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Résumé :

Ce travail a porté¢ sur 1’é¢tude de I’effet des extraits ; au méthanol, a 1’acétate d’éthyle, a
I’acétone, au chloroforme et a ’eau de I’Ephédra alata récoltée dans la région de Bechar sur

I'un des germes responsablesaux infections nosocomiales a savoir Escherichia coli.

L’extraction des composés bioactifs a été effectuée a partir de la partie aérienne de la plante

E.alata.

Selon l'enquéte ethnobotanique, l'importance pharmacologique de la plante semble étre

ignorée par une grande partie de la population de la wilaya de Mostaganem.

L’extrait méthanolique et I’extrait aqueux ont représenté des rendements les plus élevés avec
22.5% et 19% respectivement en comparant avec les extraits d’acétone, d’acétate d’éthyl et de

chloroforme.

Le screening phytochimique a montré la présence de divers métabolites secondaires dans la
partie aérienne de la plante tels que les alcaloides, les polyphénols (tanins et flavonoides), les

triterpenes et les composées réducteurs.

La méthode de diffusion sur disques en milieu gélosé, a montré une faible activité inhibitrice
des extraits de la plante sur la croissance d’E.coli. Les résultats obtenus montrent que la
souche testée posséde une sensibilité variable contre les quatre extraits et 1’extrait de

chloroforme est inactif.
L'extrait a l'acétate d’éthyle polaire a exercé le meilleur effet antibactérien chez E.coli.

La CMI de I’extrait méthanolique d’E.alata est de 20 mg/ml et il a un effet bactéricide.
L’extrait d’acétone a une valeur de CMI de 156.25 mg/ml et il a un effet bactéricide et
I’extrait d’acétate d’éthyle présente une valeur de CMI de 78 mg/ml et leur effet n’ est pas

déterminé .

Les extraits aux solvants a différentes polarités de I’Ephédra alata semblent exercer un effet

bactéricide chez la bactérie d’E.coli.

Les mots clés : Ephédra alata, Escherichia coli, extraits, CMI, CMB.



Abstract :

This work focused on the study of the effect of extracts with methanol, ethyl acetate, aceton,
chloroform and water from Ephedra alata harvested in Bechar. one of the germs responsible

for nosocomial infections namely Escherichia coli.

The extraction of the bioactive compounds was carried out from the aerial part of the plant

E.alata .

According to the ethnobotanical survey, the pharmacological importance of the plant seems to

be ignored by a large part of the population (wilaya of Mostaganem).

The methanolic extract and aqueous extract represent the highest yields, 22.5% and 19%

comparing with with acetone, ethyl acetate and chloroform extracts.

Phytochemical screening has shown the presence of various secondary metabolites in the
aerial part of the plant such as alkaloids, polyphenols (tannins and flavonoids), terpenes and

reducing compounds.

The disk diffusion method in agar medium, showed a weak inhibitory activity of the extracts
of the plant on the growth of E. coli. The results obtained show that the strain tested has a

variable sensitivity against the four extracts and the chloroformed extract is inactive.

The extract with polar ethyl acetate, exert the best antibacterial effect in E. coli; with average
growth rates and lower inhibitory rates.

The micro-dilution method in a liquid medium makes it possible to obtain the MIC of the
methanolic extract of E. alata equal to 20 mg / ml and a bactericidal effect, the acetone extract
has a MIC value equal to 156.25 mg / ml and a bactericidal effect and the ethyl acetate extract

has a MIC value equal to 78 mg / ml and their effect is not determined.

Solvent extracts with different polarities of Ephedra alata appear to exert a bactericidal effect

in E.coli bacteria.

Key words: Ephedra alata, Escherichia coli, extract, CMI, CMB.
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Liste des abréviations

% : pourcentage

: Inférieur ou égale

IAYARVAY

: Supérieur ou égale

°C : degré Celsius

Mg : microgramme

ATB : antibiotique

ATCC : American Type Culture Collection
BMH : bouillon Muller Hinton

BN : bouillon nutritif

CMB : concentration minimale bactéricide
CMI : concentration minimale inhibitrice
DMSO: Diméthyl sulfoxyde.

DO : densité optique

E.coli : Escherichia coli

g : gramme

GMH : gélose Muller Hinton

GN : gelose nutritive

h : heure

H>0> : eau oxygénée

IN : infection nosocomiale

Km?: kilométre carré

MeOH : méthanol

Mg : magnésium



MH : Muller Hinton

min : minute

mm : milimétre

nm : nanometre

@ : Diametre

R : rendement

UFC : unité formant des colonies

v/v : volume par volume.
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Introduction

Les plantes médicinales sont largement utilisées pour soulager et guérir certaines pathologies
infectieuses chez 1’homme. Elles sont une source habituelle de remedes sous forme de
préparations traditionnelles ou de principes actifs purs. Les produits naturels provenant des
plantes offrent une nouvelle source d'activités biologiques qui ont un grand impact sur la

maladie et la santé humaine (Worowoungaet al., 2019).

On estime que pres de 50% des agents thérapeutiques utilisés actuellement proviennent de
sources naturelles, alors que moins de 10% des especes ont été étudiées pour leurs activités
biologiques. Ces chiffres indiquent qu’il subsiste encore une grande marge de progression et
que I’étude approfondie des especes végétales pourrait mener a la découverte de nouvelles

molécules thérapeutiques (Djermane, 2014)

La découverte et l'utilisation des antibiotiques a été l'une des principales réalisations
scientifiques du XX°™ siécle. Ils ont été utilisés pour traiter des infections potentiellement

mortelles.

La résistance bactérienne aux antibiotiques est un probléme majeur de santé publique, puis
qu’elles ont développée des mécanismes de résistance efficaces reposant sur différents
facteurs génétiquement indépendants. Chez les bactéries a Gram-, la présence d’une barricre
de perméabilité qui ralentit la diffusion de 1’antibiotique. Cependant, 1'utilisation généralisée
des antibiotiques a favorisé 1'émergence de souches résistantes parfois méme multi résistantes.
Cette résistance se propage rapidement notamment dans les hopitaux. La propagation de cette
multi résistance incite a explorer d’autres sources de molécules alternatives dont les plantes

médicinales (Niass et al., 2015 ; Bouamoud, 2014).

L'Algérie, par sa position géographique présente une large gamme d’étages bioclimatiques
induisant une biodiversités de plantes utilisés comme condiments, aliment naturels et pour des
buts thérapeutiques, elle est caractérisée par sa diversité florale, estimée a plus de 3000
especes appartenant a plusieurs familles. Ces especes sont pour la plupart spontanées avec un
nombre non négligeable (15%) d'espeéces endémiques ; ce qui a donné a la pharmacopée

traditionnelle une richesse inestimable (Bechlem, 2018 ; Berreghioua, 2016).

Les especes d’Ephédra ont une longue histoire en médecine traditionnelle chinoise (environ
5000 ans), avec des utilisations dans le traitement des allergies, de la congestion nasale, de

l'asthme bronchique, de la toux et de la grippe.



A cet effet, nous nous sommes intéressés a étudier 1’activité antibactérienne d’Ephédra alata
Dans ce présent travail, nous avons fixé les objectifs suivants :

» Extraction et détermination des différents groupes chimiques présents dans les
rameaux de la plante Ephédra alata

» Etude de I’activité antibactérienne des extraits bruts de la plante Ephédra alata, en
utilisant la méthode de diffusion en milieu solide et la détermination de la
concentration minimale inhibitrice et bactéricide de différents extraits en milieu

liquide sur le germe Escherichia coli responsable des infections nosocomiales.
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Synthese bibliographique



Partie 02 :

Partie expérimentale



Conclusion



Résultats et discussion
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Etude bibliographique

I.  Généralité sur la plante:

Le genre Ephedra est considéré parfois comme ayant été créé il y a plus de 200 millions
d’années sur la base du pollen fossile « éphédroide » (Huang, 2003).L Ephedra c’est le seul
genre qui représente par la famille Ephedraceae, il inclus plus de 60espéces (Zhang et
al.,2018) réparties dans la plupart des régions arides et dans les deserts dans le monde.
(Ickert-Bond et Wojciechowski, 2004).

L’Ephédra est 'une des plantes médicinales les plus connues depuis plus de 5000 ans dans la
médecine traditionnelle chinoise pour le traitement des allergies, I'asthme bronchique, les
frissons, la fievre, la grippe, les maux de téte, le rhume des foins, congestion nasale et troubles
du systéme nerveux central. (Gherraf et al, 2014 ; Bagheri-Gavkosh et al, 2009 ;
Parsaeimehr et al.,2010).

I.1. L’espéce Ephédra alata :
I.1.1  Description botanique d’Ephédra alata :

Il s'agit de I'un des rares arbustes des zones sahariennes (figure 1), vivace , raide , jaune-vert
de 0.5 a 2m de haut (Catier et Roux, 2011) , également considéré comme nanophanérophyte
au sens de Raunkiaer (1934). Les rameaux sont articulés et portent au niveau des nceuds des
feuilles réduites en écailles et opposées, alternes. Les fleurs unisexuées sont groupées en
petits cones. Les fleurs males et femelles sont généralement sur des pieds différents.
Toutefois, on peut dans certains cas observer des individus portant les deux types de fleurs.
Les cones males sont groupées en chatons jaunatres,Les coOnes femelles a bractées

s’accroissent pendant la maturation. (Bruneton, 2009).

Les tiges rameuses sont photosynthétiques de type balai vertes (Mayer et Susan, 2008) a port
de prele a rameaux grele, anguleux et striés.Elles présentent aussi un systeéme de racines
latérales extrémement puissant (Derbal et al, 2010) et peuvent dépasser 1 m de hauteur,

avec une forte odeur de pin et une gott astringent(Abourashed et al., 2003)
I.1.2  Position systématique :

Selon Bell et Bachman. 2011, et le catalogue de Dobignard et Chatelain 2010, la position

systématique d’Ephédra alata est la suivante (tableau 1) :



Etude bibliographique

Tableau 1 : classification d’Ephédra alata

Régne : Plantae

Embranchement : Spermaphytes

Sous embranchement : Gymnospermes

Classe :Gnetopsida
Ordre : Ephedrales

Famille : Ephedraceae

Genre : Ephédra

Espéce : Ephédra alata

Figure 1 : Port général d'Ephedra alata (A) ; rameau fleurit (B) et fleur en épanouissement

(©).
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I.1.3  Origine et répartition géographique :

E.alata c’est une plante originaire des régions tempérées et latitudes subtropicales (figure2)

de:

e [’Afrique: Algérie; Egypte, Libye, Maroc, Tunisie, Mauritanie, Tchad, Mali ;

e [’Asie : Arabie Saoudite, Irak, Iran, Palestine, Liban, Jordanie,Syrie et pousse surtout
dans le nord et 1'ouest de la Chine, le nord de I'Inde et

e I’Amérique, Aux Etats-Unis, 'éphédra pousse au long des montagnes Rocheuses

(Al-Snafi, 2017 ; Bell et Bachman, 2011).

En Algérie, E. alata se trouve dans le Sahara septentrional et occidental au niveau des terrains
sableux, des regs et les lits sablonneux des oueds. Elle est méme rencontrée dans le sable de

I'étage tropical et la Hamada de Tinghert (Ozenda, 1991).

E.alata est une excellente espece fixatrice de sable éolien. Toutefois, la qualité de son charbon

de bois, apprécié par les populations sahariennes, l'expose au phénomene du déboisement.
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Figure 2 : Distribution de I’Ephédra dans le monde (Cavaney et al., 2001)
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1.2 Utilisation en médcine taditionnelle :

Le dispensatoire chinois écrit en 1569 mentionne que les espéces d’éphédra étaient utiles
comme antipyrétiques, diaphorétique, stimulant circulatoire et sédatif pour Ila
toux. Cependant, I’ éphédra a été utilis¢ dans la médecine chinoise pour traiter les allergies,
l'asthme, les poumons congestion, frissons, rhumes, rhume des foins, toux, cedeme, ficvre,
grippe, maux de téte et congestion nasale.

La plante était aussi traditionnellement utilis¢ en Russie pour le traitement respiratoire
troubles et rhumatismes pendant de nombreux siecles. (Al-sanafi, 2017)

Ephedra alata a été couramment utilisé dans la médecine traditionnelle en Egypte et la
plupart des les pays arabes. Ephedra alata a été utilisé pour le traitement de I'asthme, du foin

la fievre et le rhume ( Ghanem et EI-Magly, 2008).

La poudre d’Ephedra alata est utilis¢ comme un traitement contre le diabétre en Maroc

(Ghourri et al., 2013)

en Palestine ,Il est utilis¢ en médecine traditionnelle pour traiter les allergies, l'asthme
bronchique, les frissons, le rhume, la toux, l'cedéme, la fievre, la grippe et les maux de téte

(Al-Rimawi et al., 2017).

En Algérie, Ephédra alata est utilisé contre la grippe, les troubles respiratoires et la faiblesse
générale en tisane et par inhalation ainsi que sous forme de gouttes nasales contre les rhumes
.Elle est tres appréciée par le dromadaire (Boulberhane et Nabti, 2017 ; Ould EL hadj et
al., 2003).

Les parties utilisés dans la médecine traditionnelle sont les feuilles et les rameaux(Ould El
hadj et al., 2003) et aussi les tiges vertes séchées, qui sont usuellement bouillies dans de I’eau
pendant environ trente minutes et administrées comme thé chaud (Abourashedet al., 2003).

I.3  Pharmacologie et Toxicologie :

Des travaux antérieurs, ont permis de constater la richesse des espéces sahariennes en ces
biomolécules. Ils ont aussi mis en évidence D’intérét pharmacologique de la flore

saharienne,sans oublier les risques de toxicite.

Les effets pharmacologiques et toxicologique de I’ Ephédra alata semble €tre attribuable a ses
alcaloides de types éphédrine, principalement (-) éphédrine et (+) pseudoéphédrine.

(Limbergeret al., 2013 ; Chen et al., 2010 ; Ma et al., 2007).
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I.3.1 Pharmacologie :

L'éphédrine est un sympathomimétique indirecte. Structuralement trés proche de 1’adrénaline ,
elle provoque la libération des catécholamines endogenes des fibres sympathique post-
ganglionaire. Elle stimule I’automatisme cardiaque et exerce une activité inotrope positive ;
I’éphédrine accélere les mouvements respiratoires bulbaire, elle affaiblit les capacités
contractiles de la vessie. Difficilement dégradé, elle est utilisable par voie orale et son action
est plus durable que celle de I’adrénaline bien résorbée, fortement lipophile, 1’éphédrine
franchit la barriere hémato-encéphalique et libérant les médiateurs au niveau centrale, induit
une action psychostimulante de type amphétaminique : stimulation de 1’attention et de la
capacité de concentration, diminution de la sensation de fatigue et du besoin de sommeil ,etc .
L’éphédrine induit un phénomene de tachyphylaxie, c’est-a-dire a une disparition rapide des

effets lors d’administations répétées (Bruneton,2009).

La pseudoéphédrine a montré une forte activité diurétique dans des expériences sur des chiens

et des lapins (Blumenthal et King, 1995).
1.3.2  Toxicologie :

Toutefois, la phytothérapie n'a pas que des effets bénéfiques. Comme tout produit actif, elle

peut avoir des effets indésirables, toxiques et allergiques.

Des ¢études sur les propriétés phytochimiques ou biologiques de plusieurs produits végétaux
ont démontré I'action et le potentiel toxique de ces produits sur les systemes cellulaires des
mammiferes (Aline, 2010).Cette toxicité dépend de la nature de la substance, de la dose, de
la durée d'exposition et de différents facteurs liés a l'individu (sexe, age, état nutritionnel et

hormonal) (Tron, 2002).

A fortes doses, I'éphédrine provoque de la nervosité, des maux de téte, de 1l'insomnie, des

vertiges, des palpitations, des rougeurs de peau, des picotements et des vomissements.

Selon le manuel des médicaments en vente libre qui a noté : "Les principaux effets
indésirables de I'éphédrine sont la stimulation du systéme nerveux central, les nausées, les

tremblements, la tachycardie [battement de cceur rapide] et la rétention urinaire."

Un groupe consultatif de la FDA sur les médicaments antitussifs, contre la toux, le rhume,

l'allergie, recommandait d'éviter 1'éphédrine aux personnes souffrant de cardiopathie,
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d'hypertension, de maladie de la thyroide, de diabete ou de miction difficile en raison d'une

hypertrophie de la prostate (Blumenthal et King, 1995).

Ces effets peuvent étre les raisons pour lesquelles I'utilisation de I'Ephédra est recommandée
uniquement pour les situations aigué€s en médecine traditionnelle chinoise et contre-indiqué

pour une utilisation a long terme (Chen et al., 2010).

Etant donné que I'éphédrine provoque la libération de noradrénaline, l'administration
d'éphédrine a un patient recevant un inhibiteur de la monoamine oxydase, ce qui diminue la
dégradation et augmente le stockage de noradrénaline, peut entrainer une hypertension grave.

Cette interaction peut étre fatale (Blumenthal et King, 1995).

I.4  Chimie de plante :
L'analyse phytochimique préliminaire d'Ephedra alata a révélé la présence de glycosides
cardiaques, de sucres réducteurs, de flavonoides, de composés phénoliques ,d'alcaloides

(Al-Snafi, 2017).

Ephédra c'est une source naturelle d'alcaloides tels que: éphédrine , pseudoéphédrine,
noréphédrine, norpseudoéphédrine, méthyléphédrine et méthylpseudéphédrine. A coté des
alcaloides de type E, de 1'éphédroxane et des spermidines macrocycliques appelées
éphédradine AD, ont été découverts chez certaines especes d' éphédra d' Eurasie. (Ibragic et

Sofi , 2015 ; Al-Snafi, 2017).

L’éphédra contiendrait divers composés phénoliques, tels que 1’acide trans-cinnamique, la
catéchine, la syringine, 1’épicatéchine, le symplocoside, le kaempférol 3-O-rhamnoside 7-O-
glucoside, I’isovitexine 2-O-rhamnoside, qui contribuent de maniere significative a l'activité

antioxydante de la plante(Al-Rimawi et al., 2017).

Les autres composés phytochimiques comprennent les kynurénates, les acides citrique,
malique et oxalique, les saponines, les cristaux d'oxalate de calcium et les oligo-
¢léments. Selon plusieurs rapports, les composés volatils présents dans cette plante sont
principalement représentés par des terpénoides et peuvent étre utilisés comme marqueurs

chimio taxonomiques.

Les composés phénoliques et leurs sous-groupes de flavonoides les plus importants sont des

composés aromatiques largement répandus dans le régne végétal (Ibragic et Sofi , 2015).
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I.5  Activité biologique de la plante :

En plus de leurs utilisations traditionnelles, Ephédra alataposséde de nombreuses propriétés
biologiques, parmi lesquelles on cite les plus importantes :

I.5.1 Activité antibactérienne :
L'activité antibactérienne des extraits flavonoides de I’Ephedraalata a été évalué contre les
bactéries pathogenes Gram positif et Gram négatives tel que :Serratia marcescens ,
Pseudomonas aeruginosa, Bacillus subtilis, Escherichia coli, Enterococcus faecalis,
Staphylococcus aureus, Bacillus cereus , Staphylococcus aureus résistant a la méthicilline
(SARM)(Al-Snafi, 2017).
L'extrait ethanolique agit comme un agent bactériostatique contre les souches bactériennes
suivantes :(Klebsiella pneumoniae, Shigella flexneri, Salmonella enterica, Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa , Enterococcus faecalis,
Candida albicans, et parapsilose ) (Danciu et al.,2019).
Ephedra sarcocarpa montre aussi une activité inhibitrice contre ces bactéries surtout
Pseudomonas aeroginosa qui est la plus inhibé et qui est 1’agent responsable par son

opportunité sévere des infections (Rustaiyan et al., 2001).

I.5.2  Activité antifongique :
L'extrait aqueux d’E. alata avait un potentiel inhibiteur significatif in vitro et in vivo contre la
croissance, ainsi que la production d'aflatoxines par la moisissure aflatoxigénique
Aspergillus flavus (Al-Qarawi et al., 2011 ; Parsaeimehr et al., 2010).
Selon Ghanem et El-Magly, 2008, L’extrait d’acétonitrile d’E.alata montre une activité
antifongique surtout sur Aspergillus fumigatus (Ganems et EI-Magly , 2008)
et I’extrait éthanoliques de la partie aérienne de I’E.alata agit comme un agent bactéricide
contre Candida spp (Danciu et al., 2019).

1.5.3  Activité anticancéreuse :
Certaines especes d’ éphédra se sont vu attribuer un potentiel anticancéreux contre
diverses lignées cellulaires. Par exemple, des extraits obtenus avec différents solvants
d' Ephedra aphylla ont montré une activité anti-proliférative contre les lignées cellulaires
de cancer du sein T47D et MCF-7(Al-Awaida et al., 2018).
l'extrait hydroalcoolique d’Ephedra alata Decne a un potentiel d'effet anti-prolifératif, pro-

apoptotique et cytotoxique contre la lignée cellulaire de cancer du sein humain MCF-7.
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Dans une étude ethnopharmacologique en Palestine, Ephedra alata était la phytomédecine

la plus utilisée pour le traitement du cancer (Danciu et al., 2019)

I.5.4  Activité antioxydante :

L'activité antioxydante d’ Ephedra alata était évalué par le 2, 2-diphényl-1-picryl-hydrazyl-
hydrate essai. L’extrait méthanolique d’Ephedra alata amontré une forte activité
antioxydante et puissant radical libre d'oxygene capacités de récupération, la valeur IC 50 de
la centrale était presque équivalent a 1’antioxydant standard Trolox.

Les résultats ont montré que 1’ Ephédra alata cultivé en Palestine est riche en antioxydants,
phénoliques et flavonoides. Leur activité antioxydante est comparable ou supérieure a celle
d’Epheda d’autres pays. Il existe une corrélation entre les activités antioxydantes et le contenu
phénolique total, mais pas avec le contenu total en flavonoides. Les quatre tests d'activité
antioxydante étaient fortement et significativement corrélés les uns aux autres.(Al-Rimawi et

al., 2017).
I.5.5 Effet sur la masse corporelle :

le mélange d’'éphédra et la caféine a favorisé la réduction du poids et de la masse grasse a
court terme ainsi que l'amélioration des lipides sanguins sans événement indésirable

significatif (Boozer et al., 2001).
1.5.6 Effet hypoglycémiant :

Ephedra alata présentait des effets hypoglycémiques persistant une heure apreés son

administration a des rats a jeun (Shabana et al., 1990)

Cinq glycanes actifs isolés de E.distachya: ephedranes A, B, C, D et E ont réduit

significativement le taux de glucose sanguin chez des souris normales et diabétiques.

L.5.7 Effet anti-inflammatoire :
Ephedra alata a été utiliser en phytothérapie traditionnelle pour traiter les maladies

inflamatoires. (Kmail et al., 2017)

La partie aérienne de Ephedra intermedia, a été soumis a des essais biologiques pour
I’activité anti-inflammatoire. A partir de L’extrait de méthanol qu était actif, Ia
pseudoéphédrine a été isolé et elle a montré une activité antiinflammatoire la plus forte

(Hikino et al., 1980).

10
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II. Les métabolites secondaires :

II.1  Rappel sur les métabolites secondaires des végétaux

A coté des métabolites primaires classiques (glucides, protéines et lipides), les végétaux
accumulent fréquemment des métabolites dits « secondaires » qui représentent une source
importante de molécules utilisables par I'homme dans des domaines aussi différents que

lapharmacologie ou l'agroalimentaire (Herbert, 1989).

Les métabolites secondaires sont classés en trois grands groupes, parmi lesquels, on cite les
composés phénoliques, les terpénes et stéroides, et les composés azotés dont les alcaloides.
Chacune de ces classes renferme une treés grande diversité des composés, qui possedent une
tres large gamme d'activité biologique (Li, 2007). Les métabolites secondaires sont réputés
par leurs activités biologiquesnombreuses, comme  antibactériennes, anticancéreuses,
antifongiques, analgésiques, anti - inflammatoires, diurétiques, gastro- intestinales et

antioxydantes (Harborne, 1998 ; Bruneton, 2009).

Tous les travaux phytochimiques ont mis en évidence au sein des organismes végétaux les

biomolécules suivantes :
I1.2  Les composés phénoliques :

Les composés phénoliques sont des molécules aromatiques qui ont un ou plusieurs groupes
hydroxyle liés directement a un cycle aromatique « le phénol » (figure 3) qu’ est la structure

sur laquelle repose tout le groupe (Vermerris et Nicholson, 2006).

- OH

Groupement OH

Anneau aromatique __—]

Figure 3 : Le noyau phénol (Herzi, 2013).

Ces molécules ont un rdle dans la défense contre les pathogenes surtout les moisissures et les
bactéries phytopathogenes en tant qu’attractifs pour les pollinisateurs et les animaux a
dispersion des graines( Del Rio et al., 2013)aussi dans la protection des rayonnements UV car
tous les composés phénoliques absorbent les rayonnements solaires (Sarn-imanchado et

Cheynier, 2006).

11
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Ce sont des Molécules qui donnent la couleur, les aromes et les parfums aux plantes, Ils
constituent les 40% du charbon organique dans la biosphere(Touafek,2010).
IIs sont présents dans toutes les parties des végétaux supérieurs (racines, tiges, feuilles, fleurs,

pollens, fruits, graines et bois) Les plus représentés sont les anthocyanes, les flavonoides et les

tannins. (Boizot et Charpentier, 20006) .

I1.2.1. Classification des composés phénoliques :
Plus de 8 000 molécules ont été isolés et identifiés, divisées en une dizaine de classes
chimiques (Mansour, 2009) (figure 4); basés sur le nombre de carbones dans la

molécule(Vermerris et Nicholson. 2006) et Ia structure de base du squelette carbone

(Macheix ,1996).

\

les composés
phénoliques

b b
Les phénols Les
simples polyphénols
b b b b
s Coumarines Flavonoides Tanins

phénoliques

Figure 4 : Principales classes des composés phénoliques (Hurtado-fernandez et al., 2010 ;

Meziane et Mekaouche, 2012).

1. Les phénols simples :
1.1. Les acides phénoliques :
Les acides phénoliques sont rares dans la nature ; ils se trouvent dans certain nombre des
plantes agricoles et médicinales (Psotova et al., 2003). Les acides phénoliques sont formés
d'un squelette a sept atomes de carbone. (Hmid, 2013). IIs se subdivisent en deux classes :
e Acides-phénols dérivés de I’acide benzoique : ils ont une structure générale de
type Cs-Ci, ce sont des dérivés hydroxylés de 1’acide benzoiques et ils existent
souvent sous forme libre que combiné a 1’état d’ester ou d’hétéroside (figure 5)

12
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(ex: acides Dbenzoiques, salicylique, vaniliques, gentisique etgallique......... )
(Bruneton, 2009).

o OH COOH COOH

O/CHS

OH

. . Acide salicylique  Acide benzoique
Acide vanillique

Figure 5 : Structures chimiques de quelques dérivés de 1’acide benzoique
e Acides-phénols dérivés de I’acide cinnamique : la plupart de ces acides ont une

structure générale Ceq-Cs, parmi les acides qu’ont une distribution trés large on

trouve (figure 6) : acides4-coumarique, férulique, sinapique(Bruneton, 2009).

O O OH
o NF

. ye Sinapic acid (SA)
Acide caféique

Figure 6 : Structures chimiques de quelques dérivés de ’acide cinnamique

1.2. Les coumarines :
Les coumarinessont des composés chimiques hétérocycliques (figure 7), produisent par la
combinaison d’un noyau benzéne avec un pyrane (Rezine et Fedaouche,2017),0on peut les
considérer comme des 2H-1-benzopyran-2-ones(Bruneton,2009).
Il existe environ 1 300 coumarines sont connues et isolés(Pereira et al,.2009), parmi les
plus  fréquentes on trouve :ombelliférone , la scopline, le fraxoside la

skimmine...,(Bruneton,2009).

13
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Figure 7 : structure chimique de coumarine

2. Les poly phénols :

2.1.Les flavonoides :
Le terme flavonoide vient du latin flavusqui signifiant « jaune » (Verbois, 2015), il représente
plus la moiti¢ des composés phénoliques dans la nature, de structure générale en C15:
(C6-C3-C6), (figure 8) (wang et al., 2018). Les flavonoides sont des pigments trés répondues
dans la régne végétale (Hmid, 2013 ),presque toujours hydrosolubles,ils sont responsables de

la coloration des fleurs( Bruneton, 2009), des fruits et parfois des feuilles (Mansour, 2009).

Figure 8 : squellete de base de flavonoide

Les principales sous-classes de ces composés (figure 9) sont :
les flavones, les flavonols, les flavan-3-ols, les isoflavones, les flavanones et les

anthocyanidines ( Del Rio et al., 2013).

14
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So ol 9
0 J
Z>0oH O OH
Anthocyanidin Flavan-3-ol

0
Flavanone

Figure 9 : structure chimique de principales classes de flavonoides
2.2.Les tanins :

Les tanins sont des substances polyphénoliques hydrosolubles ,de structure variées ayant une
masse moléculaire entre 500 et 3000 (Bruneton, 2009), ils sont trés répandus dans le regne
végétale dans presque toutes les parties de la plante, comme dans 1’écorce, le bois, les feuilles,

les fruits, les racines et les graines (Khanbabaee et van Ree, 2001).

Les tanins sont présents dans toutes les plantes vasculaires et certaines plantes non
vasculaires. (Arbenz et Avérous, 2015).
On distingue deux groupes des tannins différant a la fois par leur réactivité chimique et par

leur composition(figure 10) :

v' Les tanins hydrolysables
v’ Et les tanins condensés (Macheix et al ., 2005).

Mais il existe aussi Une autre classe qui peut également étre envisagée: les tanins

complexes(Arbenz et Avérous, 2015).
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Tannins

Hydrolysable Complex Condensed
tannins tannins tannins

> Gallotannins

> Ellagitannins

Figure 10 : classification des tanins (Arbenz et Avérous, 2015).
II.3  Les alcaloides :

Ils ont été introduit par W .Meisner au début de XIXeme siecle,lls forment un groupe
important de substances naturelles d’intérét thérapeutique par leur diversité structurale et
I’éventail de leurs activités pharmacologiques. Ce sont des substances azotées qui
agissentcomme des bases,comme des alcalise . Ils ont ét¢ défini comme des substances
azotés,basiques, d’origine naturelle et de distribution restreinte . Ils ont une structure
complexe leur atome d’azote est inclus dans un systeme hétérocyclique.lls sont issus du seule
régne végetale,ils existent a 1’état de sels et sont biosynthétiquement formés a partir des

acides(Brunetou, 2009).
Les alcaloides sont divisé en trois genre :
I1.3.1  Les alcaloides vrais :

Les alcaloides vrais représentent le plus grand nombre d’alcaloides, sont toxiques et
disposent d’un large spectre d’activités biologiques. Ils dérivent d’acides aminés et
comportent un atome d’azote dans un systéme hétérocyclique. Ils sont présents dans les

plante(figure 11),(Badiaga, 2011).
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Figure 11 :Usambarensine exemple de vrais-alcaloides(Aniszewski, 2007).

I1.3.2  Les pseudo-alcaloides: présentent les caractéristiques des alcaloides vrai mais ne sont pas
des dérivé des acides aminées, ne possedent pas d’azote intra cyclique et 1I’incorporation

de I’azote dans la structure se fait en phase finale: exemple la paravallarine (figure
12),(Djermane, 2014).

0;&_, Op
L\

-

CHy-NH e
Figurel2 : paravallarine exemple de pseudoalcaloides(Brunetou,2009).

I1.3.3  Les proto-alcaloides :sont des amines simples dont 1’azote n’est pas inclus dans systéme

hétérocyclique comme la mescaline(figure 13)(Brunetou,2009).

CHZ0

CH,0

CH,0 CH, === CH, wm=e NH,

Figure 13: Exemrpcle de proto alcaloides la mescaline (Aniszewski, 2007).
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I1.4.  Les terpénes :

Les terpenes sont des hydrocarbones naturels, de structure soit cyclique soit a chaine ouverte :
leur formule brute est (C5HX)n.Le terme terpénoide désigne un ensemble de substances

présentant le squelette des terpénes avec une ou plusieurs fonctions chimiques.

La molécule de base est I’isoprenede formule CsHg(figurel4).

Figurel4 :La molécule d’isopréene (Malecky, 2005).

I1.4.1.  Classification des terpénes

1. Hémyterpénes :

Ils sont des composés naturels ayant une formule de C5 ramifiée.Parmi eux seul 1’isopréne

considérés comme hymiterpene, il a toutes les caractéristiques biogéniques des terpenes.
2. Monoterpénes :

Se trouvent principalement dans 3 catégories structurelles : les monoterpenes linéaires
(acyclique), les monoterpénes avec un cycle unique (monocycliques) et ceux avec deux cycles

(bicycliques) ). IIs résultent d’une fusion typique téte-a-queue des unités d’isoprene
3. .Diterpénes :

Les diterpenes sont des substances avec 20 atomes de carbone (C20) élaborées a partir de 4
unités d’isopréne le géranylgéranylpyrophosphate (GGPP). Ces composés sont principalement
présents dans les plantes supérieures , ainsi que dans les champignons. la majorité est sous
forme cyclique. Parmi les diterpenes lin€aires, on rencontre la famille Phytane dont le phytol
est le représentant le plus connu dans la chlorophylle ou dans les vitamines K et E. Les

diterpenes cycliques sont des dérivés de cyclophytane (Malecky, 2005).
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4. Triterpénes :

Les triterpenes en C30 sont produits a partir de deux molécules de farnésyl- pyrophosphate . 11
y a plus de 1700 triterpénes dans la nature dont la majorité est sous forme tétracyclique ou
pentacyclique, la forme acyclique étant tres rare.Parmi les triterpenes acycliques, le squaleéne ,
et aussi des stéroides végétaux. La plupart de triterpeénes sont des alcools, sous forme libre ou

glycoside (les saponines) ou ester .

Les triterpenes constituent un groupe important et diversifié de produits naturels a base de
plantes qui jouent un rdéle important dans la protection des végétaux et la qualité des aliments,

ainsi que dans une gamme d'applications pharmaceutiques(Maleckey, 2005) .
II.  Les stérols :

Ce sont des dérivées des phytostérols ces composés sont naturellement trouvées dans la partie
lipidique des plantes. IlIs peuvent étre apportés que par 1’alimentation lorsque, ils ne sont pas
synthétisées par I’homme et 1’animal.Il ét¢ démontré que les phytostérols et les phytostanols

réduisant 1’absorption de cholestérols dans I’intestin gréle.

Leur structure général est composés de quatre cycles dans les trois premiers six chainons et le
dernier cinq. Les principaux stérols dans les plantes, algues, et les champignons sont

caractérisé par la présence d’un méthyl ou éthyle lié au carbone C-24 sur la chaine latérale.

Ces différents types de stérols appelées les poly stérols sont des constituants de membrane
cellulaire jouent un rdéle important dans la perméabilit¢ et aussi la prolifération

cellulaire(Kahlouche-Riacht, 2014).
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III. Infections nosocomiales :

III.1 Définition :

Les infections nosocomiales « aussi appelées infections hospitalieres » sont des infections
acquises pendant un sé¢jour a I’hopital et qui n’étaient ni présentes ni en incubation au moment
de I’admission du patient. Les infections survenant plus de 48 heures apres I’admission sont

habituellement considérées comme nosocomiales ( Ducel et al., 2002).

ITII.2 Les types des infections nosocomiales :

II1.2.1 Les infections nosocomiales exogeénes : causée par les microbes de I’environnement,
introduits chez le malade, venant le plus souvent d’autres malades.

I11.2.2 Les infections nosocomiales endogeénes : provenant du malade lui-méme, chez lequel la
voie digestive, la peau et le vagin, sont les réservoirs humains les plus
importants(Langlois,2000).

IIL.3 Les sites d’infections nosocomiales :

II1.3.1 Infections urinaires nosocomiales :

Ce sont les infections nosocomiales les plus fréquentes (40% des cas d’IN).I1 faut distinguer
la colonisation des vois urinaires de la véritable infection urinaire. En absence de sonde les

TUN sont le plus souvent de mécanisme ascendant :les remontrent le long de 'uretre .
En présence de sonde elles peuvent avoir divers mécanismes d’acquisitions :

» lors de la pose de la sonde

» voie endoluminale :moins fréquente depuis I’utilisation des systémes clos .

» voie extraluminale les bactéries remontrent dans la vessie le long de la surface
externe de la sonde

» voie lymphatique ou hématogene : incidence difficile a estimer

Le germe prédominant reste E. coli, mais d’autres germes sont plus en plus fréquents :

Enterococcus, Pseudomonas, Staphylococcus, levures (Epelbon et Macey, 2008).
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I11.3.2 Infection sur cathétérisme intravasculaire :

On distingue D’infection liée au cathéter, la phlébite bactérienne et la phlébite chimico-

mécanique.

Symptomes cliniques : symptomes d’inflammation locale et/ou fievre 38 °C et/ou sécrétion

purulente.

Bactériologie : cultures positives en 1’absence de signes cliniques ne sont pas considérées

comme un critere suffisant (Dridi et al.,2008).
I11.3.3 Les bactériémies :

Les bactériémies se définissent par la présence de bactéries dans le sang. Ce sont des
infections graves associées a une mortalité élevée, en particulier dans le cas des patients déja
atteints d’'une maladie grave ou immunodéprimés. Au Québec, quatre groupes de ces
infections font I’objet d’une surveillance : les bactériémies sur cathéters centraux (BACC)
aux soins intensifs (SI), les bactériémies nosocomiales associées aux acces veineux en
hémodialyse chronique, les bactériémies nosocomiales pan hospitalieres et les

bactériémies a Staphylococcus aureus.( Beaulieu et al., 2011).
I11.3.4 Infection du site opératoire :

Les infections du site opératoire sont considérées comme étant nosocomiales, si elles
surviennent dans les 30 jours suivant I’intervention, ou dans I’année s’il y a eu mise en place
d’un implant, d’une prothése ou d’un matériel prothétique. Ces infections peuvent é&tre
superficielle, en affectant la peau (ou les muqueuses), ou profonde, en affectant les tissus ou

les organes(Bouguenoun, 2017).
II1.3.5 Infection respiratoire basse (pneumonie) :
Le diagnostic de pneumonie est posé lorsqu’on a des signes radiologiques :

» Deux clichés radiologiques ou plus avec une image évocatrice de pneumonie.

En I’absence d’antécédents de cardiopathie ou de maladie pulmonaire sous-jacente, une seule

radiographie ou un seul examen scénographique suffit.
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Et au moins un des signes suivants :

» Hyperthermie supérieure a 38 °C sans autre cause.

» Leucopénie (< 4000 GB/mm3) ou hyperleucocytose (> 12 000 GB/mm3)

» Apparition des sécrétions purulentes ou modifications des caractéristiques (couleur,
odeur, quantité, consistance).

» Toux ou dyspnée ou tachypnée.

» Auscultation évocatrice.

» Désaturation ou besoins accrus en oxygene ou en assistance respiratoire
(Qassmi, 2010) .

I1I.4 Les microorganismes responsables aux infections nosocomiales :

Par ordre décroissement de fréquence, les germes responsables aux infections nosocomiales

sont :

» Escherichia coli :20%
» Staphylococcus aureus :15% :

Staphylococcus aureus : ce sont des cocci gram positif regroupés en amas (figures 15), ils

sont des commensals de la peau et de la muqueuse de I’homme et des animaux .

S.aureus peut survive longtemps dans I’environnement.

Figure 15: Staphylococcus aureus
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» Pseudomonas aeruginosa : 10%

C’est un germe saprophyte de I’environnement, fréquemment dans les infections
nosocomiales chez les patients immunodéprimés, c’est un micro-organisme ubiquitaire dont

I’habitat naturel est I’eau, le sol et les plantes(figurel6)(Dali Ali, 2015).

Figure 16 :Pseudomonas aeruginosa

» Autres bactéries, virus, champignons.

* 60% des bactéries responsables sont des bacilles a Gram négatif ,30% sont des cocci a

Gram positif.

» Ces germes ont la particularité d’étre souvent multi résistants aux antibiotiques suite a la

pression exercée par I’antibiothérapie .(Epelboin et Macey, 2008).

Parmi ces microorganismes Escherichia coli le majeur agent bactérien qui provoque les

infections nosocomiales :
II1.5 .Généralitées sur les entérobactéries :

Les entérobactéries sont des hdtes normaux du tube digestif de 1'homme et de tous les
animaux a sang chaud. Elles sont des bacilles a Gram négatif ,anaérobies facultatifs qui
peuvent fermenter les nitrates et qui ne possedent pas d’oxydase.Les entérobactéries forment
des colonies rondes, lisses, a bord réguliers, elles peuvent étre de plus grande taille (3 a 4 mm)
généralement mobiles grace a une ciliature péritriche, sauf pour le genre Klebsiella qui sont

toujours immobiles( Ramoul, 2014).
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III.5.1 L’espece Escherichia coli :

La bactérie Escherichia coli a été décrite pour la premicre fois en 1885 apres avoir été isolée
dans des selles de nourrissons par 1’allemand Theodor Escherich. Son nom actuel lui est
ensuite donné en 1919 par Castellani et Chamber Grimont..Escherichia coli fait partie de la
microflore commensale intestinale de I’homme et de nombreux animaux a sang chaud. Il

représente pres de 80% de la microflore aérobie ( Savoye, 2011).

A ce titre Escherichia coli, et plus largement les coliformes thermo tolérants, sont recherchés
dans les aliments comme indicateurs de contamination fécale. Bien que la majorité des

souches d’E. coli soient commensales(Levine, 1987).
III.5.2  Les caracteres morphologiques et culturaux :

E.coli est une bacille a gram négatif le plus souvent mobile péritriche (figurel7),
aéro-anaérobie facultatif non sporulée, elle croit apreés 24 heures d’ incubation a 37C° en
donnant des colonies S, de 2a3 mm de diametre , elle est identifiée par la fermentation de
lactose, du mannitol et de sorbitol, ainsi la production d’indole et présence de béta-

galactosidase .

VA :Escherichimaolisg 3wt audy o | B

Figure 17 : A) : la morphologie de E. coli , B) : Coloration de gram de E. coli.

Elle est caractériséepar I’absence de I’uréase, dedésaminases et 1’incapacité de cultiver sur le
milieu citrate de Simons, ne produit pas de H>S, la mise en évidence par la réaction de Voges-

Proskauer est négatif ( Berche et al., 1988).
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II1.5.3  Les caracteres antigéniques :

» L’antigéne H :

Les antigénes flagellaires H sont retrouvés sur le flagelle, 53 de ces antigénes sont connus
chez E.coli. La majorité des antigénes H montrent une réaction croisée , On retrouve une
association entre ces antigenes et les antigenes Oet ces deux derniers sont souvent des

marqueurs de pathogénicité de plusieurs souches d’E. coli.
» L’antigéne O :

Ce sont des facteurs somatiques composées de complexe phospholipides-polysaccharides.La
différenciation entre ces antigenes est selon leur ordre dans la chaine polysaccharidiques et la
nature de leur groupes terminaux. Ces antigénes ne sont inactivées par la chaleur.La
caractérisation de I’antigene O se fait par I’agglutination de la bactérie en utilisant I’antisérum

de lapin (Lymberopoulos, 2004).
» L’antigéne K :

de nature polysaccharidique, sont également trés diverses et ont la particularité d’étre
constamment associés a petit nombre d’antigénes O. Cette association correspond a une
liaison sur le chromosome de gene codant pour ces différents antigénes les antigeénes les plus
fréquents sont dénommeées K1 ,2,5,12,13 et on leur attribue un réle anti-phagocytaire . Ils

sont appliqués dans les infections néonatales a E. coli (Berche et al., 1988)

III.5.4  Les supports génétique de virulence :

E. coli a de nombreux génes qui codent pour des propriétés de virulence qui permettant des
échanges permanents grace aux structures génétiques mobiless , comme des plasmides, des
transposons, des phages et des ilots de pathogénicité. Les souches pathogenes d’E. coli
possedent jusqu’a 20% d’information génétique supplémentaire, acquise au cours de
transferts horizontaux d’ADN. L’origine étrangére de ces fragments d’ADN est encore
décelable grace a un G+C% et a un usage préférentiel des codons différents. De nombreux
genes nouvellement acquis sont localisés sur le chromosome, mais beaucoup d’autres sont sur
des réplicons extra-chromosomiques, les plasmides. Au cours de I’évolution, ces genes
peuvent s’intégrer dans des structures relativement indépendantes, comme les transposons ou

les phages, ou se regrouper pour former des ilots de pathogénicité (Mainil, 2003).
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II1.5.6  Pouvoir pathogéne

1. Infection urinaire :

L’infection des voies urinaires se fait en général par voie montante, elle est plus fréquente
chez la femme en raison de la brieveté de I'urétre. Chez I’homme, infection est généralement
secondaire peut s’accomplir de prostatite. E. coli est souvent impliqué dans les infections

urinaires nosocomiales.(Naucial et Vildé, 2005).

2. Infection intestinale

Les souches de E. coliresponsables au infections intestinales altérent la muqueuse intestinale

par différents mécanismes. Ils sont classées de la maniére suivants :

e les E. coli entéro-hémorragiques (EHEC):

Les Escherichia coli entéro-hémorragiques (EHEC) encore appelés E. coliproducteurs de
Véro toxines (VTEC), sont des agents pathogenes associés a des manifestations digestives
allant de la diarrhée aqueuse bénigne a la colite hémorragique (Kurkdjian et Bonacorsi,

2014).

e Les E. coli Enteropathogenes (EPEC)

Ils sont responsables de diarrhées infantiles et touchent en particulier les enfants en bas age
(<3 ans). Des Iésions histopathologies apparaissent lors d’infections. Ces lésions sont

appelées 1ésions d’attachement et d’effacement(Andrade et al., 1989)

e Les E. coli Entérotoxinogénes (ETEC)
IIs sont majoritairement associés a deux syndromes cliniques importants, les diarrhées du
nourrisson dans les pays en voie de développement et la diarrhée du voyageur. Ils sont
présents essentiellement dans la partie proximale de I’intestin gréle(Levine, 1987).

e Les E. coli entéro-invasives (EIEC) :

Ce sont des souches tres proches de Shigella dysenterie, elles ont la capacité d’envahir les

cellules du colon grace a des gene plasmidiques,elles provoquent le plus souvent une diarrhée

liquide (Naucial et Vildé, 2005).
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3. Septicémies et méningites

E. coli est un pathogene majeur pour le nourrisson de moins de 3 mois puisqu’il représente la
premicre cause d’infection urinaire compliquée d’une bactériémie et la deuxieéme cause de

méningite chez le nouveau-né.

Au cours des méningites néonatales, les bactériémies font suite, dans 80 % des cas, au
passage des bactéries par translocation a partir de la colonisation digestive et dans 20 % des
cas a une infection urinaire haute. La capacité de multiplication intravasculaire élevée entraine

un haut niveau de bactériémie (> 103 UFC/ml).

La bactérie traverse la barriere hémato méningée a partir de sang par transcytose est suivie de
I’invasion et de I’internalisation. De nombreux facteurs de virulence sont impliqués au cours
des différentes étapes de la pathogenese des méningites (Ag O18, capsule K1, pili de type 1)
(Bertholom, 2009).
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1. Matériel végeétal
1.1. Préparation des échantillons végétaux :

Le matériel végétal utilisé correspond a la partie aérienne : les rameaux.Ainsi, pour
I’échantillon prélevé a été ramené au Laboratoire, ou ils ont été lave, découpé en de petits
morceaux et séché a I’air libre et a I'ombre durant 21 jours (Catier et Roux, 2007).
Apré séchage, I’échantillon a été pulvérisé en poudre fine (figure 18), puis stocké dans des

bocaux fermés hermétiquement et placés a I’abri de la lumiére et de la chaleur avant leur

utilisation.

Figure 18 : Matiére végétale séchée et broyée (Ephédra alata).
1.2.Sites de collecte : Climat et géographie

Le matériel végétal a été collecté au mois de décembre 2018 par le Dr Bouyahyaoui ahmed
(enseignant chercheur a I’université de Bechar) dans la région saharienne de I’algerie d’ouest,

et plus précisément dans la régions de Bechar.

Cette région se situe au sud-ouest du territoire national. Elle est limitée : a I'Est par la wilaya
d'Adrar, & I'Ouest par le Royaume du Maroc, au Nord par les wilayas de Nadma et
d'El Bayadh, au Sud par les wilayas de Tindouf et d'Adrar. Elle s’étend sur une superficie de
161 400 Km2 (figure 19). Leur climat est de type désertique continental qui se caractérise par
un été trés chaud (+45°C) et un hiver tres froid (2°C a 3°C).Tout au long de I'année, la pluie y
est techniqguement inexistante. Les vents de sables sont tres fréquents et violents pouvant
atteindre la vitesse de 100 km/h.
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L’ensemble de ces conditions météorologiques est susceptible d'influer sur la composition
chimique des especes veégeétales, en particulier au niveau la nature et la quantité des

métabolites secondaires qu’elles contiennent.

Réseau routier de la wilaya de BECHAR

CHEF-LIEU-WILAYA

Limites des commune
——— Limite de wilaya

Oléoduc

Piste

Route principale

Route secondaire

Voie ferrée

Systéme de projection: Longitude/Latitude (WGS84)
Unités latlong: Degrés décimaux

Kilomeétres

Conception: Arour Elhachmi

Figure 19 : Carte géographique illustrant la région de récolte de la plante.
2. Détermination du taux d’humidité :

Le contenu en humidité de la plante a ét¢ déterminé par le procédé de séchage a I’étuve. Une
quantité¢ de rameaux fraiches d’une masse de 5g+ 0.01 a été exposée a une température de

105°C+ 5 dans une étuve jusqu’a I’obtention d’un poids constant (Twidwellet al., 2002).

Le taux d’humidité est calculé par la formule suivante (Doymaz et al., 2004) :

(poids o — poids ) o

100
poids a

H% =

Considerons :
o : Poids de I’échantillon (plante fraiche) en gramme ;
B : Poids de I’échantillon (plante seche) en gramme;

H% : Taux d’humidité exprimé en pourcentage.
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3. Enquéte ethnobotanique :

Les enquétes ethnobotaniques sur la plante Ephédra alata ont été menées sur la population
locale de la ville de Mosataganem située au nord-ouest de I'Algérie durant deux mois (Février

et Mars 2019) a I’aide de 92 fiches questionnaires remplie par interrogation orale (figure 20)

Ephédra alata
Des informations sur les personnes questionnées
_JHomme [J<20ans [_140-49 ans
1.Sexe 2. Age [ ]20-29 ans [ ]50-59 ans 3.Habita
C_JFemme [130-39 ans [160et + wilaya/Dairaj

4.Niveau d’étude[ ]JAnalphabétes [ ] Secondaire

5. Situation familiale [ ] Mariée

[ Inrimaire [ 1Universitaire

[ ] Célibataire

Des informations sur la plante

Racine[ ] Fleur
7.Partie utilisée Tige [ ] Fruit

Feuille[ ] Graine[ -]

6. Autre nom de plante

[ ]Sec Hiver [ ] Eté [ ]
8. Etat d’utilisation 9.période de cueillette
[ ] Frais printemps[__ | Automne [ ]

Des informations sur la préparation de remédes

10.Poids de drogug 11. Quantitéd’eay

12.Plante ou produits ajoutés

13. Technique de préparation

Adultes

14. Maladies Traitées 15. Dose et la durée de traitement :

Enfants

16. Voie d'administration Orale[ ] 17.Toxicité

Cutanée[ ] 18.Effet indésirablg

Figure 20 : la fiche d’ enquéte ethnobotanique
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4. Extractions

une gamme de 5 solvants d’extraction de polarité variable a été utilisée. Il s’agit de 1’eau, du

méthanol, de I’acétone, de I’acétate d’éthyle et du chloroforme.

Le matériel technique est composé d’une table d’agitation, d’un rotavapor de marque

(Buchner) ainsi que toute la verrerie classique de laboratoire de chimie (voir I’annexe)
4.1.Méthode d’extraction

Pour chaque extraction vingt grammes de poudre de 1’organe ont été homogénéisés
séparément dans 200 millilitres des 5 différents solvants (eau, méthanol, acétone, acétate
d’éthyle et du chloroforme) avec une agitation pendant 48 heures a température ambiante

( Hamadache. 2011) Chaque mélange a ensuite été filtré sur du papier filtre.

Les solvants sont ensuite éliminés au rotavapor ou par lyophilisation (eau). Les extraits
obtenus sont conservés a 4°C a I’abri de la lumicére et serviront par la suite a effectuer des

tests d’activités biologiques (figure 21).

Eau, Méthanol, acétone, acétate Eau, Méthanol, acétone, acétate

d'éthyle et Chloroforme d’éthyle et Chloroforme
A

Rameaux

Filtration

v
Résidus

Test d’activité antibactérienne
des extraits (méthode de
diffusion en milieu gélosé

Figure 21: schéma général représente les étapes d’éxtraction des extraits d’E.alata
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4.2. Détermination du rendement d’extraction :

Le rendement est le rapport entre le poids d’extraits brut et le poids sec de la plante a traiter.
Le rendement est présenté par pourcentage et exprimer par la formule suivante (Okou et al.,
2018) :

R (%)= (Pe /Psp).100

R (%) : rendement d’extraction en pourcentage
Pe : poids de I’extrait brut en gramme
Psp : poids sec de la plante en gramme.
5. Aalyse qualitative :
5.1.Screening phytochimique :

Le screening phytochimique est un moyen pour mettre en évidence la présence des groupes de

familles chimiques présentes dans une drogue donnée.

La partie aérienne (rameaux) de I’Ephedra alata réduite en poudre a subi différents tests
chimiques afin de mettre en évidence la présence ou I’absence des principales familles de

métabolites secondaires.

Le principe est soit basé sur la formation de complexes insolubles en utilisant les réaction de
précipitations, soit sur la formation de complexes colorés en utilisant des réactions de

coloration.

Les tests de détection des grands groupes des composés chimiques ont porté sur la poudre
végétale. Nous nous sommes servis des techniques analytiques décrites dans les travaux de
Bruneton (1993) ; Sofowora (1993) ; Longanga et al.(2000) et de Trease et Evans (2002).

1. Détection des alcaloides

Les alcaloides ont été mis en évidence avec les reactifs de Dragendorff , de Mayer, de Wagner
et de Burchardat (réactifs de précipitation) : 1 g de matiére végétale est repris dans 5 ml de
H2S04 a 10%, le mélange obtenu est mis sous 1’agitation pendant 24h a température ambiante

puis ce mélange est filtre et le volume est complété avec I’eau distillée a 5ml. Ensuite 1ml de
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filtrat est reparti dans 5 tubes a essai différents. Dans chaque tube, 5 gouttes de réactif de
Dragendorff, de Mayer, de Wagner et de Burchard sont ajoutés (Beddou, 2015) .

Un test positif est indiqué par ’apparition d’un précipité :

e De couleur blanc-jaunétre pour la réaction de Mayer
e Brun pour la réaction de Wagner
e Orangé avec le réactif de Dragendorff

e Rougeatre avec le test de Bouchardat

2. Détection des stérols et triterpenes :
2.1. Solution a analyser : 1g de poudre végétale est mise en agitation avec 20ml d’éther

éthylique pendant 24h. Le mélange est ensuite filtré et ajusté a 20ml.

La mise en évidence des substances stérolique est effectuée par la réaction de Libermann
Buchard. 10ml de I’extrait éthéré sont évaporées a sec et le résidu est repris par un 1ml de

chloroforme, la solution est transféré dans 2 tubes a essai.

A T’un des tubes, 1ml de I’anhydride acétique est ajouté a avec agitation et 1 a 2 ml d’acide
sulfurique est ajouté au fond de chaque tube avec précaution et sans agitation puis les deux

tubes sont laissés reposer 30min.

La formation d’un anneau rouge brunatre a la zone de contact des deux liquides et une
coloration violette de la couche surnageante révélent la présence de stérols et triterpénes
(Cheick Traoré, 2006).

3. Détection des composeés poly phénoliques :

3.1. Solution a analyser : Une infusion de 5% a été réalisé a partir de 5g de poudre végétale

et 100ml d’eau distillée pendant 15min puis filtré et rincé a I’eau chaude de maniére a obtenir

100ml de filtrat(Cheick Traoré, 2006).
3.2.Détection des tannins

Dans un tube a essai 5 ml d’infusé a 5% sont introduits , 1 ml d’une solution aqueuse diluée
de chlorure de fer (FeCl3) a 1% est ajouté. La présence de tanins est caractérisée par une

coloration verdatre ou bleu noiratre (Cheick Traoré, 2006).
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3.2.1. tanins catéchiques :ont ét¢ mis en évidence par 30 ml d’infusé a 5% et 15 ml de
réactif de Stiasny . Le mélange est chauffé au bain-marie a 90°C pendant 15 min
environ. L’obtention d’un précipité rose quantitativement important indique la
présence de tanins catéchiques (Cheick Traoré, 2006).

3.2.2. tanins galliques : ont été mis en évidence par30 ml d’infusé a 5%, 15 ml de réactif de
Stiasny sont ajoutés. Le mélange est filtré et saturé par 5 g d’acétate de sodium
(CH3COONa), ensuite 1 ml d’une solution de chlorure de fer(FeCl3) a 1% est ajouté.
L’obtention d’une teinte bleu-noire témoigne de la présence de tanins galliques non
précipités par le réactif de Stiasny (Cheick Traoré, 2006).

3.3. Détection des flavonoides

Les flavonoides ont été mis en évidence par la réaction & la cyanidine. A un mélange a
volume égale 5ml d’infusé et d’alcool chlorhydrique (éthanol a 95° alcoolique + eau distillée
+ HCI concentré (v/v /v), Iml d’alcool isoamylique et quelques copeaux de magnésium sont
additionnés. L’apparition au niveau de la couche surnageante d’alcool iso amylique d’une
coloration :

- rose orangée indique la présence de flavones ;

- rose violacée caractérise les flavanones et

- rouge indique la présence de flavonols et de flavanonols (Beddou, 2015).

e Les leuco anthocyanes : ont été mises en évidencepar la réaction a la cyanidine sans
I’ajout de magnésium puis le mélange est chauffé pendant 15 minutes au bain-marie.
Une réaction positive se caractérise par une teinte rouge cerise ou violacée.

e Les anthocyanes : A 5ml d’infusé a 5% un volume de 5ml d’H2SOs a 10% et de
NHsOH dilué au demi ont été ajouté. En présence d’anthocyanes la coloration
s’accentue par acidification puis vire au bleu violacée en milieu basique
(Cheick Traoré, 2006).

4. Détection des saponines
Les saponines ont été mises en évidence par le test de mousse. Dans une série de 10 tubes
a essai numérotés de 1 a 10, introduire respectivement 1, 2,3,...,10ml de la solution
analyser préparer par décoction en milieu aqueux,hydroalcoolique ou par infusion. Ajuster
le volume de chaque tube a 10 ml avec de 1’eau distillée. Agiter chaque tube dans le sens
de la longueur du tube pendant 15 secondes. Laisser reposer 15 min et mesurer 1’hauteur

de lamousse produite dans chaque tube (Cheick Traoré, 2006 ; Beddou, 2015).
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L indice de mousse (I) est calculée par la formule suivante : I = 1000 /N

N : est le numéro du tube a partir duquel la hauteur de mousse est égale a 1 cm

5. Détection des sucres réducteurs et mucilages :

5.1.Solution a analyser : C’est un décocté a 10% en introduisant 10g de poudre végétale
dans 100ml d’eau distillée. Le mélange est porté a I’ébullition pendant 15min.

5.2.Les sucres réducteurs ont été mis en évidence par le réactif deFehling (Beddou, 2015).
A 5 ml du décocté a 10%, 5 ml de liqueur de Fehling sont additionnés. La formation
d’un précipité rouge brique apreés2-3 min de chauffage au bain-marie a 70°Cindique une
réaction positive.

5.3.Mucilages : Dans un tube a essai , Iml de décocté aqueux a 10% et 5ml d’éthanol absolu

sont introduits.

L’obtention d’un précipite floconneux par mélange apreés 10min, indique la présence de
mucilages (Cheick Traoré, 2006).

6. Détection dérivés anthracéniques :

6.1.Solution a analyser :

-Préparation de D’extrait chloroformique : 1g de poudre et 10ml de chloroforme sont
chauffés prudemment pendant 3 minutes au Bain marie puis filtrés et le filtrat complété a

10ml si nécessaire.

-Préparation de I’ hydrolysat : Sur le résidu épuisé par le chloroforme, 10ml d’eau et Iml de
HCI concentré sont ajoutes. Le tout est chauffé au Bain marie bouillant pendant 15 minutes,

refroidi sous courant d’eau et filtré.

6.2.Dérivés anthracéniques libres : sont détectés par formation d’une coloration rouge du
mélange a volume égal d’extrait chloroformique et d’ammoniaque apres agitation qui
révele la présence d’anthraquinones libres(Cheick Traoré, 2006).
6.3.Dérivés anthracéniques combinés :
-O-hétérosides: Ont été mise en évidance par Sml de ’hydrolysat qui sont prélevé et agités
avec 5ml de chloroforme, la phase organique est ensuite soutirée et introduite dans un tube a
essai auquel 1ml d’hydroxyde d’ammonium (NH4OH) dilué a 25%est ajouté, le tout est agité.

La phase aqueuse est conservee. Une réaction positive est révelée par une coloration rouge.
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En cas d’une réaction négative ou faiblement positive une recherche est continue pour les O-

hétérosides a génine réduite.

-O-Hétérosides a géenine réduite : dans un tube a éssai, Sml de 1’hydrolysat et 2 a 3 gouttes
de FeCls a 10% sont introduit, le tout est porté au bain marie a 90°C pendant 15 min, puis
refroidi sous courant d’cau. Le mélange a été agité avec 5ml de chloroforme et la phase
chloroformique avec 1ml de NH4OH dilué au demi. L’apparition d’une coloration rouge plus

intense qu’au départ indique la présence des anthranols ou anthrones.

-C-Hétérosides :

La phase aqueuse qui a été conservée a été repris par 10ml d’ecau 1ml de chlorure ferrique a
10% et chauffés au Bain-Marie pendant 30mn, le mélange a été agité avec 5ml de
chloroforme et additionné a 1ml d’ammoniaque.

La présence de génine de C-Hétérosides se traduit par une coloration rouge. (Cheick Traoré,
2006 ; Beddou, 2015)

6.Test d’activité antibacterienne
6.1. Matériel

Le test d’évaluation des activités antibacterienne a €té réalisé sur une bactérie pathogene a

Gram negatiffourni par I’institut du pasteur d’ Algérie (Escherichia coliATCC 25922).

6.2.Activation de souche :

L’étude concerne la souche pure de référence (E.coli ATCC 25922) qui a été fourni par
I’institut du pasteur (Algérie) connue comme étant la plus responsable des infections
nosocomiales. L'espéce bactérienne a été tout d’abord activée avant son utilisation
expérimentale. Une colonie de la souche de référence conservee au froid a 4 °C est au
préalable ensemencée dans 10 ml de bouillon nutritif, puis incubée a 37°C pendant 24h.

0,1 ml de cette derniére solution constituant 1’inoculum a été pris pour étre ensemencée en
surface dans des boites de Pétri contenant un milieu gélosé (GN) et milieu Hektoene et dans
des tubes de gélose inclinée pour conserver la souche puis le tous est incubéa 37°C pendant

24 heures.

37



Matériel et méthodes

6.3.Confirmation de souche :

La souche bactérienne utilisée est déja identifiée et référenciée. Nous avons tenu a verifier
leur pureté par un examen macroscopique et microscopique.

6.3.1. Etude macroscopique :

La souche testée a été isolée sur le milieu sélectif (Mac conkey et Hektoen) afin de garantir
leur pureté. L'examen a I'eeil nu révele la forme, l'aspect et la couleur des colonies
bactériennes apres 24 heures de culture et a une température de 37 °C d'incubation.

6.3.2. Etude microscopique :

L’observation microscopique, permet d’étudier I’aspect morphologique des cellules d'une
espéce microbienne. Un examen a I’état frais a été fait pour examiner la mobilité, la forme des
bactéries, et I’arrangement des cellules suivi d’une coloration de Gram le plus souvent sur
frottis séchés et fixés. (voir annexes)

6.3.3. Test de catalase :

Ce test sert a démontrer si la bactérie posseéde I’enzyme de catalase servant a décomposer le
peroxyde d’hydrogéne.

Pour mettre en évidence cette enzyme, une partie de la colonie suspecte est diluée dans une
goutte d’eau oxygénée H202 a 10 volumes sur une lame stérile.

Un dégagement gazeux abondant sous forme de mousse ou de bulles traduit la décomposition
de I’eau oxygénée (Guiraud, 2003)

6.4.Antibiogramme :

Nous avons réalisé¢ le test d’antibiogramme pour comparer I’effet des antibiotiques avec
I’effet des extraits d’Ephédra alata sur la souche étudiée.

Pour réaliser I’antibiogramme par la méthode des disques, la culture bactérienne est
ensemencée a la surface de gélose Muller-Hinton. Des disques pré-imprégnés d’une dose
connue d’antibiotique sont disposés a la surface de la gélose.

Les caractéres de la sensibilité ou de résistance de la souche bactérienne en seront déduits par
la determination du diamétre de la zone d’inhibition (Standardisation De L’antibiogramme
a L’echelle Nationale, 2011)

6.4.1. Préparation d’inoculum :

La souche est repiquée par la methode des stries sur gélose nutritive (GN) ou le milieu
Mac conkey précoulé dans les boites de pétri puis incubé a 37°C / 18 a 24h afin d’obtenir une

culture jeune.
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Pour préparer I’inoculum, 3 & 5 colonies bien isolées et parfaitement identiques sont prélevées
a I’aide d’une anse puis déchargé dans I’eau physiologie stérile a 0.9%.

La suspension bactérienne est ensuite homogeénéisée d’un vortex et sa turbidité est ajusté a
0,5 Mc Farland soit une D.O égale (0,08 & 0,1), lue & une longueur d’onde de 620 nm
correspondant a 102 UFC / ml (Gachkar et al., 2007)(CA-SFM / EUCAST 2018).
L’inoculum peut étre ajusté en ajoutant, soit de la culture s’il est trop faible ou bien de I’eau
physiologie stérile s’il est trop fort.

L’ensemencement doit se faire dans les 15min qui suivent la préparation de la suspension.
6.4.2. Ensemencement et dépdt des disques :

La suspension bactérienne préparée a été coulée a 1’aide d’un coton-tige stérile sur la totalité
de la surface de gélose Muller-Hinton (MH) par des stries serrées, de haut en bas

L’opération a été répéter deux fois, en tournant la boite de 60° environ a chaque fois en vue
d’assurer une distribution homogéne de I’inoculum sans oublier de faire pivoter le coton-tige
sur lui-méme.

L’ensemencement est fini en passant le coton-tige sur la périphérie de la gélose. Dans le cas
ou I’on ensemence plusieurs boites de pétri avec la méme souche, il faut recharger le coton-
tige a chaque fois.

Dans des conditions aseptiques et a 1’aide d’une pince stérile, les disques d’antibiotiques sont
disposés sur les boites précédemment préparé.

La liste des antibiotiques testés est représentée dans le (tableau 02). Les disques d’ATB sont
bien répartis dans le milieu (séparés de 30mm de centre a centre) puis les boites sont incubées
a 37°C/24h (CA-SFM / EUCAST 2018).

La lecture se fait aprés 24h en mesurant avec précision les diamétres des zones d’inhibition.
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Tableau 02 : liste des antibiotiques utilisés

Les Diametre critique (mm) (IDEXX. 2018)
antiblotiques Signe La charge Reésistant | Intermédiaire | Sensible
Amikacine AK 30ug <14 15-16 >17
Amoxiline AML 30 ug <13 14-17 >18
Cefazoline CZ10 30ug <14 15-17 > 18
Cephalothine KF 30pug <12 >12
Gentamicine CN 30ug <12 13-14 > 15
Acide NA 30pg <I3 14-18 >19
nalidixique

Neomycine NEO 30ug <25 >25
Norfloxacine NOR 10 pg <28 35
Piperacilline PIP 30ug 17 18
Tobramycine TOB 10 ug 12 13-14 15

6.5. Méthode d’évaluation de D’activité antibactérienne des extraits d’E.alata par la
méthode de diffusion en milieu gélosé :

La méthode utilisée est celle de diffusion des disques sur milieu gélosé ou 1’aromatogramme

dont le principe est inspiré de I’antibiogramme visant a tester la sensibilité des souches

bactériennes par diffusion de I’extrait sur le milieu solide (figure 22), telle que décrite par

Danciu et al., 2019 avec une Iégére modification a été employé.

Des gammes de concentrations des différents extraits de la plante ont été effectuées a partir

d’une série de dilutionsselon une progression semi-logarithmiques de raison 2 avec des

concentrations allant de 50,00 mg/ml a 1,56mg/ml.Le mélange DMSO-Eau (7 :3) a été utilisé

comme diluant pour les extraits obtenus avec les solvants organique.

Des disques de papier Wathman stériles (6 mm de diameétre) sont chargés avec 10ul de

chaque dilution de I’extrait, et appliqués, a I’aide d’une pince, sur la surface du milieu GMH

préalablement ensemencées par écouvillonnage de suspension bactérienne préparée

précédemment (108 UFC/ml).

Les boites sont fermées et incubées a température ambiante pendant 45 min, ensuite dans une

étuve a 37 °C /24 h. Les tests sont réalisés en triplicata pour chaque extrait.

40




Matériel et méthodes

La lecture des résultats se fait par la mesure des @ d’inhibition a I’aide d’une régle, qui sont
représentes par une aureole claire formé auteurs des disques dont le diamétre est mesuré en
millimétre (figure 22).

Disque de papier i .
Enbibé dhuile Tapis bactérien

essentielle //"\\\ X’_\,_\
| A >

Tt ulsan Incubation a 37°C B
24 \ H s ,
Sectivie pendant heures N q
e ‘
Boite d? Petmn = - ’e
avec gélose dD"a' M‘ o

outrtve

Figure22: principe de I’aromatogramme

Les résultats sont exprimés en moyenne selon quatre niveaux d’activité d’aprés (Ponce et al.,
2003) et (Bouharb et al.,2014) (tableau 03).

Tableau 03: Catégorie de souche selon le diamétre d’inhibition selon la méthode
d’aromatogramme (Ponce et al., 2003)(Bouharb et al., 2014)

Catégorie de souche Diamétre d’inhibition
Résistante(-) <8 mm

Sensible (+) 9mm <D < 14mm
Tres Sensible (+ +) I5mm <D <19 mm
Extrémement sensible (+ + +) D >20 mm
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la souche bactérienne

Ensemensement

gélose nutritive ou bouillon
MH

suspension saline

adjustement de la turbidité

ensemencement par ecouvillonage sur
le millieu MH

Placer les disques imprégnés de

I'extrait sur les géloses Incubation a 37 °C/18-

24h

mesure la zone d'inhibition,
interprétation

Figure 23 : Procédure du test de la sensibilité aux antimicrobiens par la méthode des disques

6.6.Méthode de micro-dilution en milieu liquide :

Ce test en milieu liquide a pour objectif de déterminer les deux paramétres antimicrobiens
dont la concentration minimale inhibitrice (CMI) et la concentration minimale bactéricide
(CMB).

La CMI est réalisée uniquement pour les extraits les plus actifs constatés lors des tests de
sensibilité et ayant induit un diamétre de la zone d’inhibition supérieur ou égal a 9 mm choisi
arbitrairement. Elle est définie comme la plus petite concentration de I’extrait a laquelle le
micro-organisme ne montre pas une croissance visible. La croissance des microorganismes a
été indiquée par la turbidité (Fertout Mouri et al.,2016). Elle représente la concentration du
1°" tube de la série dans lequel il y a absence du trouble di a la croissance, comparativement

au témoin.
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La CMI est déterminée par la méthode de micro-dilution en milieu liquide rapporté par
Ranarivelo et al., 2016 et Palici et al., 2016 avec modification.

Pour cela, une série de dilutions (25 ; 12,5; 6,25 ; 3.125; 1.56; 0.8 ;0.4;0.2; 0.1 et 0.05) a
partir des solutions meéres (50mg/ml) sont réalisées pour les extraits :acétone, méthanol, et
acétate d’éthyle préparé dans le DMSO-Eau (7 :3) (v /v)

20ul de chaque dilution de 1’éxtrait testé sont introduit dans les puits de microplaque puis
80ul de BMH et 100ul de I’inoculum standardisé entre 0,5 et 1 MacFarlandsont ajoutés dans
chaque puitun témoin négatif et un témoin positif sont utilisés :

- Témoin négatif : 200ul du BMH

- Témoin positif : 100 ul du BMH additionnés de 100ul d’inoculum

Les plagues sont ensuite recouvertes de para film et papier aluminium stérile, puis incubées a
37°C pendant 24h

Pour déterminer la CMB, , sur une gélose MH neuve sans antimicrobien, coulée dans des
boites de pétri, on a ensemencé en stries paralleles de 5 cm de long 2 ul a 1’aide d’une anse
des contenus des cupules ayant une concentration > CMI dans la série de dilution précédente.
La CMB est déterminée apres une incubation de 24 heures a 37°C par comparaison le nombre
des colonies sur les stries a celles de la boite témoin ensemencée avec des stries des dilutions
de I’inoculum bactérien (107, 102, 10 et 10#)(boite A). La plus faible concentration pour
laquelle on n’observe aucune colonie microbienne (99,99% de destruction) correspond a

concentration minimale bactéricide (CMB).

L'effet antibactérien a été jugé bactéricide ou bactériostatique en fonction du rapport :
CMB/CMI En effet, si CMB/CMI < 4, l'effet est bactéricide et si CMB/CMI > 4, |'effet est
bactériostatique (Berche et al., 1991 ; Bouharb et al.,2014)
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Résultat et discussion :

1. Taux d’humidité
La détermination de I’humidité des rameaux d’Ephedra alata a révélé un taux de 42.65%
(figure 24). Cela signifie que plus de la moitié du poids de la plante fraiche est constituée

d’eau.

H Eau

B Masse de
plante

Figure 24: Teneur en humidité d’Ephédra alata

2. L’enquéte ethnobotanique :
2.1.Les données sociodémographique des enquétés :

la présente étude a enr61é 92 personnes de la région Mostaganem dont 51 de sexe masculin et
41 de sexe féminin, agées de <20 a plus de 60 ans, mariées et célibataires et a des niveaux
intellectuels différents (figure 25). Le temps consacré a chaque entrevue était d’environ 15
minutes. L’interrogatoire a été réalisé en langue arabe.

a. Répartition selon I’age :
Les résultats obtenus montrent effectivement que les personnes enquétées réparties dans tous
les tranches d’age (figure 25a). Cependant pour les personnes &gées de 20 a29ans ont une
fréquence 27.17% et pour les personnes agées de 50 a 59ans présentent un pourcentage
23.91%
Les tranches d’age [30-39], [40-49] viennent ensuite avec un pourcentage respectivement de
18.48% et17.39%

Les personnes plus agées et trés jeunes représentent un taux faible de 8.70% et 4.35%
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b. Répartition selon le sexe :
Dans la zone d’étude, les hommes interrogés représentent un taux 55.43% alors que les
femmes ont un taux 54.57 %(figure 25b)

c. Niveau d’instruction des enqueteés :
Concernant le niveau d’instruction des enquétés, les résultats obtenus montrent que 35.87%
sont des universitaires, alors que 21.74% ont un niveau secondaire et 19.57% ont un niveau
moyen.
Les analphabéetes représentent un pourcentage 16.30% par contre les personnes qu’ont un
niveau primaire sont tres peu représentés 6.52%(figure 25c)

d. Situation familiale :
Les personnes mariées représentent un taux 73.91% alors que les célibataires représentent

26.09 %(figure 25d)

a b
8.7% 4.35%
27.17%
54.57%
17.39% 18.48%
55.43%
m <20ans | 20-29ans 30-39ans
m A10-49ans m 50-59ans 60et + B Hommes B Femmes
C 19.57% d
26.09%
73.91%
21.74% “
H Analphabéte M Primaire
Moyen M secondaire .. - .
_V L H mariée M célibataire
M universitaire

Figure 25: profils des enquétés selon : a : 1’age, b : le sexe, ¢ : niveau d’instruction,

d : situation familiale
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2.2.Le taux et I’age des enquetés selon la connaissance de plante et de ses
utilisations :

Selon les résultats obtenus lors de I’enquéte ethnobotanique (figure 26) , plus la moitié de

populations interrogées ignorent totalement la plante (69,57%), cet ignoration (figure 27) est

répandue chez tous les tranches d’age, avec une prédominance chez les personnes agées de

50-59 (19.57%) et ainsi chez la tranche 20-29 avec un pourcentage (17.37 %)

et environ 8,7% ingnorent leur utiliisation ils connaissent peu d’information sur la plante( le
nom vernaculaire (nom commun), les organes utilisées et la période de récolte) ces personnes
ayant un age compris entre 20-29ans avec un pourcentage faible (4.35% ) et les autres classes

d’age représente une fréquence trés base entre 2% et 0%

Le taux des personnes qui connaissent 1’utilisation de cette plante compris 21.74% ils utilisent

d’une facon trés fréquente dans la guérrision de certains maladiés

les personnes qui connaissent 1’utilisation d” E.alata appartiennent a la classe d’age 30-39ans
qui représente un taux un peu elevé par rapport les autres classes (8.70%) en tant que les
classes d’age 20-29ans,40-49ans, 50-59ans représentent les pourcentages suivants : 5,43%,
3,26%, 4,35%

M Ignorent la plante
M Ignorent |'utilisation
connaissent une ou plusieurs utilisations de la plante
25,00
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M Ignorent la plante & o o o o N
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B Ignorent 'utilisation v ” 3 9
I connaissent une ou plusieurs utilisations de la plante

Figure 26: le taux des enquétés selon la Figure 27: répartion de I’age des equetésselon la

connaisance de la plante et de ses utilisation connaissance de la plante et de de ses utilisation
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2.3.Utilisation thérapeutique de la plante Ephédra alalta :

e Selon les parties utilisés :

Divers organes de la plante sont utilisés par les enquetés qui connaisent 1’utilisation d’E.alata
lors de traitement de certains maladies (figure 28) ; il s’agit de la tige, des racines,de la feuille
et du fleur. Dans la zone d’étude,les tiges sont les organes les plus utilisés avec un taux

(68.75%) suivies par les fleurs avec 15.63% .

Les racines et les feuilles sont les parties moins utilisés selon les personnes enquetés avec un
pourcentage de 9.38%, 6.25% (figure 28).

e Selon les maladies traités :

L'enquéte a révélé que la majorité des personnes enquetés utilise E.alata pour traiter le cancer

avec un pourcentage de 64% suivis de I’asthme 12% ( figure 29).

Ainsi I’E.alata est indiqué dans le traitement de diabéte, de grippe et d’alergie avec un
pourcentage de 8%

68.75%
017 e ——

60 -
50 -
40 -
30 -

15.63%
20

10

Racine Fleur .
Feuille H Cancer Asthme # Grippe # Alergie i Diabéte
Figure 28:proportion de différents parties Figure 29 :proportion des pathologies traitées par
utiilisées de la plante la plante
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2. Les rendements des extraits bruts :
Les rendements de leurs extraits bruts sont mentionnés dans le tableau 04 et la figure 30

Tableau 04 : Rendement et I’aspect de différents extraits bruts de I’Ephédra alata

L’extraction Partie aérienne (rameau)
Rendement (%) @ L’aspect Couleur
Extrait méthanoique 22.5% Pateux Brune
Extrait d’acétate d’ éthyle 4.35% Poudreux Verte
Extrait acétonoique 3.9% Visqueux Verte
Extrait chloroformée 1.40 % Visqueux Verte
Extrait agqueux 19% Cristallisé Brune
25,00%
20,00%
15,00%
10,00%
- l l ‘
0,00%
EMeOH E.AE E.Ac Ech E.Aq
mRendement,  22,50% 4,35% 3,90% 1,40% 19%

Figure 30: Pourcentage des extraits brutes de L ’Ephédra alata
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Nous constatons que les rendements ont des valeurs différents en fonction des solvants
appliquées dans la macération de la poudre de la plante Ephédra alata .cette différence est due
a leurs polarités croissantes (méthanol, acétate d’éthyle, acétone, chloroforme et 1’eau

distillée).

Le rendement d’extraction méthanolique est le plus élevé 22.5% suivi par le rendement
L’extrait aqueux 19% qui plus ¢élevé que I’extrait d’acétate d’éthyle 4.35% suivi par ’extrait

acétonique 3.9% qui est élevé que 1’extrait chloroformée 1.4%.

Le rendement d’extraction est dépendant de plusieurs facteurs qui peuvent influencer les
performances de l’extraction, tels que la nature du solvant, la température, le temps

d’extraction et la taille des particules.

3. Analyse qualitative :

4.1. screning phytochimique :

L’analyse qualitative de la poudre de la plante Ephédra alata a pour but de la caractérisation
de certains types de métabolites secondaires et d’autre composés phytochimiques ; Par des
réactions de caractérisation qualitatives, desréactions qui sont basées sur des phénomenes de
précipitation ou de coloration par des réactifsspécifiques présentés dans le tableau 05 et

[’annexe.
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Tableau 05:Résultats de screening phytochimiques de Ephédra alata

Les composés phytochimiques recherchés | La partie aérienne (rameau)de

I’Ephédra alata

Les alcaloides Reactif de Mayer -

Reéactif de Wigner +
Réactif deDragendorff +
Reactif de Bouchardat +
Les tanins Reéaction avec FeClz ++
Tanins cathéchiques +++
Tanins galliques +

Les flavonoides | Les anthocyanes -

Les leuco anthocyanes +++
Les stérols _
Les triterpénes +
Les saponosides -
Mucilages n
Les composeés réducteurs +++

Les dérivés anthracéniques libres -

Les dérivés O-hétérosides -

anthracéniques | O-Hétérosides a génine | +

combinés réduite

C-Hétérosides ++

() :Absent ;(+) : Présent ; (++) : Abondant ; (+++) : Tres abondant

Les tests phytochimiques dont la précision reste quand méme limitée ne nous renseigne pas
sur la structure d’une molécule bien déterminée, ils permettent de détecter seulement
I’absence ou la présence de telle ou telle famille chimique. Le rendement d’extraction est
dépendant de plusieurs facteurs qui peuvent influencer les performances de 1’extraction, tels

que la nature du solvant, la température, le temps d’extraction et la taille des particules.
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Les résultats obtenus montrent que la plante étudiée est plus ou moins riche en métabolites

secondaires

Les travaux antérieurs sur la partie aérienne de la plante Ephédra alata renferme des
alcaloides, les tanins, les flavonoides, les tri terpenes, mucilages, les composés réducteurs et
les dérivés anthracéniques combinés. Cependant, elle est dépourvue de stérols les

saponosides et les dérivés anthracéniques libres

Les résultats trouvé par Bourmita et al., 2013 et kebilli, 2016 montrent que L’Ephédra alata

contient des alcaloides

Les résultats trouvées par Al-Snafi, 2017 montrent que I’Ephédra alata contient les

composées phénoliques( les flavonoides et les tanins) et des composées réducteurs.

L’abondance en ces principes actifs confeére a la plante des propriétés pharmacologiques
importantes par la présence des alcaloides (Al-Snafi, 2017), (Bruneton, 2009), qui sont bien
connus par leur effet toxique Bourmita et al, 2013 et méme les composées phénoliques qui

ont un rdle biologique accés important .

4. Etude des effets antimicrobiens des extraits d’E.alata :
3.1. Confirmation de la souche :

3.1.1.Aspect macroscopique :

L’Observation macroscopique a montré que 1’aspect de la bactérie E.coli donne des colonies
de taille moyenne, lisses, rondes de couleur saumon sur le milieu Hektoen et des colonies de

couleur rose sur le milieu Mac conkey (figure 31).
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Figure 31: Aspect macroscopique d’Escherichia coli sur milieu Hektoen (A) et Mac conckey

(B)
3.1.2. Aspect microscopique :

L’observation microscopique d’Escherichia coli a I’état frais montre la présence des bacilles,
mobilles et I’examenapres la coloration a révélé la présence des coccobacilles colorés en

rose,cela indique que la bactérie d’E.coli c’est une bacille & Gram négatif (Figure 32)

(A) (B)

Figure 32: observation microscopique des colonies d’Escherichia coli a 1’état frais X40 (A) et

apres la coloration de Gram X100 (B).
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3.1.3. Test de catalase :

Un dégagement des bulles de gaz a été observé lors de I’addition de H2O> sur les colonies de

Escherichia coli cela indique que cette bactérie posseéde I’enzyme de catalase (figure 33)

Figure 33: résultat de test catalase positif d’Escherichia coli
3.1.4 Antibiogramme :

L’étude de la sensibilité aux antibiotiques d’Escherichia coli est résumé dans le tableau 6 et
dans la figure 34.

10 antibiotiques standards sont testés sur la souche Eschericia coli, on observe que la souche
réagit différemment aux antibiotiques étudiés.

Les zones d’inhibition varient de 00 a 30mm. E.coli ATCC 25922 est sensible aux 07

antibiotiques et résistante aux 03 antibiotiques (tableau 06 ; figure 34).
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Tableau 06: L’antibiogramme d’E. coli.

L’antibiotique Diameétre d’inhibition (mm) Catégorie de la souche
Amikacine AK 30 25 S
Amoxiline AML30 00 R
Cefazoline KZ30 00 R
Cephalothine KF30 00 R
Gentamicine CN30 30 S
Acide nalidixique NA30 20 S
Neomycine N30 20 S
Norfloxacine NOR10 25 S
Piperacilline PRL30 15 S
Tobramycine TOB10 20 S

S : sensible ; R : résistante .

Figure 34: Effet des antibiotiques sur la croissance d’Escherichia coli sur le milieu Muller

Hinton
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1.2.Méthode de diffusion en milieu solide:

Les résultats obtenus pour le test antibactérien des extraits de rameaux d’Ephédra alata sont
représentés dans le tableau 07 et dans la figure 35

D’une maniére générale,On observe que les différents types des extraits d’Ephédra alata
réagissent différemment sur la souche E.coli. Le diamétre d d’inhibition différe d’un extrait a
un autre

La variation de I’activité antimicrobienne des extraits explique les variations de leurs
compositions chimiques

Les extraits de méthanol, d’acétone et d’acétate d’éthyle possédent une activité
antimicrobienne relativement intermédiaire tandis que les autres extraits aqueux et
chloroforme ont montré une activité antimicrobienne trés faible

Cepandant, Toutes les activités antibactériennes enregistrées des extraits sont moins marquées

que le contr6le positif utilisé (gentamicine).

tableau 06 : Diametres (mm) des zones d’inhibition obtenus avec les extraits de rameau d’

E.alata sur la souches E.coli.

Concentration | Contrdle négatif | Contrdle positif
Les extraits 50mg /ml DMSO-Eau CN30
E.de méthanol 12
E.d’acétone 10 0 20
E.de chloroforme 0
E.d’acétate d’ethyle 12
E.aqueux 8
0 : signifie D’absence de la zone d’inhibition claire autour des disques

diametre de la zone = la moyenne de 3 estimation
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Les résultats obtenus montrent que les zones d’’inhibitions varient du 0 a 12mm. Les extraits
de méthanol, d’acétate d’éthyle, d’acétone et d’aqueux ont montré une activité sur la
croissance d’E. coli .

Les extraits de méthanol , d’acétate d’éthyle, et d ’acétone ont un effet inhibiteur sur la
croissance d’E. coli par rapport aux antibiotiques suivants: Amoxiline, cefazoline et
cephalotine.

Cette activité est principalement due a la composition chimique de ces extraits tels que les

alcaloides, les tanins, les triterpenes et autres

L'ampleur des diameétres formés peut étre expliquée par la forte teneur en molécules actives,
qui composent 1’extrait, qui a conduit au blocage de la multiplication et prolifération de cette

souche.

L’extrait chloroforme s’est révélé inactif sur la souche E.coli tandis que I’extrait aqueux a une

activité faible donc ces extraits ont monté la résistance de la souche E.coli
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Controle positif et négatif

Figure 35: effet des différents extraits sur E.coli (La méthode de diffusion des disques)
1 : méthanol ; 2 : aqueux ; 3 : acétone ; 4 : chloroforme ; 5 : acétate d’éthyle Ab : antibiotique
CN30 : controle positif ; DMSO : controle négatif
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un travail précédent indiquait que espéced’ Ephédra alata possedent des propriétés

antimicrobiennes

les résultats obtenues sont comparable a ceux trouvés par le groupe de Noureddine
Gherraf et ses collaboratreurs ,2014,quia prouvé que I’extrait d’acétate d’éthyle des fleurs
d’E.alata a une activité faible contre Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa et une
activitt moyenne contre Staphylococcus aureus et Ceci est en accord avec les résultats

rapportés par Al-Qarawi et al., 2011.

Cependant, I'étude menée par Danciu et ses collaborateurs (2019) indique que tous les
bacilles a Gram négative sont résistants a 1’extrait aqueux d’E.alata cela est compatible avec
notre résultats et présente une activité moyenne contre Staphylococcus aureus et
Candida albicans

Aussi I’activité antimicrobienne de différents types des extraits d’Ephédra alata tels que:
acétonitrile, méthanol et eau a été évaluer contre les bactéries @ Gram négatif et positif et
aussi sur les champignons, les résultats obtenus a été décrit par Ghanem et EI-Magly qui ont
montré que le seul extrait le plus actif ¢’est 1’acétonitrile, de plus I’extrait méthanoique agit
seulement sur les champignons par contre I’extrait aqueux qui montre aucune activité
antimicrobienne.

d’autre étude réalisée par Palici et al., 2015 sur I’extrait éthanolique de la plante entiére
d’E.alata a montré des =zones d’inhibition de 9.5mm contre Bacillus subtiliset

Moraxella catarrhalis

1.3.Méthode de micro-dilution en milieu liquide :

Les résultats sur le tableau 08 indiquent les valeurs des CMI et CMB de nos extraits les plus
actifsqui ont montré une certaines sensibilité (09-14 mm) constatés lors de 1’étude en milieu
solide.

Les CMI et CMB sont déterminées apres observation des cultures ; La CMB (99,99% de
destruction microbienne), a été déterminée par comparaison a une boite témoin (boite A)

ensemencée avec différentes dilutions de I’inoculum bactérien (figure 36 et figure 37)
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Tableau 08: Parametres antibactériens des extraits méthanol, acétate d’ethyle, acétone

Résultats et discussion

d’Ephédra alata sur la souchede référence E.coli

L’ extrait CMI (mg/ml) CMB (mg/ml) CMB/CMI Pouvoir
Méthanol 20 78 3.9 Bactéricide
Acétate d’éthyl | 78 ND - -

Acétone 156.25 156.25 1 Bactéricide

CMI: Concentration Minimale Inhibitrice en milieu liquide, CMB : Concentration Minimale

Bactéricide , ND : non déterminé

Figure 36: Résultats de la CMI sur la microplaque (MeOH :méthanol ; AC :acétone ;

AE :acétate d’éthyle ; C+ :milieu MH+inoculum ; C- :milieu MH)
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Ry %

CMB

1)

CMB

Boite A

)

(3)

Figure 37: concentration minimale bactéricide les extraits d’Ephédra alata chez E.coli

(1) : extrait de méthanol (2) : extrait d’acétone (3) : extrait d’acétate d’éthyle
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Les valeurs des concentrations minimales inhibitrices ont été déterminées dans une large

gamme de concentration allant de4.5 a 2500mg /ml. L’analyse de la CMI et CMB montre que
I’extrait de méthanol d’E.alata a une concentration minimale inhibitrice (20 mg/ml) et un
effet bactéricide alors que I’extrait d’acétone a montré un valeur de CMI égale 156.25 mg/ml
et un effet bactériside par contre 1’extrait d’acétate d’éthyle qui présente que la concentration

minimale inhibitrice de valeur égale 78 mg/mi

Les données de la littérature sur la CMI et CMB des extraits d’Ephédra alata sont rares ;
Cependant, Palici et al., 2016 ont déterminé la CMI chez les staphylocoques résistant a
méthicilline supérieur de 5mg/ml tandis que les autres bactéries a Gram négatif, leurs CMI ne

sont pas déterminés.
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Conclusion :

De nos jours, Les plantes médicinales constituent une composante fondamentale pour 1’avenir
du systéme de santé dans le monde ; elles demeurent d’une part une source inépuisable de
substances biologiquement actives et d’autre part les effets secondaires induits par les
médicaments inquictent les utilisateurs qui se retournent vers des soins moins agressifs pour
I’organisme.

Le présent travail est consacré a I’enquéte ethnobotanique, détermination du rendement,
quelques propriétés phytochimiques et des propriétés antibactériennes des extraits des

rameaux d’Ephédra alata récolté dans la région de Bechar.

Selon I’enquéte ethnobotanique, un peu de population interrogée connait cette plante, dont
69.57 % ignorent totalement la plante et environ 21.74 % connaissent la plante mais ignorent
ses utilisations et seulement 8.70 % connaissent au moins l'une de ses utilisations la majorité
des personnes utilise E.alata pour traiter le cancer , I’asthme, diabéte, de grippe et d’allergie

avec un fréquence d’utilisation de 64%,12% et 8 %respectivement

L'extraction de la partie aérienne de la plante (les rameaux) a permis d'obtenir des rendements
et des aspects qui different en fonction des solvants utilisés, I’extrait de méthanol représente

un meilleur rendement par rapport les autres extraits avec un pourcentage 22.5%

Le screening phytochimique a mis en évidence diverses classes de métabolites secondaires
dans les rameaux de la plante : alcaloides,tanins (cathéchiques et galliques),flavonoides(leuco
anthocyanes), composés réducteurs,triterpénes, dérivés anthracéniques combinés (O-

Hétérosides a génine réduite et C-Hétérosides) et mucilage .

L’activité antibactérienne des extraits méthanolique, aqueux, acétate d’éthyle, acétone et
chloroforme a partir des rameaux d’Ephédra alata est testée sur la souche Escherichia coli

ATCC 25922

Les résultats obtenus ont montré que les extraits d’acétate d’éthyle, d’acétone et de méthanol
sont les seuls qu’ont présentés une activité contre la souche E.coli tandis que les deux autres

extraits aqueux et chloroforme ne montrent aucune activité sur cette souche.

L’extrait de méthanol et I’acétone ont dévoilé un effet de type bactéricide vis-a-vis de l'espece

microbienne E.coli.
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Conclusion

Parmi les perspectives immédiates de cette étude est d’évaluer la cytotoxicité des extraits sur
les modeles animaux, de faire des tests complémentaires sur d’autres souche bactériennes, des

champignons et des levures, d’évaluer I’activité antioxydante et caractériser des composés
responsables de cette activité.
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Annexes

e Technique de la préparation de I’état frais :

Déposer une petite goutte d’eau stérile sur la lame.

Prélever une fraction de colonies sur gélose, de préférence aux bords de celle-ci (ou prélever
une petite goutte de bouillon).

Faire une suspension homogéne dans la goutte d’eau en incorporant progressivement
I’inoculum et en remuant trés délicatement (afin de ne pas casser les flagelles).

Recouvrir d’une lamelle en évitant d’enfermer des bulles d’air. Le liquide ne doit pas déborder
(sinon jeter la lame dans une solution désinfectante et recommencer).

Observer rapidement a 1’objectif 40 en mettant la lumiére au maximum mais en fermant le
diaphragme (ou utiliser un systeme « fond noir » ou a « contraste de phase » .

Aprés observation, jeter 1’état frais dans un bac contenant un désinfectant a large spectre car

les bactéries sont vivantes

e Coloration de Gram :

-Réalisation d’un frottis

Avant toute coloration, il faut réaliser un frottis, c’est-a-dire un étalement, si possible
monocouche, des bactéries sur une lame.

La technique du frottis est fort simple :

Déposer sur une lame propre une goutte d’eau stérile si la culture prélevée est solide, puis
prélever a I’aide de I’anse de platine une parcelle de la culture. Mélanger afin d’obtenir une
suspension homogene. Il est également possible de déposer une goutte de milieu liquide incubé
Ou une goutte de suspension.

Réaliser le frottis en partant du centre de la lame, en décrivant avec I’anse des mouvements
circulaires de fagon a obtenir un étalement mince et homogene sur au moins 2/3 de la lame.
Stériliser 1’anse.

Sécher et fixer le frottis au-dessus de la flamme du bec Bunsen sans trop le chauffer. La

technique la plus slre consiste a passer dans la flamme le frottis 3 ou 4 fois une demi seconde,
face sans bactéries vers la flamme.

Le frottis étant fixé, la lame ne présente plus de danger de contamination.

-Technique :
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Réaliser un frottis et le fixer.

Coloration : violet de gentiane phéniqué durant une minute. Toutes les bactéries
prennent ce colorant et sont donc colorées en violet.

Rincer a I’eau du robinet

Mordancage : recouvrir la lame de réactif de Lugol 1 minute (réactif iodo-ioduré qui
accentue la coloration).

Rincer a I’eau

Epreuve (alcoolo résistance) : Plonger 3 ou 4 fois une demi seconde dans un pot d’alcool
puis rincer a I’eau du robinet immédiatement. Pendant cette étape, les lipides de la paroi
des Gram moins sont dissous et 1’alcool peut donc pénétrer dans le corps bactérien et
expulser le violet de gentiane. Les bactéries Gram moins sont alcoolo-sensibles et sont
donc décolorées. La paroi des Gram plus ne laisse pas passer I’alcool et sont dites
alcoolorésistantes et restent colorées en violet.

Contre coloration : Fuschine diluée au 1/20°™ ou de safranine pendant une minute.
Toutes les bactéries prennent le colorant mais le violet masque la fuschine. Les « Gram
positives » apparaissent donc violettes, les « Gram négatives », recolorées par la
fuschine, apparaissent roses.

Rincer a I’eau du robinet et sécher entre deux feuilles de papier absorbant.

Observer a I’objectif 100 a immersion, a pleine lumiere.

Les milieux de cultures :

Bouillon nutritif (= milieu BN) :

ol 2057 01101 T P 109
FEXtrait de VIande .......ooiiii e 59
* Chlorure de sodium (facultatif selon la formule) ................................ 5¢g

Hektoen (gélose) :

* PrOTEOSE — PEPLONE .veetiet ettt ettt et e et e 129
FEXtrait de [eVUIe ... e 39
* Chlorure de sOdiUM ......ouiii e e e eee e 59
* Thiosulfate de sodium ..........ooiiii i e 59

K SRS DIHHAITES . .vet ittt e 99
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* Citrate de fer ammoniacal ... 1,59

Sl Y- L -SSP 29

S 57T 0T PP 129

K S ACCNATOSE L.ttt e 129

FFUSChINE QCTAC ....veiti i 0,19

* Bleu de bromotymol ... ... 0,065¢

2 €2 ) PP 139
pH 7,6

Mac Conkey :

* Peptone trypsique de gélatine ............oooiiiiiiiiiiiiii e 17¢g

* Peptone de viande et de cas€ine............ooooeiiiiiiiiiiiiiii 3g

Bl =T (01 R 10g

F SIS DIAINES. ... e .59

* Chlorure de SOIUML. ..ot et eeaiens 50

FROUZE NEULTE. ...ttt e e 0,040 ¢

N . TP 13g

pH 7,4

Mueller Hinton (gélose pour antibiogramme)

FEXtrait de viande ..o 2g

* Hydrolysat acide de CaSEIne ..........oeeviviiiriiiiiiie e, 17,59

B AINIAON .ottt 1,59

AN PR 10g

pH 7,4.

Eau physiologique :

Pour 1 litre de milieu :

Chlorure de SOIUM........ccveiiiiecieeee e 9,09
pH du milieu prét-a-1’emploi a 25°C : 7,0 + 0,2.



Annexes

Les tanins (réaction avec FeCls) Les tanins galliques

Stérols et tri terpénes Les saponosides
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Mucilages O-Héteérosides

C-Hétérosides O-Hétérosides a génine les dérivés anthracéniques

réduite libres

o

Extraits méthanolique Extrait brut d’acétate d’éthyle Extrait aqueux



Annexes

Extrait brut de chloroforme Extrait brut de I’acétone

Les résultats de screening phytocimique sur la
partie aérienne de la plante Ephedra

Matériel utilisée :

» Appareillage
< Balance électronique
<+ Agitateur magnétique
« Bain marie
< Haute
» Les verreries :
< Erlenmeyer
«» Tubes a essai
< Becher
< Ballon
< Pipette pasteur
% Pipette graduée
% Eprouvette graduée
% Boite de Pétri
% Verre de montre
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