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Résumé 
 

        Notre étude a pour but, l’étude de la chimie ainsi que l’évaluation de l’activité 

antibactérienne du test de l’oursin  Paracentrotus lividus  vis à vis de 6 souches de référence : 

Enterococcus faecalis ATCC 29212, Escherichia coli  K 12 ATCC10798   , Escherichia coli 

ATCC 25922, Klebsiella pneumoniae ATCC 27853, Staphylococcus aureus ATCC 25923 et 

Staphylococcus aureus (MRSA) ATCC 43300.  Le screening chimique nous a permis de 

mettre en évidence la présence des métabolites secondaires au niveau des pigments 

naphthoquinones de l’oursin Paracentrotus lividus. De même, les résultats révèlent la 

présence de quatre groupes chimiques : saponosides, polyphénol, C-hétérosides et de 

flavonoïdes, avec une absence des tanins, anthocyanes, O-hétérosides, Terpènes et stérols, 

mucilage, alcaloïdes, Anthraquinones libres, leuco anthocyanes et les composés réducteurs. 

       Mots clés : Paracentrotus lividus, activité antibactérienne, Screening chimique. 

 

 

 



Abstract 
 
        Our study aims to study the chemistry as well as the evaluation of the antibacterial 

activity of the sea urchin Paracentrotus lividus test against 6 reference strains: Enterococcus 

faecalis ATCC 29212 , Escherichia coli  K 12 ATCC10798 , Escherichia coli ATCC 25922,  

Klebsiella pneumoniae ATCC 27853,Staphylococcus aureus ATCC 25923 and  

Staphylococcus aureus (MRSA) ATCC 43300 . chemical screening enabled us to demonstrate 

the presence of secondary metabolites in the naphthoquinone pigments of the sea urchin 

Paracentrotus lividus. Likewise, the results reveal the presence of four chemical groups: 

saponosides, polyphenol, C-heterosides and flavonoids, with an absence of tannins, 

anthocyanins, O-heterosides, Terpenes and sterols, mucilage, alkaloids, free anthraquinones, 

leuco anthocyanins and reducing compounds. 

       Key words: Paracentrotus lividus, antibacterial activity, chemical screening. 

  



 الملخص
 

         وكذلك تقييم النشاط المضاد للبكتيريا في اختبار قنفذ البحرلهدف من دراستنا هو دراسة الكيمياء ا         

Paracentrotus lividus  سلالات مرجعية 6مقابل :Enterococcus faecalis ATCC 29212، Escherichia 

coli   K 12 ATCC10798    ، Escherichia coli ATCC 25922، Klebsiella pneumoniae ATCC 

27853، Staphylococcus aureus ATCC 25923 و Staphylococcus aureus (MRSA) ATCC 43300  

 Paracentrotusثانوية في أصباغ نافثوكينون لقنفذ البحر  من إثبات وجود مستقلباتوقد مكننا الفحص الكيميائي 

lividus .وجود  :وبالمثل ، كشفت النتائج عن وجود أربع مجموعات كيميائيةsaponosides، polyphénol ، C-

hétérosides و Flavonoïdes   مع غيابtaninis،anthocyanes، O-hétérosides، Terpènes و  stérols، 

mucilage، alcaloïdes، Anthraquinones libres، leuco anthocyanesو. composés réducteurs 

 . ، النشاط المضاد للبكتيريا ، الفحص الكيميائي Paracentrotus lividus: الكلمات الأساسية         
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       Les pigments des test et des épines sont actuellement les composés actifs les plus étudiés 

des oursins (Stevens et Ruxton, 2011; Pereira et al., 2014) , la présence de pigments de 

naphtoquinone polyhydroxylée (PHNQ) chez les oursins est connue et étudiée depuis 

quelques années, Certains de ces pigments ont été nommés échinochromes et spinochromes 

en fonction de leurs sources d'origine. Le rôle des pigments PHNQ dans les coquilles d'oursin 

n'est pas connu. Les PHNQ s'accumulent uniquement dans la couche de derme vivant qui 

recouvre les couches internes de la coquille, qui sont principalement composées de carbonate 

de calcium. Par conséquent, les PHNQ sont en contact avec l'environnement extérieur et 

peuvent avoir une fonction de protection. Il a été démontré que les PHNQ ont des effets anti -

algues et antibactériens et leur accumulation dans les coquilles peut limiter l'infection.  

(Powell et al., 2014). 

     Au cours des cinquante dernières années, les antibiotiques ont joué un rôle crucial dans la 

lutte contre de nombreuses maladies et leur développement a révolutionné le traitement des 

maladies infectieuses. Cependant, avec l'utilisation croissante et parfois injustifiée de ces 

molécules, les bactéries sont devenues résistantes aux antibiotiques (Soussy, 2007).  De ce 

fait, il est apparu important de disposer d’une approche multidimensionnelle en ayant recours 

à une approche biologique intégrée qui a été sélectionnée à l’aide d’une combinaison de 

paramètres afin de mettre en place une étude assez complète. Nous avons donc choisi de 

focaliser nos efforts sur deux principaux objectifs, d’une part faire la chimie  des coquilles  de 

l’oursin Paracentrotus lividus et d’autre part tester l’effet antibactérien vis-à-vis de 6 souches 

de références (Enterococcus faecalis ATCC 29212, Escherichia coli K12 ATCC10798, 

Escherichia coli ATCC 25922, Klebsiella pneumoniae ATCC 27853, Staphylococcus aureus 

ATCC 25923 et Staphylococcus aureus (MRSA) ATCC 43300 ) par la méthode de diffusion.  

Pour cela notre travail sera organisé en 3 chapitres :  

 Le premier est purement théorique rassemble d’une part la présentation de l’oursin 

Paracentrotus lividus et d’autre part les souches bactériennes. 

 Le second, est un chapitre expérimental consacré aux méthodes utilisées pour l'étude 

de l’activité antibactérienne et le screening chimique des coquilles l’oursin 

Paracentrotus lividus. 

 Le troisième chapitre mentionne les différents résultats obtenus au cours de notre 

étude sous forme des tableaux puis une discussion qui regroupera l'ensemble des 

résultats obtenus. 
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       Enfin ce manuscrit sera clôturé par une conclusion et des perspectives pour l'ensemble du 

travail. 

     

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

Synthèse 

bibliographique 
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I.1. Présentation de l’oursin Paracentrotus lividus 

     Les oursins appartiennent au phylum des Echinodermes qui comprend cinq classes, 

Crinoidea, Asteridea, Holothuroidea , Echinoidea dont les oursins font partie et Ophiuroidea 

(Fig.01) (Yokota, 2002).  

 

Figure 01 : Arbre phylogénétique des Echinodermata. 

   

I.1.1. Position systématique 

    La classification systématique de l’oursin Paracentrotus lividus selon Fischer et al.(1987) 

est représentée dans le tableau 01. 

 

Tableau 01 : Position systématique de l’oursin Paracentrotus lividus.  

 

                          Classification                                                        Descriptif 

 

Embranchement 

 

Echinodermata 

 

Symétrie radiale d'ordre cinq. Squelette de 

plaques calcaires bien développé sous le derme. 

Présence d'un système aquifère auquel 

appartiennent les podia souvent visibles 

extérieurement. 

 

Sous-embranchement 

 

Echinozoa 

Echinodermes non étoilés de forme globuleuse 

ou allongée. Ce groupe renferme les oursins et 
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les concombres de mer. 

 

Classe 

 

Echinoidea 

Ce sont les oursins. Forme globuleuse ou 

hémisphérique, squelette qui porte des piquants 

mobiles, des pédicellaires et        des pieds 

ambulacraires. Pouvoir de régénération limité. 

 

Sous-classe 

 

Euechinoidea 

Oursins plus ou moins sphériques, dits "oursins 

réguliers". Plaques ambulacraires composées. 

Bouche ventrale et anus dorsal. 

Super ordre Echinacea 10 plaques péristomiales. 

Ordre Camarodonta Les épiphyses qui surmontent les demi-

pyramides de la lanterne d'Aristote sont hautes et 

jointives. 

Famille Parechinidae  

Genre Paracentrotus  

Espèce Paracentrotus lividus 

 

 

I.1.2. Synonymies et noms vernaculaires 

 

          L’oursin Paracentrotus lividus a eu des noms scientifiques différents au cours des 

temps, mais qui ne sont pas valides à savoir (Tortonese, 1965) : 

Echinus saxatilis (Tiedemann, 1815). 

Echinus lividus (Lamarck, 1816). 

Echinus vulgaris (Blainville, 1825). 

Echinus purpureus (Risso, 1826). 

Toxopneuste lividus (Agassiz et Desor, 1846). 

Toxopneuste concavus (Agassiz et Desor, 1846). 

Toxopneuste complanatus (Agassiz et Desor, 1846). 

Toxopneuste lividus (Heller, 1868). 

Strongylocentrus lividus (Agassiz, 1872). 

          Les noms vernaculaires de l’espèce les plus couramment utilisés dans les pays riverains 

de la méditerranée sont indiqués dans le tableau 02 (Davidson, 1981 ; Fischer et al., 1987). 

 

Tableau 02 : Noms vernaculaires de l'oursin Pracentrotus lividus. 

  Pays      Noms 
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I.1.3.Répartition géographique  

          L’oursin Paracentrotus lividus, est une espèce des mers épicontinentales à large 

répartition géographique, est connu dans l’Atlantique depuis l’Irlande jusqu’aux iles, 

Canaries, au Maroc et dans toute la méditerranée (Fig.02), où il occupe surtout l’étage 

infralittoral (Grasse et al., 1970). On peut le trouver à des profondeurs allant jusqu’à – 80 

mètres (Guettaf, 1997), mais il devient moins abondant dans la partie la plus orientale. Les 

plus fortes densités sont observées entre 0 et 10 métres (Lawrence, 2013). De nombreux 

auteurs s’accordent, sur le fait que, les plus gros individus se localisent en zone subtidale, 

alors que les plus petits sont en zone intertidale. Ils colonisent principalement les régions 

tempérées ou les conditions thermiques océaniques fluctuent entre 10 et 15°C en hiver et 18 et 

25°C en été (Jacinto et al., 2013). 

 

 

Figure 02 : Distribution géographique de l’oursin Paracentrotus lividus (Soualili, 2008). 

Algérie  

Tunisie  

Liban  

France  

Italie  

Espagne  

Malte  

Quanfoud El- bahar 

Quanfoud bahri 

Toutia 

Oursin commun, oursin de pierre et châtaigne de mer 

Riccio di mare 

Erizo de mar 

Rizza 
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I.1.4. Anatomie 

      I.1.4.1.Anatomie externe  

      L’espèce Paracentrotus lividus présentent une forme sphérique plus ou moins aplatie à ses 

deux pôles à une symétrie pentamère (pentaradiée) (Fig.03), superposée à une symétrie 

bilatérale stricte (Fischer et al., 1987) . Sa forme est contrainte par un endosquelette, situé 

juste sous l'épiderme, composé d'osselets calcaires suturés ensemble dans un test solide. Ce 

test prend en charge les épines mobiles qui couvrent le corps de l'animal leur diamètre peut 

atteint de 65 à 70 mm. Le corps de l'oursin régulier subdivisé en deux hémisphères : un pôle 

buccal, dirigée vers le substrat comprend la bouche qui est entourée d’une membrane, le 

péristome, et un pôle aboral opposé portant l'anus entouré d’une membrane, le périprocte 

formé de 10 plaques intradermiques calcifiées, étroitement juxtaposées. Il est composé de 

cinq régions ambulacraires qui alternent avec cinq régions interambulacraires, ces régions 

sont formées d’une double rangée squelettique (Grosjean, 2001). 

      D’après Fischer et al .(1987) ; Régis (1979) ; Le Gall (1989), le test (ou dermosquelette) 

possède différent appendices (Tableau 03). 

                                                                                                                                                                                                                 

Tableau 03 : Description et fonction des appendices de test d'oursin Paracentrotus lividus. 

 

Appendices Descriptions Fonction 

Les piquants 

appendices calcifiés, répartis sur toute la 

surface du test particulièrement dans les 

zones interambulacraires de la couronne 

la protection, la 

défense et la 

locomotion 

Les podia 

(pieds ambulacraires) 

s’allonger ou se rétracter, et se terminent 

généralement par une ventouse. 

La locomotion, la 

respiration, la fixation 

« ancrage » et 

retiennent la nourriture 

 

Les pédicellaires 

des petits organes calcifiés fixés sur le 

test entre les piquants On distingue quatre 

types : 

- Pédicellaire trifoliés 

- Pédicellaires tridenté (tridactyles) 

capture des proies, le 

nettoyage du test, la 

défense et empêche les 

petits organismes de 

s’y fixer 
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- Pédicellaire globifères (glandulaires) 

- Pédicellaires ophiocéphales 

 

 

Figure 03: Morphologie externe de l’oursin Paracentrotus lividus. (A) : Vue oral, (B) : Vue 

aboral (Ruppert et Barnes, 1994). 

 

      I.1.4.2.Anatomie interne  

      Intérieurement (Fig.04), le tube digestif de l’oursin P. lividus  comprend la bouche au 

centre de la face inférieure du test, suivi de l’oesophage entouré d’un puissant appareil la 

lanterne d’Aristote formé de cinq ensembles complexes ou mâchoires. Chaque mâchoire 

comprend les dents, la rotule, le compas (Le Gall, 1987). 

     L’appareil ambulacraire est muni de vésicule de poli, envoie cinq canaux ambulacraires 

qui se divisent pour fournir une branche aux tentacules péribuccaux et se continue ensuite 

dans les zones ambulacraires sous la forme de canaux doubles. Sur le trajet de ces derniers 

sont insérés les ambulacres. Le canal de sable va déboucher au-dehors sous la plaque 

madréporique ; à ce canal est accolé un deuxième canal qui part de l’anneau sanguin et 

présente sur son trajet une dilatation nommée glande ovoïde dont le rôle est peu connu. Le 

système sanguin est constitué par deux vaisseaux logeant la paroi intestinale : l’un des deux se 

place au côté externe de la paroi intestinal, c’est le vaisseau marginal externe ; le second qui 

est le vaisseau marginal interne suit ainsi que son nom l’indique, le côté interne. Le rôle 



Chapitre I                                                                                         Synthèse bibliographique 
 

 

8 

physiologique de ces vaisseaux est d’absorber les produits digérés et les transmettre  à 

l’anneau sanguin périoesophagien, pour cela l’un de ces vaisseaux remonte jusqu'à 

l’oesophage et y débouche dans l’anneau sanguin. Cet anneau envoie de petites ramifications 

dans les vésicules de poli ; de même l’anneau ambulacraire envoie des ramifications dans ces 

vésicules de sorte que le sang passe par là dans le système ambulacraire (Roule et al., 1889). 

      L’organe reproducteur est constitué de cinq gonades en position inter radiaire chacune 

reliée à l’extérieur par un conduit génital qui traverse le test au niveau des plaques génitales 

qui entourent l’anus. Les males possèdent des gonades allongées qui émettent un liquide 

blanchâtre lorsqu’elles sont mure pour les femelles la même forme et de couleur orange 

émettent un liquide orangé (Boué et Chanton, 1978). 

 

Figure 04: Anatomie interne de l’oursin Paracentrotus lividus (Grosjean, 2001). 

    

I.1.5. Mouvement et migrations  

      Comme tout échinoderme, l’oursin Paracentrotus lividus présente souvent des 

mouvements migratoires à l'échelle locale tous les jours (Barnes et Crook, 2001). Les 

mouvements des oursins sont très lents, mais leurs permettent d’aller rechercher leur 
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nourriture, avec une meilleure position vis -à-vis des conditions de leur environnement  

(Belkhedim, 2009). Ces mouvements sont le résultat de la combinaison des mouvements 

élémentaires des podia (extension et raccourcissement), sur lesquels l’oursin se hale (Tifour 

et Bahoussi, 2005). Les piquants de la face inférieure servent aussi au cours des 

déplacements. Chaque piquant est articulé sur le test par l’intermédiaire d’un tubercule rond et 

de muscles rayonnants tout autour de la base du piquant, par la contraction de ces muscles. 

Les oursins peuvent se déplacer passivement, ils cessent d’adhérer au substrat et se laissent 

entrainer par les courants en roulant sur l’extrémité de leurs piquants (Souidi, 2008). 

 I.1.6.Respiration  

      Les oursins réguliers vivent généralement dans les milieux agités très oxygénés, en raison 

de leur morphologie complexe, ils disposent de tissus qui sont pratiquement tous en contact 

direct avec le milieu ambiant tant à l’extérieur qu’à l’intérieur du corps. (Barnabé, 1989). La 

respiration s’effectue essentiellement sur toute la surface de certains oranges semblent 

cependant avoir une fonction respiratoire plus importante. De plus il existe  dix « branchies » 

sur le cercle de fibres conjonctives et de muscles insérés sur les auricules et pieds 

ambulacraires péribuccal (Fischer et al., 1987). 

   I.1.7. Alimentation  

      Paracentrotus lividus est une espèce à dominance végétale (Rico, 1989), mais dans les 

zones pauvres où la ressource est limitée, il se comporte comme un omnivore (Régis, 

1978). Ils se nourrissent souvent pendant la nuit quand les prédateurs sont absents 

(Fernandez et Boudouresque, 2000).  Le cycle alimentaire de l’oursin régulier est très 

variable suivant la région occupé, Il est capable de ronger n’importe quoi y compris la 

roche. De même, il a la capacité d’absorber la matière organique dissout dans l’eau à 

travers le test et les piquant (Régis, 1978 ; Verlaque, 1987). 

 

   I.1.8. Cycle de vie  

 

      Tous les oursins réguliers sont gonochoriques, c'est-à-dire que chaque individu est mâle 

ou femelle dès la naissance et le restera durant toute la durée de sa vie (Barnabé, 1989). Les 

organes génitaux sont placés dans les zones interambulacraires, il se compose de 5 glandes 

émettant chacune un conduit aboutissant aux pores des plaques génitales (Roule et al., 1889). 

Les 5 glandes génitales granuleuses sont d’un jaune orangé chez les femelles et plus fin et 

d’un jaune pâlechez les mâles (Fenaux, 1968). La maturité est atteinte vers 3 ans, soit pour un 

diamètre moyen hors piquant de 3 cm (Bald et al., 2007 ; Grosjean, 2001). La fécondation 
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est externe et produit un gamète dont le développement aboutit à une larve pélagique à 

symétrie bilatérale, à partir de laquelle se formera l’oursin (Fenaux, 1994). Durant la phase 

larvaire le taux de mortalité est élevé et peut atteindre jusqu’à 20 % par jour (Rumrill, 1990). 

Ce fort taux de mortalité est compensé par une importante fécondité, une femelle peut pondre  

jusqu’à 5 million ovocytes par acte de ponte (Luis et al., 2005). 

   I.1.9. Croissance et prédation 

      La croissance de l’oursin semble être liée principalement à la température de l’eau,                             

la qualité des aliments et leur cycle de vie (Fernandez, 1996). La longévité maximale dépasse 

13 à 15 ans (Tomšić et al., 2010). Pendant les 4 premières années de sa vie, l’oursin 

Paracentrotus lividus croît d’environ 1 cm de diamètre par an ensuite, sa croissance ralentie, 

son diamètre peut atteindre environ   8 cm pour une longévité qui peut dépasser les 10 ans.                 

Ses prédateurs sont nombreux et variés. Les poissons possédant une mâchoire puissante 

comme les balistes ou certains sparidés sont capables de broyer le test. Les invertébrés comme 

des mollusques gastéropodes et céphalopodes, ou encore des échinodermes avec les étoiles de 

mer (Allain, 1978). 

   I.1.10. Intérêt économique 

      Dans les annuaires statistiques de la F.A.O, la pêche de ces échinodermes se fait à des 

quantités trop faibles, En effet, ces oursins sont pêchés dans quasiment tous les pays de la 

méditerranée (Le Direac’H et al., 1987),Cet Invertébré est l’oursin le plus important d’un 

point de vue commercial, est très exploité commercialement, car il est très apprécié. 

Toutefois, les gonades femelles sont beaucoup plus recherchées que celles des mâles (Kempf, 

1962). Cette espèce est exploitée par excellence sur tout le pourtour de la Méditerranée, en  

Yougoslavie, en Algérie et au Maroc, ces oursins sont principalement consommés par les  

touristes. C’est aussi le cas en Tunisie où ils sont aussi appréciés dans les classes plus aisées 

de la population. Par contre en Turquie et en Espagne, ce sont plutôt les populations locales  

du bord de mer qui apprécie les oursins. C’est aussi le cas de la Grèce ou la consommation  

des oursins est une ancienne tradition. En Italie la consommation est aussi bien régionale que 

touristique. Dans tous ces pays, la  pêche est faite par des amateurs ou des non professionnels, 

il n’a pas de statut de pécheur d’oursin à proprement parler à part pour  quelques pécheurs 

Espagnols (Ballesteros et Garcia-Rubies, 1987). En règle générale il n’a pas vraiment de 

réglementation concernant la pêche des oursins en particulier dans les pays méditerranéens 

(Le Direac’H et al., 1987). 
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I .2.Résistance bactérienne aux antibiotiques  

   I.2.1. Entérobactéries  

      I .2.1.1.Escherichia coli 

     Isolée pour la première fois par Escherich en 1885,Escherichia coli est l'espèce bactérienne 

qui a été la plus étudiée pour des travaux de physiologie et de génétique. Elle représente 

l’espèce type du genre Escherichia. Appelée communément « colibacille », cette espèce 

possède certains caractères bactériologiques (Avril et al., 2000).  

 

       I .2.1.1.1.Taxonomie  

      La classification systématique d’Escherichia coli est représentée dans le tableau 04 

(Stewart et al., 2015). 

 

                                   Tableau 04: Taxonomie d’Escherichia coli. 

 

Règne Bacteria 

Embranchement Proteobacteria 

Classe Gammaproteobacteria 

Ordre Entérobactérie 

Famille Enterobacteriaceae 

Genre Escherichia  

Espèce Escherichia coli 

 

       I .2.1.1.2. Habitat  

       E. coli appartient à la microflore commensale de l’Homme et de nombreux animaux. 

C’est une bactérie colonisatrice du tube digestif des animaux à sang chaud (carnivores, 

omnivores, herbivores et oiseaux) mais également des reptiles (Gordon et Cowling, 2003). 

Le tractus digestif constitue son habitat primaire. Cette bactérie est présente principalement au 

niveau du colon et du cæcum à des concentrations environ > 106 UFC (Unité Formant 

Colonie)/ g de contenu intestinal (Ducluzeau et Raibaud, 1985). E. coli est rejeté dans 

l’environnement via les fèces à une concentration d! environ 108 UFC/ g de fèces (Smati et 

al., 2015). Sa présence dans l’eau est un indice de contamination fécale. 
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 I .2.1.1.3.Caractères généraux 

      Les principaux caractères d’Escherichia coli sont mentionnés dans le tableau 05  

(Oulymata, 2007). 

Tableau 05 : Principaux caractères d’Escherichia coli. 

 

Caractères morphologique 
bacilles à Gram négatif,  mobiles le 

plus souvent. 

Caractères culturaux 

Aéroanaérobies facultatifs, culture 

facile sur milieux ordinaires, lactosés. 

Sur milieux solides après 18-24h les 

colonies sont arrondies, lisses, à bords 

réguliers, de 2 à 3 mm de diamètre. 

Pousse sur milieux sélectifs pour 

entérobactéries type Mac Conkey, Drigalski. 

Caractéres biochimique Oxydase +, Catalase +, Indole +.  

      

  

I .2.1.1.4.Pouvoir pathogène 

      E. coli peut non seulement être une bactérie commensale, mais aussi un pathogène. La 

pathogenèse de ces bactéries se fait par étapes. Tout d’abord elles colonisent une 

muqueuse. Puis elles se multiplient et causent des dommages à l’hôte tout en essayant 

d’évader ses défenses (Kaper et al., 2004). 

 

      I .2.1.2.Klebsiella pneumoniae 

      Klebsiella pneumoniae a été décrite pour la première fois par Carl Friedlander en 1882 

comme une bactérie isolée des poumons de patients décédés d'une pneumonie. Les espèces de 

Klebsiella se trouvent partout dans la nature, y compris dans les plantes, les animaux et les 

humains (Podschun et UIImann, 1998). 

 

 I .2.1.2.1.Taxonomie 

      La classification systématique de Klebsiella pneumoniae est représentée dans le 

tableau 06 (George et al., 2004). 
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Tableau 06 : Taxonomie de Klebsiella pneumoniae. 

Règne Bacteria 

Embranchement          Proteobacteria 

Classe         Gammaproteobacteria 

Ordre         Entérobactériale 

Famille         Enterobacteriaceae 

Genre         Klebsiella 

Espèce         Klebsiella pneumoniae 

 

      I .2.1.2.2.Habitat 

      Klebsiella pneumoniae est une espèce ubiquiste, elle peut être isolée de l’environnement                   

(sol, eau de surface, eau usées et végétaux) (Dong et al., 2003). Elle est également retrouvée 

dans la flore fécale de l’homme et des animaux, elle existe à l'état commensal sur la peau et 

les muqueuses, notamment respiratoires (Baerwolf et al., 2002). 

      I .2.1.2.3.Caractères généraux 

      Les principaux caractères de Klebsiella pneumoniae sont représentés dans le tableau 07 

(Sekhri, 2011). 

 

Tableau 07 : Principaux caractères de Klebsiella pneumoniae . 

 

Caractères morphologique 

bacilles à Gram négatif, il mesure de 

0,3 à 1,0 µm de diamètre sur 0,6 à 6 µm 

de longueur,  présentant de manière isolée, 

ou groupés par deux ou en courtes ce sont 

des bactéries non sporulées, immobile. 

Caractères culturaux 

Aéro-anaérobies, la température 

optimale de croissance est de 37 °C. Se 

développe sur les milieux classiques 

d'isolement (Gélose Hektoen, Mac Conkey, 

EMB). 

Caractéres biochimique 

Fermentant le glucose avec production 

de gaz, oxydase -, catalase +. 
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Lactose (+), ONPG (+), VP+. 

 

       I .2.1.2.4.Pouvoir pathogène  

      Certaines souches de K. pneumoniae agissent comme des pathogènes opportunistes, 

infectant les patients gravement malades et immunodéprimés. Ces K. pneumoniae sont une 

cause fréquente d'infections associées aux soins de santé, notamment la pneumonie, les 

infections des voies urinaires et les infections de la circulation sanguine. (Martin et 

Bachman, 2018). 

  I.2.2. Enterococcus faecalis 

      Entérococcus faecalis fait partie de la flore intestinale normale de l’Homme et des 

animaux, il a été longtemps reconnu comme agent pathogène important (De Perio et al., 

2006).  

 

      I.2.2.1.Taxonomie 

      La classification systématique d’Enterococcus faecalis est représentée dans le tableau 8         

(Delarras et al., 2010).   

Tableau 8 : Taxonomie d’Enterococcus faecalis. 

 

Règne Bacteria 

Embranchement Firmicutes 

Classe Bacilli 

Ordre Lactobacillales 

Famille Enterococcaceae 

Genre Enterococcus 

Espèce Enterococcus faecalis 

 

      I.2.2.2.Habitat 

      Le réservoir principal d’Enterococcus faecalis  est le tube digestif de l’homme et de 

nombreux animaux (des  mammifères, des reptiles et des insectes), on peut également le 
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trouver au niveau du vagin, ou de la cavité buccale. Elles peuvent survivre dans les 

environnements naturels (c'est-à-dire les plantes, le sol et les plans d'eau), dans les produits 

laitiers et les aliments fermentés (Hébert, 2008). 

      I.2.2.3. Caractères généraux 

      Parmi les principaux caractères d’Enterococcus faecalis sont représenté dans le 

tableau 9 (Avril et al., 1992). 

 

Tableau 9: Principaux caractères d’Enterococcus faecalis. 

Caractères morphologique 

Cocci, Gram positifs, non 

sporulantes,  rond, diplocoque, chaînette 

elles sont immobile. 

La taille est environ  0,6 – 2,5µm de 

diamètre. 

Caractères culturaux 

Anaérobie facultatif  (peuvent se 

développer en aérobiose), 

La température optimale de 

croissance de 37 °C  Y compris un 

intervalle de croissance tolérant de 10 à 45 

°C; mésophiles et chimio-hétérotrophes, 

Le pH optimal est de 7,3 

Caractéres biochimique 

 Catalase -, oxydase - . 

 

      

 

  I.2.2.4.Pouvoir pathogène  

       Les entérocoques provoquent une gamme d'infections, y compris, le plus souvent, des 

infections des voies urinaires, des voies urinaires cathétérisées, de la circulation sanguine,                    

des plaies et des sites chirurgicaux, et des valves cardiaques dans l'endocardite. (Goh et al ., 

2017 ).  

    

     I .2.3. Staphylococcus aureus 

     Les staphylocoques ont été identifiés dès l’aube de l’ère pasteurienne par Pasteur lui-

même, Ogston et Rosenbach, et n’ont jamais cessé de susciter des recherches tant leur 
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importance est grande en pathologie. Ce sont en effet des bactéries qui peuvent être 

d’inoffensifs commensaux ou provoquer des infections d’une extrême gravité ; celles-ci 

peuvent se présenter sous la forme de cas isolés, de petites épidémies familiales ou de graves 

épidémies dans les collectivités (Rebiahi, 2012). 

       

      I. 2.3.1.Taxonomie 

      La classification systématique de Staphylococcus aureus est représentée dans le 

tableau 10 (Delarras, 2007). 

 

Tableau 10 : Taxonomie de Staphylococcus aureus. 

 

 

   

 

 

 

 

 

 

    I.2.3.2.Habitat  

      S. aureus est un germe ubiquitaire présent dans l’environnement et chez les animaux mais 

son habitat préférentiel est l’homme. Dans les heures qui suivent la naissance, S. aureus 

colonise la peau, l’ombilic, le tube digestif et le périnée du nouveau-né. Cette colonisation 

fluctue jusqu’à l’âge de 6 ans où l’on considère qu’elle est représentative du portage à l’âge 

adulte (Descloux et al., 2008 ). 

 

 

      I.2.3.3. Caractères généraux 

         Les principaux caractères de Staphylococcus aureus sont représentée dans le tableau  

11 (Prescott et al.,  2010 ). 

Règne Bacteria 

Embranchement Firmicutes 

Classe Bacilli 

Ordre Bacillales 

Famille Staphylococcaceae 

Genre Staphylococcus  

Espèce Staphylococcus aureus 
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Tableau 11: Principaux caractères Staphylococcus aureus . 

 

Caractères morphologique 

Cocci  à Gram positif, regroupé en 

paire, tétrade ou amas réguliers 

Immobile ; non sporulé. 

Caractères culturaux 

Aéro anaérobies facultatifs. 

Halophile – mésophile (37°C) et 

psychrophile (6-12°C) Neutrophile pH opt=7 

; pHm ; Aw : basse, jusqu’à 0,83. 

Caractéres biochimique 
catalase +, oxydase -. 

 

 

      I.2.3.4. Pouvoir pathogène  

      Staphylococcus aureus peut causer des infections de la peau, en se liant aux cellules de 

l’épiderme par un mécanisme d’adhérence (Tortora et al ., 2003). 

 

 

  I.2.4.  Antibiotiques 

       I.2.4.1. Définition d’un antibiotique 

      Les antibiotiques se définissent comme des molécules capables d'inhiber la croissance ou 

même de tuer des bactéries, sans affecter l'hôte (cellules humaines dans notre propos). Ils 

permettent aux défenses naturelles du corps telles que le système immunitaire, de les éliminer. 

Ils agissent souvent en inhibant la synthèse d'une cellule bactérienne, la synthèse de protéines, 

l'ADN, l'ARN, par un agent désorganisant la membrane, ou d'autres actions spécifiques               

(Levy et Marshall, 2004). 

 

      I.2.4.2. Classification des antibiotiques 

  La classification des antibiotiques n’est pas aisée, ils peuvent être regroupés selon leur 

nature, origine, mode d’action, spectre d’activité. À l’heure actuelle les antibiotiques sont 

regroupés selon leur nature biochimique (Tableau 12). 
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Tableau 12: Classification biochimique des antibiotiques (Joffin et Leyral, 2006). 

     

  I.2.4.3. Mécanisme  

 

      Un antibiotique agit du fait de son affinité pour une cible vitale pour la bactérie. Sa 

fixation spécifique inhibe le fonctionnement de cette cible qui est en général une enzyme ou 

structure clé impliquée dans la synthèse de la paroi, les acides nucléiques, des protéines ou de 

la membrane cytoplasmique. La résistance bactérienne aux antibiotiques est un facteur 

compliquant l’action de ces antibiotiques. D’après Guillemot et Leclercq (2005), il en existe 

3 modes :  

 

 La modification de la cible : la cible de l’antibiotique est modifiée et l’antibiotique ne 

peut plus s’y fixer.  

 L’inactivation enzymatique : l’antibiotique est modifié par la production d’une 

enzyme bactérienne et ne reconnait plus sa cible.  

Classe d’antibiotiques Exemples 

Aminosides Streptomycine, Kanamycine, Gentatamicine 

β-lactamines–Penicillines Penicilline G, Ampicilline 

β-lactamines-Cephems et Oxacephems Cefalotine, Céfotaxime 

β-lactamines- Monobactams Aztréonam 

Fosfomycine Fosfomycine 

Lincosamides Clindamycine, Lincomycine 

Macrolides Erythomycine, Spiramycine 

Nitrofuranes Nitrofurantoïne 

Nitro-5- Imidazolés Métronidazole 

Phénicoles Chloramphénicol, Ethiamphénicol 

Polypeptides Bacitracine, Colistine polymyxine 

Quinolones Acide naldixique 

Sulfamides et sulfones Sulfaméthoxazole triméthoprime 

Streptogramines Pristinamycine, Virginiamycine 

Tetracyclines Tetracyclline minocycline 

Vancomycines Vancomycine 
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 L’imperméabilité : c’est la diminution de la pénétration et l’efflux actif par des 

pompes plus ou moins spécifiques.  

 

D’après Andreu et  Mainardi (2003) , ces mécanismes sont responsables :  

 Des résistances naturelles : caractéristique propre appartenant à l’ensemble des 

souches d’une espèce bactérienne, elle est toujours transmissible à la descendance.  

 Des résistances acquises : caractéristique ne s’appliquant qu’à certaines souches au 

sein de la même espèce bactérienne, variable dans le temps.  

      I.2.4.4. Différents modes d’action des antibiotiques 

      Un antibiotique peut agir sur cinq types de cibles (Fig.05) : la paroi, la membrane 

plasmique (et membrane externe pour les bactéries Gram-), le cytoplasme et les synthèses 

protéiques, le chromosome (Brisson, 2018). 

A. Action au niveau de la paroi bactérienne 

       L’antibiotique restreint la biosynthèse de peptidoglycane.   Il en résulte l’altération de 

la paroi ayant un effet létal pour la bactérie. 

B. Action au niveau de la membrane 

      L’antibiotique fait des trous dans la membrane responsables de fuites cellulaires.  

C. Action au niveau des processus cytoplasmiques 

 La synthèse des protéines : l’antibiotique se fixe sur les ribosomes bactériens et 

inhibe la synthèse des protéines.  

 La synthèse des acides nucléiques : Les antibiotiques peuvent bloquer la 

transcription de l’ADN en se fixant sur l’ARN polymérase bactérienne où ils  

inhibent  la synthèse de l’acide folique qui participe à la formation du 

tétrahydrofolate (cofacteurs de la synthèse d’acides aminés et de bases 

puriques). 
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Figure 05: Différents modes d’action des antibiotiques (Brisson, 2018). 
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II.1. Matériel biologique  

       L’oursin Paracentrotus lividus utilisé pour cette étude, a été récolté au niveau du golfe 

d’Annaba (Gap de Garde). Ces animaux sont transportés au laboratoire dans des bidons 

remplis d’eau de mer.  Nous avons utilisé le test (coquille) de cet animal. Après dissection, les 

coquilles ont été nettoyées à l’eau courante puis séchées à 40 °C pendant 48 heures. 

II.2.Extraction  

      Afin de réaliser notre travail, nous avons préparées un solvant (méthanol) l’extraction a 

été réalisé au laboratoire de microbiologie (Université 08 Mai 1945 -Guelma). Nous avons 

faits trois macération sous agitation chaque une durant 24 heures, les filtrats étaient évaporer 

au rotavapeur afin d’éliminer le solvant d’extraction, puis conservés au réfrigérateur à 4°C 

dans des flacons stériles hermétiquement fermés.   

 

Figure 06: Procédé d’évaporation avec un évaporateur rotatif. 

II.3. Souches de référence  

      Les germes utilisés sont souches de références de type ATCC (American Type Culture 

Collection), ils constituent d’excellents modèles pour la recherche de l’effet antibactérien des 

substances naturelles ou de synthèses. Les souches utilisés été fourni à partir du laboratoire 

EMMAL (Université de Badji Mokhtar - Annaba). 
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● Enterococcus faecalis  ATCC 29212. 

● Escherichia coli   K 12 ATCC 10798. 

● Escherichia coli           ATCC 25922. 

● Klebsiella pneumoniae ATTC 27853. 

● Staphylococcus aureus ATCC 25923. 

● Staphylococcus aureus (MRSA) ATCC 43300. 

II.4. Milieux de culture  

       Suivant les méthodes employées et les souches étudiées, nous avons utilisé plusieurs 

milieux tels que la gélose nutritive, Hektoen, Chapman, Mac Conkey, Cétrimide, gélose et 

bouillon Muller Hinton et du bouillon nutritif. La composition est indiquée en annexe. 

II.5. Tests chimiques  

   II.5.1. Tests préliminaires 

      II.5.1.1. Préparation de l’infusé à 10 %  

      Nous avons placé 10 g de la poudre dans 100 ml d’eau bouillante, après 15 min on 

procède à la filtration et à la récupération de l’infusé puis compléter a 100 ml. 

      II.5.1.2. Tanins 

      Dans un tube à essais, Nous avons pris 5 ml de l’infusé auquel nous avons ajouté goutte à 

goutte 1 ml d’une solution de chlorure ferrique (FeCl3) à 1 %. L’apparition d’une coloration 

verdâtre indique la présence des tanins catéchiques et celle bleue noirâtre indique la présence 

de tanins galliques. 

      II.5.1.3. Anthocyanes 

      Les anthocyanes sont des pigments naturels, solubles dans l'eau, de couleur rouge orangé 

au bleu pourpre (Azevedo et al., 2010). La recherche des anthocyanes repose sur le 

changement de la couleur de l’infusé à 10 % avec le changement du pH. Diviser l’infusé sur 3 

tubes (témoin, pH acide et pH basique) puis nous avons ajouté à l’infusé quelque gouttes 

d’HCl à 37 % et nous avons observé le changement de la couleur. Ensuite, nous avons rajouté 

quelques gouttes de NH4OH et le changement de la couleur indique la présence des 

anthocyanes. 
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      II.5.1.4. Leucoanthocyanes 

      Nous avons mélangé 5 ml de l’infusé à 10 % avec 4 ml d’alcool chlorhydrique                  

(éthanol / HCl à 37 % - 3V/V). Après un chauffage au bain marie à 50 °C pendant quelques 

minutes, l’apparition d’une couleur rouge cerise indique la présence des leuco-anthocyanes.  

      II.5.1.5. Flavonoïdes 

      Les flavonoïdes sont de puissants antioxydants vis-à-vis des radicaux libres dus à leur 

propriété de donation d’atomes d’hydrogène disponibles dans les substituants hydroxyles de 

leurs groupes phénoliques (Sandhar et al., 2011). 

 Teste 01 : Traiter 5 ml d’extrait avec quelques gouttes d’HCL concentré et une petite 

quantité de tournures de magnésium (Alliages de magnésium), puis laisser agir 

pendant 3 min. La coloration rouge (cerise) indique la présence des flavonoïdes. La 

présence des flavone aglycone est confirmée par l’apparition d’une couleur rouge ou 

orange. 

 Teste 02 (Réaction à la cyanidine) : Induire dans un tube à essai 5 ml d’infusé, 

ajouter 5ml d’alcool chlorhydrique (alcool à 95°, eau distillée, HCL concentré a 

parties égales en volume) ; 1ml d’alcool isoamyliqie puis quelque copeaux de 

magnésium .Il se produit une réaction de crépitation pendant quelque minutes. 

 

o L’apparition d’une coloration rose orangée (flavones)  ou rose – violacée 

(flavanones) ou rouge (flavonones, flavanonols) rassemblée dans la couche 

surnageant indique la présence d’un flavonoïde libre (génine). 

o Les colorations sont moins intenses avec les hétérosides flavoniques. 

o La réaction est négative avec les chalcones, les dihydrochalcones, les aurones, 

les catéchines et les isoflavones. 

o Effectuer la réaction à la cyanidine sans ajouter de copeaux de magnésium et 

chauffer pendant 15 min au bain-marie. 

o En présence de leucoanthocyane, il se développe une coloration rouge cerise 

ou violacée ; les catéchols donnent une teinte brune –rouge. 

  

 Teste 03 : Macérer 1 g de la poudre dans 10 ml d’acétate d’éthyle pendant 3 min, 

filtrer et procéder au teste suivant : prendre 1 ml du filtrat, le rendre basique par l’ajout 
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du NH4OH. Un test positif est révélé par l’apparition d’une couleur jaune dans la 

partie supérieure de tube à essai. 

      II.5.1.6. Préparation d’un décocté  

      Nous avons placé 2g de la poudre dans 100 ml d’eau, porté à l’ébullition  pendant 30 min. 

Après refroidissement et filtration, on réajuste le volume à 100 ml. 

      II.5.1.7. Saponosides  

     Ce sont des hétérosides de stérols et de triterpènes très répandus chez les végétaux. Les 

saponosides sont caractérisés par leurs propriétés tensions actives (Bruneton, 2009).La 

détection des saponosides (décocté a 1%) est réalisée  en ajoutant un peu d’eau à 2 ml de 

l’extrais  aqueux, puis la solution est fortement agitée. Ensuite, le mélange est laissé pendant 

10 min et la teneur en saponosides est évaluée : 

o Pas de mousse =  test négatif. 

o Mousse moins de 1cm = test faiblement positif. 

o Mousse de 1-2 cm = test positif. 

o Mousse plus de 2 cm = test très positif. 

      II.5.1.8. Mucilages  

      Nous avons introduire 1ml du décocté dans un tube à essai et ajouté 5 ml d’éthanol 

absolu. Après une dizaine de minutes, l’obtention d’un précipité floconneux par mélange 

indique la présence de mucilage. 

      II.5.1.9. Composés réducteurs  

      Leur détection consiste à traiter 1 ml du décocté avec 2 ml d’eau distillée et 20 gouttes de  

la liqueur de Fehling puis chauffer. Un test positif est révélé par la formation d’un précipité 

rouge-brique. 

II.5.1.10. Alcaloïdes 

      Nous avons procédé à une macération sous agitation pendant 24 heures de 5 g de poudre 

dans 25 ml de H2SO4 dilué à 10 % à température ambiante. Après filtration sur un papier lavé 

à l’eau distillée et de manière à obtenir environ 50 ml de filtrat.  Introduire 1 ml du macéré 
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dans un tube à essai, puis 5 gouttes de réactif de Mayer ont été ajouté. La présence d’une 

turbidité ou d’un précipité blanc jaunâtre, après 15 minutes indique la présence d’alcaloïdes.  

      II.5.1.11. Terpènes et stérols 

      Nous avons procédé à une macération 5g de la poudre dans 20 ml d’éther de pétrole. 

Après avoir filtré et évaporé la phase organique dans un bain de sable a 90°C, le résidu est 

dissout dans 5ml d’acide acétique en ajoutant  1ml d’H2SO4  concentré. Dans la zone de 

contact, entre les deux liquides ils se forment un cercle marron ou violet ensuite il vire vert le 

gris, ce changement  du cercle indique la présence de stérol et de terpène. 

      II.5.1.12. Dérivés anthracéniques 

      II.5.1.12.1. Extrait chloroformique 

      Dans 1 g de la poudre  nous avons ajouté 10 ml de chloroforme puis chauffé pendant                     

3 minutes au bain-marie, ensuite filtrer à chaud et complété à 10 ml. 

      II.5.1.12.2. Anthraquinones libres 

      A 1 ml de l’extrait chloroformique nous avons ajouté 1 ml de NH4OH (dilué à ½) puis 

agité. Une coloration plus et moins rouge indique la présence d’anthraquinones libres.  

      II.5.1.12.3. Anthraquinones combinées  

  O- hétérosides : A partir de l’extrait chloroformique, nous avons préparé un 

hydrolysat auquel il a été ajouté 10 ml d’eau, 1 ml d’HCl concentré puis maintenir le tube à 

essai au bain-marie bouillant pendant 15 minutes (laisser agir puis filtrer). 5 ml de 

l’hydrolysat sont agités avec 5 ml de chloroforme (veiller à bien mettre en contact les 2 

phases en effectuant des aller-retour à la pipette sans provoquer d’émulsion) récupérer la 

phase organique puis ajouter 1 ml de NH4OH (dilué à ½) et agiter. La présence 

d’anthraquinones est révélée par la coloration rouge plus ou moins foncée. La réaction peut 

être plus poussée par addition à 5 ml de l’hydrolysat 3 à 4 gouttes de FeCl3 à 10 % puis 

agitation avec 5 ml de chloroforme. En présence de produit d’oxydation des anthranols ou des 

anthrones, la coloration rouge est plus intense que précédemment. 

 

 C- hétérosides : Nous avons repris la phase chloroformique par 10 ml d’eau et 1 ml 

de FeCl3 à 10 %. Après ébullition au bain-marie pendant 30 min, nous avons ajouté à la phase 
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chloroformique 5 ml de chloroforme et 1 ml de NH4OH (dilué à 1/2). Une coloration rouge 

plus ou moins intense indique la présence de génines C-hétérosides. 

   II.5.2. Dosage des Polyphénols 

      Les polyphénols sont des pigments végétaux caractérisés par leurs propriétés antioxydants  

(Médart, 2009). Le terme polyphénols est fréquemment utilisé pour désigner l'ensemble des 

composés phénoliques des végétaux. Bien qu'étant très diversifies, ils ont tous en commun la 

présence d'un ou de plusieurs cycles benzéniques portant une ou plusieurs fonctions 

hydroxyles (Benarous, 2006). 

     Nous avons pris 200μl d’extrait ont été ajoutés à 1ml de réactif de Folin-Ciocalteu 10 fois 

dilué. La solution a été mélangée et incubées pendant 4 minutes. Après l’incubation 800 μl de 

la solution de carbonate de sodium Na2CO3 (7.5%) a été ajoutée puis mélanger et incuber 2 

heures dans l’obscurité à température ambiante. L'absorbance des extraits a été mesurée par 

un spectrophotomètre à 765 nm.   La concentration des polyphénols totaux est calculée à 

partir de l’équation de régression de la gamme d’étalonnage, établie avec le standard étalon 

l’acide gallique (5-200 μg/ml). 

   II.5.3. Dosage des Flavonoïdes 

      La méthode de trichlorure d’aluminium (AlCl3), Nous avons pris 1 ml d’extrait a été 

ajouté à un volume égal d’une solution d’AlCl3 (2 % dans le méthanol). Mélanger et agiter 

puis L'absorbance des extraits a été mesurée par un spectrophotomètre à 430 nm lue après 10 

minutes d’incubation. La quantification des flavonoïdes a été faite en fonction d'une courbe 

d'étalonnage linéaire réalisé par un standard étalon "la quercétine" à différentes concentrations 

(1,75 - 40 μg/ml) dans les mêmes conditions que l’échantillon. 

 

II.6. Activité antibactérienne 

 

II.6.1. Antibiogramme  

L’activité antibactérienne de l’extraits a été évaluée par la méthode de diffusion en 

milieu gélosé telle que décrite par Bauer et al. (1966) et reprise par Barry et al. (1985). A 

partir de colonies jeunes de 18 à 24 heures, une suspension bactérienne est réalisée dans de 

l’eau physiologique stérile à 0,9 % de NaCl est préparée pour chaque souche bactérienne. La 

turbidité de cette suspension est ajustée à 0,5 Mc Farland puis diluée (1/100) afin d’obtenir un 
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inoculum de 10
6
 bactéries/ml (pour l'espèce Staphylococus aureus l'inoculum est dilué à 

1/10). Cet inoculum est étalé à l’aide d’un écouvillon sur boites Pétri contenant de la gélose 

Mueller-Hinton. L’extrait est déposé à 40, 80 et 120 mg sur des puits réalisé avec des billes 

stériles   avant solidification de la gélose. Les boites Pétri sont d’abord laissées pendant 2 

heures à 4 °C pour une pré-diffusion de l’extrait avant d’être incubées dans une étuve à 37 °C 

pendant 24 heures. L’évaluation de l’inhibition est réalisée par la mesure du diamètre de la 

zone d’inhibition autour de chaque puits. Nous avons utilisé un témoin négatif (DMSO à 2 %) 

et un témoin positif (disques d’antibiotiques). Le choix des antibiotiques a été réalisé selon la 

disponibilité du laboratoire. 

   II.6.2. Détermination de la concentration minimale inhibitrice et bactéricide 

          La détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI) et de la concentration 

minimale bactéricide (CMB) a été réalisée selon la méthode décrite par Bolou et al. (2010).La 

CMI est préparée selon la méthode de double dilution, une gamme de concentrations stérile 

allant de 0 à 200 mg/ml a été préparée pour l’extrait, on prépare également pour  chaque 

souche bactérienne un inoculum dont la turbidité est ajustée à 0,5 Mc Farland puis diluée 

(1/100) afin d'obtenir un inoculum de 10
6
 bactéries /ml dans du bouillon Mueller-Hinton 

(pour l'espèce Staphylococus aureus l'inoculum est dilué à 1/10). Ensuite on ajoute dans des 

multipuits, 1 ml de chaque concentration et 1 ml d’inoculum bactérien, les tubes sont 

mélangés puis incubés à 37 °C pendant 24 heures. Après incubation, on examine la croissance 

bactérienne dans chaque puits qui se traduit par une turbidité. La CMI d’un extrait vis-à-vis 

d’une souche donnée sera la plus petite concentration ne montrant aucune croissance visible. 

Pour déterminer la CMB, on réalise 24 heures plus tôt, un témoin bactéricide en ensemençant 

par stries une gélose nutritive en boite Pétri, la solution mère et les dilutions 10
-1

,  10
-2

, 10
-3

 et 

10
-4

  de  l’inoculum de départ correspondant respectivement à 100 %, 10 %, 1 %, 0,1 % et 

0,01 %  de survivants. Après la lecture de la CMI on effectue des repiquages en stries en 

gélose nutritive des puits sans croissance visible. Ces repiquages sont ensuite incubés à 37 °C 

pendant 24 heures, après on compare les stries au témoin bactéricide. La CMB sera la plus 

petite concentration dont le repiquage montre une croissance de germe inférieure ou égale à 

0,01 % de survivants. 
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III.1. Caractérisation chimique de pigment naphthoquinone                                                                       

III.1.1. Rendement  

        L’extrait méthanoïque a été caractérisé par sa couleur et son rendement, le résultat 

obtenu après les trois macérations sous agitation chaque une durant 24 heures sont 

mentionnés dans le tableau 13. 

Tableau 13 : Aspects, couleurs et rendements des extraits du test de l’oursin Paracentrotus 

lividus. 

 

 

 

 

     Le rendement varie en fonction de l’organe utilisé et la période de prélèvement de l’oursin. 

L’extrait méthanoïque des coquilles de l’oursin Paracentrotus lividus a présenté un rendement 

en extraits assez élevé de l’ordre de 33.47 % par rapport au 200 g de la poudre. Il est difficile 

de comparer les résultats avec ceux de la bibliographie, le rendement n’est pas relatif et 

dépend de la méthode et des conditions dans lesquelles l’extraction a été effectuée. 

 

 

III.1.2. Dosage des flavonoïdes et polyphénol : 

      Le résultat du dosage des  flavonoides et polyphénol sa indiqué que les coquilles de 

l’oursin Paracentrotus lividus présente une valeur de l’ordre de 3,62 ± 0,09 µg / g de 

polyphénols et 1,54 ± 0,02 de flavonoides. 

Tableau 14 :dosage de flavonoides et polyphénols du test de l’oursin                   

Paracentrotus lividus. 

 

 

 

 

 

 

Extrait Couleur Rendement (%) 

Méthanoïque Orangé foncé 33.47 

Quantité Unité  

Polyphénols (µg/g de poudre) 3,62 ± 0,09 

Flavonoides (µg/g de poudre) 1,54 ± 0,02 
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  III.1.3.Test chimiques préliminaire  

        Le résultat de screening chimique obtenus sur le test de l’oursin Paracentrotus lividus a 

mis en évidence la présence de quatre groupes chimiques. (Tableau 15). 

      Tableau 15 : Caractérisation chimiques du test de l’oursin Paracentrotus lividus. 

Tests chimiques Résultats 

Tanins catéchiques - 

Tanins galliques - 
Anthocyanes - 
Leucoanthocyanes - 

Saponosides             Test faiblement positif 

Mucilages - 
Composés réducteurs - 
Alcaloïdes - 
Anthraquinones libres - 
O-hétérosides  - 
C-hétérosides + 
Flavonoïdes  + 
Polyphénol + 
Terpènes et stérols - 

                                                     (+) : Présence / (-) : Absence 

                 

       Le screening chimique nous a permis de mettre  en évidence la présence des métabolites 

secondaires au niveau  de  pigment  naphthoquinone d’oursin Paracentrotus lividus. La 

détection de ces composés chimiques est basée sur des essais de solubilités des constituants, 

des réactions de précipitation, de turbidité ou un virage de couleur spécifique. Les résultats 

révèlent la présence des saponosides, polyphénol, C-hétérosides et de flavonoïdes, alors que 

les tanins, anthocyanes, O-hétérosides, mucilage, alcaloïdes,  Anthraquinones libres, leuco 

anthocyanes ,Terpènes et stérols et les composés réducteurs n’étaient pas présents. 

     D’après Jiao et al.(2015), le test de l’oursin contient des minéraux, des protéines, des 

polysaccharides ainsi que  des pigments bioactifs de naphtoquinone polyhydroxylée                   

(PHNQ) et des dérivés de PHNQ substitués par des groupes éthyle,acétyle, méthoxy ou 

amino, connus sous le nom d'échinochrome et collectivement sous le nom de spinochromes 
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(Hou et al., 2020). De même, plusieurs études scientifiques ont démontré que les tests et les 

épines des oursins offrent de nombreuses classes de composés à haute valeur médicinale 

(Shikov et al., 2018). Les résultats obtenu du screening chimique sont plus ou moins 

comparables à ceux retrouvé par Akerina et al., (2015) et Sidiqi et al., (2019) réalisé sur 

l’oursin Diedema setosum, cette différences de composition  peut être due à la capacité de 

détection du test chimique qui n'est pas en mesure de détecter des quantités très faibles dans 

l'échantillon (Artini et al., 2013), il peut également être due à des conditions 

environnementales différentes et à l'âge des oursins qui sont utilisés comme matériel de 

recherche (Darsono, 1986). 

 

Tableau 16 : Tests chimiques du test de l’oursin Pracentrotus lividus. 

 

   

Témoin Tanins 

 (négatif) 

Anthocyanes 

(négatif) 
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Leuco anthocyanes 

 (négatif) 

Saponosides  (positif) Mucilages 

(négatif)                          

   

Composés réducteurs   

(négatif) 

Alcaloïdes  

 (négatif) 

Anthraquinones libres 

 (négatif) 
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O-hétérosides (négatif) C-hétérosides (positif) 

 

Flavonoïdes  (positif) 

 

  

 

Polyphénol (positif) Terpènes et stérols (négatif) 

 

 

 

III.2. Activité antibactérienne  

    Afin de vérifier leur pureté, les souches de référence sont ensemencées et repiqués sur des 

milieux de cultures spécifique, leurs aspects et caractérisations sont représentés dans le 

tableau 17.   
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                 Tableaux 17: Aspects macroscopiques des souches de référence. 

Souches bactériennes Caractéres culturaux 

 

Enterococcus faecalis 

(ATCC 29212) 

 

Gélose Chapman 

Petites colonies lisses, de 

couleur  jaunes 

Lactose   +, mannitol -   

 

 

 

 

Escherichia coli 

(ATCC 25922) 

 

Gélose Mac Conkey 

 Petite colonies bombé, 

de couleur rose à rouge 

Lactose + 

 

Gélose Hektoen 

 Petites colonies plate  de 

couleur saumon   

Lactose + 

 
 

 

Escherichia coli K 12 

(ATCC 10798) 

Gélose Mac Conkey  

Petites colonies plates de 

couleur rose à rouge  

Lactose + 
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Klebsiella pneumoniae 

(ATTC 27853) 

Gélose Hektoen 

Colonies bombées 

muqueuses de couleur saumon 

de 2 à 3 mm de couleur 

saumon  

Lactose + 
 

Staphylococcus aureus 

(ATCC 25923) 

 

Gélose Chapman 

Petites colonies lisses, 

rondes, se pigmentent 

habituellement en jaune doré 

Lactose +,  mannitol + 

 
 

 

Staphylococcus aureus 

(MRSA)              

(ATCC 43300) 

Gélose Chapman 

Petites colonies lisses, 

rondes, se pigmentent 

habituellement en jaune doré 

Lactose +,  mannitol + 

   

 

   

 III.2.1. Étude de l’effet des antibiotiques vis-à-vis des souches de références 

      La sensibilité des souches aux antibiotiques a été testée avant de soumettre les souches 

bactériennes aux essais biologiques, la résistance bactérienne peut également être critique.  

Pour cela 6 antibiotiques ont été testés comme témoin positivé.                                 

      Les résultats obtenus (Tableau 18) indiquent que les 6 souches de références peuvent              

être sensibles ou résistantes aux antiiotiques. Les photos prises sont représentées dans le                       

tableau 18. 

  

Tableau 18: Diamètres des zones d’inhibition (mm) des souches de références vis-à-vis de                                                                                                                                                                                                                                                

quelques antibiotiques (moyenne ± écart type). 
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Tableau 19 : Détermination de la résistance et de la sensibilité des souches de références aux 

antibiotiques. 

 

  

S : Sensible         

   

I : Intermédiaire         

  

R : Résistante 
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R
S

A
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Chloromphénicol (30 mcg/disc) S R R S R R 

Amoxicillin (25 mcg/disc) R R R R R R 

Pénicillines (10mcg/disc) R R R R R R 

Erythromycine (15 mcg/disc) R R R R R R 

Gentamycine (10 mcg/disc) S S S S S S 

Vancomycine (30 mcg/disc) R R R R S R 

 

 

Tableau 20 : Effet des antibiotiques vis-à-vis des souches de références. 

 

Escherichia coli ATCC 25922 E.K 12 
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Gentamicin (10 

µg) 
31,8 ± 0,748 30,4  ± 0,49 27,2 ± 0,40 27,6 ± 0,49 36,6 ± 0,49 25 ± 0,63 

Penicillin G (10 

µg) 
0 ± 0 0 ± 0 0 ± 0 0 ± 0 0 ± 0 0 ± 0 

Amoxicillin (25 µg) 0 ± 0 0 ± 0 0 ± 0 0 ± 0 0 ± 0 0 ± 0 

Vancomycin (30 

µg) 
0 ± 0 0 ± 0 0 ± 0 0 ± 0 29,4 ± 0,49 0 ± 0 

Erythromycin (15 

µg) 
10 ± 2,10 0 ± 0 9,6 ± 0,80 10 ± 0,63 0 ± 0 7,2 ± 0,75 

Chloramphenicol 

(30 µg) 
18,6 ± 0,80 26,2 ± 1,94 14,6 ± 0,80 26 ± 0,63 16,2 ± 1,17 12,2 ± 1,17 
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Staphylococcus aureus ATCC 25923 

 

Staphylococcus aureus (MRSA) ATCC  

43300 
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Enterococcus faecalis ATCC 29212 Klebsiella pneumoniae ATCC 27853 
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Notre étude indique la richesse potentielle du test de l’oursin Paracentrotus lividus en 

molécules bioactives. Les résultats obtenus, nous ont permis de mettre en évidence la 

présence des métabolites secondaires au niveau des pigments naphthoquinones d’oursin 

Paracentrotus lividus. De même, les résultats révèlent la présence de quatre groupes 

chimiques : saponosides, polyphénol, C-hétérosides et de flavonoïdes, avec une absence des 

tanins, anthocyanes, O-hétérosides, Terpènes et stérols, mucilage, alcaloïdes, Anthraquinones 

libres, leuco anthocyanes et les composés réducteurs. 

Ainsi, nos résultats obtenus pour le dosage des polyphénols et des flavonoïdes montrent 

une teneur plus élevée en polyphénols totaux par rapport aux teneurs des flavonoïdes. 

Vu l’importance de ces résultats, Il est intéressant de développer dans l’avenir des 

recherches plus approfondies comme : 

 Tester l’activité antibactérienne et activité antifongique. 

 Dosage des constituants bioactifs. 

 Utiliser des souches pathogènes. 
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Annexe 1 :  

 Composition des milieux de culture 

 

Milieux Composition des milieux de culture 

 

Gélose 

nutritive 

 

Extrait de viande………………………………………………………...1 g 

Extrait de levure…………………………………………………....…2,5 g 

Peptone………………….…………………………….…………….......5 g 

Chlorure de sodium……………………………………..…..……..…...5 g 

Agar Agar…………………………………………………………..…15 g 

Eau distillée……………………………………………………......1000 ml 

pH = 7 

Gélose 

Cétrimide 

Peptone pancréatique de gélatine........................................................16,0 g 

Hydrolysat acide de caséine................................................................10,0 g 

Glycérol...............................................................................................10,0 g  

Sulfate de potassium ...........................................................................10,0 g  

Chlorure de magnésium.........................................................................1,4 

g  

Cétrimide...............................................................................................0,2 g  

Acide nalidixique.............................................................................15,0 mg  

Agar Agar bactériologique..................................................................11,0 g  

pH = 7,1. 

Gélose 

Hektoen 

Peptone pepsique de viande…............................................................12,0 g  

Extrait autolytique de levure…............................................................ 3,0 g 

Lactose…................................................................... ......................... 12,0  

Saccharose…........................................................................................120 g  

Salicine….........................................................................................….2,0 g  

Sels biliaires…..................................................................................... 9,0 g 

Chlorure de sodium…...........................................................................5,0 g  

Thiosulfate de sodium….......................................................................5,0 g   

Citrate ferrique ammoniacal…..............................................................1,5 g   

Bleu de bromothymol …....................................................................65 mg 
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Fuchsine acide…................................................................................ 40 mg   

Agar agar bactériologique….............................................................. 13,5 g  

 pH = 7,6. 

Gélose 

Chapman 

Peptone...................................................................................................10 g 

Extrait de viande de bœuf ........................................................................ 1g  

Chlorure de sodium ...............................................................................75 g 

Mannitol :...............................................................................................10 g 

Rouge de phénol ...............................................................................0,025 g 

Agar Agar ..............................................................................................15 g 

Eau distillée .....................................................................................1000 ml 

pH = 7,4 

Gélose 

Muller 

Hinton 

Infusion de viande de bœuf (déshydratée) ……………………….….300 g 

Hydrolysat de caséine ……………………………….…............... ..017,5 g  

Amidon ……………………………………………………….........01,50 g  

Eau distillée ………………………………………………...…......1000 ml  

Agar Agar ……………………………………………………..….. 17,00 g 

pH = 7,5 

Bouillon 

nutritif 

Extrait de viande ………………………………...……………………...1 g 

Extrait de levure....................................................................................2.5 g  

Peptone ……………...……………………………………………….....5 g  

Chlorure de sodium..……………………………………………….…...5 g 

Eau distillée..…………………………………………….………...1000 ml  

pH = 7 

Bouillon 

Muller 

Hinton 

Infusion de viande de bœuf (déshydratée) ….…………….…….…...300 g 

Hydrolysat de caséine ………………...……………….….................17,5 g  

Amidon …………………...…………………….………………….01,50 g  

Eau distillée ……………………………………………………….1000 ml  
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pH = 7,5  

 

 

 

 

Gélose Mac 

Conkey 

peptone ……………………………………………………………….20,0 g 

sucre…………………………………………………………………. 10,0 g 

sels biliaires n
o
 3……………………………………………………… 1,5 g 

cristal violet ………………………………………………………...0,001 g 

rouge neutre ………………………………………………………….0,05 g 

chlorure de sodium ……………………………………………………5,0 g 

Agar-agar……………………………………………………………. 15,0 g 

Eau distillée ……………………………………………………….1000 ml 

pH = 7,1 

 

 

Annexe 2 :  

 Courbe d’étalonnage d’acide gallique : 

 

  

 

 

DO = 0,0045x + 0,1374 
R² = 0,9903 
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Figure I. Courbe d’étalonnage d’acide gallique pour le dosage des polyphénoles.  
 

polyphénols 

https://fr.wikipedia.org/wiki/Peptone
https://fr.wikipedia.org/wiki/Sucre
https://fr.wikipedia.org/wiki/Sels_biliaires
https://fr.wikipedia.org/wiki/Cristal_violet
https://fr.wikipedia.org/wiki/Rouge_neutre
https://fr.wikipedia.org/wiki/Chlorure_de_sodium
https://fr.wikipedia.org/wiki/Agar-agar


Annexes 
 

 

 Courbe d’étalonnage des Flavonoïdes :  

 

 

 

DO= 100,83x - 0,2076 
R² = 0,9999 
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Figure II. Courbe d’étalonnage de la quercètine pour le dosage des flavonoides.  
 

Flavonoides 


