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Résumé

Les plantes sont utilisées depuis des siécles comme agents thérapeutiques, la présente
¢tude a ¢été menée pour évaluer D'effet antibactérien et insecticide de deux extraits
méthanoliques et aqueux d’une plante comestible et médicinale récoltée de la région de
Guelma : Rubus fruticosus. Des tests phytochimiques ont été réalisés sur la poudre et les
différents extraits utilisés afin de détecter la présence ou 1’absence de certains principes actifs
(tels que les polyphénols) ayant un réle potentiel comme substances antibactériennes et
insecticides. Un dosage des polyphénols dans les différents extraits a également été réalisé.
Afin d’évaluer I’effet antibactérien de la plante, différentes doses des différents extraits
(2,5mg/ml, Smg/ml et 10mg/ml) ont été préparées a partir des feuilles de la plante et testées
contre des bactéries référencices : E. coli, P. aeruginosa et S. aureus. L’effet insecticide a été
¢valué¢ quant a lui en administrant par voie topique et abdominale des doses de (Smg/ml,
10mg/ml et 20mg/ml) de I’extrait aqueux et (0, 625mg/ml, 1,25 mg/ml et 2,5 mg/ml) de
I’extrait méthanolique, a des adultes d’un insecte ravageur des denrées stockées : Tribolium
castaneum. Nos résultats sur le criblage phytochimique a révélé la présence dans la poudre de
plante et les extraits des principaux principes actifs excepté les stérols et terpeénes pour
I’extrait aqueux et les flavonoides, saponosides et mucilages pour I’extrait méthanolique. Le
dosage des polyphénols a montré la présence de quantités relativement importantes : 886 mg
EAG/g d’extrait aqueux et 748.5 mg EAG/g d’extrait méthanolique. L’évaluation de I’activité
antibacérienne a réveélé ’efficacité des deux extraits uniquement vis-a-vis des bactéries a
Gram négatif. L’extrait aqueux semble plus efficace contre E. coli alors que l’extrait
méthanolique parait plus efficace contre P. aeruginosa. Les résultats de la CMI et de la CMB
nous menent a croire que ces derniers agiraient en inhibant la croissance bactérienne. Nos
résultats sur 1’évaluation de I’activité bioinsecticide a montré que 1’extrait méthanolique
semblait plus efficace contre T castaneum avec un taux de mortalité élevé de 96,29% =+ 6,42

dés 24h de traitement a la dose de 2,5mg/ml.

Les mots clés: Rubus fruticosus, Extrait aqueux, Extrait méthanolique, Polyphénols,
Bactéries, CMI, CMB, Bioinsecticides, Tribolium castaneum.
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Abstract

Plants have been used for centuries as therapeutic agents, and the present study was
conducted to evaluate the antibacterial and insecticidal effect of two methanolic and aqueous
extracts of an edible and medicinal plant harvested from the Guelma region: Rubus
fruticosus. Phytochemical tests were carried out on the powder and the various extracts used
to detect the presence or absence of certain active ingredients (such as polyphenols) with a
potential role as antibacterial and insecticidal substances. Polyphenols were also measured in
the various extracts. To assess the plant's antibacterial effect, different doses of the various
extracts (2.5mg/ml, 5Smg/ml and 10mg/ml) were prepared from the plant's leaves and tested
against reference bacteria: E. coli, P. aeruginosa and S. aureus. The insecticidal effect was
assessed by topical and abdominal administration of doses of (5mg/ml, 10mg/ml and
20mg/ml) of the aqueous extract and (0, 625mg/ml, 1.25 mg/ml and 2.5 mg/ml) of the
methanolic extract, to adults of an insect pest of stored foodstuffs: Tribolium castaneum. Our
phytochemical screening results revealed the presence of the main active ingredients in the
plant powder and extracts, with the exception of sterols and terpenes for the aqueous extract
and flavonoids, saponosides and mucilages for the methanolic extract. Determination of
polyphenols showed the presence of relatively large quantities: 886 mg EGA/g of aqueous
extract and 748.5 mg EGA/g of methanolic extract. Evaluation of antibacterial activity
revealed that both extracts were effective only against Gram-negative bacteria. The aqueous
extract appeared to be more effective against E. coli, while the methanolic extract appeared to
be more effective against P. aeruginosa. The MIC and BMC results lead us to believe that
they act by inhibiting bacterial growth. Our results on the evaluation of bioinsecticidal
activity showed that the methanolic extract appeared to be more effective against T
castaneum, with a high mortality rate of 96.29% + 6.42 after 24 hours of treatment at a dose

of 2.5mg/ml.

Key words: Rubus fruticosus, Aqueous extract, Methanolic extract, Polyphenols, Bacteria,

MIC, MBC, Bioinsecticides, Tribolium castaneum.
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Introduction

Les plantes médicinales ont été exploitées depuis des milliers d’années. Elles ont été
utilisées dans plusieurs domaines en raison de leur efficacité. Elles constituent une source
d'une grande variété de composés biologiquement actifs et produisant 70 % de nos
médicaments (Dar et al., 2012).

La résistance bactérienne aux antibiotiques constitue actuellement un grave probléme
mondial de santé publique. En effet, l'utilisation anarchique et le sous-dosage des
antibiotiques en santé humaine et animale a conduit a des infections bactériennes compliquées

a prendre en charge (Manseur, 2021).

De nombreux pays sinon tous, subissent des pertes lors du stockage des ressources
alimentaires, en particulier des céréales de toutes sortes, a cause des insectes. La
généralisation de I’utilisation des insecticides a entrainé I'apparition de formes résistantes

d'insectes traités (Leonard et Ngamo, 2004).

A cet effet, de nombreux travaux récents se sont penchés sur la recherche de
substances naturelles efficaces contre la résistance des bactéries et des insectes et en méme

temps respectueuses de la santé humaine et de 1’environnement.

Rubus fruticosus (Ronce) » est une plante ligneuse dont les nombreuses tiges portent
des épines. C’est une plante sarmenteuse, de la famille des Rosacées, comprenant plusieurs
variétés qui poussent a I'état sauvage dans les bois, les haies, les terrains incultes (Rameau et
al., 2003).

L'objectif principal de notre travail est d’évaluer I’activité antibactérienne et
insecticide de cette plante. Pour cela, notre partie expérimentale a été subdivisée en plusieurs

sous parties avec plusieurs sous objectifs :

- Préparation des extraits a différentes doses des feuilles la plante étudiée (extraits aqueux

et méthanoliques.

- Etude de la composition phytochimique de la poudre de plante ainsi que des extraits

obtenus.

- Dosage des principaux principes actifs a effet antibactérien et insecticide (polyphénols).
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- Evaluation de I’efficacité des extraits vis-a-vis des :

e Trois souches bactériennes de références : Escherichia coli (ATCC 25922), Pseudomonas
aeruginosa (ATCC 27853) et Staphylococcus aureus (ATCC 25923).

e Adultes d’un insecte ravageur des céréales : Tribolium castaneum.
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Chapitre 01 : Généralités

I. Les plantes médicinales

I.1. Définition de Phytothérapie

Le mot phytothérapie vient de (phyton = plante et Therapein = soigner) cela
signifie essentiellement "guérir avec des plantes”. La phytothérapie fait référence a la

médecine a base d'extraits de plantes et d'actifs naturels (Vacheron, 2011).

1.2. Historique

Compte tenu des données archéologiques, il est raisonnable de supposer que les
humains se sont toujours intéressés aux plantes. D'une part pour se nourrir (plantes
comestibles et curare pour la chasse) et d'autre part pour se soigner (plantes médicinales)
comme en témoignent les vestiges laissés par I'nomme a I'époque : peintures rupestres,
poteries...etc. Cependant, ce n'est qu'apres la naissance de I'écriture, et grace au
développement du papier ou du parchemin, que nous avons pu enregistrer des usages
spécifiques dans le temps. Les premiers écrits remontent a 5000 avant JC, notamment les
tablettes d'argile sumériennes de Nippour, qui mentionnent une dizaine de recettes et plus de
250 plantes différentes, dont le coquelicot (Petrovska, 2012). Le premier traité médical
important serait venu de Chine en 2500 av. C'est la " Shennong bencao jing", et son origine

est attribuée a Shennong, un empereur mythique qui est décédé a cette époque.

Si l'origine du texte est contestée, les premieres traces écrites d'utilisation des
plantes sont ainsi millénaires. Le papyrus Ebers remonte a 1500 avant JC et est considéré
comme le plus ancien traité sur les prescriptions médicales mentionnant des centaines de
recettes a base de parties vegetales, minérales ou animales. A la méme époque, on retrouve
des traces de I'utilisation des plantes médicinales dans la tradition indienne des Védas (Wichtl
et Anton, 2003 ; Morel, 2017).

Au Moyen Age en Europe, la connaissance des plantes était I'apanage des moines
et de I'Eglise. Certaines personnalités se distinguent par leurs apports littéraires, comme
Hildegarde de Bingen (1098-1179), auteur de plusieurs ouvrages sur les propriétés des plantes

médicinales.

Ailleurs dans le monde, les premiéres écoles de medecine sont nées et de grandes

civilisations ont développé leurs traditions herboristes (chinoises, mayas, incas, azteques, le
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moyen-Orient, I'Inde et I'Asie ce, qui a multiplié les découvertes et a facilité les échanges de
plantes entre les pays. Parmi les personnalités marquantes de cette période, on peut citer des
personnalités telles que le médecin persan Avicenne (980-1037) qui fonda I'école de médecine
d'Ispahan, ou Ibn Al Baytar (1197-1298), qui écrivit le "Traité des simples” un ouvrage

rapportant un ensemble de 1 400 plantes médicinales (Cabo Gonzalez et Lanly, 1997).

En 1492, la découverte du continent americain avait conduit & une véritable
accelération de la pratiqgue de la médecine et de la phytothérapie ! Les grands voyages,
marqués par la découverte de nouvelles terres vont de pair avec la découverte de nouvelles
plantes. En effet, durant cette période des échanges de plantes et de pratiques se sont mis en
place avec d’autres continents (Wichtl et Anton, 2003).

En 1778, le premier diplome d’herboriste a été décerné a Paris et le premier codex
frangais a vu le jour en 1818. Cet ouvrage peut étre considéré comme I’ancétre de la
pharmacopée, puisque les éditions de ce dernier se sont succédées jusqu’a la parution de la

derniere édition de la Pharmacopée Européenne (Morel, 2017).

A partir du 19éme siécle jusqu'a présent, la phytothérapie a connu un virage a 180
degrés, puisque l'avenement de la chimie moderne a permis l'identification et la
caractérisation des substances actives présentes dans les plantes. L'extraction des principes
actifs est également devenue trés efficace. En effet, la morphine a pu étre isolée du pavot en
1815 et la quinine de I'écorce de quinquina en 1820. La premiére molécule synthétique est
apparue en 1899 lorsque Bayer, a entierement synthétisé I'aspirine. Les activités de synthése
(fabrication artificielle de molécules en laboratoire) et d'extraction sont aujourd'hui a I'origine

de la quasi-totalité de nos médicaments (Faye et Champey, 2008).

1.3. Définition des plantes medicinales

On appelle plante médicinale, toute plante possédant des propriétés thérapeutiques,
en utilisant I'une de ses parties, que ce soit les feuilles, les fruits ou I'écorce, a des doses
thérapeutiques appropriées. A certaines doses les plantes peuvent étre toxiques. Les deux tiers
des médicaments sur le marché sont naturels, principalement d'origine vegétale (Bruneton,
1987 ; Messaudi, 2008).
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I.4. Domaines d’application des plantes médicinales

Les plantes médicinales sont utilisées en :
1.4.1. Meédecine :

Selon I'Organisation mondiale de la santé (OMS), plus de 80 % de la population
mondiale, en particulier dans les pays en développement, ont eu recours a des remeédes
traditionnels pour leurs besoins de santé et de soins primaires. Les plantes médicinales sont
utilisées en urologie, dermatologie, pour traiter les ulcéres d'estomac ou les troubles nerveux.
Grace a leur capacité antioxydante, elles sont également utilisées pour traiter I'athérosclérose
diabétique. Elles sont également utilisées pour leur activité antibactérienne, antivirale,
antifongique (Farnsworth et al., 1986 ; Ibrir et Babchikh, 2015).

1.4.2. Agriculture :

L'huile de certains arbres, comme le margousier est utile a Il'agriculture. Elle est

utilisée pour le contréle de divers insectes et nématodes (parasites) (Mohammedi, 2006).
1.4.3. Cosmétiques :

Les plantes médicinales sont employées dans les parfums, les produits de beauté, ainsi

queles articles d'hygiene et de toilette (Porter, 2001).
1.4.4. Alimentation :

Les plantes médicinales sont utilisées : pour I’assaisonnement des aliments et des

boissons, comme colorants, aromatisants, épices,...etc (Smallfield, 2001).
1.5. Les composants des plantes méedicinales

Les principes actifs sont des molécules présentes dans les médicaments contenant des

plantes médicinales. Ils sont nombreux et on peut les diviser en :
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1.5.1. Tanins

Les tanins sont des substances composées d'un mélange de glucosides et d'acide
gallique. Bien que présents en petite quantité, c'est des substances phénoliques tres complexes
dans de nombreuses plantes. De plus, ils possédent des propriétés astringentes, cytostatiques
bactéricides, c'est pourquoi ils sont utilisés dans des formulations topiques pour guérir des

blessures, des hémorroides, des engelures, et bralures (Ozturk, 2018).
1.5.2. Flavonoides

Le terme flavonoides désigne un groupe tres large de composés naturels appartenant
aux polyphénols, qui leur conférent des propriétés thérapeutiques et cardioprotectrices grace a
leur activité antioxydante et anti-age. Ils ont également des propriétés antibactériennes et
anticancéreuses. Tous les flavonoides ont le méme squelette a 15 carbones (Figure 01)
constitué de deux motifs aromatiques, anneaux C6 (A et B) reliés par une chaine C3 (Salem,
2009).

. Bande II(‘:b Bande 1
W ” I B

Bande d'absorption Bande d'absorption de
de la partie benzovle la partie cinnamovyle

Figure 01 : La base structurelle des flavonoides (khan et al., 2014).

1.5.3. Huiles essentielles

Selon la définition standard AFNOR NFT 75-006, les huiles essentielles sont un
produit naturel obtenu a partir de matieres premiéres végétales par distillation a la vapeur ou
distillation d’hydrogene. Elles sont ensuite séparées physiquement de la phase aqueuse. Elles

présenteraient des propriétés antioxydants et antibactériennes ce qui permet leur utilisation
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dans l'industrie alimentaire surtout pour la conservation des aliments (AFNOR, 1986 ;
Bouhdid et al., 2006).

1.5.4. Saponines

IIs sont les principaux ingrédients de nombreux medicaments a base de plantes
existants sous deux formes, les stéroides et les triterpénoides. Ils ont une activité
endocrinienne hormonale, éliminent géenéralement le mucus et facilite la prise de nourriture
(Ozturk, 2018).

1.5.5. Phénols

Les phénols sont constitués de plusieurs groupements phénoliques (Figure 02). lls
présentent des structures diverses. On prend comme exemple 1’acide salicylique qui est
constitué¢ d’un groupement phénol et a partir duquel la célébre aspirine a été élaborée. Ils sont

utilisés pour désinfecter les plaies (Hansw, 2007 ; Nsemi, 2010).

OH

Figure 02 : La base structurelle des phénols (Sarni-Manchado et Cheynier, 2006).
1.5.6. Alcaloides

Ce sont des matériaux a base d'azote; ils sont constitués d’acides aminés, ont des
structures complexes et ont des activités pharmacologiques importantes. Ils existent a I'état de
sels et sont biosynthétisés. lls possédent également d'importantes propriétés anti-infectieuses
(Bruneton, 1993 ; Kunkele et Lobmeyer, 2007).
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1.5.7. Mucilages

Ce sont le produit de la polymérisation de nombreux sucres, dont certains sont modifiés
(par exemple, acide uronique hétéro polysaccharidique). Ils ont la propriété de se gonfler
d'eau. lls sont donc utilisés comme laxatifs mécaniques et adoucisseur de gorge (Grunwald et
Janick, 2006).

1.6. Les Activités biologique des plantes médicinales

Les plantes médicinales sont utilisées dans des nombreuses activités biologiques
telles que :

1.6.1. L’activité antimicrobienne

Cette activité correspond a l'activité des molécules ou composés présents a tres faible
concentration dans les plantes et qui inhibent le développement des bactéries ou les tuent. Par
exemple, l'acide tannique inhibe la croissance des bactéries alimentaires et a un effet
bactéricide sur diverses autres souches bactériennes (Djahra et al., 2013 ; Gharbi et al.,
2019).

1.6.2. Pactivité anticancéreuse

Les substances polyphénoliques peuvent activer les mécanismes naturels de protection
contre le cancer comme l'isoxanthohumol. En effet, cette substance a la capacité a piéger et a
bloquer au début de la phase de la maladie, la carcinogenése et a métaboliser les mutagenes au

niveau des tissus cibles (Bailly, 2020).
1.6.3. Pactivité antiallergique

Les effets antiallergiques des plantes se fait par inhibition des enzymes qui favorisent la

libération d’histamine a partir des mastocytes et des basophiles : I’AMPc phosphodiestérase et

la Ca*? ATPase (Mwakalukwa et al., 2019).
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1.6.4. L’activité antivirale

Elle est basée sur la liaison des molécules de tanins avec les protéines virales ou les
membranes des cellules hodtes en inhibant ainsi I'adsorption et la pénétration du virus
(Sentkowska et al., 2016).

1.6.5. L’activité anti-inflammatoire

De nombreuses études ont montré que les plantes posséderaient des propriétés anti-
inflammatoires en inhibant I'activité des enzymes responsables de l'inflammation. Elles
pourraient également moduler I'adhésion des monocytes au cours de l'inflammation en
inhibant I'expression des médiateurs inflammatoires. Les flavonoides inhibent I'histamine. Les
flavones et flavonols glycosylés ou libres comme la quercétine, la myricétine auraient une

activité inhibitrice de la cyclooxygénase COX (Batista et al., 2015 ; Liu et al., 2020).

Les plantes médicinales pourraient avoir plusieurs autres activités biologiques
comme : antioxydantes, antifongiques, antileucémiques, cardioprotectrices, neuroprotectrices,
antiasthmatiques, antiseptiques, protection cérébrovasculaire, hypocholestérolémiantes,

hépato protectrices ...etc (Mayer et al., 2005).
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I1. Rubus fruticosus

I1.1.Généralités

Le nom Rubus fruticosus vient du latin ruber ; le rouge désigne la couleur avant que le fruit
ne soit complétement mdr. Frutex signifie branche ou jeune arbre. Plusieurs noms
vernaculaires sont attribués a cette plante : Nom arabe (&= ), Nom francais (Ronce
commune, Ronce des bois, Ronce des haies, Ronce européenne, Mures sauvages), Nom
Anglais : Blackberry et Nom Kabyle (Tizwal) (Lim, 2012).

Rubus fruticosus L est un genre de plante ligneuse, de la famille des Rosacées. Elle
compte environ 120 genres et 3 000 especes. C'est une plante spontanée qui pousse sur les
terrains en friche le long des haies, des clairieres dans les bois, les bords de chemin, lisieres et
lorsqu’il y’a déforestation (Rameau et al., 2003 ; Couplan, 2012 ; Lim, 2012).

Cette plante a une particularité appelée "reproduction asexuée", c'est-a-dire qu'elle est

capable de proliférer sans fécondation, ce qui conduit a la formation de buissons épineux
11.2.Reépartition géographique

Les espéces de Rubus fruticosus se trouvent entre les paralléles 30° et 65° dans
I'némisphére nord et 28° et 40° dans I'hémisphére sud. Elles couvrent I'Europe, I'Afrique
(Atlas), Afrique australe, Australie du Sud-Est, Nouvelle-Zélande, Etats-Unis et Chili. La
ronce est également présente plus pres de I’Equateur, mais a des altitudes plus ¢élevées (on en

trouve jusqu’a plus de 2 000 m d’altitude) (Becker et al, 1982).
11.3. Taxonomie

D’aprés la classification Rubus fruticosus appartient aux dicotylédones. Cette plante

est classee de la maniére suivante :

Régne : Plantae

Embranchement : Magnoliophyta

Sous embranchement : Magnoliophytina

Classe : Magnoliopsida

10
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Sous classe : Rosidae

Ordre : Rosales

Famille : Rosaceae
Genre : Rubus

Espéce : Rubus fruticosus (Zia-Ul-Hagq et al, 2014).
11.4.Description botanique

Rubus fruticosus est constitué de (Figure 03) :
11.4.1. Latige

Cette espece se trouve sous forme d’arbustes fructiféeres ou sous-arbrisseaux
sarmenteux tres variables, généralement rampants a rameaux épineux, polymorphes et
retombants d'une longueur moyenne de 03 métres appelés turions, couverts d'épines trés dures
droites ou crochues. Ces derniers donnent des tiges bisannuelles lignifiées dressées ou
retombantes de 2-3 cm de diametre a la base. Le pétiole est glabre ou légérement poilu et

éventuellement épineux (Wehrlen, 1985).
11.4.2. Les racines

Elles sont robustes, ramifiées, rampentes sous terre a une profondeur maximale de 1,5
m, selon le type de sol et de la canopée ligneuse et poussant verticalement. Les racines
secondaires poussent horizontalement a partir de la couronne (Alioute, 2014).

11.4.3. Les feuilles

Les feuilles sont alternes et caduques, mais elles peuvent persister sur les turions. Les
supérieures sont vertes et glabres ou Iégérement poilues. Elles sont Composées palmées de 3 a
5(7) folioles ovales, denticulées et acuminées avec des folioles latérales. Elles ont des épines
sur les pétioles et des stipules linéaires moins de 1 mm de large (Rameau et al., 1993).

11.4.4. Les Fleurs

Les fleurs sont sépales tomenteux, réfléchis. Pétales d’un rose vif, suborbiculaires,

chiffonnes. Etamines égalant ou dépassant peu les styles roses (Alioute, 2014).

11
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11.4.5. Les fruits

Les fruits de cette plante ressemblent aux fruits du mdrier noir (Morus nigra). lls sont
tres rares dans le regne végétal mais communs a tout le genre Rubus (comme la framboise
Rubus idaeus) (Reille, 2016).

Ils mesurent 0,5 a 3 cm de diamétre. Ils sont rouges, devenant bleu-noires a maturite.
Ce sont des fruits composés récoltés a partir de carpelles modifiés en drupes, qui restent
attachées aux récipients coniques dont une partie est emportée lors de la cueillette, ce qui les

distingue du framboisier (Rameau et al, 1993).

11.4.6. Les graines

Elles sont enfoncées profondément et irréguliérement, ovales, de couleur Brun clair a

brun foncé de 2,6 4 3,7 mm de long et 1,6 & 2,5 mm de large (Alioute, 2014).

Figure 03: Rubus fruticosus L.(Lim,2012).

11.5.Composition chimique

Le contenu de la composition en polyohénols, dans le genre Rubus, sont déterminés
par plusieurs facteurs : Génétique, Environnement, Méthode de culture, Climat, Période de

cueillette, Temps et condition de stockage (Samuel-peterson, 2013).

Rubus fruticosus contient de nombreux composés phytochimiques, dont les
polyphénols qui regroupent plusieurs familles de principes actifs telles que les flavonoides,

tanins et anthocyanes. Cette plante contient également des principes actifs et d’autres

12
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molécules tels que : les alcaloides, saponines, glycosides, terpenes, stérols, glucides de I’acide
salicylique, acide ellagique acide ascorbique, acides organiques, et les huiles volatiles et fibres
solubles et insolubles (Sellappan et Akoh, 2002 ; Wada, 2002 ; Aduragbenro et al., 2009).

Tableau 01 : Composition chimique de la partie aérienne de la ronce (Panizzi et al., 2001 ;
Sisti et al., 2008 ; Martini et al., 2009 ;Chabane et al., 2014).

Composition chimique de la partie aérienne

Saponine

Composés phénoliques : Tanins hydrosoluble
(ellegitanins), Tannins condensé (proanthocyanes),
Flavonoles : rutin, acide ellagique, kaempferol,
anthocyanine, quercétine ,acide coumarique, acide

gallique

Acide caféique

Acide fellurique

Tableau 02 : Composition chimique des fruits de la ronce (Hagar et al., 2008 ; Sariburum
et al., 2010 ; Kylli, 2011).

Composition chimique des fruits

Fibres

Vitamines : C, K

Minéraux

Composes phénoliques : Flavonoles, rutin, acide ellagique,
kaempferol, flavan-3ols, tanins condensés (proanthocyanes),
tanins hydrosolubles (ellagitanins), anthocyanine

quércetine, cyanidines

13
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11.6. Usage thérapeutique et traditionnel

La ronce est une plante médicinale trés appréciée pour son efficacité a traiter certaines
maladies. Cette plante est principalement composée de tanins, avec des propriétés astringentes
et anti- diarrhéique. Le gargarisme par la décoction de la ronce est utilisé pour le traitement
des maux de gorge, des inflammations buccales comme les ulceres de la bouche (les aphtes),
la gingivite et la pharyngite. Les feuilles de la ronce sont potentiellement antibactériennes et
antifongiques (traitement des candidoses). Elles sont utilisées pour soigner les plaies et les
blessures extérieures et utilisées pour guérir du psoriasis et des squameuses conditions de la
peau ainsi que I'anémie. Une décoction de feuilles peut étre utilisée comme collyre pour les
yeux. Les bourgeons sont utilisés pour traiter la bronchite et aider a soulager les problémes
d'insuffisance respiratoire. La ronce est dotée aussi des propriétés carminatives, diurétique,
anti hémorroidaire, antidiabétique et anticacereuse (Fournier, 2010 ; Zia-Ul-Haq et al.,
2014).

11.7.Propriétés biologiques

La plante Rubus fruticosus est largement utilisée en phytothérapie, notamment pour
ses propriétés biologiques. L'extrait aqueux de cette plante a des propriétés anti-
inflammatoires in vitro supérieur a l'aspirine, en inhibant la hyaluronidase (Marquina et al.,
2002).

La Cyanidin-3-O-glucoside isolée de Rubus fruticosus supprime la production du NO
en inhibant l'activation du NF-kB ou MAP kinase. Elle a aussi forte activité antioxydante et
anticancéreuse. Elle inhibe la transformation tumorale en métastases et induit I'apoptose dans
les cellules tumorales HL-60 (Ding et al., 2006).

En outre, Rubus fruticosus a montré un effet hypoglycémiant chez la souris dans le
model de diabéte induit par la streptozotocine et 1’alloxane. Cet effet est associé¢ a 'inhibition

de I’ a glucosidase intestinale et 1’a amylase pancréatique (Zia-Ul-Haq et al., 2014).

14



Chapitre N°2
Bactériologie




Chapitre 02 : Bacteériologie

1. Définition

Les bactéries sont des micro-organismes unicellulaires classés comme procaryotes car elles
n'ont pas de membrane nucléaire. Cette propriété les distingue des autres organismes
unicellulaires faisant partie des eucaryotes (champignons, algues, protozoaires). Elles ont
généralement moins de 1 um de diamétre. Elles peuvent étre visualisées a 1’état frais ou apres
coloration au microscope optique. Leur forme peut étre sphérique (Cocci), ou batonnet
(bacilles), incurvée (vibrios) ou en spirale (spirochétes). Leurs détails structurels ne peuvent

étre vus qu'au microscope électronique (Nauciel et Vildé, 2005).
2. Différents types de bactéries

Il existe différents types de bactéries mais dans ce chapitre nous allons aborder les
bactéries utilisées dans la partie expérimentale.

2.1. Escherichia coli

Escherichia coli, en abrégée E. coli, est une bactérie intestinale de famille des
Enterobacteriaceae, cette famille regroupe des bacilles droits a bout arrondi, Gram négatif,
mesurant de 0.3 & 1.0 um de diametre sur 1.0 a 6.0 um de long, non sporulés, aérobies et
anaérobies facultatifs et qui ne possedent pas d'oxydase (Eckburg et al., 2005 ; Laarem et
al., 2017).

2.1.1. Classification :
- Domaine : Bacteria
- Phylum : Proteobacteria
- Classe : Gammaproteobacteria
- Ordre : Enterobacteriales
- Famille : Enterobacteriaceae
- Genre : Escherichia
- Espéce : Escherichia coli (INPN, 2003).

2.1.2. Habitat
E. coli ou colibacille est 1'espéce dominante de la flore aérobie du tube digestif. C’est

généralement une bactérie commensale. Elle peut devenir virulente lorsque les défenses de
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I'nGte sont compromises ou que des facteurs de virulences spécifiques sont acquis (Nauciel et
Vildé, 2005).

2.1.3. Transmission

L'infection humaine se produit principalement par la consommation d'aliments
contaminés tels que la viande hachée crue ou insuffisamment cuite, le lait cru, les légumes

crus et la contamination par les germes (OMS, 2018).

2.1.4. Pouvoir pathogene

e Infection des voies urinaires

Escherichia coli est la bactérie la plus fréquemment responsable des infections
urinaires courantes, qu'elles soient de bas grade (cystite) ou de haut grade (pyélonéphrite). Les
infections urinaires sont généralement ascendantes. Elle est plus fréquente chez la femme en
raison de la brieveté de l'uretre. La grossesse augmente le risque de pyélonéphrite. Chez
I'nomme, l'infection est généralement secondaire a une obstruction des voies urinaires. Elle
peut se compliquer de prostatite. Escherichia coli est également fréquemment impliquée dans
les infections urinaires nosocomiales (Nauciel et Vildé, 2005).

e Infections intestinales

Escherichia coli peut provoquer une gastro-entérite avec une variété de traductions
cliniques. Celles-ci comprennent la diarrhée banale, la diarrhée sanglante et la diarrhée
semblable au choléra (Nauciel et Vildé, 2005).

Chez le nourrisson la diarrhée peut entrainer assez rapidement un état de
déshydratation. Dans certains cas, en particulier chez les enfants, elle peut étre suivie d'un
syndrome hémolytique et urémique. La diarrhée a E. coli est plus fréquente dans les pays en
développement et peuvent atteindre les voyageurs qui les visitent (« La tourista ») (Nauciel et
Vildeé, 2005).

e Infection néonatale
Elle peut se traduire par une méningite ou une septicémie (Fauchere et Loup, 2002).
e Diverses maladies infectieuses
E. coli est responsable de nombreuses infections provenant du tractus gastro-intestinal
ou de l'urine : suppuration locale ou septicémie qui peuvent étre d’origine communautaire ou
hospitaliere (Nauciel et Vilde, 2005).
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2.2. Pseudomonas aeruginosa

Le genre Pseudomonas est fait de bacilles mobiles, a Gram négatif, aérobies stricts,
se developpant facilement sur les milieux usuels,. P.aeruginosa se caractérise par la

pigmentation bleu-vert de ses colonies (Nauciel et Vildé, 2005).

2.2.2. Classification
- Domaine : Bacteria
- Phylum : Proteobacteria
- Classe : Gammaproteobacteria
- Ordre : Pseudomonasales
- Famille : Pseudomonaceae
- Genre : Pseudomonas

- Espéce : Pseudomonas aeruginosa (SFM, 2019).
2.2.2. Habitat

Cette bactérie est largement répandue dans les plans d'eau et les zones humides. Elle
peut également coloniser les humains (Boudjemaa et Benguegua, 2010).

2.2.3. Transmission

Cela peut étre di a des facteurs environnementaux, soit directement, soit par
I'intermédiaire d'équipements mal lavés ou rincés a I'eau du robinet. La contamination par
Pseudomonas aeruginosa peut se faire également par le biais d'un sujet colonisé. La pression
de sélection des antibiotiques en milieu hospitalier augmente probablement le risque de
colonisation (Nauciel et Vildé, 2005).

2.2.4. Pouvoir pathogene :

Cette bactérie n'est pas pathogéne chez les sujets normaux, mais elle peut provoquer
des infections graves chez les sujets immunodéprimes. Elle peut causer: des infections des
voies pulmonaires (patients immunodéprimés ou ventilés), des yeux (kératite ou
endophtalmie), des voies urinaires, des bronches (en particulier chez les patients atteints de
mucoviscidose), des infections osseuses et articulaires, des Iésions cutanées (brllures), des
plaies traumatiques ou postopératoires, une otite externe (qui peut survenir de maniere

invasive chez les personnes agees et chez les patients diabétiques), une septicémie (en
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particulier chez les patients atteints de neutropénie) et une co-infection intracardiaque avec

une méningite (toxicomanes) (Giraud et al., 2010).
2.3. Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus est une bactérie Gram-positive (colorée en violet par la
coloration de Gram) qui a la forme de Cocci. Sur les milieux, ces organismes peuvent se
développer dans jusqu'a 10 % de sel, de maniere aérobie ou anaérobie (facultative) et a des
températures comprises entre 18° C et 40 °C avec des colonies qui sont souvent dorées ou

jaunes (aureus signifie doré ou jaune). (Taylor et Unakal, 2022).

2.3.1. Classification :
- Domaine : Bacteria
- Phylum : Firmicutes
- Classe : Bacilli
- Ordre : Bacillales
- Famille : Staphylococcaceae
- Genre : Staphylococcus
- Espéce : Staphylococcus aureus (Schleifer et Bell, 2010).

2.3.2. Habitat

Cette bactérie est répandue chez I'hnomme et de nombreuses espéces animales. Chez
I'nomme, environ un tiers des sujets sont des porteurs sains, hébergeant la bactérie sur les
muqueuses (principalement les fosses nasales) et les zones humides de la peau (périnée,
aisselles) (Faucheére et Loup, 2002 ; Nauciel et Vildé, 2005).

2.3.3. Transmission

La transmission interhumaine se produit généralement par contact direct (manu
portage). Il peut également se produire indirectement par les vétements, la literie ou la
nourriture. Une épidémie nosocomiale peut survenir (Nauciel et Vildé, 2005).

2.3.4. Pouvoir pathogéne

e Lésions suppurées

Les plus courants sont cutanés et sous-cutanés : folliculite, furoncle, anthrax, impétigo
bulleux, panaris, surinfection de plaies traumatiques ou postopératoires. Staphylococcus
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aureus peut également provoquer une mammite chez les femmes qui allaitent. Cette bactérie
tient également une place dominante dans les infections osseuses primitives (ostéomyeélite) ou
post-chirurgicales, ainsi que dans les arthrites suppurées et les crises pulmonaires, en
particulier chez les nourrissons et les patients ventilés, pouvant étre exacerbées par une

pleurésie purulente (Nauciel et Vildé, 2005).

e Septicémie et endocardite

Les lésions purulentes peuvent étre compliquées par une septicémie. Une forme
spéciale est la staphylococcie maligne de la face. Elle débute par un furoncle des lévres ou des

narines compliqué d'une thrombophlébite purulente (Nauciel et Vildé, 2005).

Les toxicomanes utilisant la voie intraveineuse peuvent présenter des septicémies
souvent accompagnées d'une endocardite du cceur droit. Dans le secteur hospitalier, les
septicémies a S. aureus représentent une proportion importante des septicémies d'origine

nosocomiale (Nauciel et Vildé, 2005).

e Symptbémes liés aux toxines

Staphylococcus aureus peut provoquer une intoxication alimentaire s'il est cultivé
pendant une courte période (plusieurs heures). Ces intoxications sont dues a l'ingestion
d'aliments contaminés. L'infection & Staphylococcus aureus peut provoquer un syndrome
connu sous le nom de syndrome de choc toxique staphylococcique, Ce syndrome est une
combinaison de fievre élevée, un rash scarlatiniforme, de diarrhée et d'hypotension, avec des
signes de défaillance polyviscérale ; il provoque une certaine mortalité. Ceci peut étre observé
dans deux situations :
- Dans le premier cas, le syndrome survient pendant les menstruations chez les femmes qui

utilisent des tampons hyper absorbants.

- Dans la seconde, il s'agit de sujets de l'un ou l'autre sexe présentant une suppuration

localisée a S. aureus (Nauciel et Vildé, 2005).
3. La résistance bactérienne aux antibiotiques

3.1. Rappel bibliographique

La résistance aux antimicrobiens est aujourd'hui I'une des menaces les plus graves pour la

santé mondiale, la sécurité alimentaire et le développement, est un phénoméne omniprésent
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qui semble augmenter dans certains pays en développement en raison de la monotonie des
antibiotiques disponibles. Dans les pays développés, le méme phénomene s'explique par la
pression sélective dans certains hopitaux. Ceci est bien documenté avec une utilisation

intensive en monothérapie (OMS, 2020).

Une souche est dite résistante si elle se développe en présence de concentrations plus
élevées de l'antibiotique que d'autres souches apparentées phylo-génétiquement. L'étude de la
résistance bactérienne a permis des découvertes majeures concernant l'organisation de
I'information génetique bactérienne et la régulation de son expression. Aujourd'hui, il est
essentiel pour les thérapeutes de connaitre les antibiotiques pour leur meilleur usage (Boerlin
et White, 2006 ; Patzer et al, 2008).

3.2. Les différents types de résistance
Il existe différents types de résistance bactérienne :

e Reésistance acquise

Uniquement présente dans certaines souches de I'espéce. Cette résistance résulte d’un
changement génétique par mutation ou acquisition de matériel génétique étranger (Faure,
2009).

e Reésistance naturelle ou résistance intrinseque

La résistance intrinséque est un trait unique a une espece bactérienne et partagé par
toutes les souches de cette espéce. Cela peut étre di a la présence de génes chromosomiques
communs a toutes les bactéries de cette espece (Faure, 2009).

e Multi résistance

C'est un terme tres utilisé, méme s'il ne correspond pas a une définition claire. La multi
résistance fait référence a des bactéries rendues insensibles par I'accumulation d'une résistance
naturelle ou acquise a quelques antibiotiques normalement thérapeutiques. Le terme est
couramment utilisé pour les bactéries qui ont couramment un probleme de ressources

thérapeutiques (Fajardo et al., 2009).
3.3. Antibiogramme

Un antibiogramme est un type de test de laboratoire qui évalue la sensibilité des
bactéries a un nombre spécifique d'antibiotiques. Les bactéries ont une résistance naturelle
aux antibiotiques, mais peuvent acquérir une résistance supplémentaire au fil du temps. Il
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n'est pas possible de prédire la sensibilité des bactéries aux antibiotiques. Les antibiogrammes
permettent donc aux bactéries considérées comme pathogenes d'étre testées contre plusieurs

antibiotiques pour créer un profil de sensibilité (Rubetti, 2021).
3.4. Concentration Minimale Inhibitrice (CMI)

C’est la plus faible concentration d'antibiotique ne présentant pas de croissance
bactérienne visible a 1’ceil nu. C'est le paramétre le plus souvent utilisé car c'est avec lui que

les corrélations cliniques ont été les mieux établies (Fauchére, 1997).
3.5. Concentration Minimale Bactéricide (CMB)

C’est une concentration d'antibiotiques laissant moins de 0,01 % (0,1 % pour les
Anglo-Saxons) de bactéries survivantes. La CMB a longtemps €té utilisée pour distinguer les
antibiotiques bactéricides (CMB proche de la CMI), des antibiotiques bactériostatiques (CMB
trés éloignée de la CMI). Actuellement, les propriétés bactéricides des antibiotiques découlent

de leur mécanisme d'action (Faucheére, 1997).
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Chapitre 03 : Triboluim castaneum

1. Généralités sur les Tenebrionidae

La famille des Tenebrionidae compte 20000 espéces dans le monde, 1’origine de ce
nom vient que la plupart ont des élytres de couleur sombre cependant il existe des especes de

couleur claire et variée (Lerant, 2015).

Selon (Haines 1991), le terme Tenebrionidae signifie ceux qui sont Tenebrio, un mot

qui désigne plus tard littéralement les chercheurs d'endroits sombres (Haines, 1991).
C’est la famille la plus évoluée des coléoptéres (Dajoz, 2010).

Le genre Tribolium compte deux especes T. castaneum et T. confusum. Elles sont considérées
comme étant des ravageurs secondaires des grains de céréales apres leur infestation par des
Calandriidae ou des Dermestidae (Doumendji et al., 2003).

2. Tribolium castaneum

C’est un insecte appartenant a la famille des Ténébrionidae. L’adulte mesure de 3 a
4mm, de couleur uniformément brun rougeétre. Cet insecte est étroit, allongé, a bord
paralleles a pronotum presque aussi large que les élytres et non rebordé antérieurement. C’est
I’un des insectes des stocks les plus ubiquistes et les plus polyphages. Les adultes et les larves
ne s'installent généralement pas dans le grain jusqu'a ce qu'une attaque par un ravageur majeur
leur ouvre la porte. T.castaneum est considéré comme un ravageur strictement secondaire ; il
provoque des dégats importants sur les stocks de nombreux féculents, notamment les farines

de céréales (Camara, 2009 ; Bonneton, 2010).
3. Classification
D’aprés Chenni (2016), la classification de T.castaneum est comme suit :
Régne : Animalia
Embranchement : Arthropoda
Classe : Insecta
Ordre : Coleoptera

Genre : Tribolium
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Espeéce : Tribolium castaneum
4. Cycle de développement

4.1. (Eufs

Les ceufs (Figure 06) : sont blanchatres ou incolores, mesurent environ 5 mm. Ils sont

déposés en vrac sur les grains et sont difficiles a déceler (Madene, 2014 ; Cheikh, 2019).
4.2. Larves

Les larves sont vermiformes et ont des pattes a I'extrémité du dernier segment. Elles
mesurent 6 mm de long, environ 8 fois plus longue que large, jaune péle a maturité, avec
plusieurs courtes criniéres jaunes. La Capsule céphalique et le dos sont Iégerement rougeatres.
Elles sont constituées d’un abdomen et une paire d'appendices courts, les "urogomphes"

(Godon et Willm, 1998).
4.3. Nymphes

Selon Christine (2001), la forme nymphe chez T. castaneum (Figure 04 et Figure
06) est cylindrique et de couleur blanchétre virant vers le jaune. Elle mesure 5mm de long.
Les nymphes femelles sont identifiées des nymphes males par leurs papilles génitales, qui
sont situées juste devant les organes urogénitaux et sont beaucoup plus développées chez les
femelles que chez les males.

4.4. Adultes

Les adultes de T. castaneum (Figure 05 et Figure 06) mesurent 3 a 4 mm de long et
sont tous de couleur brun rougeatre. lls sont étroits, allongés, a bords paralleles. La partie
supérieure de la téte et de la poitrine est recouverte de minuscules perforations. Les ailes et les
élytres sont rayés sur toute leur longueur. Les antennes sont Iégerement enflées et les yeux
sont rouges. La poitrine est a bords généralement tranchants. 1l y a deux épines a I'extrémité
de I'abdomen (Christine, 2001).
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Figure 04 : Nymphe de Tribolium castaneum (Kassimi, 2014).

Figure 05 : Adultes de T.castaneum (personnel, 2023).
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Cast Sk
i 1)
- F /Inst:u' LIV
: 5 Instars Early Last Instar
e \ Instar V. —]
‘; (Last Instar
W Lacva) Late Last Instar
Adult Farva ‘
- Brief Wandering
‘\ C Stage Pre-Pupa
) < !
Pupa C

Figure 06 : Cycle de développement de Tribolium castaneum (Pranavi al., 2016).
5. Facteurs de développement

Le développement biologique de T. castaneum est principalement affecté par la
température et I'numidité, mais il existe d'autres facteurs influencant leur cycle évolutif tels
que les champignons et les prédateurs. La croissance de cet insecte exige des températures
minimales (22 - 22,5) °C et maximales (37,5 - 40) °C (Robinson ,2005).

6. Origine et répartition géographique

Tribolium castaneum se trouve dans toutes les parties du monde. Il existe la ou les
céréales stockées existent sous forme de grains ou de farine. Il est tres abondant dans les
régions tropicales. 1l est présent uniquement dans les stockages a température élevées. Hors
des greniers, on rencontre cette espece en Asie du Sud sous I'écorce des arbres. 1l a été signalé
a Hawaii dans des nids de Megachilc mais également en Afrique du Sud dans des glands
(fruits de Quercus sp.) (Delobel et Trane, 1993 ; Christine, 2001).

7. Dommages commis par T. Castaneum

Le T. castaneum préfére les produits céréaliers moulus comme la farine. Les larves et les
adultes de cet insecte préferent s'attaquer aux grains déja endommageés par d'autres insectes.
Ils escortent souvent les charancons et completent les dégats. Les Triboliums sont

polyphagiens,
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Ce sont des lithophages secondaires car les larves et les adultes se nourrissent surtout de
brisures. 1Is peuvent attaquer les grains endommagés et manger des champignons qui
envahissent les plantes, et peuvent cannibaliser les ceufs et les nymphes. Ils deviennent alors
de couleur brune et auront une odeur désagréable, qui peut persister dans les produits
transformeés (Christine, 2001 ; Campbell et Runnion, 2003).

Souvent, l'infestation par les Triboliums favorise le développement de moisissures, qui

contribuent a réduire considérablement la qualite et la valeur du grain (Christine, 2001).

Selon Campbell et Hagstrum (2002), Son mouvement et sa dispersion dans la nature
sont favorisés par divers facteurs tels que : la densité d'insectes, 1’dge des insectes, la qualité
nutritionnelle, I'héritabilité de la transmission (facteurs génétiques) et la réponse aux

substances volatiles alimentaires et aux phéromones d'agrégation.
8. Moyens de lutte contre le T. castaneum

8.1. Lutte chimique

C’est I'utilisation de produits phytosanitaires pour lutter contre les ravageurs
alimentaires. Les insecticides de synthése sont plus ou moins efficaces mais peuvent
engendrer en plus des problémes de résistance aux insectes nuisibles, des effets nocifs sur
l'environnement et la santé humaine (molécules d’insecticides se trouvant dans les céréales

stockées) (Camara, 2009).
8.2. Lutte biologique

L’utilisation anarchique des pesticides a engendré depuis quelques années des effets
néfastes considérables. Ce qui a incité les scientifiques a chercher des alternatives de lutte
pour remplacer ces pesticides chimiques par des biopesticides végétaux biodégradables et
respectueux de I’environnement tels que I’utilisation des huiles essentielles (Madjdoub,

2013).
8.3. Lutte génétique

Comme le Tribolium est capable de résister a toutes les classes d’insecticides, le
contréle de ce ravageur nécessite de nouvelles stratégies de lutte. Le sequencage du génome, a

justement permis d’identifier des protéines susceptibles d’étre ciblées par de nouveaux
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insecticides, comme les canaux ioniques et les récepteurs nucléaires (Richards et al.,2008;

Bonneton,2010).
8.4. Lutte physique

Elle concerne toutes les techniques mécano-thérapeutiques susceptibles de rendre le stock
sain. En général, ces techniques ne sont pas efficaces contre les formes cachées des insectes.
Elles sont recommandées pour pallier les problemes liés aux différents traitements chimiques
appliqués aux denrées stockées. Ainsi plusieurs techniques ont été expérimentées et ont eu des
succes divers : le traitement par le froid et le chaud, le stockage étanche ou sous atmosphere

contrblée et les radiations ionisantes (Benayad, 2013).
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Chapitre 01 : Matériel et méthodes

Notre partie expérimentale a été realisee au niveau des laboratoires de microbiologie
(laboratoire 04) et de biochimie (laboratoire 02) ainsi que de I’animalerie de la faculté des
Sciences de la Nature et de la Vie et des Sciences de la Terre et de I’Univers de 1’Université
du 8 mai 1945 Guelma.

Notre travail a porte sur :

- La préparation de deux types d’extraits de Rubus fruticosus (aqueux et méthanoliques) a

différentes doses.

- Identification de la composition en principes actifs de la poudre et des différents extraits

préparés de la plante.
- Dosage des polyphénols dans les différents extraits préparés.

- Evaluation de 1’activité antibactérienne et insecticide des différents extraits utilisés.

1. Matériel

1.1. Matériel végétal
Nous avons utilisé dans notre étude les feuilles de Rubus fruticosus (Ronce).

e  Récolte de la plante : les feuilles de la plante ont été collectées au mois de
mars 2023, sur des arbustes d’apparence saine, au niveau de Boumahra Ahmed (Wilaya de

Guelma).

La matiere végétale, cueillie, a été séchée a 1’air libre et a 1’ombre jusqu’a
b b

stabilisation de son poids (7 jours).
1.2. Model expérimental
1.2.1. Les souches bactériennes testées

Dans notre étude, nous avons utilisé les espéces bactériennes suivantes : Deux souches
a Gram négatif (Escherichia coli et Pseudomonas aeruginosa) et une autre a Gram positif :
Staphylococcus aureus. Elles ont été fournies par le laboratoire de bactériologie de I’hopital
Ibn Zohr -Guelma. Le tableau 03 présente les différentes références des souches bactériennes

testées.
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Tableau 03 : Les références des souches bactériennes (Sutra et al., 1998 ; Delarras,2007).

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

1.2.2. Insecte testé

Nous avons utilisé pour évaluer I’activité insecticide de la plante étudiée, des adultes de
Tribolium castaneum. Ils sont obtenus a partir d’un élevage de masse sur une farine de blé
gardée dans une étuve, réglée a une température d'environ 30°C et un milieu humide. De
nouvelles quantités de farine sont infestées régulierement pour maintenir la continuité de

I'élevage.
1.3. Milieux de culture utilisés pour les bactéries testées

Suivant les techniques employées et les souches étudiées, les milieux de culture utilisés
sont suivants : Mac conkey, King A, Chapman, Gelose Nutritif (G N), Bouillon Nutritif (B N),
Gélose de Muller Hinton (M H), Bouillon Mueller Hinton (BMH).

1.4. Réactifs utilisés : (voir annexe 1)

2. Methodes
2.1. Préparation du matériel végétal

2.1.1. Préparation de la poudre de plante

Les feuilles cueillies sont lavées et mises a sécher dans un endroit sec et bien aéré a
I'ombre. Une fois séches, s'est transformée en poudre. Elles sont ensuite collectées dans des
récipients hermétiques a I'abri de la lumiére pour éviter la dégradation de leurs principes actifs

(Bougandoura et Bendimerd, 2013).
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2.1.2. Préparation des extraits
-Extrait aqueux

100g de poudre des feuilles de la plante étudiée a été rajoutée a 1 L d’eau distillée. Le
mélange a été porté a ébullition pendant 15 min. Aprés refroidissement, la filtration a été
effectuée a I’aide d’un papier Whatman N 01.Le filtrat obtenu a ensuite été séché dans une
étuve a 45°C. Enfin, la poudre obtenue ou le décocté aqueux a été¢ conservé a I’abri de la

lumiere dans un flacon stérile et sec a 4°C (Aouinty et al., 2006).
-Extrait méthanolique

2,59 de poudre des feuilles de la plante a été mise a macérer dans 25ml de méthanol
absolu sous agitation magnétique pendant 30min. L’extrait obtenu a ensuite été stocké a 4°C
durant 24 h puis filtré. Le solvant du filtrat a été par la suite évaporé a sec, sous pression
réduite a 45°C a I’aide d’un évaporateur rotatif (Blchi Rotavapor R- 215) (Falleh et al.,
2008).

2.1.3. Calcul du rendement

Le rendement de 1’extraction est le rapport entre le poids de 1’extrait obtenu et le poids
initial de la plante utilisée. Le rendement exprimé en pourcentage est calculé par la formule

suivante :
R (%) = 100 m/mo
R : le rendement en %.
m : la masse de 1’extrait.
mo : la masse initiale de la plante (poudre des feuilles).
2.2 Tests préliminaires de la composition chimique
2.2.1 Au niveau de la poudre de plante
- Alcaloides

10g de la poudre de plante sont mélangés avec quelques millilitres d’HCL a 1 % dans

un récipient. Aprés une demi-heure de macération, le mélange est filtré avec un papier filtre.
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Au filtrat obtenu, on additionne quelques gouttes de réactif de Mayer (59 de KI + 1,358g de
HgC12 solubilisés dans 100 ml d’cau distillee).
L’apparition d’un précipité blanc jaunatre indique la présence des alcaloides (Dohou
et al., 2003).
- Flavonoides
A10g de la poudre séche, sont ajoutés 150 ml d’HCI a 1%, le mélange est laissé
pendant une nuit, puis filtré. 10 ml du filtrat sont rendu basique par 1’ajout du NH4OH. Un test

positif est révélé par I’apparition d’une couleur jaune orangée (Okmu, 2005).

-Tanins
10g de la plante seche sont extraits par une solution hydro- alcoolique de C2HsOH,
puis le mélange est filtré. Le filtrat est additionné a une solution de FeCls. L’apparition d’une
couleur verte confirme la présence des tanins (Karumi et al., 2004).
- Saponosides
Dans une fiole jaugée renfermant 80 ml d’eau distillé bouillante, sont introduites 2g de
poudre. L’¢ébullition est maintenue de fagon modeérée pendant 30 min ; le mélange est ensuite
filtré. Apres refroidissement, le filtrat est agité verticalement. La formation de mousse indique
la présence de Saponosides (Karumi et al., 2004).

-Stérols et les terpenes

S5g de la poudre, sont dissoutes dans 210 ml d’éther de pétrole, le mélange est filtré
puis évaporé. Le résidu résultant est solubilisé dans 0.5 ml d’acide acétique ensuite dans
0.5ml de CHCIz. Puis on y ajoute 1 ml d’H2SO4 concentré. La formation d’un cercle marron
ou violet indique la présence des stérols terpéniques (Dohou et al., 2003).

2.2.2. Au niveau des extraits
- 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 deuxieme reactif révéle la

présence des Alcaloides (Haoulia, 2015).
Les deux reactifs sont préparés comme suit :
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> Réactif de Mayer : 5g de Kl et 1.35g de Hgcl> sont solubilisés dans 100 ml d'eau
distillée.

> Réactif de Wagner : 2g de Kl et 1.27g de I> dans 75ml d’eau distillé, le volume est ajusté
2100 ml.

-Flavonoides

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

coloration rouge ou rose (Edeogal et al., 2005).
- Tanins

Mélanger 1 ml de la solution a tester avec 2 ml d’H, O et ajouter 2 a 3 gouttes de Fecls
(2 %). La coloration verdatre ou bleu - noir indique la présence des tanins (Edeogal et al.,
2005).

- 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).

-Mucilages
A 1 ml de la solution a analyser, on ajoute Sml d’alcool absolu (éthanol a 95%).

L’apparition de précipités floconneux montre la présence de mucilage (Dohou et al., 2003).
-Stérols et Triterpénes

Dans un bécher, introduire 5 ml de I’extrait a étudier, ajouter 5Sml d’anhydride
acétique, 5ml de chloroforme et 1ml 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 contact des deux liquides et une coloration violette de la couche surnageant montre

la présence de stérols et triterpénes (Karumi et al., 2004).

2.3. Dosage des phénols totaux
La teneur en phénols totaux des extraits a été déterminée par la méthode de Folin—
Ciocalteu : une quantité de 200ul de I’extrait est mélangée avec 1ml du réactif de Folin—

Ciocalteu fraichement préparé (10 fois dilué) et 0,8ml de carbonate de sodium a 7,5% (Na
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COz3). L’ensemble est incubé a température ambiante pendant 30 minutes et la lecture est
effectuée contre un blanc a 1’aide d’un spectrophotometre a 765nm. Les résultats sont exprimes
en milligrammes équivalent d’acide gallique par g de matiére végétale séche (Singleton et al.,
1965).

2.4. Etude de ’activité antibactérienne

2.4.1. L’antibiogramme par la méthode de diffusion des disques

C’est une méthode analytique permettant la détermination de la sensibilité des
bactéries aux antibiotiques. L’ information qu’elle fournit, est capitale pour I’établissement ou

la rectification d’une thérapie déja prescrite.

Selon les recommandations de I’organisation mondiale de la santé, on préconise

d’adopter la méthode des disques selon la NCCLS.

e Choix des antibiotiques utilisés

Selon la recommandation du Comité de 1’ Antibiogramme de la Société Francaise de
Microbiologie (CASFM), le choix des antibiotiques testés sur les différentes espéces
bactériennes isolées, repose d’une part, sur I’identification du genre et son profil habituel vis-
a-vis des antibiotiques et d’autre part sur le spectre d’activité de chaque antibiotique
(Burnichon et Texier, 2003).

e Mode opératoire

v Préparation de ’inoculum

A partir d’une culture pure et jeune de 18 & 24 heures (en phase de croissance
exponentielle) sur gélose nutritive, Prélever a I’aide d’une anse de platine, 3 a 5 colonies bien

isolées et parfaitement identiques.

Décharger 1’anse dans 5 a 10 ml d’eau physiologique stérile a 0.9%, bien
homogénéiser la suspension bactérienne. Son opacité doit étre equivalente a 0.5 Mc Ferland,
Ainsi I'étalon doit présenter une densité optique(DO) allant de 0.08 a 0.11 lue a 625 nm
(Standardisation de 1’antibiogramme selon I’OMS, 1999).

Ajuster l'inoculum, soit en ajoutant de la culture s'il est trop faible ou de Il'eau
physiologique stérile, s'il est trop fort. La suspension bactérienne doit étre trouble pour étre

appliquée a I’antibiogramme.
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N.B : les bactéries ont été repiquées sur leur milieu de culture approprié [Escherichia coli
(Mac conkey), Staphylococcus aureus (Chapman), Pseudomonas aeruginosa (King A),

(gélose nutritive)].

v' Ensemencement

L’ensemencement se fait par la méthode de Kirby-Bauer (2004), par écouvillonnage
selon les étapes suivantes :
- Plonger un écouvillon stérile dans une suspension bactérienne et laisser s’imbiber.
- Le sortir du tube en I’essorant doucement sur la paroi.
- Ensemencer la boite de Muller-Hinton dont 1’épaisseur de la gélose est de 4 mm, en
frottant I’écouvillon sur sa surface et en tournant la boite 3 fois de 60° afin d’assurer une
bonne distribution de I’inoculum.
- Laisser sécher les boites pendant 15 a 20 min.

v Application des disques d’antibiotiques

A P’aide d’une pince stérile, déposer sur la boite de pétri en appuyant Iégérement, les
disques d’antibiotiques. Veiller & ne pas chauffer les disques par la pince flambée. Ne pas
mettre plus de 6 disques d’antibiotiques sur une boite de 90 mm de diameétre. Un disque
appliqué ne peut étre déplacé. Les différents disques doivent étre distants d’environ 30mm.

Les boites sont ensuite incubées a 1’étuve a 37°C pendant 24heures.

NB : six différents types d'antibiotiques ont été utilisés dans I'antibiogramme (Voir Tableau
04).

Tableau 04 : Antibiotiques utilisés dans I'antibiogramme (Chanda, 2007).

E. coli S. aureus P. aeruginosa
Chloramphénicol Vancomycine Tétracycline
Amoxicilline Pénicilline-G Chloramphénicol
Gentamicine Gentamicine Gentamicine
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v Préparation des disques d’extraits

A I’aide d’une pince stérile, des disques de papier Whatman 3 de 6 mm de diamétre
préalablement stérilisés (140 ° pendant 40 minutes a 1’étuve), ont été imbibés par 20 ul
d’extraits de plante a différentes concentrations (10mg/ml, 5mg/ml, 2.5 mg/ml) et ont été par

la suite aseptiquement déposeés sur la surface de milieu de culture.
e Lecture:

A Tl’aide d’une régle, des mesures des diamétres des zones d’inhibition autour des
disques chargés d’extraits ont été réalisées. Les résultats sont exprimeés selon trois niveaux
d’activité (Pouce et al., 2003) :

Souches résistantes (Diameétre < 7 mm).
Souches sensibles (8 mm < Diamétre <14 mm).

Souches tres sensibles (15 mm < Diametre <19 mm).
2.5. Détermination des parametres antibactériens
2.5.1. Préparation de I’'inoculum

L’inoculum bactérien a été préparé a partir de colonies de moins de 24 h en bouillon
Mueller Hinton (BMH). Une colonie isolée de la culture bactérienne a été prélevée a ’aide
d’une anse de platine et homogénéisée dans 10 ml du bouillon puis incubé pendant 3 a5 h 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 les Pseudomonas, E. Coli et les Staphylocoques et a été ajouté a 10ml de
BMH stérile. Cette suspension bactérienne réalisée est évaluée a environ 108 cellules/ml et

constitue la dilution 10° ou le I’inoculum pur (Toty et al., 2013).
2.5.2. Numération de I’inoculum

La numération de I’inoculum a été réalisée par une dilution au 10 °™ & partir de
I’inoculum pur. On a obtenu 4 dilutions a 102, 102, 103, 10™*. Ces différentes dilutions ainsi
que I’inoculum pur ont été ensemencés a I’aide d’une anse calibrée de 2 pl par stries de 5 cm
de long sur une gélose Mueller Hinton puis incubés a 37 °C pendant 24 h. Cette préparation
constitue la boite A (Toty et al., 2013).
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2.5.3. Préparation de la gamme de concentration des extraits végétaux

La gamme de concentration de I’extrait végétal a été préparée dans huit tubes a essais
numérotés de 1 a 8 par la méthode de la double dilution selon une progression géométrique de

raison 1/2.
e Inoculation

Dans une série de huit tubes a hémolyse numérotées de C1 a C8, on a introduit 1ml de
I’inoculum pur. Ensuite, on a ajouté dans les tubes, 1ml d’extrait végétal selon la gamme de
concentration préparée. Cette répartition d’extrait végétal a été faite de sorte que 1ml d’extrait
végétal de 1.25 mg/ml soit transféré dans le tube C1, le tube C2 a recu 1 ml de 2.5 mg/ml
ainsi de suite jusqu’au tube C8 qui a regu 1ml de la solution a 160 mg/ml. Le tube C9 a regu a
la place de I’extrait végétal, 1 ml de BMH stérile qui a servi de témoin de croissance. Du fait
de la dilution volume/volume ainsi réalisée, la concentration dans les tubes a été réduite de
moitié. Ces tubes ont été incubés a 37 °C pendant 24 h (Toty et al., 2013).

e 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 1’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).
e Détermination de la Concentration Minimale Bactéricide (CMB)

La CMB est la plus faible concentration de substance qui laisse au plus 0,01% de
germes survivants. A 1’aide d’une anse calibrée a 2 pl, les contenus des tubes dans lesquels
aucun trouble n’a été observé ont été prélevés et ensemencés sur une gélose Mueller-Hinton
en commengant par le tube de la CMI. L’ensemencement a été fait par stries paralleles de 5
cm de long a la surface de la gélose (Boite B). Apres 24 h d’incubation a I’étuve a 37 °C, le
nombre de colonies sur les stries a été comparé a celles de la boite de numération de
I’inoculum (Boite A). Ainsi, le premier tube expérimental dont le nombre de germes présents
sur sa strie est inférieur ou égal a celui de la dilution 10-4 correspondra a la CMB (Toty et al.,
2013).
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2.6. Etude de Dactivité insecticide

2.6.1. Evaluation de D’activité bio-insecticide des extraits de Rubus fruticosus sur

T.castaneum

Selon Benazzeddine (2010), I’efficacité d’un produit est évaluée par la mortalité. Le
nombre d’individu dénombré mort dans une population traitée par un toxique n’est pas le
nombre réel d’individus tués par ce toxique. Il existe, en fait dans toute population traitée une
mortalité naturelle qui vient s’ajouter a la mortalité provoquée par ce produit, les

pourcentages de mortalité doivent étre corrigés par la formule d’Abbott :

Formule d’Abbott :

Mortalité corrigée (%) = (Mortalité dans le groupe traité — Mortalité dans le groupe

témoin/100- Mortalité dans le groupe témoin) x100

2.6.2. Traitement par application topique sur T. castaneum

Les deux extraits utilisés ont été testés par application topique sur la partie abdominale
(ventrale) des adultes de T.castaneum a différentes doses (Hami et al., 2005). L’extrait
aqueux de Rubus fruticosus est administré aux doses : 5, 10 et 20mg/ml (chaque quantité de
I’extrait sec a été diluée dans un Iml de I’eau distillée), et I’extrait méthanolique a été utilisé
avec les doses suivantes : 0.625, 1.25 et 2.5mg/ml (chaque quantité de I’extrait sec a été
diluée dans un 1ml de DMSO a 10%). Ces doses ont été choisies a partir de tests effectués au
préalable. Les insectes sont mis dans des boites de pétri contenant chacune 10 individus. De
chaque dose des deux extraits utilisés, 2l ont été prélevés a 1’aide d’une seringue d’insuline
et ont été appliqués aux insectes (ce protocole a été répété 3 fois). Les témoins ne regoivent

aucun traitement de les deux extraits (aqueux et méthanolique).
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1. Rendement de ’extraction aqueuse et méthanolique

100g et 50g de matériel végétal (poudre des feuilles de Rubus fruticosus) ont permis
d’obtenir respectivement des résidus secs d’extrait aqueux et méthanoliques. Les résultats
obtenus (Tableau 05) montrent que le rendement en résidus d’extrait aqueux est de 12,9%
(12,9 g pour 100g de poudre de plante) et celui de I’extrait méthanolique est de 11,64%
(5,829 pour 50 g de poudre de plante). Ces résultats montrent que le rendement en résidu

d’extrait aqueux est légérement supérieur a celui de I’extrait méthanolique.

En effet les rendements varient selon 1’espéce végétale utilisée, le type de solvant
utilisé et la méthode d’extraction (Lee et al, 2003). Le rendement en résidus d’extrait
méthanolique trouvé par Meziti ( 2018) ne concorde pas avec le nétre. En effet, pour la

méme plante, il a trouvé un rendement supérieur (21,5%>11,649%).

Tableau 05 : Rendements des deux extraits.

Extrait aqueux Extrait méthanolique
Rendement (g) 12.90 5.82
Rendement % 12.9 11.64

2. Tests préliminaires de la composition chimique

Les tests phytochimiques réalisés sur la poudre et les deux extraits préparés
(méthanolique et aqueux) a partir des feuilles de Rubus fruticosus (Ronce), ont permis de
mettre en évidence la présence de certains groupes de métabolites secondaires et 1’absence

d’autres. Ces résultats sont représentés dans le tableau 06 ci-dessous :
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Tableau 06 : Les résultats du criblage phytochimique de la poudre et des différents extraits

de Ronce.
Composes La poudre Extrait Extrait aqueux
Chimiques méthanolique
Alcaloides + n -
Flavonoides + - -
Tanins + n -
Saponosides + 3 -
Stérols et + n -

triterpénes

Mucilages / - +

(-) : Indique I’absence ; (+) : Indique la présence.

Les résultats du criblage phytochimique réalisé sur la poudre de Ronce ont révéle la

présence des alcaloides, flavonoides, tanins, saponosides et stérols et triterpénes.

Les résultats du criblage phytochimique réalisé sur les deux extraits (aqueux et
méthanolique) de Rubus fruticosus ont révélé la présence des tanins et alcaloides. Les
flavonoides, saponosides et mucilages n’ont été retrouvés qu’au niveau de I’extrait aqueux et

enfin, les stérols et triterpénes ne sont présents qu’au niveau de 1’extrait méthanolique.

Les résultats des tests phytochimiques de I’extrait aqueux sont en accord avec ceux de

Rajeswari et al (2010) qui ont décelé tous les principes actifs sauf les tanins et saponosides.
3. Dosage des phéenols totaux

La détermination des teneurs en phénols totaux dans les deux extraits de Rubus
fruticosus a été réalisée en utilisant la méthode (Folin-Ciocalteux) pour chaque extrait. Les
concentrations en phénols totaux ont été rapportées en mg équivalent d’acide gallique/g du
matériel vegétal sec (mg EAG/g). Les résultats représentés par le tableau 07 montrent que
selon I’équation de 1’acide gallique (voir courbe d’étalonnage sur annexe 2) I’extrait aqueux a
une teneur en phénols totaux (886 mg EAG/g) supérieure a celle de I’extrait méthanolique
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(748.5 mg EAG /g). Nos résultats ne concordent pas avec ceux de Meziti (2018) qui a réalisé
des études sur Rubus fruticosus et qui a trouvé une quantité inférieure de composés
phénoliques (227.15 + 46.35 mg EAG/g d’extrait) par rapport aux nétres (886 mg EAG/g.
pour I’extrait aqueux et 748.5 mg EAG /g pour I’extrait méthanolique). Toutefois, il est
difficile de comparer ces résultats, car I’utilisation de différentes méthodes d’extraction réduit
la fiabilité de la comparaison entre les études. Plusieurs facteurs peuvent influer sur la teneur
en composes phénoliques. Différentes études, ont montré que les facteurs extrinseques
(facteurs géographiques et climatiques), les facteurs génétiques, mais également le degré de
maturation de la plante et la durée de stockage ont une forte influence sur la teneur en

composés phenoligues (Cheurfa et Allem, 2016).

Tableau 07 : Dosage des phénols totaux selon 1’équation de 1’acide gallique.

Nature de I’extrait Concentration des phénols totaux
mg EAG/g

Extrait aqueux 886

Extrait méthanolique 748.5

4. Etude de P’activité antibactérienne

4.1. Sensibilité d’Escherichia coli vis-a-vis des extraits et des antibiotiques

Les résultats de la sensibilité d’E coli ATCC 25922 vis-a-vis des extraits testés de la

plante et des antibiotiques sont représentés par les tableaux 08 et 09 ci-dessous.
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Tableau 08 : Sensibilité d’E. coli vis-a-vis des extraits testés.

Les extraits Les doses Sensibilité Inhibition @

(mm)

Extrait 10mg/ml Sensibles 8mm
methanolique

5mg/ml Sensibles 10mm

2.5mg/ml Résistante 00mm

10mg/ml Sensibles 12 mm
Extrait aqueux

5mg/ml Sensibles 8 mm

2.5mg/ml Sensibles 10 mm

Tableau 09 : Sensibilité d’E. coli vis-a-vis des antibiotiques.

Les antibiotiques Sensibilité Inhibition @ (mm)
C30 : Chlorampheénicol tres sensibles 29mm
AMX25 : Amoxicilline tres Sensibles 23mm
GEN10 : Gentamicine tres Sensibles 25mm
Eau distillée Résistante 00mm
DMSO Resistante 00mm
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D’apreés nos résultats, en comparant aux témoins négatifs (eau et DMSQO), E. coli semble
étre sensible aux deux extraits de la plante étudiée. Cependant, elle a était plus sensible a
I’extrait aqueux que 1’extrait méthanolique. Nos résultats sont en accord avec ceux de Welia
et al (2020). En effet, concernant 1’extrait aqueux, nous remarquons avec intérét qu’elle a été
sensible aux trois doses utilisées, avec un maximum de diamétre de la zone d’inhibition de
12mm pour la concentration la plus ¢levée de I’extrait (10mg/ml) suivit d’un diamétre de
10mm pour la concentration moyenne de I’extrait (Smg/ml) et enfin d’un diamétre de 8mm

pour la concentration la plus faible de I’extrait (2,5mg /ml).

Concernant I’extrait méthanolique, E.coli n’a pas été sensible vis-a-vis de toutes les
doses utilisées et specialement vis-a-vis de la dose la plus faible de I’extrait (2,5mg /ml). Elle
a ¢été curieusement plus sensible a la dose moyenne de ’extrait méthanolique (5mg/ml) avec
un diameétre de la zone d’inhibition de 10mm, que la dose la plus élevée de 1’extrait

(10mg/ml) avec un diamétre de la zone d’inhibition de 8mm.

Les résultats de 1’antibiogramme montrent que cette souche a été plus sensible vis-a-
vis des antibiotiques que vis-a-vis des extraits utilisés. En effet, elle a était trés sensible vis-a-
vis de tous les antibiotiques utilisés avec des diametres de la zone d’inhibition qui sont
respectivement de 29mm, 23 mm et 25 mm pour les antibiotiques suivants : Chloramphénicol,

Amoxicilline et Gentamicine.
4.2. Sensibilité de Staphylococcus aureus vis-a-vis des extraits et des antibiotiques

Les résultats de la sensibilité de S. aureus ATCC 25923 vis-a-vis des différents
extraits de la plante étudiée ainsi que des antibiotiques sont représentés dans les tableaux 10
et11.
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Tableau 10 : Sensibilité de S. aureus vis-a-vis des extraits testés.
Les extraits Les doses Sensibilité Inhibition @ (mm)

Extrait méthanolique 10 mg/ml Resistante 00 mm
5 mg/ml Resistante 00 mm

2.5 mg/ml Résistante 00 mm

10 mg/ml Resistante 00 mm

Extrait agqueux
5 mg/ml Reésistante 00 mm
2.5 mg/ml Resistante 00 mm

Tableau 11 :

Sensibilité de S. aureus vis-a-vis des antibiotiques.

Les antibiotiques

Sensibilité

Inhibition @ (mm)

VA30 : Vancomycine tres Sensibles 25mm
GEN10 : Gentamicine tres Sensibles 35mm
P10 : pénicilline-G 9mm
Eau distillée Résistante 00mm
DMSO Résistante 00mm
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D’apres nos résultats et en comparant aux zones d’inhibition des témoins négatifs (eau
et DMSO) et positifs (antibiotiques), S. aureus semble n’avoir aucune sensibilité vis-a-vis des
extraits aqueux et méthanoliques de la plante étudiée aux différentes doses utilisées. Nos
résultats sont en accord avec ceux de Welia et al (2020) mais ne concordent pas avec ceux de
Rajeswari et al (2010) qui ont trouvé que I'extrait agueux de Rubus fruticosus présenterait

une zone d'inhibition maximale d'environ 8mm contre S. aureus.

Nous avons remarquée egalement que S. aureus ne manifestait de sensibilité que vis-a-
vis des antibiotiques utilises (Vancomycine, Gentamicine et Penicille-G) avec la zone
d’inhibition la plus élevée (35mm) pour la Gentamicine suivit de la Vancomycine (25mm) et
enfin de la pénicilline-G (9mm). Elle est donc tres sensible aux deux antibiotique

(Gentamicine et Vancomycine) et relativement moins sensible a la pénicillie-G.
4.3. Sensibilité de Pseudomonas aeruginosa vis-a-vis des extraits et des antibiotiques

Les résultats de la sensibilité de P. aeruginosa ATCC 27853 vis-a-vis des différents
extraits de la plante étudiée ainsi que des antibiotiques sont représentés par les tableaux 12 et
13.

Tableau 12 : Sensibilité de P. aeruginosa vis-a-vis des extraits testés.

Les extraits Les doses Sensibilité Inhibition @ (mm)

Extrait méthanolique 10 mg/ml Sensibles 11 mm
5 mg/ml Sensibles 10 mm

2.5 mg/ml Sensibles 8 mm

10 mg/ml Sensibles 10 mm

Extrait agqueux
5 mg/ml Sensibles 9 mm
2.5 mg/ml Résistante 7mm
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Tableau 13 : Sensibilité de P. aeruginosa vis-a-vis des antibiotiques.

Les antibiotiques Sensibilité Inhibition @ (mm)
TE10 : Tétracycline Sensibles 10 mm
C30 : Chloramphenicol Sensibles 9mm
GEN10 : Gentamicine trés Sensibles 20 mm
Eau distillée Résistante 00 mm
DMSO Résistante 00 mm

Nos résultats concernant la sensibilité de P aeruginosa vis-a-vis des différents extraits
de la Ronce montre que par rapport aux témoins négatifs (eau et DMSO), cette bactérie
manifeste une sensibilité vis-a-vis de toutes les doses des deux extraits utilises (méthanoliques
et aqueux). Cette sensibilité vis-a-vis des extraits est dose dépendante: plus la dose de
I’extrait est ¢levée plus la sensibilité de la bactérie est élevée et donc la zone d’inhibition est
¢levée. En effet, par rapport a I’extrait méthanolique, P aeruginosa semble étre plus sensible a
la dose 10mg/ml suivit de la dose moyenne de 5mg/ml et enfin de celle de 2,5mg/ml avec des

diamétres de la zone d’inhibition qui sont respectivement de : 11mm, 10mm et 8mm.

En ce qui concerne, I’extrait aqueux de la plante, la bactérie semble également étre
plus sensible a la dose la plus elevée (10mg/ml) de I’extrait suivit de la dose moyenne
(5mg/ml) et enfin de la dose la plus faible (2,5 mg/ml) avec des diametres d’inhibition qui

sont respectivement de : 10mm, 9mm et 7mm.

Nous remarquons également que cette bactérie est sensible vis-a-vis des trois
antibiotiques utilisés dans 1’antibiogramme avec une sensibilit¢ plus élevée pour la
Gentamicine avec une zone d’inhibition de 20mm suivit de la Tétracycline avec une zone

d’inhibition de 10mm et enfin du Chloramphénicol avec une zone d’inhibition de 9mm.
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Selon ces résultats, nous constatons que toutes les doses de I’extrait méthanolique ont
été légerement plus efficaces (presque équivanlente en efficacité) que celles de 1’extrait
aqueux contre P. aeruginosa. Nous notons également et avec intérét que la dose la plus élevée
de I’extrait méthanolique (10mg/ml) ainsi que la dose moyenne (5mg/ml) rivalisent avec
I’antibiotique ayant donné le deuxiéme meilleur pouvoir inhibiteur vis-a-vis de la bactérie
étudiée, qui est la Tétracycline, avec des diameétres de zones d’inhibtion qui sont
respectivement de 11mm et 10mm pour I’extrait et 10mm pour I’antibiotique. La dose
moyenne de I’extrait méthanolique (5mg/ml) a été également Iégerement plus efficace que le
choramphénicol avec des zones d’inhibition respectives de 10mm pour I’extrait et 9mm pour

I’antibiotique.

En ce qui concerne I’extrait aqueux, les deux doses utilisées contre P. aeruginosa : la
concentration la plus elevée (10mg/ml) et la moyenne (5mg/ml) inhibent la bactérie
respectivement avec la méme efficacité que la Tetracycline (10mm) et le chloramphénicol
(9mm).

En conclusion (Tableau 08, 09, 10, 11,12 et 13) nous remarquons avec intérét que les
deux types d’extraits de Rubus fruticosus (extrait aqueux et extrait méthanolique) sont
efficaces uniquement vis-a-vis des bactéries & Gram negatif (E. coli et P. aeruginosa). Nous
constatons également que 1’extrait aqueux a été plus efficace vis-a-vis d’E. coli et que I’extrait

méthanolique a été plus efficace vis-a-vis de P. aeruginosa.

5. Détermination des parametres antibactériens des différents extraits de la

Ronce

5.1. Détermination de la Concentration Minimale Inhibitrice (CMI)

La concentration minimale inhibitrice (CMI) a été déterminée par la méthode de

dilution en milieu liquide. Les résultats sont représentés dans le tableau 14 ci-dessous.
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Tableau 14 : Concentrations minimale inhibitrice (CMI) des différents extraits vis-a-vis des

souches bactériennes.

Les doses des différents extraits
Les souches bactériennes Extrait aqueux Extrait méthanolique
E. coli 5 mg/ml 10 mg/ml
S. aureus 40 mg/ml 40 mg/ml
P. aeruginosa 10mg/ml 5 mg/ml

Nos résultats sur la CMI montrent que pour E. coli, I’extrait aqueux posséde une
activité inhibitrice a une (CMI=5mg/l) inférieure a celle de I’extrait méthanolique (CMI=
10mg/ml).

En ce qui concerne S. aureus, les deux CMI de I’extrait méthanolique et aqueux sont
équivalentes et égales a 40mg/ml. Cela veut dire que les deux extraits ont une activité

inhibitrice de S. aureus a la méme dose (40mg/ml).

En ce qui concerne P. aeruginosa, la CMI de I’extrait méthanolique (5mg/ml) est
inférieure a celle de I’extrait aqueux (10mg/ml) ce qui veut dire que 1’extrait méthanolique
posséde une activité inhibitrice vis-a-vis de cette bactérie a une concentration plus faible que

celle de I’extrait aqueux.

Pour inhiber les deux bactéries & Gram négatif (E. coli et P. aeruginosa), I’extrait
aqueux doit avoir une concentration de 10mg/ml qui est équivalente a celle de I’extrait
méthanolique (10mg/ml).L’inhibition en méme temps des trois bactéries & Gram positif (S.
aureus) et a Gram négatif (E. coli et P. aeruginosa) nécessite une concentration plus élevée

de I’extrait méthanolique et aqueux qui est de 40mg/ml.
5.2. Détermination de la Concentration Minimale Bactéricide (CMB)

Les résultats de la Concentration Minimale Bactéricide des différents extraits de la

Ronce sont représentés dans le tableau 15 ci-dessous.
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Tableau 15 : Concentrations minimale bactéricide (CMB) des différents extraits vis-a-vis des

souches bactériennes.

Les doses des différents extraits
Les souches bactériennes Extrait aqueux Extrait méthanolique
E. coli 40 mg/ml 80 mg/ml
S. aureus 40mg/ml 80 mg/ml
P. aeruginosa 80 mg/ml 80 mg/ml

D’aprés nos résultats nous remarquons que pour E. coli, la CMB de I’extrait aqueux
est plus faible (40mg/ml) que celle de I’extrait méthanolique (80 mg/ml). Ce qui veut dire
qu’a seulement 40mg/ml I’extrait aqueux a une activité bactéricide vis-a-vis de cette bactérie
tandis que I’extrait méthanolique doit avoir le double de cette concentration pour avoir le

méme effet.

En ce qui concerne S. aureus, I’extrait aqueux semble avoir un effet bactéricide vis-a-
vis de cette bactérie a seulement 40 mg/ml (CMB) alors que I’extrait méthanolique est

bactéricide qu’au double de cette concentration (80mg/ml).

En ce qui concerne P. aeruginosa, les deux extraits (aqueux et méthanolique) ont un

effet bactéricide vis-a-vis de cette bactérie a une dose équivalente de 80mg/ml.

Pour tuer seulement les bactéries a Gram negatif (E. coli et P. aeruginosa) ou les trois
types de bactéries a Gram négatif (E. coli et P. aeruginosa) et a Gram positif (S. aureus), les
deux extraits (aqueux et méthanolique) doivent avoir au minimum une concentration de

80mg/ml.

En récapitulatif (selon les tableaux 14 et 15) nous constatons que les concentrations
minimales inhibitrices sont inférieures ou égales aux concentrations minimales bactéricides.
En effet, les deux extraits aqueux et méthanoliques inhibent la croissance de toutes les
bacteries utilisées (a Gram negatif : E. coli et P. aeruginosa et a Gram positif : S. aureus) a
partir de 40mg/ml. Cependant, ces deux extraits sont bactéricides qu’ a partir d’une

concentration double de 80mg/ml.
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L’inhibition de la croissance uniquement des bactéries a Gram négatif nécessite une
concentration en extrait méthanolique et aqueux de 10mg/ml tandis que la rupture de la

croissance bactérienne nécessite une concentration minimale de 80 mg/ml.

L’inhibition de la croissance de S. aureus (la seule bactérie a Gram positif) nécessite une
concentration minimale en extrait méthanolique et aqueux de 40 mg/ml alors que la rupture de
la croissance bactérienne nécessite une concentration minimale de 40mg/ml pour I’extrait
aqueux et le double de la dose (80 mg/ml) pour I’extrait méthanolique (pour cette bactérie la

CMI et la CMB de I’extrait aqueux sont équivalentes).

L’activité inhibitrice ou bactéricide d’une substance végétale dépend de plusieurs
facteurs tels que le mode d’extraction et la concentration en principes actifs (Wagner, 1993 ;
Thangara, et al, 2000). Aussi, faut-il rappeler que Rubus fruticosus contient des Alcaloides,
flavonoides, tanins, saponines, glycosides, terpénes, stérols et glucides (confirmé également
par notre étude phytochimique) (Aduragbenro, et al, 2009). Ces composés sont connus pour
leurs propriétés antibactériennes (Scalbert, 1991). Leur présence pourrait donc expliquer les

activités antimicrobiennes observées.

6. Etude de Pactivité insecticide

6.1. Evaluation de Dactivité bio-insecticide des extraits de Rubus fruticosus sur
T.castaneum

Les études toxicologiques permettent de déterminer I’efficacité de deux types
d’extraits de la plante étudiée et ce a partir de la mortalité enregistrée (mortalité observée et
notée durant les 24h, 48h, 72h qui suivent le traitement) chez les individus cibles traités. Pour
caractériser ’effet toxicologique des extraits utilisés sur T.castaneum, les pourcentages des
mortalités observés sont corrigés par la formule d’Abbott (1995) qui permet d’éliminer la
mortalité naturelle et de connaitre 1’effet toxique réelle du bio-insecticide par 1’analyse des
probités(1971). Les résultats des mortalités sont mentionnés dans les tableaux et les figures ci-

dessous.
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6.1.1. Effet toxique de D’extrait aqueux de Rubus fruticosus vis-a-vis des adultes de

Tribolum castaneum

L’évaluation de 1’effet toxique de D’extrait aqueux de Rubus fruticosus a eété

déterminée a partir du taux de mortalité enregistré aux différentes doses appliquées a I’insecte

(5,10, 20mg/ml) pendant (24h, 48h, 72h). Les taux de mortalités observées sont mentionnés

sur les tableaux (16, 18 et 20) ci-dessous.

Tableau 16 : Evaluation de 1’effet toxique de I’extrait aqueux de Rubus fruticosus sur les

adultes de Tribolum castaneum apres 24h de traitement (M+S de 3 répétitions, n=10).

Répétitions Témoin 5mg/ml 10mg/ml 20mg/ml
R1 % 0 10 40 20
R2 % 0 10 10 40
R3 % 10 20 30 30
Mz=S % 3,33+5,77 13,33+5.77 26,66+15.27 30£10

Tableau 17 : Evaluation de I’effet toxique de I’extrait aqueux de Rubus fruticosus sur les

adultes de Tribolum castaneum aprés 24h de traitement avec un taux de mortalité corrigée
(M<S de 3 répétitions, n=10).

Répétitions 5mg/ml 10mg/ml 20mg/ml
R1 % 10 40 20

R2 % 10 10 40

R3 % 11,11 22,22 22,22
MC+S % 10,37+0,64 24,07+£15,08 27,40+£10,96
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Taux de mortalité

Figure 07 : Evaluation de I’effet toxique de I’extrait aqueux de Rubus fruticosus sur les

10,37 %

DOSE 5mg/ml

24,07 %

dose 10mg/ml40

27,40 %

DOSE20MG/ML 20

adultes de Tribolum castaneum apreés 24h de traitement avec un taux de mortalité corrigée
(M<S de 3 répétitions, n=10).

Les résultats de la mortalité corrigée (Tableau 17 et figure 07) montrent que 1’extrait

aqueux de Rubus fruticosus a un effet toxique sur les adultes de Triboluim castaneum dans les

24h de traitement avec le taux de mortalité le plus élevé (27.40% +10,96) pour la dose la plus

concentrée de I’extrait (20mg/ml) suivit de la dose moyenne (10mg/ml) de 1’extrait avec un

taux de mortalité de 24.07% +15,08 et enfin de la dose la moins concentrée (5mg/ml) avec

un taux de mortalité de 10.37% +0,64.

Tableau 18 : Evaluation de I’effet toxique de 1’extrait aqueux de Rubus fruticosus sur les

adultes de Tribolum castaneum aprés 48h de traitement (M+S de 3 répétitions, n=10).

Répétitions Témoin 5mg/ml 10mg/ml 20mg/ml
R1 % 0 10 60 40
R2 % 0 10 10 70
R3 % 10 50 30 20
Mz=S % 3,33+5,77 23,33+23.09 33,33%£25,16 43,33+25,16
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Tableau 19 : Evaluation de I’effet toxique de 1’extrait aqueux de Rubus fruticosus sur les

adultes de Tribolum castaneum aprés 48h de traitement avec un taux de mortalité corrigée
(M<S de 3 répétitions, n=10).

Répétitions 5mg/ml 10mg/ml 20mg/ml
R1 % 10 60 20
R2 % 10 10 70
R3 % 44,44 22,22 11,11
MczS % 21,48+19,88 30,74+26,06 33,70+31,74
2 33,70 %
8 30,74 %
S
£
E
g i
®m DOSE 5mg/ml dose 10mg/ml40 DOSE20MG/ML 20

Figure 08 : Evaluation de 1’effet toxique de 1’extrait aqueux de Rubus fruticosus sur les

adultes de Tribolum castaneum apreés 48h de traitement avec un taux de mortalité corrigée
(M4£S de 3 répétitions, n=10).

A partir des résultats de la mortalité corrigée représentés par le tableau 19 et la figure

08, nous remarquons avec intérét qu’apres 48h, 1’extrait aqueux de Rubus fruticosus aurait un

effet toxique dose dépendant vis-a-vis des adultes de Triboluim castaneum. En effet, le taux

de mortalit¢ le plus ¢élevé a été enregistré pour la dose la plus concentrée de I’extrait

(20mg/ml) suivit de la dose moyenne (10mg/ml) et enfin de la dose la plus faiblement

concentrée (5mg/ml). Ces taux de mortalités sont respectivement de 33,70% £31,74, 30.74%
126,06 et enfin de 21.48% +19,88.
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Tableau 20 : Evaluation de 1’effet toxique de I’extrait aqueux de Rubus fruticosus sur les

adultes de Tribolum castaneum aprés 72h de traitement (M+S de 3 répétitions, n=10).

Répétition Témoin 5mg/ml 10mg/ml 20mg/mi
R1 % 10 40 80 90
R2 % 0 20 40 80
R3 % 0 60 50 90
M=S % 3,33+5,77 40+20 56,66+20,81 86,66%5,77

Tableau 21 : Evaluation de I’effet toxique de I’extrait aqueux de Rubus fruticosus sur les

adultes de Tribolum castaneum aprés 72h de traitement avec un taux de mortalité corrigée
(M<S de 3 répétitions, n=10).

Répétitions 5mg/ml 10mg/ml 20mg/ml
R1 % 33,33 77,77 88,88
R2 % 20 40 80
R3 % 30 50 90
MctS % 27,77+6,93 55,92+19,56 86,29+28,54

b 86,29 %

£ 55,92 %

5

E 27,77 %

8

DOSE 5mg/ml m dose 10mg/ml40 = DOSE20MG/ML 20

Figure 09 : Evaluation de 1’effet toxique de I’extrait aqueux de Rubus fruticosus sur les
adultes de Tribolum castaneum aprés 72h de traitement avec un taux de mortalité corrigée
(M4£S de 3 répétitions, n=10).
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Les resultats de la mortalité corrigée, représentés par le tableau 21 ci-dessus et la figurelO,
montre qu’aprés 72h de traitement, I’extrait aqueux de Rubus Fruticosus aurait un effet dose

dépendant et tres toxique vis-a-vis des adultes de Triboluim castaneum.

En effet, nous remarquons avec intérét que le taux de mortalité le plus élevé a été
enregistré avec la dose la plus élevée de I’extrait (86.29% +28,54 d’insectes morts pour la
dose 20mg/ml) suivit de la dose moyenne (55.92% 19,56 pour 10mg/ml) et enfin de la dose
la plus faible (27.77% 6,93 pour 5mg/ml).

Il est a noter que selon nos résultats précédents (Tableau 17, Tableau 19, Tableau
21, Figure 07, Figure 08, et Figure 09), la mortalité corrigée des insectes dépend a la fois de
la dose utilisée et du temps d’exposition aux extraits. En effet la dose 20mg/ml de I’extrait
semble étre la plus efficace vis-a-vis de T. castaneum peu importe le temps d’exposition des
insectes. Nous notons également et avec intérét, que peu importe la dose utilisée, plus le
temps d’exposition est long, plus le taux de mortalité des insectes est élevé. 72h constituent la

période d’exposition la plus toxique vis-a-vis de I’insecte cible.

6.1.2. Effet toxique de ’extrait méthanolique de Rubus fruticosus vis-a-vis des adultes de

Tribolum castaneum

L’effet de 1’extrait méthanolique de Rubus fruticosus a été déterminé a partir de taux
de mortalité enregistré. Cet extrait a été utilisé par application topique a différentes doses (2.5,
1.25, 0.625 mg/ml) sur les adules de Tribolum castaneum. Les taux de mortalité observés sont

mentionnés sur le tableau 22 ci-dessous.

Tableau 22 : Evaluation de I’effet toxique de 1’extrait méthanolique de Rubus fruticosus sur

les adultes de Tribolum castaneum apres 24h de traitement (M+S de 3 répétitions, n=10).

Répétition | Témoin 0.625mg/ml | 1.25mg/ml | 2.5mg/ml
R1 % 10 30 80 90

R2 % 0 40 90 100
R3 % 0 60 70 100
M+S % 3,33+5,77 | 43,33+15,27 80+10 96.6+5,33
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Tableau 23 : Evaluation de I’effet toxique de 1’extrait méthanolique de Rubus fruticosus sur

les adultes de Tribolum castaneum apres 24h de traitement avec un taux de mortalité corrigee
(M<S de 3 répétitions, n=10).

Répétition 0,625mg/ml 1,25mg/ml 2,5mg/ml
R1 % 22,22 71,77 88,88
R2 % 40 90 100
R3 % 60 70 100
MzS % 40,74+18,90 79.25+10,08 96,29+6,42

p 96,29%

£ 79,25 %

3]

€

e 40,74%

dose 0,625mg/ml dose 1,25mg/ml dose 2,5mg/ml

Figure 10 : Evaluation de I’effet toxique de 1’extrait méthanolique de Rubus fruticosus sur les

adultes de Tribolum castaneum aprés 24h de traitement avec un taux de mortalité corrigée
(M£S de 3 répétitions, n=10).

A partir des résultats de la mortalité corrigée mentionnées sur le tableau 23 et la

figure 10, nous constatons que le taux de mortalité des insectes adultes est élevé et augmente

en fonction des doses utilisées. L extrait méthanolique semble avoir un effet trés toxique sur

les adultes de Triboluim castaneum avec un taux de mortalité approchant les 100% (96,29%

+6,42) pour la dose la plus élevée de I’extrait (2,5mg/ml), suivit de 79.25% 10,08 pour la

dose moyenne (1.25mg/ml), et enfin un taux de mortalité de 40.74% +18,90 pour la dose la
plus faible (0.625mg/ml).
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En raison de la mortalité tres élevée, enregistrée 24h aprés administration de I’extrait

méthanolique, il n’était pas nécessaire d’allonger la période d’exposition des insectes adultes,

a 48h et 72h.

L’effet insecticide des différents extraits aqueux et méthanoliques de Rubus fruticosus n’a
pas était étudié au paravent, c’est ce qui fait I’originalité de notre étude. On a obtenu un taux
de mortalit¢ de 86.29+ 28.54 aprés 72h de traitement avec la plus forte dose de I’extrait
aqueux ( 20mg/ml), et un taux de mortalité de 96.29+ 6.42 juste apres 24h d’exposition a la
plus forte dose de I’extrait méthanolique (2.5mg/ml qui est <20mg/ml de 1’extrait aqueux).
Nous remarquons donc que 1’extrait méthanolique montre une efficacité plus importante que
I’extrait aqueux peu importe la durée de traitement. Nos résultats sont similaires a plusieurs
autres études portant sur I’effet insecticide d’autres plantes vis-a-vis du méme insecte T.
castaneum. En effet, Tripathti et al., (2002) ont montré que I’armoise manifeste une action
toxique par contact- fumigation et provoque un effet antiappétant a 1’égard de Tribolium
castaneum. L’étude de la toxicité des extraits d’Euphorbia guyoniana, sur les adultes du
méme insecte ont montré une toxicité particuliére de cette plante vis-a-vis des imagos. Un
pourcentage de mortalité de 100% a été rapporté chez les individus traités (Kemassi et al.,
2019). Les travaux de Bouenchada et Arab (2011), ont démontré que les poudres de Melia
azedarach et de Peganum haramala dont la concentration est de 30%, manifestent une forte
mortalité chez le méme insecte, quel que soit la durée de traitement. Jbilou et al., (2008) ont
montré que les extraits méthanoliques de Peganum harmala (Zygophyllaceae), Ajuga iva
(Labiateae), Aristolochia baetica (Aristolochiaceae) et Raphanus raphanistrum
(Brassicaceae) avaient des effets insecticides variés vis-a-vis de T. castaneum. P. harmala
semble donner la plus forte activité insecticide sur les larves et les adultes de cet insecte.
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Au terme de cette étude, nous avons constaté que 1’extrait aqueux et méthanolique de
la plante médicinale étudiée Rubus fruticosus contient des principes actifs potentiellement

efficaces sur les bactéries et les insectes.

Le rendement en extrait aqueux était légerement plus élevé que celui de ’extrait

méthanolique (12,9% contre 11,64%).

Plusieurs tests phytochimiques ont été réalisés sur la poudre et les extraits utilisés de la
plante étudice. Ils ont révélé la présence au niveau de la poudre de plante, des alcaloides,
flavonoides, tanins, saponosides et strérols et terpénes (test de mucilages non réalisé que pour
la poudre de plante). Tous ces principes actifs ont été retrouvés au niveau des deux extraits
mis a part les stérols et terpénes pour I’extrait aqueux et les flavonoides, saponosides et

mucilages pour 1’extrait méthanolique.

Parmi ces principes actifs, la famille des polyphénols dont les flavonoides et tanins
occupent une place importante de par leur efficacité vis-a-vis des bactéries et insectes ont été
dosés au niveau des différents extraits. Les résultats ont révélé une présence quasi importante
de ces composés: 886 mg EAG/g d’extrait aqueux et 748.5 mg EAG/g d’extrait

méthanolique.

L’évaluation des activités antimicrobiennes des deux extraits testés a différentes doses
(2,5, 5, 10 mg/ml) sur trois souches bactériennes potentiellement pathogenes : Staphylococcus
aureus ATCC 25923, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 et Escherichia coli ATCC
25922 a montré que les deux extraits sont efficaces uniquement contre les bactéries a Gram
négatif. Il a été constaté, selon les doses utilisées, que 1’extrait aqueux a été plus efficace
contre E. coli et I’extrait méthanolique a été légerement plus efficace que 1’extrait aqueux

contre P. aeruginosa.

La CMI de D’extrait aqueux contre E. coli a été plus faible que celle de 1’extrait
méthanolique (S5mg/ml contre 10mg/ml). Tandis que I’extrait méthanolique posséde une CMI
plus faible pour P. aeruginosa (Smg/ml contre 10mg/ml). La CMB de ’extrait aqueux contre

E.coli est plus faible que celle de I’extrait méthanolique (40mg/ml contre 80mg/ml).
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Toutefois, les CMB vis-a-vis de P. aeruginosa, des extraits méthanoliques et aqueux sont

équivalentes (80mg/ml).

Les CMI de I’extrait aqueux et méthanolique contre S. aureus sont équivalentes
(40mg/ml) tandis que les CMB vis-a-vis de la méme bactérie sont différentes. La CMB de
I’extrait méthanolique est le double de la CMB de I’extrait aqueux (80mg/ml contre

40mg/ml).

Nous pouvons conclure qu’aux doses utilisées pour évaluer 1’effet antibactérien
(disques imprégnés de 2.5mg/ml,5mg/ml et 10mg/ml d’extraits) I’extrait aqueux était plus
efficace sur E.coli et avait un effet inhibiteur sur sa croissance. L’extrait méthanolique quant a
lui était plus efficace contre P. aeruginosa et a exercé un effet inhibiteur sur son
développement. Les deux extraits n’avaient aucun effet sur S. aureus car les CMI et CMB
dépassaient largement la plus grande dose utilisée en extraits qui est de 10mg/ml (méthode de

diffusion sur disque).

L’évaluation de D’activité bioinsecticide des différentes doses des extraits aqueux et
méthanoliques de Rubus fruticosus appliquées par voie topique sur la partie abdominale des
adultes d’un insecte ravageur des denrées stockées (7. castaneum), a montré que 1’extrait
méthanolique semblait étre plus toxique que 1’extrait aqueux vis-a-vis de cet insecte avec une
efficacité dose dépendant et un taux de mortalité élevé de 96,29% + 6,42 des 24h de
traitement avec une dose de 2,5mg/ml (I’extrait aqueux a enregistré un taux de mortalité

maximum de 86,29+28,54% apres 72h avec une concentration plus élevée 20mg/ml).

Au bout de cette étude, on peut conclure que les deux extraits de Rubus fruticosus
peuvent étre une source prometteuse de nouvelles substances antibactériennes et insecticides.

Afin d’améliorer cette étude nous pouvons :
-Elargir I’échantillonnage en utilisant d’autres bactéries et insectes.

- Faire une étude chimique détaillée des extraits de la plante (HPLC couplé a la Spéctroscopie

de masse).
-Utiliser d’autres doses de la plante.

-Faire une étude statistique.
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Annexe 1
1. Solution HCI a 1%
FH L e e 1ml
CBAU ISt ..ottt 99ml

1 ml d'HCI sont ajoutés a 99 ml d'eau distillé

2. Solution FeCl3 a 2%

SEau distillé. ..o 98ml
29 FeClI3 sont ajoutés a 98 ml d'eau distillé.

3. Solution DMSO a 10 %

- Eaudistillé ... 90ml
10ml DMSO sont ajoutés a 90 ml d'eau distille.

4. Solution carbonate de sodium a 7.5 %
-Carbonate de sodium...........oooiiiiiiii 7.5¢
SBau distille .o 100 ml

5. Gélose Mueller Hinton

Mettre en suspension 38.0 g de milieu déshydraté dans une 1 litre d’eau distillée ou
minéralisée.

Porter lentement le milieu a ébullition sous agitation constante et i’ y maintenir durant le
temps nécessaire a sa dissolution compléte.

Repartir en tubes ou en flacons.

Stérilisée a I’autoclave al15°Cpendant 15 minutes.

Refroidir et maintenir a 44_47°C.

Couler en boites de petri stérile et laisser solidifier sur une surface froide.
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Faire sécher les boites a 1’étuve.
6. Gélose nutritive
Mettre en suspension 23 grammes dans 1 litre d’eau distillé.

Porter le milieu a ébullition sous agitation constante pendant au moins 1minute. Répartir en
tubes ou flacons. Autoclave a 121°C pendant 15 minutes. Couler en boites de pétri stériles et

laisser sécher.

7. Bouillon nutritif

Ajouter 20g de poudre de bouillon nutritif dans 1L d'eau distillée.

Mélanger et dissoudre complétement.

Stériliser par autoclavage a 121°C pendant 15 minutes.

8. Gélose Chapman :

Dissoudre 111 grammes de poudre dans un 1 litre d’eau distillée ou minéralisée.
Me¢langer jusqu’a I’obtention d’une suspention homogene.

Chaufer lentement en agitant fréquemment puis porter a ébullition jusqu’a dissolution

complete.

Stériliser a autoclave a 121°C pendant 15 minutes.

Couler en boites de pétri stériles et laisser sécher.

9. Gélose de Macconkey :

Dissoudre 50 grammes de poudre dans un 1 litre d’eau distillée ou minéralisée.
Mélanger jusqu’a 1’obtention d’une suspension homogeéne.

Chauffer lentement en agitant fréquemment puis porter a ébullition jusqu’a dissolution

complete.
Stériliser a autoclave a 121°C pendant 15 minutes.

Couler en boites de pétri stériles et laisser sécher.
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10. Réactif et produit chimique

11.

- HCL

- NH40H

- Hydro- alcoolique de C2H50H
- FeCI3

- Ether de pétrole

- Acide acetique

- CHCI3

- H2S04

- Réactif de Wagner

- Réactif de Mayer

- Tournures de magnésium

- Ethanol

- Méthanol

- Reactif de Folin—Ciocalteu

- Carbonate de sodium

- Acide gallique

- Eau physiologique stérile a 0.9%

Appareils :

-Bec bunsen

- étuve

- bain marie

- pH metre

-vortex

- agitateur + plaque chauffante
- autoclave

- balance de précision
- haute

- réfrigérateur

- spectrophotomeétre
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12.Préparation des extraites
Extrait aqueux

e Dose 5mg/ml

Extrait aQueuX..........ccooviieiiiiiiiin

Eaudistillé...........oo

e Dose 10mg/ml

Extrait aqueuX.........oovviiiiiiiiiiiiiieenn..

Eaudistillé......oovviere i

e Dose 20mg/ml

Extrait aqueuX.......ccoovvvviiiiiiiiiiiiianannn,

Eaudistillé.....ooovieeeeiee i

Extrait méthalonique

e Dose 0.625

Extrait méthalonique.............................

DMSO 10%0......cccoiiiiiiiiiieiini e

e Dose 1.25

Extrait méthalonique.............................

DMSO 10%0.....ccuviiieeriiieiienieeieseesieee e

e Dose?25

Extrait méthalonique.............................

DMSO 10%0.....ccuviiiieiiiieniieiiseeseenieseeseenn

................... 0.625mg

................... 1.25mg

................... 2.5mg
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Figure : extration méthanolique I’aide d’un évaporateur rotatif (Blichi Rotavapor R-215)
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Annexe 2

1. Criblage phytochimique
A- De poudre
e Flavonoide

Avant Apres

e Lestanins

Apres
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e Alcaloide

Avant

e Test stérols et Triterpenes

e Saponosides




Annexes

B- Résultat de criblage phytochimique sur les extraits

Test tanins

Test Alcaloides
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Test Mucilage

Test stérols et Triterpenes
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Test Saponosides

2. Les souches bactériennes utilisées

Figure : Les souches bactériennes utilisées (E. coli, S, aureus, P. aeruginosa ).
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2. Dosage des phénols totaux

courbe d'étalonnage de I'acide gallique

Rl
e

y =0,1454x-0,0957
R? =0,9989

=

o
[s.]

= coUrbe d'étalonnage de l'acide
gallique

=
=

Absorbance 765 nm

L]

24 50 75 100 125 150 175 200
concentration ( mg/ml)

Figure : courbe d’étalonnage de 1’acide gallique.
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Annexe 3

1. Etude toxicologique sur Triboluim castaneum

i

Figure : Elvage de T. castaneum
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