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Evaluation du pouvoir biocides des extraits foliaires de Cleome arabica L.

(Capparidaceae)

Résume :

Les résultats de notre étude de 1’activité biologique des extraits aqueux de la partie aérien
de Cleome arabica L. (Capparidaceae) plante de Sahara septentrional récolté dans la région de
Ghardaia chez des larves du troisieme stade qu’est les larves Culex pipiens révelent une activité
larvicide, une mortalité totale pour tous les concentrations 100%, 90%, 80%, 70%, 60%, 50%, 40%
et 30% ; et une mortalit¢ d’ordre 90% pour les deux faibles concentration 20% et 10%. La dose
létale 50 évaluée étant de 0,05191mg /ml. L’extrait aqueux a été testé in vitro par la méthode de
diffusion a partir d’un disque solide, pour leur pouvoir inhibiteur, vis-a-vis de quelques souches
microbienne Staphylococcus sp., Pseudomonas, Escherichia coli, Penicellium sp. Candida
albicans. Nous avons révélé des activités antimicrobiennes variables contre les différentes souches

microbiennes testées.

Mots-clés : Cleome arabica, Culex pipiens, extrait, larvicide, antimicrobienne. Sahara

septentrional.



Evaluation of the power of biocidal foliar extracts of Cleome

arabica L. (Capparidaceae)

Abstract :

The results of our study of the biological activity of the agueous extracts of the air part
of Cleome arabica L. (Capparidaceae) plantof northern Sahara crop in the region of
Ghardaia among larvae of the third stage and larvae Culex pipiens reveal an activity larvicide, total
mortality for all concentrations 100 %, 90 %, 80 %, 70 %, 60 %, 50 %, 40% and 30 %; and
mortality of order 90% for the two low concentration 20% and 10 %. The lethal dose 50 evaluated
because of 0.05191mg /ml . The aqueous extract was tested in vitro by the method of dissemination
from a solid disc, for their power inhibitor, screw-to-screws a few microbial
strains Staphylococcus sp., Pseudomonas , Escherichia coli, Penicellium sp. Candida albicans. We

have revealed the antimicrobial activities variables against different microbial strains tested.

Keywords : Cleome arabica, Culex pipiens, extract, larvicide, antimicrobial. Northern Sahara.
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Introduction

Introduction

Les biocides sont inorganiques ou organiques synthétiqgues molécules utilisées pour
désinfecter, stériliser ou stériliser les objets et les surfaces, et de préserver les matériaux ou les
procédés microbiologiques de dégradation dégrader (CHAPMAN, 2003). Les biocides sont des
substances actives, ou des préparations contenant une ou plusieurs substances actives, destinées a
détruire, repousser ou rendre inoffensifs les organismes nuisibles, a en prévenir 1’action ou a les
combattre par une action chimique ou biologique. On distingue les substances actives biocides et les
produits biocides (M.E.D.D.E., 2012).

Un produit biocide est défini comme un produit « contenant des substances actives ou
préparations destinées a détruire, repousser ou rendre inoffensif les organismes nuisibles, a en
prévenir l'action ou a les combattre de toute autre maniére par une action chimique ou biologique »
(art. 2 de la directive 89/8/CE )

Les produits biocides sont des substances actives et les préparations contenant une ou
plusieurs substances actives qui sont destinées a détruire, repousser ou rendre inoffensifs les

organismes nuisibles, a en prévenir 1’action ou a les combattre de toute autre maniére, par une
action chimigue ou biologique (REGNAULT-ROGER, 2014) .

Les produits biocides sont nécessaires pour lutter contre les organismes nuisibles pour la
santé humaine ou animale et les organismes qui endommagent les matériaux naturels ou
manufactures. Les produits biocides peuvent cependant faire peser des risques divers sur les étres
humains, les animaux et 1’environnement, en raison de leurs propriétés intrinséques et des usages

qui y sont associés ( J.0.U.E., 2012).

Au sens de la récente directive de la commission européenne 98/8/CE concernant la mise sur
le marché des biocides, on entend par biocides, les substances actives ou les préparations contenant
une ou plusieurs substances actives, destinées a détruire, repousser ou rendre inoffensifs les
organismes nuisibles, a en prévenir 1’action ou a les combattre de toute autre manicre, par une

action chimigue ou biologique (GRANIER et al., 2001).

Plusieurs facteurs affectent activité biocide, notamment concentration, période de contact, le
pH, la température, la présence de matériel interfére, et les types, les chiffres, I'emplacement et I'état
de micro-organismes (RUSSELL, 2003).
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Actuellement, plusieurs questions sont soulevées concernant la sécurité des produits
chimiques synthétiques utilisés en médecine ou dans 1’industrie alimentaire. L’usage excessif
d’agents antibactériens chimiques dans la médication humaine ainsi que dans 1’¢levage animal

conduit a I’apparition de souches bactériennes résistantes (YAKHLEF, 2011).

Les extraits bruts des plantes commencent & avoir beaucoup d’intérét comme source
potentielle de molécules naturelles bioactives. Ils font 1’objet d’étude pour leur éventuelle
utilisation comme alternative pour le traitement des maladies infectieuses et pour la protection des
aliments contre 1’oxydation (YAKHLEF, 2011).

L'isolement et la caractérisation des composés marqueurs a partir de plantes médicinales
sont I'un des domaines les plus importants de la recherche (LADHARI et al., 2013 b).

Au cours des dernieres années, les efforts ont été dirigé vers I'utilisation d’extraits de
plantes afin de fournir des alternatives aux insecticides synthétiqgues. Comme le résultat
d'interactions avec les insectes, les plantes synthétisent une large gamme de différents composés
chimiques appelés métabolites secondaires, tels que les alcaloides, les polyphénols, terpenoids, des
stéroides, des huiles essentielles , les lignanes, sucres, acides gras et pour protéger les plantes contre
insectes. La majorité des produits commercialement les insecticides botaniques utilisent les effets
des métabolites végétaux qu’ont toxicité aigué ou chronique pour les insectes (LADHARI et al.,
2013a).

Plus de 2000 especes de plantes sont connus pour posséder certaines activités insecticides,
par contenant soit antifeedant, insectifuge, insecticides ou composés qui permettent au extrait brut
de matériel végétal, ou un extrait compose actif, de protéger produits stockés (KRISHNAPPA et
ELUMALAI 2013; LADHARI et al., 2013 a). En plus les substances naturelles qui présentent un
large spectre d’action en pharmacologie, comme bactéricides, fongicides, acaricides, etc., peuvent

aussi étre utilisées comme insecticides de remplacement (AOUINTY et al., 2006).

De nombreux composés ont été identifiés a partir de nombreuses especes de plantes, avec
les plus prometteuses pour les insectes venant des familles , Méliacées, Rutacée, Annonacee,

Astéracées, Labiacées, Solanacées et Pipéracée (LADHARI et al., 2013 a).

Cleome (L. ) de la famille Capparidaceae est un vaste genre, avec 150 espéces dans les pays
tropicaux et subtropicaux (BOTANICA, 2003). Certaines especes de Cleome possede de

remarquables activités biologiques, tels que antimicrobien, anti-diabétique,
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antinociceptive, antipyrétigue (ELKHAWAGA et al., 2010), analgésique, anti-inflammatoire
(PARIMALADEVI et al. , 2003 ; ALBARELLO et al., 2006), Anticancéreux (BALA et al., 2010),
antimicrobiens (ATIQUR RAHMAN et al., 2004), hypoglycémique (EL-ASKARY, 2005),
rhumatisme, antioxydant, antinéoplasiques (NORMA et al., 2006), activité insecticides,
insectifuge, antifeedant et un effet nématocide (SOMBOON et PIMSAMARN, 2007).

L’espéce Cleome arabica L. (Brassicales: Capparidaceae), est endémique du Sahara
septentrional (CHAHMA, 2006). Il a été utiliseé en médecine populaire dans le traitement de la gale
et I'inflammation, douleurs rhumatismales (SCHMELZER et GURIB-FAKIM, 2013), pour soulager
la douleur, traite des maux de téte, les nausées , gastralgies , vomissements et les coliques (TLIG et
al., 2012), comme diurétique (OULD EL HADJ et al., 2003), activités cytotoxiques (NAGAYA et
al., 1997), larvicide (KEMASSI et al., 2011), antioxydant (NAGAYA et al., 1997 ; LADHARI et
al., 2013), antimicrobien, antifongiques (TAKHI et al., 2011), insecticides (LADHARI et al..
2013),

L'objectif de cet travail est d’étude la toxicitt de Cleome arabica L. especes
(Capparidaceae), par déterminé l'activité potentielle de 1’extraits organiques et aqueux des différents
concentrations de la plantes étudie sur les larves de Culex pipiens L. (Diptera - Culicidae), c¢’est-a-

dire I’effet larvicide et insecticide.

Le deuxieme but de cette étude est évaluer 1’activité antimicrobienne (antibactérienne et
antifongiques) de 1’extrait brut et les différents doses sur de type de leveur, un champignon et des

especes bactériennes.

Ce travail ce divisé en deux parties la premiére partie concerne étude de 1’effet larvicide
des extraits Cleome arabica L. La deuxieme partie est pour but I’étude 1’effet antimicrobienne de

ces extraits. Le travail ce termine avec une conclusion et des perspectives.
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I’effet larvicide de
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Chapitre I.- Matériel et Méthodes

Les bioinsecticides peuvent se définir au sens large comme des pesticides d’origine
biologique, ¢’est-a-dire, organismes vivants ou substances d’origine naturelle synthétisée par ces
derniers, et plus généralement tout produit de protection des plantes qui n’est pas issu de la
chimie. Sous ce vocable, les biopesticides comprennent les agents de contrdle des insectes
(auxiliaires) comme les arthropodes entomophages (ex. Trichrogammes), les champignons
hyphomycétes pathogenes pour les Iépidoptéres ou coléoptéres (ex. Beauvaria), les baculovirus
responsables des polyédroses nucléaires (NPV) ou des granuloses (GV) chez les Iépidopteres, les
bactéries (Bacillus), etc... , les insecticides d’origine végétale et les molécules de synthése
biologique (phéromones, molécules allélochimiques). Par contre la majorité des entomologistes
exclut systématiquement ces derniers (M.D.D.E.P., 2006 ; SOMBOON et PIMSAMARN, 2007).

Dans cette partie nous s’intéressons 1’évaluation du pouvoir biocide de I’extrait d’une
plante spontané caractérisée par sa toxicité connu au Sahara septentrional (Cleome arabica) sur

le troisiéme stade larvaire de Culex pipiens (Culicidae).

1.2.- Matériels utilisés

1.2.1.- Matériel biologique
1.2.1.1.- Matériel végétale

Cleome arabica L. synonyme de Cleome amblyocarpa Barr. & Murb. et Cleome
africana Botsch. (CHEHMA, 2006), son nom vernaculaire francaise est Cléome d’Arabie, leur
nom vernaculaire Arabe : Mekhinza (MAIZA et al., 1993 ; AAFI et al., 2009), Mnitna, oum
jlajel ( IUCN, 2005), Netil (CHAHMA, 2006), lamhenze (THOUZERY, 2002 ), et leur nom
Tamahitte Ahoiiar (MAIRE, 1933).

Plante herbacée annuelle d’une couleur vert jaunatre (Annexe 1 et 2), a tige tres ramifiée
dressée de 10 a 50 cm (BENCHELAH et al., 2000), glanduleuse, visqueuse et a odeurs fétide
(CHEHMA, 2006). Les feuilles comportent trois folioles (trifoliolées) (BENCHELAH et al.,
2000, CHEHMA, 2006). Les fleurs bisexuées, Les fruit : capsule cylindrique étroite oblongue-

fusiforme (CHEHMA, 2006), Les graines arrondies a réniformes, de 2 mm de diamétre
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(SCHMELZER et GURIB-FAKIM, 2013), revétues de poils aussi longs que le diamétre de
la graine (CHAHMA, 2006).

La plante Cleome arabica L. a été récoltée de la région d’ Oued El-Drin (Ghardaia). La
partie aérienne est nettoyée, séchée a 1’ombre et a température ambiante puis stockée a I’abri de

la lumicre jusqu'a I’utilisation.
1.2.1.1.2.- Choix de la plante

La capacité que posseédent les plantes de se protéger a été réexaminée en détail depuis le
début du siécle en vue d’étre exploitée a des fins agronomiques et dans le domaine de la santé
publique (VERSCHAFFCLT, 1910). Les propriétés insecticides des métabolites d’origine
végétale comme la nicotine, la roténone et le pyréthre sont connues. Certes, I’avénement des
insecticides de synthése a mis en veilleuse les recherches sur les produits naturels d’origine
vegetale. La lutte contre les insectes entre donc dans une nouvelle phase puisque cette approche
«botanique» fournit des moyens de lutte en meilleure harmonie avec I’environnement, moyen

provenant des organismes a protéger eux-mémes.

De nombreuses études notoires accomplis dans ce domaine sont dus en grande partie a la
collaboration étroite des pyrotechniciens, des entomologistes, des chimistes et des toxicologues
(SAXENA, 1988). A cet effet, en se basant sur la liste des plantes toxique citée par
BOUREGAA et BOUZIDE (2011), Cleome arabica L. est retenue par cette étude. Les feuilles
de Cleome arabica en végétation ont été collectées des collines de la région de Metlili durant le

mois de janvier 2014.
1.2.1.2.- Insecte test

Les Culicidae sont responsables de la transmission d’agents pathogénes qu’ils peuvent
inoculer pendant leur repas sanguin. Ils représentent, de ce fait, un véritable probléeme de santé
publique. Parmi ces moustiques, certains sont source de nuisance difficilement supportable.
C’est le cas de Culex pipiens Linné (1758) (Annexe 3), trés répandu dans le monde. Il est
présent en zones tropicales et tempérées (BERCHI et al., 2012). Cette famille est divisée en trois
sous-familles; les Culicinae, Anophelinae et les Toxorhynchetinae et elle regroupe environ 3200
especes réparties sur 37 genres (BOULKENAFET, 2006).
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La position systématique de Culex pipiens est comme suivant :

Régne

Embranche ment
Sous-embranche ment
Classe

Sous-classe

Section

Super ordre

Animal
Arthropodes
Antennates
Insectes
Ptérygotes
Oligonéoptéeres

Mécoptéroides

Ordre Dipteres (Linné, 1758)
Sous-ordre Nématocéres (Latreille, 1825)
Famille Culicidae (Latreille, 1907).
Sous-famille Anophelinae

Genre Culex (Linné, 1758)

Espece Culex pipiens (Linné, 1758)

Les larves de Culex pipiens se retrouvent dans les gites les plus divers des milieux urbain
et périurbain, plus particulierement ceux riches en matiéres organiques. Culex pipiens L. est une
espece qui se reproduit dans des habitats naturels et artificiels de différentes tailles. Sa capacité a
s’adapter a tous les biotopes lui permet d’étre vecteur de plusieurs agents pathogenes

responsables de maladies infectieuses parfois mortelles (BERCHI et al., 2012).

Les especes du genre Culex transmettent des maladies parasitaires telles la filariose et la
fievre jaune (AOUINTY, 2006), VirusWest Nile, Virus de la fievre de la Vallée du Rift, Virus de
I’encéphalite de Saint-Louis, Dirofilaria immitis, Wuchereria bancrofti (BASSETTIL, 2009). En
Algérie, Culex pipiens est le moustique qui présente le plus d’intérét en raison de son abondance
et sa nuisance réelle dans les zones urbaines, son développement dans certaines régions est
continu pendant toute 1’année (SOLTANI et al., 1999; BERCHI, 2000).

La vie du moustique est composée de 3 stades distincts: les stades larvaire, nymphal (tous
deux aquatiques) et le stade adulte (aérien). Le stade larvaire est compose de 4 étapes différentes
(nommées simplement stade 1, 2, 3 et 4), sépares par 4 mues successives. La durée du stade
larvaire dépend de conditions environnementales dont la température et les ressources

alimentaires (Annexe 4). Aprés une 4° mue larvaire, la larve de 4° stade donne naissance a une
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nymphe (Imago imparfait). Aprés quelques jours selon les conditions de 1’environnement, une

mue nymphale va avoir lieu et conduit a I’imago parfait aérien (BOYER, 2006).

1.2.1.1.1.- Elevage de I’insecte

L’¢élevage de I’insecte est maintenu dans les conditions naturelles de la commune de
Ghardaia. Dans des récipients de 10 litres capacité remplis d’eau de robinier 1’élevage est

maintenu. La souche utilisée, c’est une souche locale commune a cette région.

Les récipients d’eau sont placés dans des zones urbaines a cote de la végétation. D’une
facon volontaire, les femelles vont déposer leurs ceufs dans ces réceptions. Pour avoir
suffisamment des larves de moustique, 3 récipients sont préparés est déposés 1’un a coté de
I’autres. L’¢levage en pleine champs est commencé dés le mois de février 2014. Il est maintenu

jusqu’a la fin des travaux expérimentaux.
1.2.- Matériels et produits utilisé au laboratoire
1.2.1.- Préparation des extraits aqueux

Les extraits aqueux sont obtenus par solubilisation des fractions actives dans de 1’eau

distillée et de méthanol, le type d’extraction choisie c’est une extraction par reflux.

La partie aérienne de la plante test est rincée a 1’eau, est laissée séchée pendant 15 jours a
I’air libre et dans la température ambiante. Apres le séchage, elles seront broyées jusqu’a sa
réduction en poudre et conservées. 100 grammes de la poudre végétale est misent dans un ballon
de 500 ml capacité avec suffisamment de la solution aqueuse de méthanol (2/3 de méthanol et
1/3 d'eau distillée). Le ballon est surmonté par un réfrigérant permettant la condensation des
fractions volatiles organiques lors d’extraction. Le mélange est porté a ébullition a 50°C pendant
6 heures (photo 1). L'homogénat est refroidi et filtré a 1'aide d’un papier filtre, puis stocke dans
un flacon a lambre. Pour éliminer le méthanol, le filtrat est soumis a une évaporation sous vide a
1’aide d’un rotor vapor (photo 2). Le produit obtenu, est un extrait aqueux qui servira par la suite

aux tests biologiques.
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Le sortie d’eau

. Refrigerant
Pince eirigera
Lentrie d’eau
Ballon .
Recepions
de 500 ml rempli
d'eau froide

Chauffe ballon

Photo 1 : Dispositif d'extractions des principes actifs par reflux (originale).

Vanne de
fermeture

4 Réfrigérant

Sortie )
d’eau Entrée
d’eau
Ballon
rotatif
Ballon de otat
récupération
Bain
marin

Photo 2: Rotor vapor de type Heidolph (originale).
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1.2.2.- Constitution des lots expérimentaux

Pour la présente étude, deuze (12) lots sont constitués, dont deux lots témoins et dix lots
pour les traitements. Chaque lot constitué est caractérisé par une concentration en extrait végétal
Cleome arabica L ou témoin. Les concentrations en extraits choisies sont I’extrait a 100%, 90%
80%, 70%, 60%, 50%),40%,30%, 20% et a 10%. Pour chaque lot, trois répétitions sont réalisées
(3 gobelets transparents) (Photo 3).

Photo 3: Flacons contenants 1’extraits aqueux de Cleome arabica a différentes
concentrations (originale)

*Extraction par reflux
*2/3 de méthanol et 1/3 d'eau distillée

i *50°C pendant 6 heures
v

R A »filtration_

v v
__________________ I L |
' Résidu végétal sec ' : Filtrat :
__________________ 1 U |
_________ LN v
1 | pEEEEEEEEEEEEEEEEEs .
! Jeté ' | Evaporation de | *55°C (la
e e o e - ——— 1 | 3 !

| méthanol 2 heure)
v

Figure 1 : Schéma de préparation de 1’extrait aqueux du C. arabica L.
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1.3.- Test biologique

L’étude de la toxicité concerne ’extrait aqueux de Cleome arabica L. récoltées au Sahara
septentrional Est algérien sur les larves de 3° stade du moustique Culex pipiens. Dix (10) larves
de 3° stade sont misent dans un gobelet plastique transparent avec 100 ml de la solution de milieu

de culture, pour lequel en rajoute de 4 ml d’extrait végétal ou témoin (figure 2).

L’expérimentation est suivie durant 6 jours en notant quotidiennement le nombre des

larves qui mortes et toutes observations jugées utiles et distinctives.

4 ml pour chaque concentration

10 larves dans 100 ml de
milieu de culture

Figure 2 : Réalisation des tests biologiques
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1.3.1.-Exploitation des résultats

Pour notre étude, trois parametres sont étudiées dont: le taux de la mortalité, le temps de

mortalité 50 (TLs) et les concentrations d’efficacité CEsgy et CEgy.
1.3.1.1. Taux de mortalité

La mortalité est le premier critére de jugement de 1’efficacité d’un traitement chimique ou
biologique. Le pourcentage de la mortalité observée chez les larves de 3° stade témoins et traités,

est estimé en appliquant la formule suivante:

Mortalité observée = [Nombre de morts/Nombre total des individus] x 100

(OULD EL HADJ et al., 2006)
1.3.1.2. Temps de mortalité

Le temps létal 50 (TLsp), correspond au temps nécessaire pour que 50% des individus
d’une population morte suite a un traitement par une substance quelconque. Il est calculé a partir
de la droite de régression des probits correspondants au pourcentage de la mortalité corrigée en
fonction des logarithmes du temps de traitement. Il a utilisé, la formule de SCHNEIDER et la
table des probits (RAMADE, 2007).

Formule de SCHNEIDER:

MC = [M2-M1/100-M1] x 100
- MC :% de mortalité corrigée;

- M2 : % de mortalité dans la population traitée;
- M1 : % de mortalité dans la population témoin (LAZAR, 1968).

11
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1.3.1.3. Concentration d’efficacité CEs

Les lettres CE désignent la «concentration d’efficacité» ; la CEsy est la quantité d'une
matiére, administrée en une seule fois, qui cause la mort de 50% (la moitié) d'un groupe traité.
La CEg est une fagon de mesurer le potentiel toxique a court terme (toxicité aigué) d'une
matiere. Pour les tests avec dilutions, le pourcentage de mortalité pour I'ensemble des larves de
chacune des concentrations est utilisé pour le calcul de la CEsy. La CEsj est estimée selon la

méthode des probits .
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Lots témoin Lots traitements
1 ] 10 concentrations
— - Extrait , )
Eau distillé ou larvicide d’extrait
\ $
l 100 ml de milieu de
culture + + 10 larves + | 4 ml extrait
e
100 ml de milieu de - de3'stade
culture + 4 ml d'eau A
distillé + 10 larves 7z N\
100% 90% 80% 70% 60% 50% 40% 30% 20% 10%
AL

' \

Y e
Pour chaque concentration 03 répétition

Suivi durant 06 jours

Figure 3 : Dispositif expérimental de 1’étude
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Chapitre 11.- Résultats et Discussion

Chapitre I1.- Résultats et Discussion

I1.1.-Action sur la mortalité

La figure 4 représente le taux de la mortalité cumulée noté dans les différents lots
expérimentaux (tableau 3). Il apparait une variation de taux de mortalité entre les lots traités par

déférentes concentration testés soit 100% ,90%, 80%, 70% ,60%,50%,40% ,30%,20% et10% par
rapport au témoins.

Mortalité cumulée %6
S
S S 8 S =
o o <
N I e
_{_.-_—_,<_J,—,_-_L_—_,._ e
" \~
i
N
(a)

Lots expérimentaux

Figure 4 : Effet de I’extrait aqueux de Cleome arabica sur les larves de troisieme Culex pipiens

Les résultats indiquent une bonne activité larvicide sur Culex pipiens, traduite par des taux

de mortalité élevés pour toutes les doses utilisées. Leur activité est progressive ; nous enregistrons
14
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une augmentation de la mortalité au sien d’avancement de temps d’exposition, le taux de mortalité
maximale atteindre 100 % pour les doses les plus élevées. Alors pour les faible concentration 20%
et 10%, on a enregistré un mortalité de 90%, le 10% de larves sont évolués a des nymphe ou des
adultes.

En 1988, Yang et Tang ont passé en revue plantes utilisées pour les insectes ravageurs de
contr6le et ont constaté qu'il existait un lien tres fort entre les médicaments et les pesticides des
plantes, suggérant la possibilité que C. arabica peuvent également étre utiles comme activité
insecticide (LADHARI et al.. 2013 a).

D’apres JACOBSON (1989), plus de 2 000 especes végétales possédant une activité
insecticide sont déja identifiées, plante riche en polyphénols s’est révélée étre douée de propriétés
toxiques importantes vis-a-vis des larves des moustiques Culex pipiens, Aedes aegypti et A
albotropus (DAVID et al., 2000; APARADH, 2012).

SAXENA et al. (1992) ont testés quatre extraits de plantes a montré antihormone juvénile
contre les moustiques dans l'acétone extraits de Ageratum conyzoides L., Cleome icosandra,
Tagetes erectes et Tridax procumbens. lls ont observé des anti-propriété mineurs contre les
moustiques uniquement dans Ageratum L., Cleome tridax et extraits. Perte de fécondité a éte
observée dans les traités les moustiques mais aucune solution stérilisante effets pourrait étre
enregistré. Adultes, obtenues a partir de larves exposés aux extraits de plantes produites
significativement plus courte des ceufs de radeaux que dans le contrle (APARADH et al., 2012).

Autre étude sur larvicides de Culex pipiens, les travaux de SINGH et al. (2001) sur 1’extrait
de Solanum nigrum par [I'éthanol a montré activité larvicides vis-a-vis les larves
d'Aedes caspius et Culex pipiens (ABDUL RAHUMAN et al., 2009).

Dans des travaux encore plus récents, les propriétés insecticides de certaines plantes ont été
testées sur les larves d’insectes. Nous citons a cet effet, les travaux de JANG et al. (2002 a) sur A.
aegypti et C. pipiens en testant 1’activit¢ larvicide de certaines légumineuses et les travaux
d’ALAOUI (2002) dans lesquels la toxicit¢é de Mentha pulegium (Labiée) a été confirmée sur des
larves de culicidés. L’activité larvicide des extraits de plantes médicinales aromatiques a aussi été
confirmée dans les travaux de JANG et al. (2002 b). Par ailleurs, la protection des cultures contre
les ravageurs par des extraits végétaux a éte étudiée aussi bien sur des larves de lépidopteres (LEE
et al., 2002) que sur des larves d’acridiens (BARBOUCHE et al., 2001; AOUINTY et al., 2006).

STEPHAN et al. (2001) ont étudié nématocides activité de certaines especes Cleome. Ils ont
signalé toxicité du pétrole brut extrait de différentes plantes y compris par la toxicité de
Cleome contre les ceufs de Meloidogyne javanica, un nématode cécidogene du et a constaté que le
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pré-plantation demande de Cleome extraits a entrainé une importante réduction de la racine et a une
meilleure croissance des plantes (APARADH et al., 2012).

Des études similaires réalisées par SOMBOON ET PIMSAMARN en 2007, ont indiqué la
possibilité de I'utilisation de plantes indigenes telles que Cleome gynandra (L.) Brig., Cleome
chelidonii L., Cleome viscosa L. comme agents de contrdle des insectes pour une utilisation sdre
dans la protection des céréales stockées. C. viscosa a éteé fortement inhibé la ponte de ces insectes
Sitophilus oryzae L. Basé sur cette observation, les feuilles et les tiges de cette plante ont été
extraites et évaluées pour activités biologiques pour contre les insectes ravageurs.

UPADHYAY et al. (2007) ont isolé les huiles essentielles de Cleome gynandra et étudiés
pour leurs activité insecticides, une ponte a déja été observée inhibitrices et insectifuge activité et
que ces huiles essentielles pourraient étre utilisés pour le contréle des ravageurs de stockage et sont
tres sars.

ABDUL RAHUMAN et al. (2009) ont trouvés que les larves d'Aedes aegypti et Culex
quinquefasciatus avec de I'éthanol et extrait aqueux des grains de Pongamia glabra ont
sensiblement augmenté la mortalité larvaire et période de développement proportionnellement avec
I'augmentation des concentrations de I'extrait.

Certaines espéces dont Cleome hirta L., sont utilisées comme pesticides a des fins
agronomiques (KEMASSI et al., 2012).

Les résultats de LADHARI et al., 2013 (a) suggerent que la présence d'anti-alimentation
et/ou des substances toxiques dans les extraits qui peut étre utile pour développer des
bioinsecticides a base de C. arabica extraits pour une utilisation dans la lutte intégrée contre les

ravageurs de noctuelle et autres ravageurs agricoles.
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Tableau 1 : Taux de mortalité cumulé chez les larves de troisiéme stade (Ls) culex pipiens traités par 1’extrait aqueux de Cleome arabica

Temps >(h)
0.5 1 2 4 8 24 48 72 96 120
T+ | 16,67+2,89 | 50,00 +- | 66,67+2,89 | 83,33+,89 | 83,33+2,89 | 83,33+2,89 | 93,33+1,15 | 96,67+0,58 | 96,67 +0,58 100 + -
g T- 0+0 0+0 0£0 0+0 10£1 101 101 16,67 £1,15 201 201
‘g 100 | 3,33+0,58 | 6,67+0,58 | 6,67+0,58 | 46,67+3,51 | 53,33 + 4,51 90 +1,73 100 + - 100 + - 100 * - 100 * -
(5]
E 90 0+0 0+0 3,33+0,58 | 26,67+2,52 | 93,33 £1,15 1000 100+0 1000 100+0 100+0
% z 80 0+0 0+0 23,33+ 4,04 | 26,67+ 3,79 | 73,33+ 4,62 90+1,73 96,67 £ 0,58 100 + - 100 + - 100 + -
g 5 g 70 0+0 0+0 33,33+£4,04 | 46,67+ 4,62 | 46,67+4,62 | 73,33+2,52 | 86,67+ 1,53 1000 100+0 100+0
;:‘; ng g 60 0+0 0+0 10+1 13,33+ 0,58 | 63,33+4,04 90+ 1,73 96,67 £ 0,58 | 96,67+ 0,58 100£0 100+0
o
% g N 50 0+0 0+0 33,33+5,77 | 46,67 +,62 | 46,67+ 4,62 | 63,33+4,04 | 86,67 +1,53 | 96,67+ 0,58 100 + - 100 + -
<
g 40 040 0+0 3,33 +0,58 | 26,67+3,79 705,20 93,33 £1,15 | 96,67+0,58 96,67+0,58 100+0 100+0
:qé 30 040 0+0 040 50+4,36 76,67 £4,04 80+3,46 100+0 1000 100+0 100+0
x
§ 20 0+0 6,67+1,15 | 6,67+1,15 20+1,73 66,67 £2,89 70+2,65 76,67 £2,08 | 83,33+1,53 90+1,73 90+1,73
10 0+0 0+0 0+0 20+2,65 40+1,73 53,33 £1,15 | 63,3310,58 73,33%1,53 90+1 90+1
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11.2.- Cinétique de la mortalité journaliere chez les larves de troisieme stade (L3)
de Culex pipiens traité par 'extrait aqueux de Cleome arabica

La figure 5 représente 1’effet de I’extrait aqueux de C. arabica sur les larves de troisiéme
stade (Culex pipiens). L’étude a été réalisée dans les conditions naturelles, ou 10 concentrations et
deux témoins négative est I’eau distille et un t€émoins positif un larvicide sont choisies avec une
période de suivi de cing (5) jours. Le suivi de taux de mortalité a commencé des la 30 minute
juste apres le traitement. Les résultats montrent un taux de mortalité de plus de 50 % des huit heures
premiers pour les concentrations 100%, 90%, 80%, 70%, 60% et 50%, une mortalit¢ de > 90% est
noté au niveau des lots traités par I’extrait & concentrations de 100%, 90% et 80% et 70%, 60%,
50% durant la premiére jours. Alors que les concentrations 60%, 50%, 40%, 30% sont enregistrés
par un taux supérieur de > 87 % et > 80 % respectivement. Une mortalité totale été signe au
premiére jour pour les concentration de 100% et 90%, 80%, 70%, 60%, 50%,

A la fin de cette expérience (5 jours apres traitement), les résultats obtenus sont un taux
maximal (100%) pour les concentrations 100% et 90%, 80%, 70%, 60%, 50%, 40% et 30% et un

taux de 90% pour les deux concentrations 20% et 10%.

On fait comparé notre résultats par des étude de méme que notre objective, les études de
LADHARI et al. en 2013 (a), sur I’évaluation de 1’effet insecticide des extraits aqueux et organique
(hexane, de chloroforme et méthanol) de Cleome arabica L. vis-a-vis les larves du coton
noctuelle, Spodoptera littoralis (Boisduval). Il on trouvés que C. arabica a une effet importante sur
les larves S. littoralis, I’extrait préparé par le méthanol a été le plus actif. AOUINTY (2006), en
étude 1’effet toxique d’extrait aqueux des feuilles des ricins (Ricinus communis) sur les larves des
moustiques (Aedes) ; rapporte que les larves traitées par I’extrait de la partie foliaire de cette plante

présente un taux de mortalité de 100% pendant 24 heures.
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Figure 5 : Cinétique de la mortalité journaliére chez les larves du troisieme (Culex pipiens) traité par 1’extrait aqueux de Cleome arabica
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11.3.-Temps létal 50 (TLso) et 90 (TLgo) de extrait foliaire de Cleome arabica

Les calculs de temps létal 50% (TLsy) ont été effectués en dressant la droite de régression
des probits correspondants aux pourcentages des mortalités corrigées en fonction des logarithmes
des temps de traitement au moyen de la régression (Excel). Les données sont groupées en classe de
temps, dans cette étude en  heurs. Les méthodes d'analyse de survie permettent d'associer la
fréquence et le délai de survie de I'événement étudié qui est la mort des insectes. Le temps qui

s'écoule entre le début du traitement et la date de la derniére observation est étudiée.

A vu des valeurs de la TLsy et TLg (tableau 2) de chaque concentration de 1’extrait aqueux
de C. arabica et le droite de régression des probits en fonction du logarithme du durées de
traitement (Figure 11- A, B, C, D, E, F, G, H, I, J et K), il est noté que la valeur de TLs, et TLgla
plus courte, soit 6,33 heures sont enregistrée chez la dose la plus élevée (100%) suivi par la
concentration de 90 % avec une durée de 11,41 (TLsp). Alors que le taux qui permet de réaliser un
taux de mortalité de 50% des larves Culex pipiens traitées par I’extrait concentré a 10% de Cleome

arabica est plus de 38,33 heures.

En 2010, BECHROUCH et al, ont montré 1’activité larvicides d’huile essentielle de
Pistacia lentiscus (Anacaridaceae) sur Ectomyelois ceratoniae Zeller et Ephestia kuehnilla Zeller
(Lepidopterapuralidae) . Le TLs rapporté varie de 37,4 h par la dose la plus faible (23ml/1 d’air) a
13,3 h pour le plus élevé (68 ml/l d’air) sur E. kuehnilla, alors que E. ceratoniae, il varie de 75,3 a

34,3 heures par les doses les plus faibles et les plus élevés respectivement.
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C) Action de I’extrait (80%) de Cleome arabica dans le temps sur D) Action de I’extrait (70%) de Cleome arabica dans le temps sur les
les larves L;Culex pipiens larves LsCulex pipiens
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Probhit

I) Action de I’extrait (20%) de Cleome arabica dans le temps sur les
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Figure 6 : Relation entre Culex pipiens et les différentes concentrations de 1’extrait aqueux de Cleome arabica et le ttmoin positif en fonction

de temps
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Tableau 2 : Equations des droites de régression, coefficients de régressions et les valeurs de TL s

et TL ¢ évaluées pour I’extrait de Cleome arabica

Equation de régression et

Coefficient

de régression Thso () Tleo ()
T+ y = 0,5854x + 3,8345 R2 = 0,709 1,63 421
100% y = 2,1273x - 0,4882 R2 = 0.9566 6.33 25 37
90% y = 3,4083x - 4,6643 R2 = 08827 1141 2713
80% y = 3,1591x - 4,144 R2 = 0,8898 13.07 33.28
70% y = 3,0104x - 3,849 R2 = 08633 14.49 38,65
60% y = 3,141x - 4,3124 R2 = 0,9095 1537 3933
50% y = 2,9341x - 3,7456 R2 = 0,8688 15.95 43.60
40% y =3,2104x - 4,479 R2 = 0.9281 14.94 37.47
30% y =3,7396x - 6,1418 R2 = 0.9306 1589 35,01
20% y =1,9424x - 1,0524 R2 = 07928 21.76 99,49

10% y =2,8579x - 4,6074 R2=09108 38,33 107,68

I1.4.-Concentration létal 50 (CLso) et 90 (CLgo) de Pextrait foliaire de Cleome

arabica

Dans le but de donner une signification plus logique aux quantités de matiere végétale

solubles dans les extraits aqueux, ces derniers ont été concentrés par évaporation dans une étuve

portée a 40°C pendant 48 h, jusqu’a 1’obtention d’un résidu sec dont la quantité est exprimée en mg.

Cela permet d’exprimer les concentrations létales des résidus secs solubles dans 1’eau en g/ml.
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Tableau 3 : Mortalités corrigée et probits correspondants en fonction de la concentration

de I’extrait appliquée

Concentration en % | concentration en g /ml Log Concentration probit
100% 0.77 2,89 7,614
90% 0,693 284 7,614
80% 0,616 2,79 6,751
70% 0,539 273 7.614
60% 0,462 2,66 7,614
50% 0,385 2.59 6,751
40% 0,308 2.49 7,614
30% 0,231 236 7,614
20% 0,154 219 6,150
10% 0,077 1,89 6,150

Selon le tableau 3, la figure au-dessous représente la relation entre la concentration et le taux
de mortalité corrigé exprimé par le probit :

8 1 y = 1,8388x+2,6376 .o
R®=0,5311 .
6 L 4
o
2 4
O T T T T T 1
0 0,5 1 15 2 25 3

Log concentration

Figure 7 : Relation concentration-activité larvicide de I’extrait aqueux

de Cleome arabica

Les résultats de CLsy et CLgy sont répertoriée dans le tableau 6 qui sont déterminé par le
graphe (figure 7).
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Tableau 3 : Equations des droites de régression, coefficients de régressions et les valeurs de CL g

et CL g évaluées pour 1’extrait de Cleome arabica

Concentration létal (mg /ml)

Equation de régression et coefficients Cls, Cls,

de régressions

y =1,8388x + 2,6376 0,05191 0,010425
Rz =0,5311

Les CLs, et ClLg calculées pour des larves du troisieme stade (L3) de 1’espéce Culex
pipiens ; ont montré que une dose de 0,052 mg/ml admet un taux de mortalité de 50% des larves de

méme espéce et une quantité de 0,0010 mg/ml réalisé un taux de 90%.

Dans ce méme axe s’inscrivent plusieurs travaux comme ceux de les travaux de SOMBOON
et PIMSAMARN en 2006, trouvent que tous les Cleome sp. les extraits méthanolique étaient
toxiques pour adultes de S. oryzae. Le test des insectes ont été sensibles a la toxicité de la C.
viscosa, suivie par C. gynandra et C. chelidonii. En outre, C. viscosa extrait également augmenté la
mortalité des insectes. Concernent la toxicite des extraits de plantes ont été observées par
concentration létale médiane (CL50) a 72 h apres le traitement. Les résultats d'une solution des
extraits méthanolique de C. gynandra, C. chelidonii et C. viscosa. les valeurs CL50 étaient
988,1111 et 198 ppm, respectivement. Les valeurs CL50 C. viscosa a montré plus toxique que
C.gynandra et C. chelidonii. En outre, I'extrait a également un effet nématocide fort avec un
pourcentage de la valeur de 72,69 pour la plante, parasitaires nématode Meloidogyne incognita
Chitwood; cependant, I'extrait perde de sa force de subfractionation. Ces résultats indiquent que le
polar extrait (méthanol) causé la accroissement toxicité par contact application. Toutefois, C. viscosa
extrait a causé un pourcentage réduit de ponte des ceufs et des adultes.

TRABOULSI et al. (2002) ont démontré 1’activité insecticide de quatre plantes médicinales
récoltees au Liban (Myrtus communis L., Lavandula stoechas L., Origanum syriacum L. et
Mentha microphylla K. Koch) sur les larves de Culex pipiens molestus Forskal. Les CL50 obtenues
étaient comprises entre 16 a 89 mg/l. Des composés phénoliques tels que le carvacrol (61,0 %) et le
thymol (21,8 %) étaient quantitativement les plus importants dans I’essence de O. syriacum, un des
¢échantillons les plus actifs (CL50 = 36 mg/l). L’évaluation de 1’activité larvicide de ces composés

dans les mémes conditions a démontré que le thymol (CL50 = 36,0 mg/l) et le carvacrol (CL50 =
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37,6 mg/l) étaient trés certainement a 1’origine de cette activitét (TCHOUMBOUGNANG et al.,
2009).

L’étude de TCHOUMBOUGNANG et al. (2009), sur 1’extraction des huiles essenticlles de
quatre plantes cultivées au Cameroun, a leur analyse chimique et a 1’évaluation de leur potentiel
larvicide sur A. gambiae. Tous les échantillons ont montré une activité intéressante sur des larves
au stade 4, 1’essence de lemongrass étant 1’échantillon le plus efficace, avec une CL50 de 18,0
0,7 ppm. Cette espece aromatique étant tres couramment rencontrée et utilisée traditionnellement
sur le continent africain, ce résultat ouvre des perspectives intéressantes pour son application dans
la production des biocides. Ils ont envisagés de poursuivre cette étude afin de préciser la nature du
(ou des) composé(s) responsable(s) de cette activité par un fractionnement mené en paralléle avec

les tests biologiques.

Il est évident par les travaux de ABDUL RAHUMAN et al. (2009) que tous les extraits a
montré stable et faible effets larvicides; cependant, la plus grande mortalité larvaire a été trouve
dans la tige, 1’écorce I'eau chaude, de l'acétone, méthanol et extraits de Cedrus
deodara (LC50=133,85, 141,60 , et 95,19 ppm, LC90= 583,14 , 624,19 , 639,99 et ppm) des lames
et lI'eau chaude, de I'acétone, le chloroforme et le méthanol extraits de Nicotiana tabacum
(LC50=76,27 , 163,81 , 83,38 , et 105,85 ppm, LC90 =334,72 , 627,38 , 709,51 , 524,39 et ppm) Vis
a vis les larves de Culex quinquefasciatus, respectivement. Les valeurs de mortalité étaient
sensiblement plus élevés que les valeurs de contr6le. En fonction de la sélection préliminaire
résultats, 100% mortalité larvaire obtenu seul pour 1’extraits brut. La présente observation a montré
que tous les extraits a montré toxicité stable et significative, tandis que les souches de écorce I'eau
chaude, de I'acétone, méthanol et extraits de Cedrus deodara et les lames d'eau chaude, de I'acétone,
le chloroforme et le méthanol extraits de Nicotiana tabacum causé 100% de mortalité contre les

larves de C. quinquefasciatus de 24 ha 1 000 ppm.

L’¢étude de KRISHNAPPA et ELUMALAI (2013) sur la toxicité¢ du solvant différentes
brut extraits de Basella rubra et Cleome viscosa ont été testés contre les larves d' Aedes aegypti.
Les donnees ont été enregistrées et des données statistiques allant CL50, LC90, LCL, UCL ont été
calculés. Les extraits benzene de feuilles de Cleome viscosa ont des effet larvicides efficace et

I' extrait methanolique était moins efficace avec les valeurs CL50 allant de 82,43 & 123,34 ppm.

RAHUMAN et al. (2007) ont testé des extraits d’écorce et de feuilles de J. curcas sur
Aedes aegypti et Culex quinquefasciatus (Diptera: Culicidae). lls ont réalisé des extraits de

27



Chapitre 11.- Résultats et Discussion

plantes a I’aide d’acétate de méthyle, de butanol et d’éther de pétrole. Aprés 24h, [’extrait de
Jatropha dilué dans 1’éther de pétrole est le seul a avoir euune efficacité notable sur les deux
especes étudiées. Les DL50 et DL90 mesurées sont respectivement de 8,79 et 35,39 ppm pour
A.aegypti etde 11,34 et 46,52 ppm pour C. quinquefasciatus (ABDOUL HABOU et al., 2013).

Les études de SAHREEN et al. (2010); XIA et al. (2010) et BOUZID et al. (2011)
montrent que le méthanol et 1’eau ainsi que leur mélange a différents ratios sont les solvants les
plus utilisés pour une haute récupération de composés phénoliques (BENBRINIS, 2012). Ces deux
solvants ont été utilisés dans cette étude pour obtenir les extraits a partir de la partie aérienne de

Cleome arabica.

Les résultats des tests d’activités larvicides réalisés sur ’extrait aqueux C. arabica L.
indiquent une relation directe des pourcentages de mortalité des larves L3 avec la concentration. Il
été évaluée que 40% est la concentration minimale nécessaire pour obtenir 100 % de mortalité des

larves de C. pipiens.

L’effet toxique des extraits analysés est également clairement mis en évidence avec les
valeurs des CL50 et des CL90 : exprimé en 0,05191mg /ml et 0,010425 mg/ml respectivement.

A partir cette étude, nous avons apporté notre contribution a 1’étude du pouvoir larvicide
(larves des moustiques) des extraits aqueux de Cleome arabica L. (Capparidaceae) sur les larves de

troisieme stade de Culex pipiens (Culicideae ).
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Chapitre I11.- Matériel et Méthodes

La lutte contre les souches microbiennes est liée a leur pathogénicité et se fait
principalement par 1’usage d’antibiotiques. Un antibiotique est une molécule naturelle, synthétique
ou semi-synthétique dont le rdle est de détruire des micro-organismes et bactéries (effet bactéricide)
ou d’en bloquer la croissance (effet bactériostatique). Leur rdle et leur utilit¢ ne sont plus a
démontrer, puisque leur utilisation, depuis la fin de la Seconde Guerre mondiale, a contribué a
I’amélioration de 1’espérance de vie de plus de dix ans. L’emploi de ces antibiotiques est assez large
et couvre aussi bien le domaine de la santé humaine et animale que le domaine agroalimentaire ou
environnemental. Leur recours, souvent abusif, a entrainé¢ 1’apparition de phénomeénes d’anti-
biorésistance qui se traduisent par la capacit¢ d’un micro-organisme a résister aux effets des

antibiotiques entrainant leur inefficacité (AOUNI et al., 2013).

En raison de 1’effet secondaire des produits chimiques antimicrobiens et de la résistance que
les micro-organismes pathogeénes établissent contre les antibiotiques, beaucoup d’attention a été
prétée aux extraits bruts des plantes qui commencent & avoir beaucoup d’intérét comme source
potentielle de molécules naturelles bioactives. Ils font 1’objet d’études pour leur éventuelle

utilisation comme alternative pour le traitement des maladies infectieuses (YAKHLEF et al., 2011).

Aujourd'hui, le recoure aux plantes pour se soigner est en croissance constante et sont de
plus en plus utilisées par l'industrie pharmaceutique, 40% des médicaments commercialisés
proviennent ou sont dérivés de la nature (YANNICK, 2009). Les végétaux possédent une gamme de
substances tres variées pour lutter contre les divers agents pathogenes. Ces substances sont
exprimées de facon constitutive ou inductive (ASSELIN, 1993 ; DJABOU, 2006).

I11.1.- Evaluation de P’activité antimicrobienne de ’extrait aqueux
I11.1.1.- Souches microbiennes testées

Les germes qui ont été testés pour déceler 1’activité antimicrobienne des extraits de Cleome

arabica L. sont les suivants :

- Trois souches cliniques isolées de patients hospitalisés (laboratoire d'analyse de biologie

médicale Ibn Rochd Ghardara) Staphylococcus sp., Pseudomonas et Escherichia coli ;
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- Nous avons utilisé un seul type de levure de référence, a savoir Candida albicans, isolé de

patients hospitalisés au Gadi Bakir de Ghardaia et un champignon est Penicellium sp.
I11.1.a.- Staphylococcus sp.

Les staphylocoques sont des cocci a gram positif qui tendent a se grouper en amas
(NAUCIEL, 2000) irrégulier a la fagon d’une grappe de raisin (AVRIL, 2000).

Il s'agit de germes ubiquitaires, les staphylocoques sont des bactéries commensales de la

peau et des muqueuses d e I’homme et des animaux (QUINN et al., 2011).

Chez 1’homme, les staphylocoques en particulier les espéces S. aureus et S.
epidermidis ; font partie de la flore résidente cutanée de nombreux individus qui sont des

«porteurs asymptomatiques».

Selon la classification de GARRITY et al (2007) ; Le genre Staphylococcus

appartient au :

Regne Bacteria

Division Firmicutes

Classe Bacilli

Ordre Bacillales

Famille Staphylococcaceae
Genre Staphylococcus

111.1.b.- Escherichia coli

Les Escherichia coli producteurs de Shiga-toxines (STEC) sont des agents pathogenes
importants émergents en sant¢ publique. Ces bactéries sont a 1’origine des épidémies de colites
hémorragiques et de syndrome hémolytique et urémique (SHU). La grande majorité des cas est liée

a la consommation d’aliments contaminés.
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Ce sont des hotes communs de la microflore intestinale de 1’homme et des animaux a sang

chaud (mammiferes et oiseaux). La majorité des souches d’E. coli sont commensales, mais certaines

ont toutefois été associées a des pathologies intestinales ou extra-intestinales (SAVOYE, 2011).

Les Escherichia coli classent comme suit :

Regne
Embranchement
Classe

Ordre

famille

genre

I11.1.c.- Pseudomonas

Bacteria
Proteobacteria

Gamma Proteobacteria
Enterobacteriales
Enterobacteriaceae

Escherichia

Le genre Pseudomonas et les especes voisines comprennent des bactéries largement

distribuées dans I'environnement, et dont certaines sont d'importants pathogénes pour I'homme. Ce

sont des germes resistants a de nombreux antibiotiques.

Un certain nombre de bacilles a Gram négatif de I'environnement se comportent comme des

bactéries opportunistes et sont souvent a l'origine d’infections nosocomiales. Il s'agit souvent de

bactéries résistantes a de nombreux antibiotiques. Une des plus redoutables est Pseudomonas

aeruginosa (PHILIPPON, 1995).

Les staphylocoques sont des cocci a Gram positif qui tendent a se grouper en amas

(CHAMBERS, 1997)

Regne
Division
Classe
Ordre
Famille

Genre

Bacteria
Proteobacteria
Gammaproteobacteria
Pseudomonadales
Pseuodmonaceae

Pseudomonas
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l.1.d.- Candida albicans

Levure non pigmentée, non capsulée, a bourgeonnement multiple et formant un pseudo-
mycélium et du mycélium vrai. Saprophyte endogéne de la lumiére intestinale humaine et des
cavités génitales par contiguité (femme) (ATHAMENA, 2009).

Les levures sont typiquement unicellulaires, quoique tres souvent les cellules restent collées
les unes aux autres apres la division cellulaire (FUERST, 1976). C’est un champignon fréquemment
retrouvé au niveau de la bouche et du tractus gastro-intestinal de plusieurs personnes normales.
Parmi les conditions favorisant une infection a candida, notons le diabete, la grossesse, les
antibiotiques, les cortico- stéroides et toute maladie pouvant affecter 1’état général d’un individu. La
nystatine (Mycostatin) est trés efficace dans le contréle des infections muco-cutanées (PIERI et
KIRKIACHARIAN, 1992).

Candida albicans été classé comme le suivant :

Regne Fungi

Division Ascomycota

Classe Saccharomycetes
Ordre Sacharomycetales
Famille Saccharomycetaceae
Genre Candida

I11.1.e.- Penicellium sp.

Le genre Penicillium réunit des champignons filamenteux, appartenant au phylum des
Ascomycetes. Ce genre comprend environ 227 espeéces définies essentiellement d’apres les

caractéres du thalle, des pénicilles et des spores.

Regne Fungi

Division Ascomycota
Sous-division Pezizomycotina
Classe Eurotiomycetes

Ordre Eyrotiales

Famille Trichocomaceae
Genre Penicillium Link, 180
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Les Penicillium sont des champignons pour la plupart trés communs dans 1’environnement,
polyphages, pouvant étre responsables de nombreuses dégradations. Ils ont pour habitat naturel le

sol, les denrées alimentaires, les matiéres organiques en décomposition, le compost, les céréales.

Les espéces du genre Penicillium se développent normalement dans des milieux ou I’activité
de I’eau est plus élevée que celle permettant la croissance des Aspergillus, a des températures plus

basses. Il s’agit de contaminants fréquents des régions tempérées (TABUC, 2007).
111.1.2.- Préparation des précultures

Les souches microbiennes a tester ont été cultivées dans des boites de pétrie contenant de

milieu de culture
- Chapman pour Staphylococcus sp.;
-Milieu BCP Escherichia coli ;
- Gélose CN pour Pseudomonas ;
- Le gélose Sabouraud pour Candida albicans
-Muller Hinton Penicillium sp.

Aprés 18h d’incubation a 37°C, pour chaque microorganisme, dans 10 ml d’eau distillée

stérile.
111.1.3.- Milieux de culture

Les milieux de culture utilisés pour la réalisation des tests antimicrobiens est le suivant:

Le PDA est le milieu usuel de culture pour la plupart des champignons. Il contient de la
pomme de terre, du sucre sous forme de dextrose et de la gélose (Agar). Il est préparé selon la

procédure suivante:
- Peser 39 gramme de poudre de PDA (BDH) dans un erlenmeyer de 1,5 -2 litres;
- Ajouter 1 litre d'eau distillée;
- Mettre au bain-marie pour faciliter la dissolution de la gélose;

- Stériliser a lI'autoclave a 121°C pendant 15min a une pression de 1,2 bar;
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- Laisser refroidi jusqu'a 55°C pour éviter la condensation de vapeur.
I11.1.4.- Essais antimicrobiens

Deux méthodes différentes sont employées pour 1’évaluation de 1’effet antimicrobien des
extraits de Cleome arabica L. pour différents concentrations : La méthode de diffusion a partir d’un
disque de papier (ESSAWI et SROUR, 2000) qui permet la mise en évidence de 1’activité
antimicrobienne des différents extraits et la méthode des microdilutions (BILLERBECK et al.,
2002) qui a pour objectif la détermination des CMIs (concentrations minimales inhibitrices) a partir

d'une gamme de concentrations de produit dans le milieu de culture.
111.1.4.1.- Méthode de diffusion a partir d’un disque solide

La méthode de diffusion a partir d’un disque solide a été¢ utilisée pour mettre en évidence

I’activité antimicrobienne des germes pathogenes vis-a-vis des extraits a différents concentrations.
111.1.4.2.- Test de sensibilité aux extraits des plantes : antibioaromatogramme

Le PDA appropriés est coulé dans des boites de pétri de 90 mm de diametre et inoculée avec
une suspension microbienne fraichement préparée. Six concentration sont testées (100%, 90 %,
80% , 70%, 60%, 50%) et un témoin est I’eau distillé stérilise, totale de sept boites sont utilisées
pour chaque souche. Un disque de papier filtre stérile de 5 mm de diametre est imbibé par chaque

extrait puis déposé a la surface de le PDA ensemencé.

Les bactéries sont incubées pendant 24 heures, le champignon et la levure pendant 48 heures
a 34°C. Deés l'application des disques imprégné 1’extrait diffuse de manieére uniforme et apres 24
heures d’incubation, la présence autour des disques d’une zone d’inhibition circulaire dans laquelle
il n’y a pas de croissance de micro-organismes dénote la sensibilité de ceux-ci a” cet extrait. Plus la

zone d’inhibition est grande, plus le germe est sensible.
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I11.1.5.- Lecture
Elle s’effectue par la mesure des diametres de la zone d’inhibition, d’ou :
Diamétre de 5 mm : absence d’activité ;
Diametre entre 5 et 10 mm : activité faible ;
Diametre entre 10 et 16 mm : activité moyenne ;

Diamétre > 16mm : activité tres forte (BOUMEHRAS et al., 2010).

Figure 8 : Principe de la lecture d’un antibiogramme

(www.bitechnologie.fr)
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Chapitre IV.- Résultats et Discussion

Chapitre 1V.- Résultats et Discussion

IV.1.- Résultats des tests des effets biologiques

IV.1.1.- Résultats de P’activité antimicrobienne testée par la méthode de diffusion a partir

d’un disque solide
IV.1.1.1.- Sensibilité aux extraits bruts des plantes : test d’inhibition

Ce test a été réalisé pour étudier I’antibiogramme standard des germes utilisés et le
comparer avec ’effet de nos extraits bruts. Les disques d’antibiotiques sont déposés a la surface
d'un milieu gélosé, préalablement ensemencé avec une culture pure de la souche a étudier. La
sensibilité des bactéries aux antibiotiques est appréciée selon le méme protocole qu’avec les

disques de papiers imprégnés d’extrait.

Les résultats du test de sensibilité microbienne aux extraits (antibioaromatogrammes) de
six concentration 100%, 90%, 80%, 70%, 60%, 50% et un témoin négative eau distillé stérilisé
sont regroupés dans le tableau 4. Les valeurs indiquées sont les moyennes de trois mesures.
L’action bactériostatique se traduit par 1’apparition d’une zone d’inhibition autour du disque de
papier imprégné¢ d’extrait étudie. Le diametre de la zone d’inhibition différe d’une souche

microbienne a une autre et d’une concentration a un autre.

36



Chapitre I1- Résultats et Discussion

Tableau 4 : Diamétre des zones d’inhibition de la croissance microbienne par les différents concentration d’extraits (en mm)

Les souches )
_ _ Témoin 100% 90% 80% 70% 60% 50%
microbiennes
C. Albicans 1,67+2.89 10+2 11+0 10,0040.00 10,33+0.58 0,00+0.0 0+0
Penicillium sp. 0,00+0.00 7,67+2.31 7,00+1.00 6,33+1.15 6,33+1.15 5,33+0.58 5,67+0.58
E. Coli 4,67 +4,04 10,00 +0,00 9,67 £0,58 9,33+1,15 8,67 £1,15 8,00 +1,00 6,33 5,51

Staphylococcus
sp.

2,33 4,04 14,33 +0,58 9,33+0,58 9,00+1,00 8,67 +1,53 7,67 0,58 7,33 +0,58
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Les résultats obtenus montrent que le extraits aqueux de C. Arabica L. exerce un effet
inhibiteur sur les différents souches microbiennes (Leveur, champignon et bactérie) par rapport au

contréle négatif (eau distillé stérilisé).

Le tableau 7 et le photo 5 indiquent que les concentrations 100 %, 90%, 80% et 70% de
cet extrait montre une activité antifongique pour Candida albicans un seul antifongique (nystatine
= Mycostatine), levure responsable de mycoses chez I'homme par des zones d’inhibition entre 10 et

11 mm, aucune zone d’inhibition de croissance n’a été constatée pour les concentrations de 60% et

50%.

Il apparait que toutes les concentration d’ extraits se sont révélés actifs avec un degré
différent entre 7 et 6 mm pour 100%, 90%, 80% et 70% et un zone d’inhibition > 5 mm pour les

concentrations (60% et 50) sur la souche fongique Penicillium sp. (photo 6).

Les résultats de 1’activité antibactérienne de la partie aérienne de Cleome amblyocarpa
Barr. & Murb ont montré que les différents concentrations de 1’extrait se sont révélés actifs avec
un degré différent, sur E. coli par un diamétre > 10 mm pour I’extrait brut et des diametres des
zones d'inhibitions faibles et proches entre 7 et 9 mm, mais il y a une résistance car il y a un

développement des bactéries auteur les disque.

L’extrait de la plante, en présentant des zones d’inhibition de croissance avec toutes les
souches bactériennes sauf Pseudomonas, de méme ces données révelent que la puissante activité
inhibitrice, qui est apparue avec Staphylococcus sp. (une zone d’inhibition > 14 mm) pour I’extrait
brut et une activité faible pour les autres concentration entre 9 et 8 mm pour 90%, 80% et 70,

supérieur & 7 mm pour 60% et 50% (photo 7).

Par ailleurs, nos résultats montrent donc une grande variabilité des qualités bacteriostatiques
des extraits vis-a-vis des différentes souches. Les souches de Staphylococcus a gram positif sont
plus sensibles que les autres souches bactériennes testées. La résistance de ces derniéres n’est pas
surprenante, en fait, ces bactéries possedent une résistance intrinseque aux agents biocides qui est
en relation avec la nature de leurs membranes externes composées de lipopolysaccharides qui
forment une barriere imperméable aux composés hydrophobes. En présence d’agents
permeabilisants de la membrane externe, des substances inactives contre ces bactéries deviennent
actives (YAKHLEF, 2010).
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Les souches de Pseudomonas se révélent les plus résistantes, cela est liée a sa grande
capacité de développer des résistances vis-a-vis de nombreux agents antimicrobiens, d’ou son

implication fréquente dans les infections hospitalieres (MANN et al., 2000).

Plusieurs études ont eu pour objet la détermination du pouvoir antimicrobien de certaines
extraits de Cleome , on cite celles de BELLAKHDAR en 1997, ont signalé que, dans le Sahara
Occidental et Dra région, de fruits et de feuilles, mélangé avec Cleome arabica L. et de I'huile

d'olive sont utilisés comme anti-inflammatoires onguents.

BOURICHE et al. (2003), a trouvé que Cleome arabica renferme une plus grande quantité
de flavonoides (19%) en raison de laquelle il possede une activité anti-inflammatoire.
ATIQUR RAHMAN et al. en 2004 singent que Cleome amblyocarpa est un plante médicinale

antimicrobienne les infections bactériennes.

Les effets de Cleome arabica extrait de feuille, la rutine et quercétine sur le soja lipoxydase
minime (Lox) activité a fait I'objet d'une enquéte par BOURICHE et al. (2005). Il a été constaté
que l'extrait a été bénéfique pour le traitement des maladies inflammatoires, en particulier ceux qui
sont caractérisés par un exces leukotriene génération. ISMAIL et al. (2005), étudié propriété anti-

inflammatoire et flavanoides de Cleome arabica feuilles et brindilles.

SMYTH (1903), étudié les effets anthelminthique, antipyrétique et tonic propriétés de
Cleome serrulata. KHAFAGI (1987) étudié anthelminthiques et activité antibactérienne de
solution éthanolique d'extraits de douze especes végétales y compris Cleome droserifolia (Forssk.)
Del. contre six souches bactériennes. GANESAN (1994) étudiée propriétés antifongiques de 30
plantes contre Drechslera oryzae et signalé que la phase aqueuse extraits de feuille de Cleome
aspera pourrait inhiber efficacement germinales allongement du tube. PERUMALSAMY et RAJA
(1996), étudiée propriétés antibactériennes d'extraits aqueux de certaines mauvaises herbes y
compris Cleome especes. BADRI et all. ( 1996), ont étudié I'accumulation de métaux dans Cleome

droserifolia.
NORMA et al. en 2006, EL-KHAWAGA et al. ( 2010) et BAINIWAL et al. (2013)

trouvent que les différentes especes Cleome montrent différentes propriétés médicinales, pour traiter
des agents antimicrobiens.
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Les travaux de MUHAMMAD et SALMAN (2013), trouvent que I’extrait de C. viscosa a
montré plusieurs activité biologique que I'activité hépatoprotecteur, activité antimicrobienne, Elle
possede  également des propriétés antimicrobiennes et  antifongiques (TAKHIl et al.,
2011), UPADHYAY et al. en 2014, ont évalués I’activit¢ antimicrobienne des faibles
concentrations pétrole, éther, chloroforme, méthanol et 1’extrait aqueux successivement de C.
viscosa et calculés les zones minimales d’inhibition des bactéries suivent B. subtilis, S. aureus, S.

mutans, E. coli, K. pneumoniae, et P . aeruginosa .

SAMY et al., (1999) étudié activité antibactérienne de différentes plantes ethnomédicinales
avec Cleome gynandra et Cleome viscosa. Cleome ces especes ont été testées contre trois gram
positif et sept bactéries gram négatives par le papier filtre disque méthode de diffusion. Il a été

constaté que I'extrait de ces especes contréles sensiblement la croissance de toutes les bactéries.

L'activité antibactérienne de Cleome gynandra ont été étudiées par VIJAYAKUMAR et al.,
(2005) contre Escherichia coli, Proteus vulgaris et Enterobacter faecalis VIJAYAN et al. (2003),
ont étudié activité antifongique de Cleome viscosa, SUDHAKAR et al. (2006), ont testés 1’activité
antimicrobienne de solution éthanolique d'extraits des feuilles et fleurs de Cleome viscosa contre
Escherichia coli, Proteus vulgaris et Pseudomonas aeruginosa. BOSE et al. (2007), ont étudié
activité antimicrobienne, analgésique, anti-inflammatoire et antipyrétique du éthanolique d'extraits
de Cleome rutidosperma (APARADH et al., 2012).

MPUCHANE et GASHE (1996) ont déterminé sensibilité aux antibiotiques des Klebsiella
isole de Corchorus olitorius et Cleome gynandra (APARADH et al., 2012).

Photo 5 : Effet inhibiteur de dose dépendant de nos extraits.
Staphylococcus sp.
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zoom

Photo 6 : Effet inhibiteur de dose dépendant de nos extraits
C. Albicans

BEN SAMAOUNE Fatima
2014

S :

Photo 7: Effet inhibiteur de dose dépendant de nos extraits.
Penicellium sp.

Ce travail vise a étudier I’activité antimicrobienne des extraits de Cleome arabica L.
(Capparidaceae). L’extrait aqueux a été testé in vitro par la méthode de diffusion a partir d’un
disque solide, pour leur pouvoir inhibiteur, contre un ensemble de bactéries pathogénes: trois
souches cliniques isolées de patients hospitalisés Staphylococcus sp., Pseudomonas et Escherichia
coli, un champignon est Penicellium sp. et une seule espece de levure Candida albicans. Les
extraits ont révélé des activités antimicrobiennes variables vis-a-vis des différentes souches
microbiennes testées.
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Conclusion

Le Sahara, le plus vaste et le plus chaud des déeserts du monde, possede dans sa partie Nord,
le Sahara septentrional, une végétation diffuse et clairsemée. L’état de la flore spontanée dans cette
zone ainsi que les relations entre 1’homme et les espéces végétales, méritent une attention
particuliére. Certaines espéces possedent des propriétés pharmacologiques qui leur conférent un

intérét médicinal.

Cleome arabica L.(Capparidacea) synonyme de Cleome amblyocarpa Barr. & Murb. et
Cleome africana Botsch. c'est une espece commune dans tout le Sahara septentrional, Egypte et en

Afrique tropicale. plantes largement utilisées en médecine traditionnelle a travers le monde entier.

Ce travail avait pour objectifs d’évaluer le pouvoir biocide d’ extrait obtenus a partir de
feuilles de C. arabica L. Nous avons réalisé une extraction par 1’utilisation de méthanol et 1’eau
distillé comme solvants. Il est noté que le teste biologique de 1’effet larvicide de notre plante sur
390 larves de Culex pipiens (Culicidae) pendent cing jours par 10 concentrations témoigne par un
témoin négative et un témoin positive 80% et 20% des concentrations a un effet tres fort sur la
mortalité des larves d’ordre de 100% et 90% respectivement. Cette teste et aussi effectué pour
I’étude de la toxicité des extraits foliaires bruts et diluée, les résultats de la calcule de les
concentration létales CL50 et des CL90 : exprimé en 0,05191mg/ml et 0,010425 mg/ml

respectivement.

En outre, nous nous sommes intéressés aux 1’effet antimicrobienne ce extrait sur
I’inhibition des quelques souches microbienne. Il est avéré que notre plante Cleome amblyocarpa
Barr. & Murb. a un effet antifungique remarquable, et un effet antibactérienne moyen, Tandis que

¢’ effet, il esta signalé une résistance des souches microbiennes de 1’extrait teste.
D’autres études approfondies sont nécessaires et se résument dans les points suivants :

» D'autres domaines nécessitant de I'attention sont le mode d'action insecticide et de la
sécurité humaines questions.

» La meilleure formulation pour améliorer I'activité insecticide et de la stabilité et de réduction
des codts.

» Utiliser des solvants organiques a polarité¢ différente pour 1’extraction afin d’extraire les

différentes familles de composés chimiques.
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Conclusion

Le recours a des molécules naturelles (d’intérét écologique et économique) aux propriétés
insecticides ou insectifuges, de moindre toxicité pour 1’homme, se révele étre une démarche
alternative a I’emploi des insecticides de synthese.

Une études chimiques de I'extrait méthanoique sont actuellement en cours pour identifier les
composés responsables de ce comportement perturbation de Culex pipiens.

Suivi les tests biologiques par des tests de caractérisation et d’identification phyto-chimique
des extraits végetaux ou bien des huiles essentielles pour identifier le principe actif.
Application des tests sur le terrain.

Cette étude préliminaire reste insuffisante et ne permet pas d’expliquer les différents
résultats d’activité recherchée, parce que 1’activité antimicrobienne des extraits de plantes
est due aux différents agents chimiques présents dans ces extraits.

Partant du fait qu’une substance pouvant étre trés active in vitro, peut perdre cette activité
une fois pénétrée dans le corps; Une étude in vivo est souhaitable, pour obtenir une vue
globale sur 1’activité antimicrobienne des extraits testés.

Isolement et caractérisation des composés actifs dans les différents extraits par des méthodes
plus spécifiques.

Evaluation d’autres effets biologiques in vitro comme in vivo des extraits bruts et de leurs

COmposés actifs en utilisant différentes techniques.
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Annexe :

Annexe 1 : Cleome arabica L au stade fructification
Oude EI-Drinne (Ghardaia), Février 2014.
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Annexe

Annexe 2 : Différents parties de Cleome arabica L.

A : Feuilles, B : Fleur, C : Fruits (Originale)
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Annexe

Annexe 3 : Insecte culex (www.collie-online.com)
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Annexe 4 : Cycle de développement du mostique (MARC et al., 2007).
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Evaluation du pouvoir biocides des extraits foliaires de Cleome arabica L. (Capparidaceae)
Résume :

Les résultats de notre étude de l’activité biologique des extraits aqueux de la partie aérien de
Cleome arabica L. (Capparidaceae) plante de Sahara septentrional récolté dans la région de Ghardaia
chez des larves du troisiéme stade qu’est les larves Culex pipiens révélent une activité larvicide, une
mortalité totale pour tous les concentrations 100%, 90%, 80%, 70%, 60%, 50%, 40% et 30% ; et une
mortalité d’ordre 90% pour les deux faibles concentration 20% et 10%. La dose létale 50 évaluée étant
de 0,05191mg /ml. L’extrait aqueux a été testé in vitro par la méthode de diffusion a partir d’un disque
solide, pour leur pouvoir inhibiteur, vis-a-vis de quelques souches microbienne Staphylococcus sp.,
Pseudomonas, Escherichia coli, Penicellium sp. Candida albicans. Nous avons révélé des activités
antimicrobiennes variables contre les différentes souches microbiennes testées.

Mots-clés : Cleome arabica, Culex pipiens, extrait, larvicide, antimicrobienne. Sahara septentrional.

Evaluation of the power of biocidal foliar extracts of Cleome arabica L. (Capparidaceae)

Abstract :

The results of our study of the biological activity of the aqueous extracts of the air part of Cleome
arabica L. (Capparidaceae) plant of northern Sahara crop in the region of Ghardaia among larvae of the
third stage and larvae Culex pipiens reveal an activity larvicide, total mortality for all concentrations
100 %, 90 %, 80 %, 70 %, 60 %, 50 %, 40% and 30 %; and mortality of order 90% for the two low
concentration 20% and 10 %. The lethal dose 50 evaluated because of 0.05191mg /ml . The aqueous
extract was tested in vitro bythe method of dissemination from a solid disc, for their power
inhibitor, screw-to-screws a few microbial strains Staphylococcus sp., Pseudomonas, Escherichia
coli, Penicellium sp. Candida albicans. We have revealed the antimicrobial activities variables against
different microbial strains tested.

Keywords : Cleome arabica, Culex pipiens, extract, larvicide, antimicrobial. Northern Sahara.
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