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GLOSSAIRE
Akene : fruit sec indéhiscent dont les parois sont diséisate I'unique graine gu'’il renferme.
Albumen : tissus de réserves nutritives de la graine obgahgiospermes (plantes a fleurs).

Antibiogramme : examen bactériologique permettant d’apprécierséasibilité d'une

bactérie vis-a-vis de divers antibiotiques.

Antibiotigue : substance naturelle ou synthétique qui détruitotbpque la croissance des

bactéries.
Broyat : produit réduit en tres fins morceaux obtenugterc ou pression.

Capitule : partie d'une plante formée de fleurs inséréesulrss a coté des autres sur

'extrémité élargie en pédoncule, formant une séelae.
Carminative : faciliter 'expulsion des gaz intestinaux.

Condylome: sont des petites tumeurs cutanées qui se leaéliau niveau des organes

génitaux ou du pourtour de I'anus.
Corymbe : inflorescences groupées en pédoncules inégdieuet sur le méme plan.

Dermatose: désigne toutes les affections de la peau, eexi@nsion, celles des ongles ou

des cheveux.

Explant: fragment d’'organe ou de tissu prélevé d’un orgraei vivant et cultivé in vitro.
Extrait : produit obtenu apres un procédé d’extractiomadie ou mécanique.
Filariose : maladie due a des nématodes parasites appelésdil

Huile essentielle: substance odorante et volatile secrétéarellgment par certaines

plantes catégorisées comme plantes aromatiguesn&nue soit dans le calice, la tige,

I'écorce ou toute autre partie de la plante.
Indéhiscent: ne s’ouvre pas spontanément a la maturité.

Inflorescence: est la disposition des fleurs sur la tige d’plante a fleur.



Involucre : désigne une collerette d’écailles ou de bracli®es ou soudées ensemble a la

base d’'une inflorescence.
Laticifere : élément botanique contenant du latex.

Macération : mise en contact prolongée et a froid d'une sulosstadans un liquide
dissolvant. Extraction par ce mode opératoire ddsstances pharmaceutiques contenues

dans les plantes.

Méningite : inflammation des membranes qui enveloppent feezal et la moelle épiniére

généralement causée par une infection.
Oblanceolé: ce qui est en forme de fer de lance renverséausisi obovale.
Obovale: de forme ovale dont la partie supérieure est [atge que la partie inferieure.

Ostéomyélite: inflammation de I'os causée par une infectiodBnéyalement au niveau des
jambes, des bras ou de la colone vertébrale.

Panicule: grande inflorescence en grappes, ramifiée éelac
Pappus: petite touffe ou faisceau de poils ou de soigsgrmonte certains akenes.

Plante aromatigue: plante qui contient suffisamment de molécules atames dans ces

organes producteurs : feuilles, fleurs, fruitsjmga, écorce, racines.

Plante _herbacée désigne toute plante vivace, annuelle ou bisdlegei n'a pas de tige

ligneuse persistante au dessus du sol ou dontetagst de la nature de I'herbe verte par

opposition a ce qui est ligneux.

Plante lianescente est une plante grimpante herbacée ou lignelasdige particulierement

souple.

Plante succulente est une plante charnue adaptée pour survivre des milieux arides.

Verticille : groupe de plus de deux feuilles qui naissentm@&me niveau sur la tige en

anneau.
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Introduction

Les plantes médicinales restent le premiegrvés de nouveaux médicaments. Elles sont
considérées comme une source de matiere gmenassentielle pour la découverte de

nouvelles molécules nécessaires a la mise au geifutturs médicaments (Maurice.,1997).

L'action de la phytothérapie sur l'organismiépend de la composition des plantes
médicinales. Depuis le XVAT%iécle, les savants ont commencé & extrair@ ésoler

les substances chimiques qu'elles contiennent (ISER001).

L’'étude des plantes est toujours dadiialmalgré son ancienneté. Cela tient
principalement au fait que le regne végétal reprigsene source importante d’'une immense
varieté de molécules bioactives qui ont d@sréts multiples en industrie alimentaire,
en cosmeétologie et en pharmacie. Parmi cesposés on retrouve, les coumarines, les
alcaloides, les acides phénoliques, les taresggrpénes et les flavonoides (BAHORUN et
al.,1996). Elles sont douées de multiples vertésageutiques et jouent un role tres
important, principalement, dans la lutte contrees cancers, les maladies
cardiovasculaires, la diarrhée et certaines nmedadonsécutives au stress oxydatif ou
d’origine infectieuse (ISERIN., 2001).

L’évaluation des propriétés antibactéreshdemeure une tache trés intéressante et utile,
en particulier pour les plantes d'une utilisaticerer ou peu connue dans la meédecine
traditionnelle (DA SILVA., 2004).

Madagascar est mondialement connue pcagdaté exceptionnelle de sa faune et de sa
flore, ainsi que I'abondance de ses plantes mél&snet aromatiques. Située dans I'Océan
Indien, elle présente une nature extraordinairenvamige. Selon les botanistes du Parc
botanique et zoologique de Tsimbazaza, la floreggawdle présente 14 000 especes dont plus
de 80% sont endémiques. L'lle Rouge posséde I'wee flbres les plus riches au monde
(BOITEAU et al.,1997). A part sa biodiversité unique, les espdogroduites, ont des
propriétés exceptionnelles par rapport aux actvité ces plantes dans leurs pays d'origine
(BOST.,1961).

Plus de 350 essences de végétaux soamngées dans le monde, environ 40 d’entre
elles sont utilisées en aromathérapie. Leur usagenaltiple, la forme la plus courante est
I'utilisation par voie orale, sa pratique nécessiteavis médical. Les huiles peuvent aussi étre

prises par voie rectale ou encore sous forme desagas Toutefois, toute utilisation des
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huiles essentielles est a exécuter avec précapti@yue certains principes actifs peuvent

provoquer des allergies ou encore des irritativvisif 1).

A Madagascar, certaines maladies sont traitéeagnftraditionnelle, a I'aide de plantes.
Dans I'ltasy, région des hautes terres de l'ilgjtabt 703252 habitants sur ses 8600 ki
population utilise le décocté de feuilles@assocephalum ruberfsanobemaye) pour guérir
les maux de ventre et la diarrhée selon nos ergjaéheres de certains tradipraticiens de la
région. L'objectif de I'étude est de déterminer gepriétés antibactériennes ainsi que la
détermination des fractions actives responsablessi@ropriétés au sein de cette plante. Les
plantes tiennent une place importante dans la nmletaditionnelle des Malgaches.
Certaines plantes ont déja fait leurs preuves dan®édecine traditionnelle et moderne

malgache a savoir :

v Cinnamosma fragans ou Mandravasarotra(CANNELACEAE), un puissant
antibactérien (Web 2).

v' Harungana madagascariensi#iYPERICACEES) ou Harongana dont l'inhalation
des vapeurs de la décoction d’écorce permet deertrbictere. La décoction et
l'infusion des feuilles sont respectivement indigsiépour le traitement de la
constipation et des maux d’estomac.(Web 3).

v' Cedrelopsis grevebu Katrafay (LAURACEAE) dont I'huile essentiellee d'écorce
est fébrifuge, vermifuge, cicatrisante, stomachjcamtiparasitaire mais également
anti-inflammatoire (RAKOTOMALALA., 2004).

v' Aloe veraou Vahona (ALOACEAE), ayant des vertus cicatrisantrenforce les
défenses immunitaires et agit sur tout l'apparedestif. Elle est indiquée en
prévention de certaines formes de tumeurs et dadiesl de dégénérescence. Il s'agit
d'un anti-inflammatoire naturel, d’'un facteur deuyence et de longévité en prise
qguotidienne (Web 4).

v/ Catharanthus roseusu Voanenina (APOCYNACEAE), une plante anticancgee
Par ailleurs, maintes espéces introduites en ralssnconditions édapho-climatiques
malgaches et de leurs propriétés spécifiqgues sadipien a Madagascar. Aussi, la

flore malgache est tellement unique avec une baydité éminente (Web 5).
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v Psiadia nigrescen§Agnandraisoa) dont les feuilles ou tiges adilisées dans le
traitement de la « syphilis » (farasisa) et diversermatoses (JEAN-PIERRE
NICOLAS., 2012).

v" Vernonia cinerea (LDess (Tsiangadifady Tsiromanta) la plante entiérées feuilles
guérissent certaines pathologies cardiaques, @esplles coliques et la diarrhée
(JEAN-PIERRE NICOLAS., 2012).

Dans ce contexte, cette étude a pour obétraluer la propriété antimicrobienne de la

planteCrassocephalum rubemsdes fins de valorisation.

La premiére partie de ce mémoire présente les giédr La deuxieme partie traite I'étude
chimique de l'extrait de la plante. La troisiemertigaexpose les travaux biologiques
réalisés avec 'extrait de la plante. La conduosigénérale et les perspectives constituent la

derniére partie.
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l.1. La Famille des ASTERACEAE (HUMBERT, 1963)
[.1.1. Généralités

La famille des Asteraceae a laquelle ejmrda Crassocephalum rubensst un grand
groupe cosmopolite comportant 1 314 genres et 2l e@péces. C'est la famille la plus
importante, répandue dans le monde entier, mai€ipelement dans les régions tempérées.
Elle comprend des plantes herbacées, lianescaniesucculentes, et aussi des buissons
a grands arbres hermaphrodites, monoiques ou eatafivigues. Les feuilles sont alternées
simples, entiéres ou parfois spinescentes ressatribties écailles.

Les inflorescences axillaires ou terminales sontapitules et portent de petites a grandes
fleurs réguliéres ou irréguliéres, sous-tenduesupainvolucre de bractées disposées sur un
seul ou plusieurs verticilles. Les capitules safitares ou ramifiés de type corymbiforme ou

paniculés, munis ou non de bractées. Les infloressesont composées soit d’'un type, soit
de deux types de fleurs, avec des fleurs centtaikexuées et des fleurs périphériques
femelles par avortement des étamines. Le fruiiegietit akene sec indéhiscent couronné ou
non par le pappus soyeux ou sétace, ou parfoi fearse durcie de la corolle. L’albumen est

absent.
1.1.2. Description botanique
» L'appareil végétatif

Les Astéracées sont principalement des plantesabées vivaces, a feuilles alternées.
Cependant toutes les formes végétales s'y trouvéerbes vivaces, herbes annuelles,

arbustes, lianes, voir Astéracées cactiformes.
Les Astéracées sont pourvus d’'yagegil sécréteur ordinairement bien développé :
- cellules et canaux sécréteurs a essence, pailétears. Certaines espéeces sont ainsi tres

aromatiques et utilisées comme telles (Camomilteydise...)

- laticiféere comme le groupe des Chicorées et plaatfines (Pissenlit, Laiterons...). Lorsque

la tige de ces plantes est brisée, il s’écoulemgntslanchatre.
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= L’appareil reproducteur
Les Astéracées sont caractérisées par :
- 'inflorescence en capitule,
- les fleurs, trés particulieres dont les anthéoeg soudées entre elles.
- le fruit : un akene généralement surnommé pappus.
Les fleurs sont composées de :

- 5 sépales, souvent a peine visibles. Le caliderggmésenté par un simple bourrelet

annulaire, des écailles ou des soies.

- 5 pétales formant soit une corolle réguliére @oet(tubulée), soit une corolle irréguliere

ligulée (c’est-a-dire a une lévre).

- 5 étamines a I'anthére soudée d’une part a lalleofpar la base de leur filet), d’autre part
entre elles par leurs antheres qui forment un n@meltour du style.

- 2 carpelles soudés, formant un ovaire a une lbgestyle se termine par 2 stigmates, qui

portent une brasse de poils généralement sur éenmet, parfois a la base.
1.1.3. Crassocephalum rubens

» Position systématique
Il s’agit d’une espéce de la famille des Astéracées

La position systématique d&rassocephalum ruberst la suivante :

Regne : Végétal

Sous classe : Asteridae
Ordre . Asterales
Famille : Asteraceae
Genre Crassocephalum
Espéece rubens
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Nom vernaculaire  : Tranobemay(Madagascar)

Statut : Plante introduite

= Description botanique
v Appareil végétatif

Crassocephalum ruberest une plante herbacée annuelle, érigée atteignant 80 cm de hauteur.
Les feuilles sont disposées en spirale, sessiles ; stipules absentes. Le limbe des feuilles
inferieures est elliptique, oblanceolé ou obovale, de 4,5-16 cm x 2-5 cm, soit non lobé, soit
2-4 lobé ou rarement pennatilobé. Le limbe des feuilles supérieurs est étroitement lancéolé,
elliptique ou ovale, non lobé ou 6-8 lobé. (LEMMENS., 2003).

v Appareil reproducteur

L’inflorescence se caractérise par 18 capitules au maximum disposés en corymbe terminal.
Les fleurs sont bisexuées, égales, corolle tubulaire de 8 a 10 mm de long, les fleurs
présentent une coloration bleu violet pale, mauve ou violette. Les fruits sont des akénes
cételés, atteignant 2,5 mm de long, surmonté d’'un pappus de poils blancs de 8 a 12 mm de

long. La figurel montre les photos d’'un pied et de flder€rassocephalum rubens

Figure 1: Crassocephalum rubensFleurs et Pieds

SOURCE: (West African plants)

Rapport- gratuit.com i}

LE NUMERD | MONDIAL DU MEMODIRES
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1.1.4. Ecologie et distribution

La planteCrassocephalum ruberse trouve dans toute I'Afrique tropicale y compes
fles de I'Océan Indien dont Madagascar, ou elleohablement été introduite. Elle comprend
environ 24 espeéces, parmi lesquelles de nombreesasces ont des usages médicinaux
(LEMMENS., 2003).

Elle se présente comme adventice dans les chaagsord des rivieres et aux abords des
routes, la plupart du temps a des altitudes élewdksest commune dans les zones humides
et subhumides de Madagascar, du niveau de la regu’a 1400 m d’altitude. Cette plante

est aussi rencontrée dans d’autres provinces deaddadar : Antsiranana, Fianarantsoa,

Mahajanga, Toamasina et Toliara. Mais elle se ptésEn minorité dans ses régions la.

Elle se développe dans les cultures sur les petaies, les vallées ou dans les plaines, sur les
talus, les bords des champs, les bois, les coaaudét les chemins. La localisation de la

plante étudiée est représentée sur la figure 2.
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Figure 2 : Répartition géographique deCrassocephalum Ruberés Madagascar

SOURCE: (JENMAN MADAGASCAR SAFARIS)
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1.1.5. Ethnobotaniques et utilisation traditionnelles deCrassocephalum rubens

Les tradipraticiens utilisenCrassocephalum rubende facon ancestrale pour le
traitement des maladies diarrhéiques. Les feuifleat préparées en décoction a une
température trés élevée, le malade le boit régufient pendant une période de quatre a cinq
jours. lls se servent également des feuilles daldate pour traiter des plaies. Les feuilles

sont pilées puis déposées délicatement sur la. plaie

Les feuilles d€rassocephalum Rubesent couramment consommées dans le sud-ouest
du Nigeria, un peu moins dans d’autres zones husmidefrique de I'Ouest et d’Afrique
centrale. Elles sont mucilagineuses et utilisées [@préparation de potages et de sauces. En
Ouganda, les feuilles sont séchées, hachées pies @vec des pois ou des haricots. Au
Malawi, les feuilles et les jeunes pousses sontesuavec de l'arachide et des tomates
(LEMMENS., 2003).

La plante est aussi utilisée pour traiter pesblemes de foie et les rhumes, et a usage
externe pour traiter les bralures, les douleurdanas (filariose), le mal d’oreille, la lépre et
le cancer du sein. En Afrique de I'Est, elle esliséte comme antidote contre toute forme
d’empoisonnement (LEMMENS., 2003).
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II.1.MATERIELS
[1.1.1. Matériel végétal

Il s'agit de la plante médicinalrassocephalum rubencoltée dans la région
d’ltasy : latitude -18°54°2,443 et longitude 46°88,837, au mois de mars 2016.

Crassocephalum ruberse développe dans un climat tropical humide. laatel récoltée est
conservée au congélateur a I'abri de la lumiéee l'air, de la chaleur et de toutes autres

contaminations pour éviter la dégradation en atdehbiextraction.
I1.1.2. Germes testés

Le support microbien utilisé lors dette étude est constitué de quatre(4) souches
bactériennes dont deux sont des souches de rééérennservédd3seudomonas aerugingsa
Bacillus cereuset deux souches isolées et identifiées par lerdabioe de Microbiologie de
I'Université d’Athénée Saint Joseph Antsirabe (APyJASscherichia coli, Staphylococcus

aureus Ces microorganismes causent plusieurs patholeges’homme
A. Bacillus cereus

Bacillus cereusst une bactérie sporulée, aéro-anaérobie faweltat thermorésistante,
a Gram +, mobile, les températures de croissaaaetle bactérie peuvent varier de 5 a 50
°C

Bacillus cereupeut produire deux types de toxines, une toxinét@ue préformée
dans les aliments et des toxines diarrhéiques pesdpendant la croissance dans lintestin

gréle apres ingestion de cellules végétatives apdees en quantité suffisante.
B. Escherichia coli

Escherichia colest un bacille a Gram négatif (PATRICK et al., 198% forme non
sporulée, de type anaérobie facultative, généralemebile grace aux flagelles, sa longueur
varie de 2 a 6 um, alors que sa largeur est d& 1,6 um (STEVEN et al., 2004). Les
bactéries appartenant a Il'esp&€oli constituent la majeure partie de la flore
microbienne aérobie du tube digestif de ’hommeéeshombreux animaux. Certaines souches
sont virulentes, capables de déclencher spaerhent chez 'homme ou chez certaines

espéeces animales des infections spontanées desdigéastives ou urinaires ou bien encore

10
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des méningites néo-natales. D’autres souchgsarenant a la flore commensale
peuvent étre responsables d’infections oppastagi variées, surtout chez les sujets aux
défenses immunitaires affaiblies (PATRICK et al88p

C. Pseudomonas aeruginosa

Le genréPseudomonasle la famillePseudomonadaceasomprend une soixantaine
d’especes : bacilles a Gram négatif(-), aérobiestst capables de se multiplier sur milieux
usuels, mobiles par ciliature polaire. Les Pseudw@mnosont des bactéries ubiquitaires, de

nombreuses souches peuvent se développer a desradanes allant jusqu'aa@.
D. Staphylococcus aureus

Les especesStaphylococcus aureusont des cocci a Gram positif, de forme sphérique
avec un diametre de 0.8 a 1 um et aérobie fadsltaklles sont regroupées en diplocoques
ou en petits amas (grappe de raisin). Ce type bdetéries sont immobiles, asporulés,
habituellement sans capsule. De nombreuses esuEStaphylococcus aureysoduisent
un pigment jaune doré (Patrick et al.1988). La gmés deS.aureusdans l'organisme de

’lhomme peut donner la méningite, I'ostéomyélde la diarrhée (STEVEN at., 2004).

Les bactéries utilisées sont conservéegduase pente, au réfrigérateur a 4°C, jusqu’au

moment de leur utilisation.
[1.1.3. Milieux de culture

Comme tout étre vivant les microorganismes lmegoin d’apport nutritionnel pour se
développer. Les sources de carbone et d’azotersdéléments minéraux, les facteurs de
croissance, des substances inhibitrices et de Beati apportés par les milieux de cultures
tout en respectant les facteurs physico-chimiqplels température).

Les milieux utilisés lors de cette étude peuvent étassés en deux groupes : les milieux

sélectifs et les milieux électifs.

11
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A. Milieux sélectifs

La composition des milieux sélectifs est @jaset adaptée de facon a ce qu’une
population microbienne particuliere puisse biendg@yelopper (LARPENT., 1970, SINOT.,
1985 ; TALLY., 1999).

* Milieu HEKTOEN ENTERIC AGAR : milieu sélectif polEscherichia coli
e Milieu SLANETZ : milieu solide sélectif poustaphylococcus aureus
* Milieu MOSSEL : milieu solide sélectif polacillus cereus

* Milieu KING A et KING B : milieu solide sélectif por le genrd®>seudomonas

B. Milieux électifs

Les milieux électifs sont liquides ou soBdesynthétiques ou non permettant la

croissance d’'un grand nombre de microorganismefRREANT., 1970 et 1997).

La composition des milieux utilisés est rapporté@enexe 3.

12
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[1.1.4. Matériels de laboratoire

Les matériels utilisés pour I'étude rolmologique sont standards et conformes a la
norme NF V 08-002 :1996 relatifs aux regles géméralour les examens microbiologiques
(AFNOR., 1996). Ces matériels sont divisés en uges : les verreries (pipettes graduées,
erlenmeyer, bécher, fioles...), les petits matér{fplance de précision etc....) et les gros

matériels (Etuve, four Pasteur, minéralisateur, ...).
[1.1.5. Disques pour le test d’antibiogramme et anbiotiques

Ce sont des disques stériles non im@®gt autoclavables de 6mm de diamétre
produits par BIORAD.

Les antibiotiques sont des molécules posseédanmblaipté de tuer (bactéricide) ou de limiter
la propagation (bactériostatique) des bactéries. dribiotiques sont utilisés en médecine
pour lutter contre des infections bactériennes aivemht étre choisis en fonction de leur
efficacité sur la bactérie a combattre, ce qui p&e testé grace a un antibiogramme.
(ELGHOZI et DUVAL., 1992).

Il existe plusieurs classifications des antibiotigiuelles sont basées sur le spectre d'action, la
cible, ou la famille chimique. Cette derniére estglus fréquemment rencontrée. Les
principales familles chimiques des antibiotisjusont : beta lactamines, pénicilline et
céphalosporines, aminosides:  streptomycine, gemi@e; Chloramphénicol et
thiamphénicol; Cyclines: tétracyclines, doxyayel Macrolides et apparentés :
érythromycine, oléandomycine (COHEN et JACQUOTQR0

Les antibiotiques sont utilisém af’avoir une unité de comparaison par rapport a
'extrait de plante. Nous avons utilisé 4 antiljois pour servir de référence quant a la

sensibilité de nos germe-tests :

=  Ampicilline
= Amoxicilline acide clavulanique
= Doxycycline

= Oxacilline
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11.1.6 LA STERILISATION

La stérilisation des milieux de culturdes disques pour antibiogramme et
antifongigramme ainsi que des cbnes des micropipeatst effectuée a I'autoclave vertical
SYSTEC a 121°C sous une pression de 2 bars pe@@amtin. Les verreries et les pinces
sont stérilisées a 'etuve MEMMERT a 180 °C pentd&®dmin.

I1.2. METHODES
11.2.1. Enquéte et récolte

Une enquéte a été menée auprés de Raksin Alans la région d'ltasy afin de
recueillir des renseignements sur l'utilisation @mgpe dans le secteur thérapeutique de la

plante deCrassocephalum rubens.

En méme temps I'échantillon de la plante @@ssocephalum rubers été prélevé et mis
dans un sac stérile ensuite ramené rapidementbavataire d’Antsirabe. Une partie de la
plante récoltée a Itasy a été identifice au Labieatde Botanique du Parc Botanique et

Zoologique de Tsimbazaza.

Une partie de I'échantillon a été ensuite conseaudaeongélateur de '’ASJA jusqu’a son

utilisation.
[1.2.2. Préparation de I'échantillon

Apres identification, I'échantillon de péanteCrassocephalum ruberssété découpé en
petits morceaux de 2cm. L'enquéte sur le terramaoatré que le décocté des feuilles de la
plante est utilisé en médecine traditionnelle deutraitement des maladies diarrhéiques, la

meéthode d’extraction aqueuse a chaud est appliquée.
11.2.3 Extraction

L’extraction est une opération qui coteses séparer certains composés d’'un organisme
actif selon diverses techniques. Le but est d’'rsofe ou plusieurs molécules a partir d’'un

organisme.

10 g de matériel végétal sont broyés puis misuspension dans 80 ml d’eau distillée selon

un rapport 1/ 8 (p/v). Le mélange ainsi obtenwchauffé a reflux sous agitation magnétique

14



Matériels et Méthodes

a 60°C pendant 2h, puis laissé en macération pémai@n nuit au réfrigérateur a 4°C. Une
agitation du macérat pendant 30min a la températmtgiante suivie d’une filtration a l'aide

d'un papier filtre est effectuée. Le filtrat obtemst centrifugé a pendant 30 min. Le
surnageant est concentré comme précédemment @bteest éliminé. Le surnageant issu de

la deuxiéme centrifugation constitue I'extrait brut
I1.2.4 Criblage phytochimique

Le criblage phytochimique est la premiétape de I'étude chimique d’'une plante. Il
est effectué afin d’inventorier les métabolitesosetaires qui sont des molécules organiques
complexes synthétisées et accumulées en petitagitgs par les plantes, et qui sont repartis
en diverses familles de substances naturelles caqmamexemple les alcaloides, flavonoides
et leucoanthocyanes, tanins et polyphénol&rpénes, quinones et stérols insaturés,
cardénolides et bufadénolides, hétérosides agéarétiques, anthraquinones et stérols

insaturés.

Le criblage phytochimique ne reneeigpas sur la structure d’'une molécule bien

déterminée.

La mise en évidence de ces composés fait intervéedir réactions chimiques soit de

précipitation, de coloration ou les deux.

A. LES ALCALOIDES (LUCKNER.,1984)

Ce sont des substances organiques azotées d’oxguetale. lls sont des dérivés
d’acides aminés, essentiellement de la tyrosingeefornithine. Cette grande famille est

formée par 6000 composés environ. Leur classifioae fait soit :

» Par leur distribution botanique (digitaline trowlans le gDigitalis).
» Par leur structure : hétérocyclique ou non.
» Par la nature de I'acide aminé précurseur.
lIs peuvent étre utilisés comme antalgique, antiigb®en, ou poison. La nicotine est un

exemple d’alcaloide.
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Formule de la nicotine :

CHj

La détection des alcaloides dans les extraits reilgeéen trois étapes :
v' Macération chlorhydrique

Le résidu d'évaporation a sec est maceéré dans 'anitld chlorhydrique 2N pendant
30min. Le mélange est filtré sur papier filtre|eefiltrat est divisé en 4 aliquotes dans 4 tubes
a essai dont un sert de témoin et les 3 autreslIpsuests préliminaires relatifs a ceux de
MAYER, de WAGNER, et de DRAGENDORFF.

v' Déroulement des tests

3 gouttes de chaque réactif sont ajoutées dansicltis 3 tubes. L'apparition d'un

précipité ou d'une floculation démontre la présatiakaloides dans I'extrait a analyser.

La composition des réactifs utilisés est donnée tamnexe 2.
v' Test de confirmation

La réalisation des tests de confirmation est irglispble si les résultats des tests

préliminaires sont positifs.

hY

Le résidu d'évaporation a sec est repris dans 3adidg chlorhydrique 5%. La
solution obtenue est agitée dans un bain-mariellapuipendant 15min. Le milieu est
alcalinisé par I'ammoniaque aprés refroidissenaung la solution est extraite 3 fois par du
chloroforme. Les solutions chloroformiques recigslisont rassemblées, ensuite évaporées a
sec. La phase aqueuse alcaline est acidifiée gadé& chlorhydrique 2N. Le mélange obtenu
est filtré et le filtrat est réparti dans 4 tubessaai dont un sert un témoin. Les 3 tubes sont
testés respectivement par les réactifs de MAYERNA&NER, et de DRAGENDORFF. La
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présence d’alcaloides dans l'extrait ou la fractéotester est confirmée par la formation d'un

précipité blanc soluble dans I'éthanol.

B. LES FLAVONOIDES ET LES  LEUCOANTHOCYANES (FLORKIN E T
STOTZ.,1960)

Ce sont des composés phénoliques responsables d#okation de nombreuses
fleurs et de certains fruits. lls possedent 15 awde carbone formant 2 noyaux benzéniques
unis par un chainon de 3 carbones. lls se divieentO grands groupes : les catéchols, les
leucoanthocyanidines, les dihydrochalcones, leslcohas, les anthocyanidines, les

flavanones, les flavononols, les aurones, les flagpet les flavonols.
lls sont utilisés comme antispasmodique, diurétigeaotonique.

Formule d’un flavone (exemple de flavonoide) :

R
OH

HO O

[

OH o

Le résidu d'évaporation a sec est repris dans 3tiahol puis filtré sur papier filtre.

Le filtrat obtenu est réparti dans 4 tubes a ed®ai un sert de témoin.
Les flavonoides : test a la cyanidine

0,5ml d'acide chlorhydrique 6N et 2 morceaux derrtore de magnésium sont

ajoutés dans le premier tube.

Dans le deuxiéme tube, outre les composants prétdiml d'eau distillée et 1ml

d'alcool isoamylique sont versés.

La présence de flavonoides est indiquée par leges de la coloration de la phase

supérieure :
- De l'orange au rouge pour lagdnes : cas du premier tube ;

- De l'orange au pourpre poufrfli@gonols : cas du premier tube ;
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- De l'orange au rouge violacardes flavonones : cas du deuxieme tube.
C. LES TANINS ET LES POLYPHENOLS (FLORKIN ET STOTZ.,19 60)

Les polyphénols sont des molécules élaborées par wigétaux et certains
microorganismes essentiellement les champignosisolht caractérisés par la présence d’au
moins un noyau benzénique lié a au moins un groapeimydroxyle libre ou engagé a une

autre fonction.

Les tanins sont des substances d’origine végétalstrdcture polyphénolique. Leur
poids moléculaire se situe entre 500 a 3000. lIs lanpropriété de rendre la peau
imputrescible, de précipiter les alcaloides, laatyéé, et d’autres protéines. Dans le regne
végeétal, on peut trouver deux types de tanins :té&sns hydrolysables, et les tanins
condensés ou proanthocyanidols. lls sont utiliséanme protecteurs veineux, anti-

diarrhéique, astringent. Les tanins éllagiqueg fmantis des tanins hydrolysables. Voici sa

formule :
OH
HO | \
(@]
o
OH
OH

Le résidu est dissous dans 2ml d'eau distilléesdlation ainsi obtenue est répartie en
4 parties égales dans 4 tubes a essai. Le preufierdst utilisé comme témoin, et les 3

autres servent a détecter et a identifier les sagiiles composés polyphénoliques.
Test a la gélatine

4 gouttes de gélatine aqueuse a 1% sont ajoudéesslel deuxiéme tube. La présence
de tanins condensés de type catéchique est mapguékapparition d'un précipité blanc,

suivie d'un virage de coloration.
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Test a la gélatine salée

Pour le troisieme tube, 4 gouttes de gélatine qgékatine 1% dans une solution de
chlorure de sodium) sont ajoutées. La présencardest hydrolysables de type pyrogallique

est révélée par la formation d'un précipité.
Test au chlorure ferrique

4 gouttes de chlorure ferrique en solution méthignel sont ajoutées dans le
quatrieme tube. La présence de tanins se traduwitupaprécipité et un changement de

couleur :

* Le virage au bleu-vert ou vert-noir indique la grése de tanins condensés de type
catéchique.
 Le virage au bleu- noir signifie qu'il s'agit denitess hydrolysables de type
pyrogallique.
Si le test au chlorure ferrique donne une ctilmna bleu-noir ou vert-noir, alors que le
test a la gélatine salée est négatif, on est&epce de composés polyphénoliques autre que

les tanins.
D. LES QUINONES (LUCKNER.,1984)

Ce sont des composés oxygéenes correspondant ad#ibag de composes
aromatiques. lls sont caractérisés par un motiétdic lls peuvent étre ortho ou para-
guinones. Les quinones naturelles appartiennemisidroupes principaux : benzoquinones,

naphtoquinones et anthraquinones
Exemple d’'une quinone: la primine (p-quinone)

O
OH3C CgHq1

@)

La présence d’'une coloration rouge lors de I'ageiia soude 0,1 N a la macération
alcooliqgue montre la présence de quinones. Ce#tetiod n'est pas spécifique car d'autres

substances comme les aurones donnent des réseftaldables.
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E. LES SAPONINES : Indice de mousse (LUCKNER.,1984)

Ce sont des hétérosides a génine stéroidique darpénique caractériseés
principalement par leurs propriétés tensioactilzaspartie osidique peut étre soit le glucose,
le fructose, ou le rhamnose. Les propriétés déiteg des plantes a saponosides ont été
exploitées précocement par I’homme sur tous letiremts. Les sapogénines stéroidiques et

tritérpéniques sont spécifiques pour quelques gedp réegne végétal.

Le résidu sec est dissous dans 1ml d'eau distlled¢out est versé dans un tube a
essai de 1cm de diametre. La persistance d’'unese@lgeolée de 3cm de hauteur pendant
30min aprés une agitation rigoureuse de 30s indepeésence de saponine dans l'extrait ou
la fraction.

F. LES STEROIDES, LES TRITERPENES (NOHARA.,1989)

Le résidu sec de l'extrait est mis en suspensiors @l de chloroforme Apres
agitation suivie d'une filtration sur papier filtla solution chloroformique est répartie dans 3

tubes a essai dont le premier sert de témoinseatdax autres sont utilisés pour les tests.
Les stéroides et triterpénes : test de LIEBERMANNBURCHARD

Les stéroides sont des composés a 27 atomes deneaidsus de la perte de 3
meéthyles (au minimum) des triterpenes tétracychqlis possedent un noyau de base appelé
spirostane. lls sont utilisés comme anti-inflamriratcanabolisants, contraceptifs. Seules, les

bactéries peuvent se développer sans les stéroides

Exemple de stéroide :

OH

Les triterpénes sont des composés a 30 atomesloeneaissus de la cyclisation du
squalene. lls ont toujours une structure polygysi habituellement tétra- ou penta- et sont
presque toujours hydroxylés en 3. Le noyau de pasé étre soit I'oléanane, soit I'ursane,

soit le dammarane.
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Exemple de triterpene :

OH
OH ¢

H

2 gouttes d'anhydride acétique sont ajoutées @adsuxieme tube. Aprés une légere
agitation, 4 gouttes d'acide sulfurig(t¢,SO,) concentré sont versées le long de la paroi.
Le changement de coloration est observé aprés emne.hLa formation d'un anneau rouge,
violet ou mauve a linterface est caractéristiqas triterpenes, tandis que la coloration
verdatre de la phase supérieure caractérise @dlstdroides. Ces deux phénomeénes peuvent

étre visualisés simultanément.

[1.2.5. Test de [lactivité¢ antibactérienne de l'extait de la plante: LE TEST
D’ANTIBIOGRAMME

L’appréciation de la sensibilité des especes baciées aux agents anti-microbiens
est faite selon la méthode de diffusion sur gétaska méthode des disques.
Ce test détermine les caractéres de sensibiligleaésistance d’'un germe aux agents

anti-microbiens a I'exception des huiles essemisell

A. Principe
L’antibiotique, déposé sur le disque a la surfacena gélose uniformément
ensemencée avec le germe a étudier, diffuse damdli|i en créant une zone circulaire.
Dans cette zone, la concentration de I'antibiotidéeroit du centre vers la périphérie.
L’activité anti-microbienne est caractérisée papparition d'un halo d’inhibition
autour du disque imprégné d’antibiotique. Le diaméle ce halo est fonction du degré de

sensibilité du germe a I'antibiotique

B. Mode opératoire :

Le test se déroule en 3 jours successifs :
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v Premier jour :

Chaque souche pure est ensemenceée sur bouillatif pptris incubée a 37°C pendant

24 h ; c’est le relancement de la culture des sesich
v" Deuxiéme jour :

Chaque souche préalablement relancée est dilutcoe a avoir une concentration
bactérienne égale a l@ellules/ml: cette préparation constitue Iinacul 1ml de cet
inoculum est ensuite ensemencé uniformément seloedhnique d’inondation dans une
boite de Pétri contenant le milieu MUELLER HINTQIM 4mm d’épaisseur. La boite est
laissée a la température ambiante pendant 1mirgaéries germes puissent bien adhérer a la
surface de la gélose. La boite est séchée a I'éiB/#&C pendant 15min. Les disques stériles
pour antibiogramme (préalablement autoclavés) tntréprégnés de 20 d’extrait. lls sont
ensuite déposés a la surface du milieu ensemer@de d’'une pince fine. La préparation
est incubée a 37°C pendant 24h. Chaque test estg#fen 2 exemplaires.

v Troisieme jour :

Apreés incubation, le diamétre du halo d’inhibitifmmmé autour de chaque disque est
mesuré et leurs moyennes calculées.

Les normes utilisées dans I'expression des résullas tests de diffusion sur gélose
sont données dans lebleau 1 Il s’agit des normes données par le comité de
I'antibiogramme de la Société Francaise de Micriogie (CA-SFM) en 1998, se basant sur
les recommandations du Comité d’Experts de la Staishtion biologique de 'O.M.S en
1977.

Tableau 1: Norme utilisée pour la lecture des résultatstdsts d’antibiogramme

Diametre du halo d’inhibition | Degré de sensibilité du germe
Symbole
X
X <7 mm Insensible -
7 mm< x <8 mm Assez sensible +
8 mm< x <9 mm Sensible + +
X >9 mm Tres sensible ++ +
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Les enquétes sur le terrain ont été effectuées aus l'identification de la plante

Crassocephalum rubens
[1l.1. Enquéte sur le terrain et identification de la plante

D’apres I'enquéte ethnobotanique dantgon d’ltasy,Crassocephalum ruberwsu
« tranobemay » est une plante que la populatioaldadtilise en médecine traditionnelle ; la

décoction des feuilles permet de traiter les makadiarrhéiques.

Cette plante a été identifiée par 'Herbarium decHotanique et Zoologique de Tsimbazaza.

L’identité de la plante a été confirmée en tant Guessocephalum rubens.
[11.2. Caractéristiques de I'extrait de la plante

Une extraction a chaud a été entrepusdaaite la plante. En effet, lors de I'enquéte
ethnobotanique effectuée, il s'avere que c’estdaodtion qui est la plus conseillée. La
méthode d’extraction aqueuse a chaud sur toutatdepa permis de recueillir I'extrait dont
les caractéristiques englobant I'aspect, la coulleugo(t et 'odeur sont présentées dans le

tableau 2.

Tableau 2 : Caractéristiques de I'extrait de la plate

Aspect Flejdimpide
Couleur rvelair
Godat Ampiguant
Odeur Pagpuante
Toucher Huileux
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L’extrait se présente comme un fluisgedide de couleur vert clair avec une odeur non

piquante et présente un godt a la fois amer efapigu

[11.3. Nature chimique de I'extrait de la plante

Un criblage phytochimique a été effectué $extrait brut obtenu a partir de

Crassocephalum rubepselon les méthodes décrites au paragréiphel (p.16)Les résultats

Résultats et Discussion

de ce criblage phytochimique sont résumés darableau 3

Tableau 3: Criblage phytochimique de I'extrait aquaix a chaud deCrassocephalum

rubens

FAMILLES CHIMIQUES TEST Extrait
MAYER +
ALCALOIDES WAGNER +
DRAGENDORFF +
FLAVONOIDES Cyanidine —
Gélatine +
TANINS ET -
Gélatine salée -
POLYPHENOLS
Chlorure ferrique +
QUINONES - +
SAPONINES Indice de mousse +

STEROIDES ET
TRITERPENES

LIEBERMANN-
BURCHARD

TRITERPENES :

STEROIDES:
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Ainsi, plusieurs métabolites secondaires dgt rétrouvés dans I'extrait brut. Il réagit
positivement aux réactifs généraux des alcaloides des tests de Mayer, de Wagner et de

Dragendorff.

De la saponine, du triterpéne, des tanins condedeségpe catéchique, des quinones, et des
polyphénols autres que tanins ont été égalemauméds dans I'extrait brut.

Par contre, les flavonoides, les stéroides airsilegitanins hydrolysables sont absents dans

I'extrait
l1l.4. ETUDE BIOLOGIQUE

Cette étude biologique consiste a détermilaetivité antibactérienne de I'extrait de
plante. Cependant, pour pouvoir mener a bien ¢eitégut étre sur de l'identité des souches
bactériennes testées. Cette identification oudesionfirmation est axée sur la détermination
des caracteres culturaux sur milieu sélectif, aqms® sur les caracteres biochimiques des

souches étudiées.
[11.4.1. Caractéres culturaux des souches microbiares

Les caractéres culturaux des germes testmitieux sélectifs sont donnés dans le tableau
3. D’aprés ces résultats, ces germes ont donnéaliesies caractéristiques de leurs genre et

espéces d’'appartenance.

Tableau 4. Caractéres culturaux des souches micradrines

GERMES/CARACTERES Couleur Aspect de la swafadilieux
Bacillus cereus Blanche rugueuse Mossel
Escherichia coli Noir verdatre lisse Eosine

Methylen Blue

Pseudomonas aeruginosa Bleu-vert lisse King B

Staphylococcus aureus Noire lisse Baird Parker
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Les souches microbiennes ont produit des colaaesctéristiques sur leurs milieux sélectifs
respectifs.

l11.4.2. Caractéres biochimiques des souches micradnnes

Les résultats de I'étude des caracteres biochimsigies germes tests sont donnés dans le

tableau 5. Les résultats de ces tests confirmeeniité des souches étudiées.

Tableau 5: Caractéeres biochimiques des souches

Bacillus cereus Escherichia coli Pseudomonasaginosa Staphylococcus aureus

Gluc + + - +
Lact + + + +
Mob + + + +
Citr - - + -
Urée - - + +
H2S + - - +

Gluc: Glucose Lact: lactose Mob: Mobilité
Citr: Citrate H2S:Sulfure d’hydrogene

L’étude des caracteres culturaux, biochimiquesstegshes microbiennes cibles pour le test
d’activité antimicrobienne de I'extrait derassocephalum ruberspermis de constater qu’ils

sont identiques a ceux des souches de réRrenontenus dans la matrice
d’identification.
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lI1.5. Effets de [I'extrait de Crassocephalum rubenssur la croissance des

microorganismes

Les résultats des tests d'antibiogramme effectuésles 4 souches Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosajlBadereussont donnés dans le

tableau 6.

Tableau 6 : Diametre du halo d’inhibition de la crassance des souches testées

Diamétre de
Germes I'extrait aqueux | Antibiotiques de références (mm) interprétation
a chaud (mm)
. 22
Ampicilline 10ug
Escherichia coli | 16 Amoxicilline/acide 20 Tres sensible
clavulanique 20 /40
Staphylococcus Doxycycline 3Gig 18
aureus 15 Oxacilline 519 18 Trés sensible
Pseudomonas o
) Oxacilline fug 22 . )
aeruginosa 10 Trés sensible
Bacillus cereus | 13 Doxycycline 3Qg 22 Trés sensible

Pour bien élucider les travaux des tests d’antiaimgnes, la figure 3 montre les halos

d’'inhibitions comment ils se forment autour desyjdess.
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Doxycycline
Extrait de
Crassocephalum i
rubens Oxacilline

Figure 3: Test d’antibiogramme sur Staphylococcus aurel

Les résultats des tests antimicrobiens I'extrait de Crassocephalu rubenset des
antibiotiques de référencsont consigne dans le tableau.6Les diamétres des zor
d’inhibition pour les germes testés varient en®eefl 16mm. L’'extrait aqueux et a chade
Crassocephalum rubensst actif sur la croissance de souches bactésetestées
Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Bacillosreus et Pseudomonas aerugin
Pour les antibiotiquede référence testés les diametres des zones d’inhin varient de
18mm a 22mm.

Cesrésultats confirment égalemeque les souches bactérienrne sont pas des
souches résistantes, ni muéisistantes v-a-vis deces antibiotiques de référe..

Vis-avis de l'extrait brut, e diamétre du halod’'inhibition de la souche
d’Escherichia coliest le plus élevé avec 16mm | Staphylococcus aure avec 15mm,
Bacillus cereusl3mm etenfin Pseudomonas aeruginod®mm Ces résultats montrel
que ces germes sont tres sensibles aux nhed actives deCrassocephalu rubens
L’extrait présente aussin large spectre \-avis des bactéries, car elles sont a la
trées actives sudivers groupes des bactériess qie les bactéries a Gram pos: Bacillus
cereus Staphybcoccus auret et des bactéries a Gram négatif Escherichia co et
Pseudomonas aeruginosd 'extrait de la plante est trées sensible par oappaux
antibiotiques.

Par aileurs d’autres auteurs ont do des résultats qui sont similes quant a la
sensibilité des extraitde la plantede la famille des Astéracétce aux soucheles travaux
réalisés sur 'espececodée THLdu genreAgeratum (Asteraceae) pafSIRININDRAVO
en 2004 ont donnéifférents diametres selon les parties espécecodée THL du genr
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Résultats et Discussion

Ageratum(tige, feuille, fleur, racine et partie aériena@)si que le type de I'extrait. Parmi les
souches utiliséesStaphylococcus aureukscherichia coli Pseudomonas aeruginosansi
gueSalmonella spSur la tige, I'extrait aqueux a froid, a chaua#tanolique absolu a chaud
le plus grand diamétre (8mm) skrcoli et (6mm) sur les autres souches. Pour les feuilles
I'extrait aqueux a froid posséde un diametre élwd=.coli (11,5mm) et 8mm suB.aureus ;
mais c’est surtout sur I'extrait aqueux a froid flesars qu’une grande activité est enregistrée
sur toute la plante de I'espece codée THL danre Ageratum Staphylococcus aureus
(214mm) ; Escherichia coli (13mm) et 12mm pouSalmonella sp Une autre étude sur
Artemisia campestris L(Asteraceae) de Boudjouref, 2011 montre que tessektraits :
extrait chloroformique, de I'acétate d’éthyle edtrait de I'éthanol ont réagi positivement au
moins sur une des souches testées. La souclsdedomonas aeruginosse révele la plus
résistante pour tous les extraits (30 mm). La seudbStaphylococcus aure®4 mm) est
plus résistante que les souchek.@bli (16 mm)ce qui confirme que la plamt@&rtemisia

campestrieest douée de propriétés antimicrobiennes.

Les recherches de RAZANAPANALA (2008) stitelichrysum gymnocephalum
montrent que les extraits aqueux a froid, hydraalgoe 75% a froid et 75% a chaud ne sont
plus actifs vis-a-vis deStaphylococcus aureust de Pseudomonas aeruginogae vis-a-
vis d’Escherichia coli En effet, nombreux sont les diamétres qui ne skg@ pas les 7mm,
seul I'extrait aqueux a chaud présente des diameatredessus de 7mm avéccoli (7mm) ;
S.aureuqg12mm) etP.aeruginosg10mm) et pouHelichrysum Bracteiferum’est seulement
I'extrait hydroalcoolique 75% a chaud qui est perfant surE.coli (6mm) ; S.aureus
(12mm) etP.aeruginosa10mm) sur les autres extraits, les diametresone [gas importants

6mm en moyenne.

En 2017, Sadam dans son travail sur Thuile etdraid’Helichrysum
ibityens€Asteraceae) sur neuf souches de bactéries et dawuee montre que les zones
d’inhibition variant entre 10 et 34,5mm indai que tous les souches sont sensibles a
'huile d’Helichrysum ibityense Bacillus cereus34,5 mm Candida albicans20 mm ;
Staphylococcus pneumonidémm pourStaphylococcus aurewet Pseudomonas aeruginosa
sont sensible avec 11,5mm de diametre. Une actiatéerienne est aussi enregistrée sur la
recherche de Randriamiaramisaina en 2010Cssmos bipinnatus Cg®steraceae). L’huile
de Cosmos bipinnatus Caaxerce une plus forte inhibition sur la croissandes bactéries
Gram (+) [16 a 18 mm] que sur les bactéries a G)ditZ a 14 mm].
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Résultats et Discussion

L’extrait aqueux de la plantérassocephalum rubensutilisé dans la présente

étude, semble exercer une activité antibamtéa probante contre les bactéries testées.

Ces activités pourraient étre dues aux molécelesgue : les métabolites secondaires
contenues dans I'extrait. Il s’agit essentiellendsd tanins et des saponines. En effet, d'apres
la littérature, ces deux familles chimiques ont @esivités bactéricides. Elles ont des
activités ciblées surtout contre les protéineseftet, douées de propriétés tensioactives, les
saponines font mousser leurs solutions et senemétergent. Elles présentent une toxicité
plus ou moins importante (selon les saponinese$geces qui les ingérent et le contexte).
Injectées dans le sang ou dans les tissus, ell@®guent la dissolution (lyse) des cellules,

des tissus et des globules rouges.
Les tanins ont également de nombreuses activitdssepropriétés dont :

» La fixation sur les protéines des membranes bigleeg (a I'origine du tannage des
peaux, destiné a les rendre imputrescibles)

e L’activité inhibitrice de systémes enzymatiquestiatydants, inhibiteurs de la
peroxydation lipidique

* En tant qu'anti-inflammatoires mais surtout, argiggpues, anti-viraux (protecteurs
des membranes cellulaires vis-a-vis de la fixatil®s virus et inhibiteurs de leur

réplication), et ayant des activités antibactérgmnn

L’avantage des extraits de plantes est surtofaiteju’il est difficile voire impossible pour
les microorganismes de développer des formes ddaidse, contrairement aux antibiotiques
de synthése, comme le cas des bétalactamasesésscpétr les Staphylocoques et par les

Pseudomonas.
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Conclusion Générale et Perspectives

CONCLUSION GENERALE ET PERSPECTIVES
Les travaux préliminaires réalisés sur la @&rassocephalum rubem®us ont permis :

A de nous familiariser avec la technique d’extracagueuse a chaud d’échantillon de
plante et les techniques d’isolement et de cailaetédn partielle des souches
microbiennes ;

A de déterminer la présence de métabolites : aladpiguinones, tanins et composeés
phénoliques, saponines et triterpénes.

A de mettre en évidence des activités antibactériedrs extraits aqueux a chaud de
Crassocephalum rubenglante sur des souche&BEscherichia coli de Bacillus
cereus Pseudomonas aeruginosa de Staphylococcus auredsut en utilisant les

antibiotiques de référence. L'extrait semble esetme action sur les bactéries.

L’activité antibactérienne de I'extrait permet dstjfier 'usage thérapeutique de cette plante

en médecine traditionnelle.

Cette étude préliminaire a permis douvrir sdeerspectives de recherche dont

notamment :

A La recherche d’autres molécules présentes au s€inagsocephalum rubens

A L’étude de [lactivité antimicrobienne d’autresypes d’extraits (solvants
organiques) sur une plus large gamme de microsyes

A Lisolement et l'identification des moléculdsoactives contenues dans la partie
aérienne et racinaire de cette plante a desdéwalorisation en médicaments

traditionnels améliorés.
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ANNEXES

Annexe 1: Matériels de laboratoire et leurs utilisations

1. LES VERRERIES

Il sert a préparer les milieux de culty

ainsi que les suspensions meres.

Elle permet de mesurer avec précisiorn

volume d’un liquide.

Boites de Pétri

Elles sont utilisées pour la culture des

microorganismes.




Tubes a essai

lIs sont nécessaires pour la prépara
des dilutions ainsi que des cultur
microbiennes.

Pipettes graduées

[ion

es

Elles servent a prélever avec exactitude

le

volume d’un liquide.




2. LES PETITS MATERIELS

Vortex

Il permet d’homogénéiser le contenu

d’'un tube a essai

Plaque chauffante

Elle est utile pour le chauffage et

I'agitation des milieux de culture

Balance de précision

Elle sert a peser les milieux de cultu
les réactifs, ainsi que les échantillons

maniére précise.

de



Anse d’ensemencement

Elle est utilisée pour le prélevement (¢

microorganismes ou de I'inoculum

les




3. LES GROS MATERIELS

Etuve

Il assure la stérilisation des verrer
mais également l'incubation des cultu

des microorganismes.

es

(€S

Elle permet d’effectuer le
manipulations  microbiologiques ¢

maniére aseptique

Autoclave

le

Il sert & stériliser par la chaleur humide

des milieux de culture ou de ['ed
distillée.




Annexe 2: Certaines manipulations de I'échantillon

Mélange de la poudre avec de I'eau distillé

1%

Homogénéisation

Extrait brut deCrassocephalum rubens

Préparation de I'antibiogramme
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Annexe 3: Composition des différents milieux de culture

Milieu de Mueller Hunton

Infusion de viande de bceuf déshydraté
Hydrolysat acide de CaS@iNe ..........coooi ittt e e e e

AMIAON A MATS. .. et e e e e e e e e e e e

pH=7,4

Milieu Hektoen

Protéase peptone.............c.cceevneen.
LacCtoSe. ... oo
Y= 1o T =P
Fuschine acide..........covoiiiii

Chlorure de SOIUM . .. ..o e e e e e e e e e

Milieu Slanetz

=T 010 T
GlIUCOSE.....o i
ACIAE 08 SOUIUM ... ..ttt it e e e e e e e e e e e e
TTC triphenyltetrazolium........ ..o e

Hydrognéophosphate de sodium ... e

vtirrrn.0,08g

.50
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ABSTRACT

The antibacterial activity of the aqueous extract hot of the plaGrassocephalum rubens
(ASTERACEAE) was tested on the growth of 4 bactes#lains Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Bacillus cereus and Pseudomonas aerugihesextract contains
molecules phenolic credits alkaloids, quinones, tannins, triterpenes, saponins and compounds
with an absence of flavonoides and steroids. The method of the discs on solid medium was
adopted, with the use of antibiotics. According to our investigations and the data of the
literature, this plant is used in traditional medicine for the treatment of the diarrheal diseases.
These microbiological tests revealed that the extract inhibits the groviabcberichia coli,
Staphylococcus aureus, Bacillus cereus and Pseudomonas aerudihesdiameters of the
halation of inhibition vary from10with16mm.

Keywords: antibiogramme, antibacterial activity, antibiotic, aqueous extract,
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