, ont
un role important dans les échanges. D’autres ont un role dans la synthése du peptidoglycane
et sont des protéines de liaison aux pénicillines (PLP ou PBP). D'autres protéines sont des
enzymes respiratoires ou impliquées dans la production d'énergie (ATPase). La membrane

cytoplasmique ne possede pas de stérols (différente des eucaryotes) (Guiraud, 2003).

1.3.2. Paroi

C’est une enveloppe rigide assurant l'intégrité des bactéries, et est responsable de leur
forme. Elle les protége également des variations de pression osmotique (5-20 atmospheres).
Elle est absente chez les Mollicutes (Mycoplasma). En dehors des bactéries halophiles et
thermophiles, la partie commune a toutes les parois bactériennes est le peptidoglycane (ou

muréine), qui est I’enveloppe la plus interne (Bianchi et al., 2013).
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1.3.3. Matériel génétique

Il n'existe pas de sentiment pendant lequel les bactéries et I'avion atomique sa restriction a un
chromosome inclassable ou génophore empéché chez le cytoplasme et constitué d'ADN, d'ARN et de
protéines. Le chromosome est péeriphérique, refermé sur lui — méme. Il est constitué par un filet continu
de genes et ne contient pas de régions répétitives de prolixe dimension. Il peut y finances des charnels
successibles extra - chromosomiques plasmides, virus ... etc. Les plasmides sont des structures
homogenes formées d'ADN bicaténaire périphérique de dimension et de pesage moléculaire empressé
définie. Les plasmides bactériens se répliquent de lippe indépendante par concomitance au chromosome
(Guiraud, 2013).

1.4. Classification des bactéries
On peut classer et donc identifier les bactéries selon plusieurs criteres :

¢ Morphologie microscopique : bacilles ou allongées en batonnet, coques ou rondes,
isolées, groupées en deux, en chainette, en amas ...

e Morphologie macroscopique : forme, taille, couleur des colonies sur culture

e Reésultat de la coloration de Gram : a Gram positif ou a gram négatif

e Température de croissance

e Besoins respiratoires : aérobies, anaérobies strictes, aéro-anaérobies facultatives,
micros aérophiles

e Mobilité

e Présence de spores

e Besoins nutritionnels : nécessité de substances particuliéres.

1.4.1. Bactéries a Gram (-)

Les bactéries a Gram négatif sont classées selon la couleur qu’elles prennent apres avoir
subi un processus chimique appelé coloration de Gram. Elles se colorent en rouge lorsque ce
processus est utilisé (LM Bush, 2019).

e Escherichia coli

E. coli est une bactérie qui se présente sous la forme de batonnets allongés (bacille).

Elles peuvent provoquer de graves maladies d’origine alimentaire. (Le Minor et al., 1990).

e Pseudomonas aeruginosa
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Le genre Pseudomonas comprend des bactéries en forme de batonnets, aérobies a Gram
négatif et mesurant de 2 a 4 pum de longueur. Leur flagelle en assure la mobilité et joue un role
dans la pathogénicité. Pseudomonas peut produire des pigments comme la pyocyanine

(vert-bleu) et la pyorubrine (jaune-vert), fluorescentes (chaker, 2012).

1.4.2. Bactéries a Gram (+)

e Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus, autrement appelé Staphylocoque a coagulase positive, est une
bactérie & gram positif. C’est un coccus, de forme arrondie, qui se présente sous la forme de

diplocoques (des coccis associés par deux) ou sous la forme d’amas ayant la forme de grappes de raisin

(Ogston, 1984 ; Yves, 2009 ; Somerville, 2016).

2. Les Antibiotiques
2.1.  Définition

Les antibiotiques sont des substances chimiques a activité antibactérienne qui sont
fabriqués par des organismes vivants ou produits par synthése chimique. Cette activité se
manifeste en inhibant ou en altérant certains processus importants chez les micro-organismes.
Selon la molécule, sa concentration et le temps de contact avec les bactéries, les antibiotiques
peuvent les tuer (effet bactéricide) ou ralentir leur croissance (effet bactériostatique)
(P.G.Guilfoile ,2007).

2.2.  Classification des antibiotiques
La classification des faire antibiotiques peut se selon plusieurs criteres :

e L’origine : bio synthétisés par des champignons, des bacilles ou des Streptomyces, ou
bien issus du génie chimique.

e La composition chimique : dérivés d’acides aminés, hétérosidiques ou polycycliques.

e L’activité : antibactérienne, antifongiques, antimitotiques.

e Le mode d’action : différents modes sont envisagés selon l'antibiotique.

e La modalité d’action : bactériostatique si 1’antibiotique exerce son action par une

simple. Inhibition de la croissance bactérienne ou bactéricide s’il y'a mort de la bactérie
(Senhadji, 2019).



https://www.futura-sciences.com/sante/actualites/sante-bacterie-joue-adn-son-hote-47607/
https://www.futura-sciences.com/sante/definitions/biologie-batonnet-4323/
https://www.futura-sciences.com/sante/definitions/medecine-aerobie-2939/
https://www.futura-sciences.com/sante/definitions/biologie-flagelle-312/
https://www.futura-sciences.com/sante/definitions/medecine-pathogenicite-220/
http://www.phac-aspc.gc.ca/lab-bio/res/psds-ftss/pseudomonas-spp-fra.php
https://www.futura-sciences.com/sciences/definitions/chimie-pigment-2376/
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2.3. Mode d’action des antibiotiques

Le mode d'action des antibiotiques est, soit bactériostatique empéchant le
développement microbien (mode d’action des tétracyclines, phénicols, macrolides), soit
bactéricide détruisant les germes (les béta lactamines, les aminosides, Les polypeptides). Leur

mécanisme d’action varie d’un antibiotique a un autre. (Garnier, 1992 ; Khiati, 1998).

2.4. Concentration minimale inhibitrice d’un antibiotique (CMI)

La concentration minimale inhibitrice donne une idée de la sensibilité des bactéries aux
antibiotiques. Ceci est encore plus prononcé lorsque le CMI est basse. La CMI d'un antibiotique
contre les souches étudiées est définie comme la plus faible concentration d'antibiotique qui
inhibe (en milieu liquide ou gélosé) la croissance de toute bactérie visible a 1'eeil nu aprés 18 a

24 heures dans une étuve a 36°C(caquet, 2010).

2.5.  Concentration minimale bactéricide (CMB)

La concentration bactéricide minimale est la concentration minimale d'antibiotique qui
laisse un petit pourcentage de bactéries viables. Le CMB est secondaire a la détermination de
la CMI ; les bactéries survivantes sont comptées a des concentrations d'antibiotiques
supérieures a la CMI. (Woolfrey et al., 1986 ; courvalin et al., 1996).

2.6.  Reésistances aux antibiotiques

La résistance aux antibiotiques est la capacité des micro-organismes a résister a l'action
des antibiotiques. C'est une forme de résistance aux médicaments. Il existe deux types de

résistance bactérienne aux antibiotiques :
e Les résistances naturelles

Lorsque les bactéries deviennent naturellement résistantes aux antibiotiques, leur
patrimoine génétique les rend insensibles a certaines familles d'antibiotiques, et cette résistance

est transmise a leur descendance.
e Les résistances acquises

De plus, lorsque les bactéries sont traitées avec des antibiotiques, elles finissent par
devenir résistantes aux antibiotiques auxquels elles étaient auparavant sensibles. La résistance
peut étre acquise par mutation chromosomique spontanée suivie d'une sélection par l'utilisation

d'antibiotiques, connue sous le nom d'évolution verticale, ou par l'acquisition de matériel
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génétique d'autres organismes résistants, connue sous le nom d'évolution horizontale
(Opatowski, 2016).

2.7.  Antibiogramme et méthode des disques

2.7.1. Antibiogramme

L’antibiogramme est un examen de laboratoire visant a déterminer la sensibilité d’une
bactérie a différents antibiotiques. En effet, de nombreuses bactéries sont devenues, avec le
temps, résistantes aux antibiotiques. Il n’est donc pas toujours évident de trouver I’antibiotique

qui sera efficace pour traiter une souche bactérienne donnée.

En mettant en contact des bactéries (prélevées chez un malade) avec plusieurs
antibiotiques, I’antibiogramme permet de voir quels sont les produits qui inhibent la croissance

bactérienne et qui seront efficaces pour traiter I’infection (Rubetti, 2021).

2.7.2. Meéthode des disques

Elle consiste en une diffusion sur milieu solide Sur une gélose qui aura été préalablement
ensemencée avec la bactérie a étudier, un support (disque de papier buvard) contenant les
antibiotiques (a différentes concentrations) a tester sera déposeé par-dessus (Figure 09) (Caron,
2012).

Zone ol les bactéries Zone ol la croissance
se développent normalement  des bactéries est inhibée

boite de Pétri

disque
d'antibiotique

gélose avec
culture bactérienne

Mesure du diamétre de la zone
d'inhibition de croissance des bactéries

Figure 09 : Méthode de disque et I’antibiogramme (Raynaud J., 2006).

Cette méthode permet de réaliser un classement en utilisant la relation entre la
concentration minimale inhibitrice (CMI) et le diameétre de la zone d’inhibition. Pour
une bactérie et un antibiotique donné, le diamétre mesuré sera comparé aux diamétres critiques,
ce qui permettra de classer la bactérie par rapport a un antibiotique précis (Marcel, 2005).



https://www.antibio-responsable.fr/bacteries/classification/
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Cette étude a été réalisée dans le laboratoire de microbiologie de I'Université -08 mai
1945 de Guelma. Elle a été divisée en deux parties, dont l'une était consacrée pour I'étude
phytochimique de différents extraits d’une plante trés répandue dans la wilaya de Guelma « le

cypres » et I’autre pour 1'étude de I'activité antibactérienne de ces derniers.
1. Materiel

1.1. Matériel végétal

Notre étude porte sur différents extraits (aqueux, éthanolique et méthanolique) des

feuilles de Cupressus sempervirens (Cypres).

e Récolte de la plante : cette plante a été récoltée au niveau de I’Université de Guelma
au mois de Mars 2022.

1.2.Les souches bactériennes testées

Les différents extraits de plante du cypres ont été testés sur trois souches bactériennes :
les bactéries a Gram positif (Staphylococcus aureus) et les bactéries a Gram négatif
(Escherichia coli et Pseudomonas aeruginosa). Ces souches ont été fournies par le laboratoire
de Microbiologie Appliquée (L.M.A) de I'Université de Guelma. Le tableau 02présente les

différentes propriétés des souches bactériennes testées.

Tableau02 : Les références des souches bactériennes testées.

Souche Pseudo_monas Escherichia coli Staphylococcus aureus
aeruginosa
Référence ATCC 27853 ATCC 25922 ATCC 25923

2. Méthodes

2.1. Préparations des différents extraits du cypres

+« Préparation de la poudre de plante
Pour préparer les différents extraits de la plante étudiée (Cupressus sempervirens), nous
avons utilise des feuilles mures, saines, qu’on a lavé a I’eau du robinet et rincé ensuite avec

’eau distillée stérile. Les feuilles ont été séchées a 1’ombre et broyées pour obtenir une poudre.
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+* Préparation de I’extrait aqueux

Ona introduit 1g de poudre de feuilles de cyprés dans 20 ml d'eau bouillante qu’on a
laissé infuser pendant 15 minutes. Ensuite, on filtre et on rince avec un peu d'eau chaude de
maniére a obtenir 20 ml de filtrat (Figure : 10) (Gerbino, 2006).

¢ Préparation de I’extrait méthanolique

Elle consiste a introduire 1g de poudre de feuilles de Cypres dans 20 ml de méthanol a
80%, puis laisser macérer pendant 24h.L’extrait obtenu est ensuite filtré a 1’aide d’une

compresse stérile puis avec du papier Wattman N°2(Figure : 10)(Gerbino, 2006).

% Préparation de I’extrait éthanolique

Elle consiste a introduire 1g de poudre de feuilles de cypres dans 20 ml d'éthanol a 60%,
puis laisser macérer pendant 24h. L’extrait obtenu est ensuite filtré a 1’aide d’une compresse

stérile puis avec du papier Wattman N°2(Figure : 10) (Gerbino, 2006).

Ajout de I’eau ou de I’alcool et filtration Obtention des différents extraits

Figure 10 : Photo représentative des étapes de préparation des extraits
(éthanolique, méthanolique, aqueux) (photo personnelle, 2022)
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2.2. Tests phytochimiques

Afin de déterminer la composition des extraits obtenus, des tests phytochimiques ont
été réalisés en présence de certains réactifs de caractérisation. Il s'agit d'une analyse qualitative
basée sur des réactions de coloration et/ou de précipitation pour détecter la présence ou

I'absence de certains composés chimiques (Harborne, 1998).
Les tests réalisés sont :

v" Les Alcaloides

Il existe deux tests d’identification des Alcaloides. Ils sont réalisés par des réactions de
précipitation soit avec le réactif de Mayer ou bien celui de Wagner.1ml de I’extrait est divisé
en deux volumes égaux. Un Volume est traité par 0,5ml de réactif de Wagner. L apparition
d’un précipité blanc avec le premier réactif ou bien brun avec le deuxiéme réactif révele la

présence des Alcaloides (Haoulia, 2015).
Les deux réactifs sont préparés comme suit :

» Reactif de Mayer : 5g de KI et 1.35g de Hgcl2 solubilisés dans 100 ml d’eau distillée.
» Reéactif de Wagner : 2g de Kl et 1.27g de 12 solubilisés dans 100 ml d'eau distillée.

v Les Tanins

Mélanger 1 ml de la solution a tester avec 2 ml H2O et ajouter 2 & 3 gouttes de Fecls

(2%). La coloration verdatre ou bleu - noir indique la présence des tanins (Edeogal et al., 2005).

v" Les Flavonoides

Traiter 5 ml de I'extrait avec quelques gouttes d'HCI concentré. Ajouter une quantité de
tournures de magnésium (laisser agir). Un test positif est révélé par I'apparition d'une coloration

rouge ou rose (Edeogal et al., 2005).

v’ Les Saponosides

Introduite 10 ml de I'extrait dans un tube a essai contenant 10 ml d'eau distillée Agiter
pendant 2 min. La formation d'une mousse persistante aprés 15 mn de repos confirme la

présence des Saponosides (Karumi et al., 2004).
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v’ Les Stérols et Triterpénes

Dans un bécher, introduire 5ml de I’extrait a étudier, ajouter 5ml d'anhydride acétique,
5ml de chloroforme et 1 ml d'acide sulfurique (H2SO4) concentré dans la paroi de bécher sans
agiter. Laisser reposer 20 min. La formation d'un anneau rouge brunatre a la zone de contacte
des deux liquides et une coloration violette de la couche surnageant montre la présence des

Stérols et triterpénes (Karumi et al., 2004).

v Les composés réducteurs

Dans un tube a essai, ajouter 1ml de liqueur de Fehling (0,5ml de réactif A et 0,5ml de
réactif B) a 1ml d'extrait a tester et incuber I'ensemble 08 min dans un bain marie bouillant.
L'apparition d'un précipité rouge brique indique la présence des composés réducteurs (Karumi
et al., 2004).

v" Les Coumarines

Introduire 1 ml d’extrait dans un tube, ajouter 0.5 ml de NH4OH a 25 %, mélanger et
observer sous la lampe UV a 366 nm. Une fluorescence intense confirme la présence des

coumarines (Haoulia, 2015).

v Les Mucilages

Dans un tube a essai, mélanger 1 ml d'extrait et 5 ml d'éthanol absolu. Aprés une dizaine
de minutes, I’obtention d’un précipité floconneux dans le mélange, indique la présence de

mucilages (Karumi et al., 2004).

v Les Terpénoides

Dans un tube a essai, additionner & 2 ml d'extrait, 2ml de chloroforme et 2 ml d'acide
sulfurique concentre. La présence des terpéenoides est confirmée par La formation d'un anneau

marron-rouge a I’interphase (Karumi et al., 2004).
2.3. Evaluation de I'activité antibactérienne

La sensibilité des souches (Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus et
Escherichia coli) a été évaluée par rapport a trois types d'extraits (I'extrait aqueux, l'extrait
méthanolique et I’extrait éthanolique) issus des feuilles dela plante étudiée. Dans ce but,
nous avons utilisé la technique de diffusion en milieu gelosé. Cette méthode est adaptée a

I'étude de l'action d'une molécule ou d'un extrait donné sur la croissance bactérienne.
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L'activité biologique se manifeste par I'apparition d'un halo d'inhibition de la croissance
microbienne autour du disque contenant I'extrait a tester. La lecture se fait par la mesure du
diametre de la zone d'inhibition autour de chaque disque a I'aide d'un pied a coulisse ou une

régle en (mm)(Dulger et Gonuz, 2004 ; Parekh et Chanda, 2007 ; Rota et al, 2008).
» Repiquage des especes bactériennes

Les différentes especes bactériennes ont été repiquées par la méthode des stries, puis
incubées a 37 °C afin d'obtenir des colonies jeunes isolées (moins de 24 heures) qui vont servir

a la préparation de I'inoculum(Dulger, 2004).
» Préparation de I'inoculum

Des colonies bien séparées des espéces bactériennes concernées ont été prélevées a
I'aide d'une anse de platine stérile et homogénéisées dans 10 ml de bouillon nutritif puis portées
a l'incubation pendant (18-24) heures a 37°C (Gonuz, 2004)

» Préparation des disques des solutions a tester

Des disques de papier Whatman N°2 de 6 mm de diamétre, stériles (stérilisation & 120°C
pendant 15 min par autoclavage), sont chargés des différents extraits a tester (extraits aqueux,
méthanolique et éthanolique de plante étudiée). Des disques imprégnés de méthanol et éthanol
pures et d'eau distillée sont également utilisées comme témoin négatif et enfin des disques
d'antibiotiques ayant un effet sur chaque bactérie testée ont été utilisés comme témoins positifs
(Tableau 03) (Gonuz, 2004).

Les antibiotiques testés

GEN10 : AMX25 : C30:
E.coli
Gentamicine Amoxicilline Chloramphénicol
GEN10: P10 : C30:
P.aeruginosa
Gentamicine Pénicilline Chloramphénicol
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GEN10 : P10 : VA30:
S.aureus
Gentamicine Pénicilline Vancomycine

Tableau 03 : Les différents antibiotiques utilisés pour chaque souche testée (Chanda, 2007).

» Préparation des milieux de culture

La gélose de Muller Hinton stérile préte a l'usage a été coulée dans des boites de pétri
stériles de 90 mm de diametre. L'épaisseur de la gélose est de 4 mm répartie uniformément dans
les boites. Ces dernieres doivent étre séchées 30 min a une température ambiante du laboratoire

avant leur emploi (Rota et al, 2008).
» Ensemencement par écouvillonnage

Des boites de pétri stériles préalablement coulées, sont ensemencées par étalage a l'aide
d'un écouvillon ; I'ensemencement s'effectue de telle sorte a assurer une distribution homogene

des bactéries (Rota et al, 2008).
» Application des disques

A l'aide d'une pince stérile, les disques de papier filtre contenant les produits & tester
sont déposeés a la surface de la gélose inoculée au préalable ; pour chaque boite de bactérie
inoculée, 03 disques d'antibiotiques servant comme témoins positifs sont également déposes. Il

faut veiller a ne pas chauffer les disques par la pince flambée (Rota et al, 2008).
L'expérience devrait étre refaite trois (3) fois.
e Lecture

La lecture des résultats (I'activité antibactérienne) se fait par la mesure, a l'aide d'un pied
de coulisse ou régle en (mm), du diameétre d'inhibition, caractérisé par une zone n'ayant aucune
croissance bactérienne autour du disque, aprés 24 h d'incubation a 37° C. Les diametres de la
zone d'inhibition peuvent étre symbolisés par des signes d'apres la sensibilité des souches vis-

a-vis des extraits :

e Non sensible (-) ou résistante : diamétre <8mm.

e Sensible (+) : diamétre compris entre 9 a 14mm.
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e Treés sensible (++) : diamétre entre 15 a 19 mm.

e Extrémement sensible :(+++) : >20mm.

o]
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2.4. Détermination des parametres antibactériens
» Repiquage des souches bactériennes

Les souches bactériennes (Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa et
Staphylococcus aureus) ont été repiquées par la méthode des stries, puis incubées a I'étuve a
37°C pendant 18 a 24 heures afin d'obtenir une culture jeune et des colonies isolées. Ces

derniéres ont servi a préparer I'inoculum (Moroh et al, 2008).
» Préparation de I'inoculum

L'inoculum bactérien a été prépare a partir de colonies de moins de 24 h en bouillon Mueller
Hinton (BMH). Une colonie isolée de la culture bactérienne de chaque espéce utilisée a été
prélevée a l'aide d'une anse de platine stérile et homogénéisée dans 10 ml de bouillon nutritif
puis portée a l'incubation pendant (3-5) heures a 37°C pour avoir une pré culture. Un volume
de 0,01 ml ou 0,1 ml ou 1 ml a été prélevé respectivement pour P. aeruginosa, E. coli et S.
aureus et a été ajouté a 10ml de BMH stérile. Cette suspension bactérienne réalisée est évaluée

a environ 10° cellules/ml et constitue la dilution 100 ou I'inoculum pur (Toty et al, 2013).

» Préparation de la gamme de concentration des extraits végétaux

La gamme de concentration de I'extrait végétal, a été préparée dans sept tubes a essais
numérotés de 1 a 7 par la méthode de la double dilution selon une progression géométrique a

raison de % (Toty et al, 2013).
» Inoculation

Dans une série de 8 tubes a hémolyse numérotés de C1 a C8, introduire 1ml de BMH
concentré deux fois, déja contaminé par le germe a tester. Ensuite ajouter dans ces mémes tubes
1ml d'extrait végétal de concentration bien connue selon la gamme de concentrations préparées.
Cette répartition d'extrait végétal a été faite de sorte que 1ml d'extrait végétal de 200 mg/ml soit
transféré dans le tube C1, le tube C2 recevra 1 ml de 100 mg/ml ainsi de suite jusqu'au tube C7
qui recevra 1ml de la solution a 3,1 mg/ml (Toty et al, 2013). Le tube C8 recevra, au lieu et a la
place de l'extrait végétal, 1 ml d'eau distillée stérile qui va servir de témoin de croissance. Dans
chacun des tubes contenants déja 1 ml d'inoculum, ramener la concentration du milieu en extrait
végeétal a sa moitié. Les sept (7) premiers tubes (de C1 a C7) sont appelés « tubes expérimentaux

» et le dernier tube (C8) est noté « tube témoin de croissance ou TC ». Ces tubes chargés sont
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incubés a 37°C pendant 24 heures. L'expérience devrait étre réalisée trois (3) fois (Moroh et al,
2008).

» Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI)

La CMI est la plus faible concentration de la substance pour laquelle il n'y a pas de
croissance visible a I'ceil nu aprés un temps d'incubation de 18 a 24 h. Sa détermination est
réalisée par observation du trouble induit par la croissance des germes étudiés dans chaque

tube.La CMI est la plus petite concentration pour laquelle il n'y aura pas de trouble observé a
I'ceil nu (Toty et al, 2013).
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1. Criblage phytochimique des différents extraits étudiés

Les tests phytochimique qui ont été réalisés sur les trois extraits préparer (aqueux,
éthanolique et méthanolique) de la partie aérienne (les feuilles) de la plante de cypres
(cupressus sempervirens), ont permis de mettre en évidence la présence de certains groupes de
métabolites secondaires et I’absence d’autres. Les résultats sont récapitulés dans le tableau 04

suivant :

Les résultats du criblage phytochimique réalisé sur les trois extraits (méthanolique
éthanolique et aqueux) de la plante de cyprés (Cupressus sempervirens) ont révéle la présence
des Tanins, Stérols, triterpénes, Composés réducteurs Terpénoides et Coumarines ainsi que
I’absence des saponosides dans tous les extraits de la plante étudiée. Il a été révélé également
la présence des alcaloides et mucilages seulement dans 1’extrait aqueux. Les Flavonoides sont
été retrouvés uniquement dans les deux extraits éthanoliques et méthanoliques. Ces résultats
sont en accord avec ceux de Bruneton (1999) qui a montré la présence et I’absence des mémes

groupes chimiques dans les trois extraits de la plante.

Tableau 04 : Les résultats du criblage phytochimique des différents extraits du cypres

Extrait
Groupes . Extrait Extrait
o Extrait aqueux . . ) .
chimiques éthanolique méthanolique
Réactif
Mayer + - -
Alcaloides Wagner + _ _
Tanins FeCL; + + +
Flavonoides HCL+Mg - + +
Saponosides Eau distillé chaud - - -
Stérols et CH3 Co H2SO4
o + + +
triterpénes
Composés A
réducteurs ) + + +
Fehling | B
Les coumarines NH4OH + + +
Mucilages CH3CH0OH + - -
Terpénoides CHCL3
+ + +
H> SO 4
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(-) : indique I’absence (+) : indique la présence
2. Etude de P’activité antibactérienne

2.1. Escherichia coli

®,

% Sensibilités aux antibiotiques

Selon le tableau le tableau 05, nous remarquons qu’Escherichia coli manifeste une forte
sensibilité vis-a-vis des antibiotiques utilisés (Amoxicilline, Chloramphénicol et Gentamicine)

avec un diamétre d’inhibition respectivement de 25mm, 29mm et 35mm.

Tableau 05 : Les diamétres d’inhibitions des antibiotiques testés sur E. coli.

Les antibiotiques Sensibilité Inhibition @ (mm)
AMX25 : Amoxicilline Extrémement Sensibles 25
C30 : Chloramphénicol Extrémement Sensibles 29
GEN10 : Gentamicine Extrémement sensibles 35

Figure 11 :L’antibiogramme de la souche E coli.

B
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% Sensibilités aux extraits

D’aprés les résultats obtenus dans le tableau 06 et la figure 12, nous remarquons que
les extraits n’ont eu aucun effet sur la souche Escherichia coli et cette derniére manifeste une
résistance vis-a-vis de tous les extraits de plantes testées. Nos résultats ne s’accordent pas avec
ceux d’Amara et Boughérara (2017), qui ont étudié I'effet antibactérien des huiles essentielles

de cypres vis-a-vis de la méme souche bactérienne.

Tableau 06 : La sensibilité d’E. Coli vis-a-vis des extraits testés.

Les extraits Sensibilité Inhibition @ (mm)
Extrait Aqueux Résistante 00
Extrait éthanolique Résistante 00
Extrait méthanolique Résistante 00
Méthanol Reésistante 00
Ethanol Résistante 05
L’eau distillée Reésistante 00

Figurel? : Effet des extraits de la plante étudiée sur la souche E. coli (EA : extrait aqueux,
EE : extrait éthanolique, EM : extrait méthanolique : éthanol, M : méthanol, A : eau
distillée).
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2.2.Pseudomonas aeruginosa

R

% Sensibilités aux antibiotiques

Les résultats du tableau 07 et la figure 13, montrent que la bactérie P. aeruginosa
manifeste une forte sensibilité seulement & 1’antibiotique du chloramphénicol (diametre

d’inhibition de 22mm) et une résistance vis a vis de la pénicilline-G et de la Gentamicine.

Tableau 07 : Les diamétres d’inhibitions des antibiotiques testés sur P. aeruginosa.

Les antibiotiques Sensibilité Inhibition @ (mm)
P10 : Pénicilline-G Résistante 00

C30 : Chloramphénicol Trés sensible 22

GEN10 : Gentamicine Reésistante 07

Figure 13 : L antibiogramme de la souche P.aeruginosa.

%+ Sensibilités aux extraits

Les résultats obtenus dans le tableau 08 et la figure 14 montrent que les extraits de
plantes testées n’ont eu aucun effet sur Pseudomonas aeruginosa. Nos résultats sont en accord
avec ceux d’Amara et Boughérara (2017), qui ont étudié l'effet antibactérien de I’huile

essentielle du cypres vis-a-vis de la méme souche bactérienne.

o]



Partie ExEérimentaIe Résultats et discussion

Tableau 08 : La sensibilité de Pseudomonas aeruginosa vis-a-vis des extraits testés

Les extraits Sensibilité Inhibition @ (mm)
Extrais aqueux Résistante 00
Extrait éthanolique Résistante 00
Extrait méthanolique Résistante 00
Ethanol Résistante 04
Méthanol Reésistante 00
L’eau distillée Résistante 00

Figurel4d : Effet des extraits de la plante étudiée sur P. aeruginosa.

(EA : extrait aqueux, EE : extrait éthanolique, EM : extrait méthanolique, E : éthanol,

M : méthanol, A : eau distillée)

E
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2.3.Staphylococcus aureus

®,

+« Sensibilités aux antibiotiques

Selon le tableau 09 et la figures 15, nous remarquons que Staphylococcus aureus a une grande

sensibilité vis-a-vis de la Vancomycine et la Gentamicine et une sensibilitt moyenne a la

pénicilline-G avec des diamétres de la zone d’inhibition qui sont respectivement de 23mm,

20mm et 12mm.

Tableau 09 : Les diamétres d’inhibitions des antibiotiques testés sur Staphylococcus aureus.

Les antibiotiques

Sensibilité

Inhibition @ (mm)

VA30 : Vancomycine Tres sensible 23mm
GEN10 : Gentamicine Trés sensible 20mm
P10 : Pénicilline-G Sensible 12mm

Figure 15 :L’antibiogramme de Staphylococcus aureus.

«» Sensibilité aux extraits

Comme les deux autres souches étudiées Nous remarquons avec intérét que les extraits

de la plante n’onteu aucun effet sur Staphylococcus aureus (souche résistante). Cette méme

constatation a été retrouvée par Amara et Boughérara(2017), qui ont étudié I'effet antibactérien

de I’huile essentielle de cypres vis-a-vis de la méme souche.

3
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TableaulO : La sensibilité de Staphylococcus aureus vis-a-vis des extraits testés.

Les extraits Sensibilité Inhibition @ (mm)
Extrais aqueux Résistante 00
Extrait éthanolique Résistante 00
Extrait méthanolique Résistante 00
Ethanol Résistante 03
Méthanol Reésistante 00
L eau distillée Reésistante 00

Figurel6 : Effet des extraits de la plante étudiée sur P.aeruginosa.

(EA : extrait aqueux, EE : extrait éthanolique, EM : extrait méthanolique : éthanol

M : méthanol, A : eau distillée).
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» Nous pouvons conclure que la plante étudiée n’a eu aucun effet sur les souches
bactériennes testées. Cela peut étre di a la période pendant laquelle le cypreés a été
récolté, ou bien que les concentrations en principes actifs trouvés dans les extraits de
plantes sont faibles (macheix et al, 2005). De nombreuses aussi ont démontré les
effets des crodtes biologiques du sol sur le Développement et productivité de la
biomasse. En géneral, Les effets du sol sur les plantes sont liées au climat, a

I’environnement et sol local (Zhang et al., 2016).

v La concentration minimale inhibitrice (CMI)

Les extraits de la plante étudiée (éthanolique, méthanolique et aqueux) n’ont eu aucun

effet antibactérien. C’est pour cela que la CMI n’a pas été réalisée.
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Conclusion

Le cypres est une plante utilisée depuis I'antiquité dans divers traitements médicaux et
cosmétiques. Le criblage phytochimique des différents extraits de la plante a révélé la présence
de Tanins, Sterols, Triterpénes, Composeés réducteurs, Coumarines et terpénoides et 1’absence
totale de Saponosides. Les Alcaloides et les Mucilages ont été retrouvés uniquement dans
I’extrait aqueux. Quant aux Flavonoides ils sont présents uniquement dans I’extrait éthanolique
et méthanolique. Nos résultats ont révélé que les différents extraits de plante n’ont eu aucun

effet sur les bactéries testées.
En perspectives, on peut :

- Tester les extraits de la plante sur d’autres souches bactériennes
- Préparer des concentrations plus élevées en poudre de plante
- Refaire plusieurs fois les tests et faire une étude statistique

- Tester les huiles essentielles du Cypres




Résumé

Résumé

Le cypres est considéré comme I’une des plantes les plus populaires grace aux différentes
propriétés qu’elle possede (propriétés médicinales, pharmacologiques et cosmétologiques). et
pour chercher les composantes actifs exemplaires, nous avons fait un test sur la plante de
cypres qui a été récoltée a partir de région de I'Est algérien — dans la région de la faculté de

Guelma dans le mois de Mars 2022.

Plusieurs extraits des feuilles de cette plante ont été préparés (extraits aqueux,
éthanolique et méthanolique) pour étre testes sur des souches a Gram positif (S.aureus) et a
Gram négatif (E.coli et P. aeruginosa).Cependant, il semblerait qu’au extraits ne possede une
activité antibactérienne, malgré ce qu’ils constitués de plusieurs principes actifs ayant un
potentiel antibactérien tels que les Tanins et Alcaloide des Flavonoides, Coumarines, Stérols et

Tréterpénes, Composeé-réducteurs.

Les mots clés : Cypres, extraits de plantes, Bactéries (Staphylococcus aureus, Escherichia coli,

Pseudomonas aeruginosa).
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Résumé

Abstract

Cypress is considered one of the most popular plants thanks to the different properties it
has (medicinal, pharmacological and cosmetological properties).And to look the exemplary
active components ,we did a test on the cypress plant which was harvested from the eastern
region of Algeria- in the region of faculty of Guelma in the month of March 2022. Several
extracts from the leaves of this plant have been prepared (aqueous, ethanolic and methanolic
extracts) to be tested on Gram-positive (S.aureus) and Gram-negative (E.coli and P.
aeruginosa) strains. Only the extracts have antibacterial activity, despite the fact that they

consist of several active ingredients with antibacterial potential such as Tannins and Alkaloids

of Flavonoids, Coumarins, Sterols and Treterpenes, Compound-reducers.

Key words: Cypress, plant extracts, Bacteria (Staphylococcus aureus, Escherichia coli,

Pseudomonas aeruginosa)
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10.
11.
12.
13.
14.
15.
16.

Solution Méthanol a 80%
— MERANOL D80, . . e et 48ml
—  Bau diStIlE STETILE. ...ttt 12ml

— 48ml de méthanol pur sont ajoutés al2 ml d’eau distillé.

Réactif Wagner 0,5ml

— K 2g
e e 1,27g
— Baudistille StErIle. ... ..o, 100ml
— U H L Sml

K 59
= HOC 2. 1,38¢g
— BaU distillé StETTle. ... . vt 100ml

Fehling 3ml

— RBACHIT A 1.5ml
—  REACHIT B 1.5ml
Y7o 0,99
CAHBCO . ..o 15ml
CHECIS . 21ml
H2S O . e oml
NHAOH 25%0.....cc ettt e e sre e e aae e e srae e e snaeeennaeas 1.5ml
BtNANOl PUIE. .. 25ml
MEthANOL PUIE. ... e 10ml
Baudistille. .. ..., 10ml

Eau physiologique Sterile. ... ... 30ml
GAIOSE NULIITIT. ... e 1flacon
Gélose Mueller HINtoN(MH)....... ..o 4 flacon

Les Antibiotiques utilisée
— Amoxicilline(AMX25) ; Gentamicine(GEN10) ; Péenicilline -G(P10) ; Vancomycine
(VA 30).
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17. Criblage phytochimique

e Les Stérols et triterpénes

Avant Apres

e Lescoumarines

Avant Apres
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e Les Tanin:

Figure : Résultat des Criblage Phytochimique sur les trois extraits
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18. Les souches bactériennes utilisées

Escherichia coli Pseudomonas aeruginosa staphylococcus Aureus
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