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Introduction

En Algérie comme dans les autres pays en voie de développement, les maladies
infectieuses constituent un probleme de santé publique a cause de leur fréquence et de leur
gravité [1]. Les plantes médicinales sont utilisées depuis I'Antiquité, pour soulager et guérir les
maladies humaines. Leurs propriétés thérapeutiques sont dues a la présence de centaines, voire

des milliers de composés naturels bioactifs appelés : les métabolites secondaires [2].

Les substances naturelles connaissent un intérét croissant dans les domaines cosmétique,
pharmaceutique et agroalimentaire. Dans le domaine pharmaceutique, environ 60% a 70% des
médicaments antibactériens sont des substances d’origine naturelle, et prés de 25% des
prescriptions sont a base de plantes [3]. L’OMS estime que, pour se soigner, 80% de la
population africaine a recourt a la médecine traditionnelle pour laquelle la majeure partie des
thérapies implique 1’exploitation des principes actifs des plantes médicinales [1]. En effet, les
substances naturelles d'origine végétale sont douées de plusieurs activités biologiques comme

I'activité antioxydante, anti-inflammatoire, anticancéreuse, antimicrobienne... etc [3].

La médecine traditionnelle apporte ses propres solutions pour le traitement des infections
bactériennes et fongiques, pour le traitement du paludisme, des infections opportunistes, du
diabéte, de I'hypertension artérielle et de la drépanocytose [4]. Néanmoins, la situation est plus
préoccupante a cause de I’apparition des souches bactériennes antibiorésistantes et I’émergence
des infections non communes qui compromettent les traitements a 1’aide des médicaments

existants [1].

Face a ces nombreux obstacles que présente 1’utilisation des antibiotiques, la recherche
de nouvelles substances antibactériennes efficaces et a large spectre d’action devient
indispensable. Une recherche scientifique sur les plantes médicinales s'avere donc nécessaire
pour améliorer la production de médicaments traditionnels et a faible colts qui seront

accessibles a un plus grand nombre de la population [4].

Notre travail avait pour objectif 1’évaluation de I’activité antibactérienne des extraits
éthanoliques des feuilles ainsi que les noyaux de Persea americana cultivé en Algérie.
Malheureusement suite aux événements qu’a connus notre pays cette année (COVID19),
I’université de Bouira a di fermer ses portes pour faire face a cette pandémie, ce qui nous a mis
dans I’incapacité d’achever notre stage pratique au niveau de laboratoire d’analyse de biologie

médicale Sayah qui se trouve au centre de la Wilaya de Bouira.



Introduction

Le coronavirus qui s'est propagé dans le monde entier a été signalé pour la premiére fois a
Wuhan, en Chine, le 31 décembre 2019. COVID19 est un virus respiratoire qui se propage
principalement par contact avec une personne infectée par le biais de gouttelettes respiratoires,
ou par des gouttelettes de salive ou des sécretions nasales. 1l est important que chacun observe
de bonnes regles d’hygiéne, ce qui n’est souvent pas facile a respecter surtout pour les étudiants

dans les lieux de stage.
Donc ce travail s’articule autour de trois chapitres :

1. Les différentes connaissances bibliographiques seront abordées sur I’origine du Persea
americana, sa classification, ses différentes variétés, sa composition biochimique, ses
propriétés biologiques, des généralités sur les bactéries pathogénes, ainsi les techniques
d’extraction

2. Le matériel et les méthodes utilisées pour la préparation des extraits végétaux.

3. Le dernier chapitre se concentre sur les résultats obtenus et I’évaluation de 1’activité

antibactérienne de P. americana.
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I.1. Généralités sur Persea americana

1.1.1. Description botanique

Persea americana Mill, appelé plus communément avocatier, est un arbre de la famille
des Lauraceae [5], originaire d'une vaste zone geéographique s'étendant des hautes terres
orientales et centrales du Mexique en passant par le Guatemala jusqu'a la cote pacifique de
I'’Amérique centrale [6]. Il se développe dans un climat tropical a sous-tropical. Au naturel, il
peut faire jusqu’a 20 métres de haut. Son fruit est une drupe, il a la peau allant du vert au noir

et contient un gros noyau (Figure 01) [5].

Des preuves archéologiques indiquent que I'utilisation et la sélection de cette culture se
sont poursuivies au Mexique pendant une période de 10 000 ans [6]. Il existe environ 400
cultivars, qui sont majoritairement cultivés a des fins alimentaires. De plus, de nombreuses
propriétés médicinales lui sont reconnues, comme son action vermifuge ou contre la fievre.
Aujourd’hui, beaucoup de pays cultivent cet arbre, mais le Mexique reste le leader. Cependant,

les pays européens les importent, car leur climat n’est pas favorable a la culture [5].

Figure 01 : Arbre de Persea americana [49].

Les feuilles de ’avocatier sont vertes et coriaces. Les fleurs, vertes aussi, elles s’ouvrent

au début de la saison humide qui caractérise par des précipitations abondantes sur plusieurs

3
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mois. Les organes males et femelles n’arrivent pas a maturité en méme temps au sein d’un
méme arbre, il en faut donc au moins deux proches 1’un de 1’autre pour avoir des fruits [5]. Les
feuilles sont persistantes, brillantes, de forme elliptiques en nombre de 4 & 8 et de 10 4 20 cm
de long. L’arbre de P. americana est cultivé pour ses fruits délicieux et trés nutritifs (riches en
vitamines) [9]. L’avocatier est retrouvé sous trois variétés : le mexicain, le guatémalien et

I’indien de I’est [5].
1.1.2. Taxonomie

Les recherches sur I'origine de I'avocatier ont été rendues difficiles du fait des incertitudes
sur la détermination des Persea a I'époque des travaux de POPENOE. En 1934, les grandes
différences d'appellations vernaculaires entre les diverses régions ou les Espagnols ont
découvert l'avocatier cultivé compliquerent la tentative de taxonomie. Actuellement, les
spécialistes de la taxonomie s'accordent sur la classification au niveau de la classe
(Dicotylédone), de la famille (Lauracées) et du genre (Persea). Au niveau de l'ordre, certains
botanistes admettent que le genre Persea appartient aux Magnoliales, alors que d'autres le
classent dans les Ranales (Tableau 01) [8].

Le nombre total des espéces du genre Persea dans I'hémisphere occidental est d'environ
81, comportant 18 variétés divisées en deux groupes (ou sous-genres). Un groupe est le
Eriodaphne ou groupe redbay contenant la plupart des especes. Le deuxiéme groupe est le

groupe Persea ou avocat qui comprend six especes ou variétés [7].

P. americana Mill. se compose de plusieurs taxons distincts pouvant étre considérés
comme des variétés ou sous-espéces botaniques, qui sont comme races «horticoles» dans la
littérature populaire. Au sein de ce groupe on retrouve les variétés qui composent les avocats
commerciaux, a savoir P. americana var. americana Mill. I'Ouest Indien ou plaine Avocat,
var. drymifolia, I'avocat mexicain et var. guatemalensis, I'avocat guatémalteque, tous les trois
sont considérés comme des écotypes géographiques. De plus, var. nubigena, var. steyermarkii,
var. zentmyerii, et var. tolimanensis, sont reconnus comme des variétés distinctes de Persea
americana Mill et sont considérées comme contribuant a I’ascendance de var. guatemalensis.
Le membre le plus reconnaissable du genre Persea est probablement I'avocat Persea americana

d'’Amérique centrale [7].

Bien que l'ascendance raciale ait été identifiee comme le facteur le plus important

influencant la susceptibilité au froid, d'autres facteurs tels que la taille, I'age et la vigueur des
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arbres, la charge des cultures et les pratiques culturales se sont également averés responsables

des dommages causés par le froid [10].

Tableau 01 : Classification de Persea americana [11].

Régne Plantae

Classe Mangoliopsida
Ordre Laurales

Famille Lauraceae

Genre Persea

Espece Persea americana

1.1.3. Classification

La classification botanique de I'avocat comporte trois races (mexicaine, ouest indienne
et guatémalteque) (Figure 02), qui comportent des différences dans la maturité des fruits, et
dans leur teneur en huile. Parmi les nombreuses variétés d'avocats, Hass est celle qui est la plus
répandu dans le monde. En mdrissant, la pelure de I’avocat Hass change d’une couleur verte a
pourpre foncé. Les avocats Hass sont plus ovales que les autres variétés. En moyenne les fruits
de cette variété pésent environ 140 a 340 g, ont une petite graine et contiennent une bonne
quantité de chair comestible.

Les avocats Shepard ont la peau verte et sont disponibles en Australie uniquement. Le
poids moyen d'un fruit est de 200 a 320 g et sa chair est jaune beurre. La particularité des fruits
de la variéte Shepard est que la chair ne se décolore pas facilement lorsqu'elle est coupée [12].

1.1.3.1. La race Mexicaine

Originaire des montagnes du Mexique et d’Amérique centrale, elle se caractérise par des
fruits relativement petits, allant de 75 a 300 g, avec une peau fine et lisse. Les fruits de la race
mexicaine sont principalement a peau verte qui devient noires brillantes a maturité (Mexicola
Grande et Hass) [10,13]. La pulpe est de couleur verte avec une teneur trés élevée en huile
(jusqu’a 30% en poids frais). Les cultivars mexicains sont bien adaptés aux climats frais des
régions tropicales et subtropicales et sont les plus tolérants au froid des trois races. Ses arbres

matures sont capables de résister a des températures aussi basses que -4°C [10].
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1.1.3.2. La race Ouest Indien

Originaire des plaines d’Amérique centrale et du nord d’ Amérique du Sud, ils sont mieux
adaptés aux conditions tropicales (température et d’humidité élevées). lls se caractérisent par
une taille de fruit intermédiaire, avec une peau lisse, coriace et parfois brillante comme les
variétés Russell et Hardee [10, 14]. Les avocatiers des Antilles sont les plus sensibles au froid

et sont endommagés par des températures inférieures a -1,2°C [10].
1.1.3.3. La race Guatémaltéque

IIs sont originaires des hauts plateaux d’Amérique centrale. Les cultivars guatémalteques
sont intermédiaires entre les deux autres cultivars en ce qui concerne I'adaptation climatique.
Les fruits sont gros, en moyenne de 500 a 600 g, ovoides ou en forme de poire (Wurtz et Golden)

et deviennent vert noiratre a maturité. Ils sont caractérisés par une pelure cassante, épaisse et

une teneur élevée en huile [10, 13].

Russell (type Ouest Indien)  Hardee (type Ouest Indien) Mexicola Grande (type Mexicain)

Hass (type Mexicain) Wurtz (type Guatémalteque) Golden (type Guatémaltéque)

Figure 02 : Les variétés de Persea americana [13, 14].
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I.1.4. Composition biochimique

Reconnu pour sa valeur nutritive élevée, le fruit de I'avocatier est utilise comme aliment
a haute valeur énergétique [16]. Les avocats contiennent un certain nombre de composés
phytochimiques bioactifs, notamment des caroténoides, des terpénoides, du D-mannoheptulose,
des phénols et du glutathion qui auraient des propriétés anti-cancéreuses [15].

La teneur en lipides dans les fruits d'avocat est plus élevée en comparaison a d'autres fruits
[16]. L’avocat est un fruit trés riche en acides gras mono-insaturés qui contient une forte teneur
en lutéine (70% des caroténoides mesurés). Il contient également de fortes concentrations en
vitamines A, C, D et E, des protéines, béta-carotene, lécithine, potassium, ainsi de divers

phospholipides et glycolipides (Tableau 02) [17].

Tableau 02 : Valeur nutritionnelle de ’avocat [18].

Avocat cru (valeur nutritive pour 100g)

Eau : 73,23g

Cendre totales :

1,589

Fibres: 6,7 g

Valeur énergétique :
160 Kcal

Protéines : 29

Lipides : 14,66 g

Glucides : 8,53 g

Sucre simple : 0,66 g

Oligo-éléments
Potassium : 485 mg | Magnésium : 29 mg | Phosphore : 52 mg Calcium : 12 mg
Sodium : 7 mg Zinc : 640 pg Fer: 550 pg Cuivre : 190
Vitamines
Vitamine C : 10,0 mg | Vitamine B1: 67 pg | Vitamine B2 : 130 pug | Vitamine B3 :
1738 pg

Vitamine B5 :
1389 pug

Vitamine B6 : 257 ug

Vitamine B9 : 0 ug

Vitamine B12 : 0 pug

Vitamine A : 146 ul

Retinol : 0 pg

Vitamine E : 2,07 mg

vitamine K : 21 ng

Acides gras

Saturé : 2126 mg

Mono-insatureés :
9799 mg

Poly-insaturés :
1816 mg

Cholestérol : 0 mg

L’avocat en lui-méme n’est pas riche en protéines : environ 2 g pour 100 g. Cependant, il

contient de nombreux €éléments précurseurs (pro-protéine) indispensables a la synthese des

protéines comme la vitamine K, le cuivre ou encore la vitamine B6 [18].
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Des etudes réalisées sur des extraits de fruits et de feuilles d'avocat ont montreé la présence
des catéchines, des procyanidines et des acides hydroxycinnamiques (provenant des graines et
de la pulpe), décrits comme des agents antioxydants et antimicrobiens. De plus, des dérivés
d'acide abscisique (ABA) et de petits polyphénols tels que le salidroside, ainsi que des dimeres
et triméres de type A de procyanidines, ont été identifiés comme les principaux produits obtenus

a partir des extraits des graines d'avocat [19].
1.1.5. Activités biologiques

1.1.5.1. Activité antioxydante

Le stress oxydatif induit par les radicaux libres cause de graves dommages aux bio-
macromolécules, ce qui entraine la mort cellulaire [20]. Le radical hydroxyle est capable
d’arracher un hydrogéne sur les carbones situés entre deux doubles liaisons des acides gras
poly-insaturés (AGPI) : c’est la phase d’initiation. Le radical lipidique réagit avec une molécule
d’oxygeéne pour former un radical peroxyle suffisamment réactif pour arracher un H* a un AGPI

voisin pour former des molécules stables [21, 108].

Il existe un nombre important d’antioxydants synthétiques trés efficaces, mais de
nombreux effets secondaires leur sont associés. Les plantes sont une source inépuisable de
substances antioxidantes. Dans le cas du fruit d’avocat, la présence des acides gras insaturés
lui confére une haute activité antioxydante via 1’inhibition de l'acétyl CoA carboxylase. La
fraction lipophile du fruit est riche en tocophérols et caroténoides. Les composés
polyphénoliques liposolubles des fruits de I'avocat peuvent étre responsables de son action de
piégeage du radical 1,1-diphényl-2-picrylhydrazyle (DPPH) [20].

1.1.5.2. Activité anti-cancéreuse

Le cancer provoque plus de décés que le syndrome d'immunodéficience acquise, la
tuberculose, le paludisme et le diabete combinés. Les effets secondaires et la toxicité associés
a la chimiothérapie font également du cancer I'une des maladies les plus difficiles a traiter. Entre
1981 et 2010, les produits naturels et leurs dérivés représentaient plus de 45% des médicaments
anticancéreux approuvés par la FDA. Aux Etats-Unis, plusieurs produits d'origine végétale
seuls ou associés aux chimiothérapies et radiothérapies traditionnelles, sont utilisés par environ

50 & 60% des patients atteints de cancer [23].

Les propriétés cytotoxiques in vitro de l'avocat contre différents types de lignées

cellulaires cancéreuses, notamment le sein, le colon, le foie, les poumons, le larynx, la leucémie,
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l'eesophage, la bouche, 1'ovaire et la prostate ont été largement rapportées dans la littérature
[23]. Il a éte précédemment demontré que les extraits d'avocat et leurs fractions pouvaient
induire l'apoptose (médiée par la caspase) et I'arrét du cycle cellulaire sur des lignées de cellules

cancéreuses [22].

A ce jour, un nombre limité d'études se sont penchés sur les effets des graines d'avocat
sur le cancer. Le traitement des cellules cancéreuses du sein avec un extrait méthanolique de
graines d'avocat induit I'apoptose médiée par la caspase 3, un clivage de la poly (ADP-ribose)
polymérase (PARP) et un arrét du cycle cellulaire, ainsi qu'une réduction de la translocation
nucléaire de facteur kappa-B (NF-xB) (Figure 03) [23].

De méme, il a été démontré que les extraits éthanoliques de 1’endocarpe, des graines et
des feuilles d'avocat activaient le facteur de transcription p53, la caspase-3 et le facteur
induisant I'apoptose via la depolarisation de la membrane mitochondriale dans les cellules de

leucémie lymphoblastique de Jurkat [23].
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Figure 03 : Effet de Persea americana et de ses composants sur les voies de transduction du

signal cellulaire [23].
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1.1.5.3. Activité anti-inflammatoire

La plante P. americana est également connue pour ses propriétés anti-inflammatoires. En
effet, les infusions de ses feuilles sont utilisées dans le traitement des états inflammatoires, de
la douleur et de la fievre. Cette activité est due a sa capacité a inhiber la synthése des
prostaglandines dans les plaquettes et a réduire le nombre de contorsions [25].

En outre, I'huile d'avocat peut favoriser une synthese accrue de collagéne et une
diminution du nombre de cellules inflammatoires au cours du processus de cicatrisation et peut
donc étre considérée comme une nouvelle option pour le traitement des plaies cutanées [24].
Ce qui confirme ses propriétés analgésiques et anti-inflammatoires qui peuvent expliquer son

utilisation en médecine traditionnelle [25].
1.1.5.4. Activité antibactérienne

La contamination bactérienne est I'un des facteurs qui contribue a la détérioration des
aliments les rendant parfois non propre a la consommation. Les additifs synthétiques sont
largement utilisés dans I'industrie alimentaire soit pour rehausser I'ardme des aliments, soit pour
augmenter la durée de conservation des aliments emballés, ainsi en raison de leurs propriétés
antimicrobiennes, aient toujours été utilisées pour contrdler les agents pathogénes microbiens
et inhiber la détérioration. Cependant, ces dernieres années, une demande croissante d'additifs
alimentaires naturels tels que des extraits de plantes est apparue en raison de la toxicité élevée

des conservateurs de synthese [26, 48].

L'activité antimicrobienne des extraits de Persea americana réside dans la présence de
divers constituants phytochimiques différents, a savoir les terpénoides, les huiles essentielles,
les alcaloides, les lectines, les polypeptides et les substances phénoliques (phénols simples,
acides phénoliques, quinones, flavones, flavonols et flavonoides, tanins et coumarines).
L'activité antibactérienne de ces extraits est le résultat des effets combinés de I'adsorption des
polyphénols sur la membrane bactérienne, conduisant a sa rupture et a la fuite subséquente du

contenu cellulaire [27].

Les graines d'avocat sont généralement jetées lors de la consommation ou lors de
processus industriels générant des résidus qui pourrait étre une alternative économique pour le
traitement de certaines maladies. La feuille, la tige, le fruit et la peau de I'avocat ont des activités

biologiques prouvées scientifiquement. Des études sur les graines ont démontré une activité
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antimicrobienne contre Bacillus cereus, Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes,

Escherichia coli, Pseudomonas spp. et Yarrowia lipolytica [27].

Les bactéries a Gram positif sont plus sensibles que les bactéries a Gram négatif. Les
bactéries Gram négatives ont une membrane externe considérée comme une protection
supplémentaire, ce qui les rend beaucoup plus résistantes aux agents antibactériens que leurs
homologues a Gram positives. Néanmoins, des résultats contradictoires ont été publiés par
certains auteurs ou un effet plus intense des extraits de plantes ou fruits d’avocat a été observé

contre les bactéries Gram positives [28].
1.2. Généralités sur les bactéries pathogéenes

Les bactéries sont des micro-organismes unicellulaires, procaryotes qui possedent des
éléments essentiels a la vie cellulaire [85]. Au microscope, ils apparaissent comme des
corpuscules sphériques (coques ou cocci) ou cylindriques a pdles hémisphériques, a axe droit
(bacilles), incurvé (vibrions), ou hélicoidal (spirochetes et tréponémes). Leur forme est
stabilisée par une couche rigide (paroi) entourant le corps bactérien, et qui enveloppe la cellule
bactérienne, lui donnant sa forme caractéristique et sa rigidité en la protégeant contre les

variations de pression osmotique comme 1’une de ses roles [84].

A la fin du dix-neuviéme siécle, peu aprés les découvertes de Louis Pasteur sur les
bactéries pathogenes qui fonderent la microbiologie moderne, la lutte contre les maladies
infectieuses et en particulier 1’étude des bactéries pathogeénes a mobilisé la quasi-totalité des
efforts des chercheurs dans le monde [82]. Les agents pathogénes semblent cependant
surmonter les systéemes de défense immunitaire innés, ce qui entraine diverses infections telles

que les ulcéres cutanés chroniques [83].
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1.2.1. Staphylococcus aureus

1.2.1.1. Classification

Les staphylocoques appartiennent a la famille des micrococcaceae composée de quatre

genres :

+ Le genre Micrococcus qui comprend des microcoques qui sont des hotes normaux de la
peau et des muqueuses de ’homme et des animaux. Ils sont sans pouvoir pathogéne et
sont la plupart du temps des contaminants des prélévements du sang.

+ Le genre Stomatococcus qui comprend des bactéries faisant partie de la flore buccale.

=

Le genre Planoccocus qui comprend des bactéries du milieu marin.
+ Le genre Staphylococcus qui regroupe 36 especes dont les trois principales sont :
Staphylococcus aureus, Staphylococcus épidermidis et Staphylococcus saprophyticus.
D’autres especes existent mais avec une fréquence moindre, cependant certaines de ces
espéces présentent un pouvoir pathogene non négligeable comme par exemple Staphylococcus
hycius retrouvé chez le porc [30].

1.2.1.2. Pouvoir pathogénes

Staphylococcus aureus est un agent pathogéne humain qui provoque a la fois des
infections nosocomiales et communautaires, pouvant étre responsable d’un grand nombre
d’affections allant d’infections cutanées modérées a des affections séveéres telles que des

septicémies, des endocardites pouvant entrainer la mort [86, 30].

Les souches résistantes aux antibiotiques (S. aureus résistants a la méthicilline [SARM]),
sont trés virulentes et peuvent provoquer des infections mortelles telles que la pneumonie

nécrosante [86].
1.2.1.3. Caractéristiques physiologiques

Staphylococcus aureus est une coque Gram positif organisée en grappe et qui se
caractérise par une pigmentation dorée de ses colonies (Figure 04). Elle possede un
métabolisme aérobie facultatif, caractérisé par sa capacité a produire une catalase et a fermenter
le glucose ainsi que par 1’absence de production d’oxydase. Elle Il est immobile et ne produit

pas de spores [30].
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Cette bactérie pousse dans les milieux usuels a une température optimale de 37°C et a un

pH optimum de 7,5. Le milieu sélectif utilisé pour 1’identification des Staphylococcus aureus

est le milieu Chapman [38].

Figure 04 : Aspects microscopique et macroscopique de Staphylococcus aureus (A : S. aureus
en microscopie électronique a balayage, B : Aspect morphologique de S. aureus sur milieu
Chapman) [100, 105].

1.2.1.4. Virulence

Staphylococcus aureus est un pathogene humain important qui exprime une variété de
facteur de virulence (Figure 05). Parmi ces facteurs, la protéine A (SpA) joue un réle important
en interférant avec les défenses de 1'héte, tandis que les exoprotéines telles que 1'a-hémolysine
(HIa) et la leucocidine Panton-Valentine (PVL) sont des toxines porogenes qui possedent des
propriétés cytolytiques. Les facteurs de virulance Hla et SpA, sont exprimées par la plupart des
souches de S. aureus et ont la capacité d'interagir avec la signalisation immunitaire de I'hote,

contribuant ainsi a la pathogenese staphylococcique [31].
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Figure 05 : Activités composant la virulence de Staphylococcus aureus [39].
1.2.2. Listeria monocytogenes

1.2.2.1. Classification

Le genre Listeria appartient a la classe des bacilli et a I’ordre des bacillales. Les Listeria

sont regroupées avec les Brochotrix dans la famille des Listeriaceae.

Cependant, Listeria a longtemps été classée dans la famille des Corynebacteriaceae. Cette
position au sein des bactéries a Gram positif est devenue définitive avec les résultats de
séquencage de I’ARN 168 [32].

Actuellement, ce genre compte 6 espéces organisées en deux branches génomiques

distinctes :

+ L. monocytogenes, L. innocua, L. welshimeri, L. seeligeri, L. ivanovii. Toutefois,
L. grayi et L. murrayi présentent de fortes similitudes génomiques.
#+ L. grayi composée de deux sous especes, L. grayi subsp. grayi et L. grayi subsp.

murrayi. En 1992, Rocourt propose de réunir ces deux taxons en une espece unique.

14



Chapitre 01 Partie bibliographique
I ——

Parmi ces six especes, seule L. monocytogenes est reconnue comme étant 1’agent
responsable d’infections cliniques bien que L. ivanovii soit aussi pathogene, mais plus

particulierement impliquée dans I’avortement des ruminants [32].
1.2.2.2. Pouvoir pathogénes

L. monocytogenes est capable de provoquer des maladies invasives graves comme la
listériose, les gastroentérites fébriles et les bactériémies chez I'homme et lI'animal [87, 89].
Certains personnes, notamment les personnes agees, les nouveau-nés, les femmes enceintes, les
personnes infectées par le virus de I'immunodéficience humaine et les personnes sous traitement

immunosuppresseur, courent un risque accru d'infection [87].

L'infection invasive & L. monocytogenes chez I'homme se traduit généralement par l'une
des deux formes générales, septicémie et/ou maladie invasive du systéme nerveux central [88].
En plus de ces signes cliniques classiques, L. monocytogenes peut infecter la quasi-totalité des
organes et tissus par voie hématogene, dont les valves cardiaques et les articulations. Cette
bactérie cause aussi des infections cutanées et des conjonctivites par contact avec des animaux
infectés [89].

1.2.2.3. Caractéristiques physiologiques

L. monocytogenes est un bacille a Gram positif se présentant sous forme de batonnets
réguliers de 0,5 a 2 um de longueur et 0,4 a 0,5 um de diametre, aux extrémités arrondies,
associes parallelement en courtes chaines ou en paires sous forme de V. Dans les cultures agées
ou carenceées, des filaments de plusieurs micrométres peuvent apparaitre, avec des colonies

convexes a bords réguliers et translucides (Figure 06).

La bactérie n’est ni sporulée ni capsulée. Elle est mobile par des flagelles péritriches
lorsqu’elle est cultivée entre 20 et 25°C, et immobile ou trés faiblement mobile a 37°C. Elle est

capable de se développer en atmospheére aérobie ou anaérobie [32].

15



Chapitre 01 Partie bibliographique

Figure 06 : Aspects microscopique et macroscopique de Listeria monocytogenes (A : L.
monocytogenes en microscopie électronique a balayage, B : Aspect morphologique de L.
monocytogenes sur gélose au sang) [101, 106].

1.2.2.4. Virulence

La virulence de L. monocytogenes est causée par I'hémolysine listériolysine qui est une
protéine extracellulaire appartenant au groupe des cytolysines. Elle est activée par les
sulfhydryles et réagit immunologiquement avec la streptolysine O [33]. Cependant, les génes
de I'antigene flagellaire (flaA), de la protéine associée a l'invasion (iap), sont des genes associés
a la virulence [34].

1.2.3. Escherichia coli

1.2.3.1. Classification

Escherichia coli appartient a la famille des Enterobacteriaceae. Le genre Escherichia

compte 5 especes : E. coli, E. fergusonii, E. hermanii, E. vulneris et E. blattae [35].

Les souches d'E. coli pathogenes, qui ont acquis des facteurs de virulence, ont la capacité
de provoquer des maladies diarrhéiques chez I’homme [36]. Ces dernicres sont généralement
classées en 6 pathovars majeurs selon le type de maladie engendrée et les facteurs de virulence
associés : les ETEC (E. coli Entérotoxinogenes), les EHEC (E. coli Entérohémorragiques), les
EPEC (E. coli Entéropathogenes), les DAEC (E. coli a Adhérence Diffuse), les EAEC (E. coli

Entéroagrégatives) et les EIEC (E. coli Entéroinvasives) [35].
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1.2.3.2. Pouvoir pathogénes

Il existe plusieurs clones d'E. coli hautement adaptés qui ont acquis des attributs de
virulence spécifiques, ce qui leur conferent une capacité accrue a s'adapter a de nouvelles niches

et leur permet de provoquer un large spectre de maladies.

Les pathovars d’E. coli peuvent provoquer des syndromes cliniques généraux comme :
maladie gastro-entérique, infections des voies urinaires (IVU), septicémie et méningite. Les
infections urinaires représentent les infections extra-intestinales a E. coli les plus courantes et
sont causées par L'EPEC, I'EHEC et 'ETEC [90].

1.2.3.3. Caractéristiques physiologiques

Ce sont des bacilles a Gram négatif mobiles par cils péritriches ou immobiles. L'optimum
de croissance est situé entre 30 et 37°C, caractérisé par des colonies rouge vif (Figure 07). La
majorité des souches se multiplient a des températures situées entre 41 et 44°C. Cependant,

elles ne peuvent pas se développer a 4°C ou en présence de KCN [37, 107].

L’espéce E. coli est considérée comme un héte normal, c'est-a-dire commensal, de la
microflore digestive de I’homme et de la plupart des animaux a sang chaud. La niche écologique
de cette bactérie se trouve dans la couche de mucus secrétée par I’épithélium du colon. Etant
donné qu’elle est hautement compétitive dans cet environnement, E. coli reste la bactérie
anaérobie facultative la plus abondante dans le cdlon humain, dans celui d’autres mammiféres

et des oiseaux [35].

Ainsi, a partir des années 1950, de nombreuses souches d’E. coli appartenant a des
sérotypes particuliers ont été répertoriées, chez I’homme et chez I’animal, comme étant des

souches pathogénes responsables d’affections variées allant d’une simple diarrhée a des

infections systémiques séveéres voire mortelles [35].
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Figure 07: Aspects microscopique et macroscopique d’Escherichia coli (A: E. coli en

microscopie électronique a balayage, B: Aspect morphologique d’E coli sur milieu

chromogene) [104, 107].

1.2.3.4. Virulence

L’identification des antigénes et sérogroupes a permis de différencier des souches
pathogenes des souches commensales. En effet, certains sérotypes ne sont jamais, ou rarement,
associés a des maladies tandis que d’autres le sont treés fréquemment. Néanmoins, L’espéce E.
coli peut étre subdivisée en sérotypes par la combinaison des deux antigénes somatique O et
flagellaire H (ex : O157 : H7 ou O111 : HB), ou sérogroupes si I’antigéne somatique O seul a
été déterminé (ex : 0157, O111) [35].

4 L’antigéne somatique O, définissant le sérogroupe, est contenu dans les
lipopolysaccharides présents sur la paroi bactérienne des souches a coloration de Gram
négative.

#+ L’antigéne flagellaire H est de nature protéique entrant dans la structure du flagelle
permettant la mobilité de la bactérie.

+ L’antigéne de surface K est présent de fagon inconstante mais bloque 1’agglutinabilité

de I’antigéne O et donc le sérogroupage lorsqu’il est présent [35].
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1.2.4. Bacillus cereus

1.2.4.1. Classification

Le groupe Bacillus cereus, a été créé comme une sous-division du genre Bacillus de
famille Bacillaceae et ordre Bacillales, sur des criteres morphologiques (taille des bacilles,
position de la spore) et rassemble des especes génétiqguement trés proches, formant une branche

taxonomique bien distincte [92, 93].

Le genre Bacillus comprend sept espéces étroitement apparentées : B. cereus, B.
thuringiensis, B. anthracis, B. mycoides, B. pseudomycoides, B. weihenstephanensis et B.
cytotoxicus [40].

1.2.4.2. Pouvoir pathogéne

Bacillus cereus est connu comme agent responsable des toxi-infections alimentaires chez
I’homme et sont de deux types bien différents tant au niveau des symptémes que de leur origine
[92]

e Le syndrome émétique qui résulte d’une intoxication. Dans ce cas, c’est une toxine
synthétisée par B. cereus présente dans la nourriture qui cause rapidement (entre 30
minutes et 6 heures aprés ingestion) des nausées et des vomissements.

e Le syndrome diarrhéique est causé par des toxines synthétisées directement dans
I’intestin par les bactéries végétatives [92].

1.2.4.3. Caractéristiques physiologiques

Bacillus cereus est une bactérie pathogene Gram positive, aéro-anaérobie facultative. Elle
a la capacité de produire des spores lorsque les conditions de croissance sont défavorables. C’est
un micro-organisme mobile, en forme de batonnet, qui a parfois un mode de regroupement en
chainette. Sur milieux gélosés, les colonies de Bacillus cereus se caractérisent par un aspect

cireux et opaque (Figure 08).

C’est une bactérie ubiquitaire retrouvée principalement sous forme de spores, dans le sol,

a la surface des végétaux, ou encore a I’air ambiant [41].
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Figure 08 : Aspects microscopique et macroscopique de Bacillus cereus (A : B. cereus en
microscopie électronique a balayage, B : Aspect morphologique de B. cereus sur gélose au
sang) [92].

1.2.4.4. Virulence

Les principaux facteurs de virulence dans le groupe Bacillus cereus, sont les entérotoxines.
Celles-ci se composent de trois classes distinctes, qui comprennent deux toxines homologues,
les toxines de I'némolysine BL (HBL) et les entérotoxines non hémolytiques (NHE) et une

troisieme classe d'entérotoxines appelée la cytotoxine K, associée a I'entérite nécrotique [42].

Ces trois facteurs sont cytotoxiques et ont la capacité de former de pores. Les toxines HBL
sont dermonécrotiques, et sont considérés comme étant des facteurs de virulence importants

dans les intoxications alimentaires.

Les agents pathogenes du groupe B. cereus sont principalement extracellulaires. Les
facteurs de virulence provoquent généralement la lyse des cellules hétes. Ce sont des facteurs
de virulence lytique qui comprennent les toxines (HBL, NHE, Cyt K), les hémolysines et une
gamme de phospholipases qui peuvent étre utilisées pour attaquer les membranes cellulaires
[42].

1.2.5. Streptococcus pyogenes

1.2.5.1. Classification

Streptococcus pyogenes appartient au genre Streptococcus et a la famille des
Streptococcaceae [38]. Selon la classification de Lancefield, fondée sur des critéres

immunologiques et les caractéres antigéniques du polysaccharide présent sur les parois des
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bactéries, 18 groupes serologiques de Streptococcus ont été defini, dont les plus importants sont

+ Le groupe A comportant la grande majorité des streptocoques pathogenes pour
I’Homme de méme que les groupes C et G, tous bétas hémolytiques. Streptococcus
pyogenes c'est un streptocoque du groupe A.

+ Le groupe B comportant des hotes habituels des voies digestives.

+ Le groupe D qui comprend des entérocoques et le streptocoque sanguin, le streptocoque
mutule, le streptocoque mitans que 1’on retrouve dans la plaque dentaire et le
pneumocoque [43].

1.2.5.2. Pouvoir pathogénes

Streptococcus pyogenes est un pathogéne humain important, qui provoque des maladies
Iégeres a séveres, y compris I'amygdalite, la pharyngite, la cellulite, la scarlatine, le rhumatisme

articulaire aigu, la fasciite nécrosante et le syndrome de choc toxique (STSS).

La manifestation clinique la plus courante de I'infection par S. pyogenes est l'infection de
la peau et des tissus mous qui est considérée comme l'un des principaux agents pathogénes
responsables de la pharyngite bactérienne chez les enfants et des infections invasives telles que

la bactériémie [91].
1.2.5.3. Caractéristiques physiologiques

Streptococcus pyogenes est un coccus Gram positif, sphérique disposé en paire et/ou en
chainettes appelé aussi «streptocoques du groupe A», «streptocoque béta hémolytique du
groupe Ax, ils sont dépourvus de catalase et d'oxydase et sont anaérobies (Figure 09). C’est une
espece responsable d’angine, de suppuration, d’infection localisée ou invasive (cellulites

gangreneuses ou fasciites nécrosantes et septicémies).

L’isolement de cette bactérie nécessite 1’utilisation d’un milieu a base du sang frais et une
atmosphére enrichie en CO2. Apres 24 a 48 heures d’incubation, des colonies de petite taille
apparaissent entourées d’un halo clair qui correspond a une hémolyse complete appelée

hémolyse béta [43].
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Figure 09 : Aspects microscopique et macroscopique de Streptococcus pyogenes (A : S.
pyogenes en microscopie électronique a transmission, B : Aspect morphologique de S.
pyogenes sur gélose au sang) [102, 99].

1.2.5.4. Virulence

Les antigenes caractéristiques de chaque groupe de streptocoques et ceux permettant le
stéréotypage sont localisés au niveau de la paroi (Figure 10). Ce sont le polysaccharide C, les
protéines M, R et T [38].

Un grand nombre de facteurs de virulence du streptocoque du groupe A (GAS) sont
impliqués dans les interactions hote-pathogéne et facilitent la colonisation, I'infection, I'évasion
immunitaire et la survie a long terme du GAS au sein de I'h6te. Les génes mégarégulés codent
les adhésines et les invasines, telles que la protéine M, la protéine streptococcique de type
collagéne (scll / sclA) et le facteur d'opacité sérique (sof), les facteurs d'évasion immunitaire,
tels que la protéine M et les protéines de liaison aux Ig de type M, la peptidase C5a (ScpA) et

I'inhibiteur sécrété du complément (sic) [44].
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Figure 10 : Schéma d’une coupe de Streptococcus pyogenes composant les différents antigénes
[43].

Streptococcus pyogenes élabore des enzymes qui participent au pouvoir pathogéne, qui
sont la streptokinase (fibrinolysine), la streptodornase et la hyaluronidase. Cette bactérie produit

également des toxines qui sont :

+ La toxine erythrogéne : c'est une exotoxine de nature protéique. Elle n'est synthétisée
que par certains streptocoques du groupe A.
+ La streptolysine O : c'est une hémolysine cytotoxique et antigénique.

+ La streptolysine S: elle est responsable de I'hémolyse B [38].
1.2.6. Pseudomonas aeruginosa

1.2.6.1. Classification

Pseudomonas aeruginosa est une espece appartenant a la famille des Pseudomonadaceae
et I’ordre de Pseudomonadales [94]. Sa classification repose sur des criteres phénotypiques,
génotypiques et sur la comparaison des séquences des genes codant pour les ARN ribosomaux

(ARNI). P. aeruginosa est I'espece la mieux caractérisée du genre Pseudomonas. Sur le plan
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génomique, la séquence totale du génome de P. aeruginosa est composee de 6,3 millions de

paires de bases [95].
1.2.6.2. Pouvoir pathogénes

Les infections & P. aeruginosa sont fréquentes chez les individus immunodéprimés comme
chez les patients atteints du SIDA et chez les patients neutropéniques subissant une

chimiothérapie.

A cet égard, les maladies humaines les plus informatives causées par P. aeruginosa sont:
la bactériémie chez les victimes de brilures graves, I’infection pulmonaire chronique des
patients atteints de fibrose kystique et la kératite ulcéreuse aigué chez les utilisateurs de lentilles

de contact souples a port prolongé [97].
1.2.6.3. Caractéristiques physiologiques

P. aeruginosa est un bacille aérobie Gram négatif, ubiquitaire, mobile gréace aux flagelles
et a la présence des protéines polaires monotriches a la surface (pili) qui sont responsables de
I'adhésion a I'épithélium respiratoire [96]. Elle pousse facilement sur les milieux usuels a des

températures comprises entre 10°C et 42°C [38].

P. aeruginosa produit plusieurs pigments. Sur les milieux de culture, un pigment jaune-
vert fluorescent ainsi qu'une pyocyanine pigmentée de couleur bleu, confére aux colonies un

aspect caractéristique (Figure 11). Ces bactéries sont largement distribuées et peuvent se

développer dans presque tous les habitats aqueux et également dans 1’appareil digestif humain
[96].

Figure 11 : Aspects microscopique et macroscopique de Pseudomonas aeruginosa (A : P.
aeruginosa en microscopie électronique a balayage, B: Aspect morphologique de P.

aeruginosa a la gélose cétrimide) [103, 77].
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11.1.6.4. Virulence

P. aeruginosa comporte des facteurs de virulence (membranaires et extracellulaires)
agissant a différents niveaux au cours de 1’infection et joue un réle important dans la

colonisation, la survie de la bactérie et I’invasion des tissus [98].

Parmi ces facteurs on retrouve le lipopolysaccharide (LPS) localisé dans la membrane

externe de la bactérie qui peut étre divisée en trois parties :

+ Le lipide A, aussi appelé endotoxine, qui est responsable d’une stimulation excessive
du systéme immunitaire pouvant provoquer un choc septique et conduire a la mort.
+ Le cceur oligosaccharidique.
+ L’antigéne O qui est une région polysaccharidique variable.
P. aeruginosa élabore des toxines et des enzymes telles que, I’exotoxine A (ETA) qui est
le composé protéique le plus toxique produit par cette espéce, les phospholipases C et des
exoenzymes S (effet cytotoxique) [98].

1.3. Les techniques d’extraction des polyphénols

L’extraction des principes actifs a partir de la matiere végétale, notamment des
polyphénols, qui suscitent actuellement beaucoup d’intérét grace a leur pouvoir antioxydant et
antibactérien, est une étape trés importante aussi bien dans l'isolement que dans I'identification
des composés phénoliques. En conséquence, de nombreux d’auteurs ont étudié 1'influence de

différentes conditions d’extraction sur les rendements d’extraction des composés phénoliques.

La solubilité des composés phénoliques dans un solvant dépend de leur nature chimique,
qui varie de simples composés a fortement polymérisés. Les matiéres végétales peuvent
contenir des quantités variables d'acides phénoliques, phénylpropanoides, anthocyanines, et
tanins [45].

1.3.1. Préparation pré-extraction des échantillons de plante
La premiere étape de I'étude des plantes médicinales telle que Persea americana est la
préparation d'échantillon, ce qui permet de préserver les biomolécules dans les plantes avant
I'extraction. La préparation des extraits des différentes parties de la plante telle que les feuilles

et les grains, peuvent étre effectuée a partir des matiéres végétales fraiches ou séchées.

Les différents traitements des matieres végétales comme le broyage et le séchage ont une
influence sur le rendement en composés phytochimiques dans les extraits finaux [66].

Cependant, certains traitements s’averent tres utiles avant I’extraction. En effet, le broyage par
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exemple permet d’avoir des particules plus fines et plus homogeénes conduisant a un meilleur
contact de surface avec les solvants d'extraction. Cette réduction de la taille des particules
augmente le contact de surface entre les échantillons et les solvants d'extraction. Pour une
extraction efficace durant le processus de I’extraction, le solvant doit entrer en contact avec les

analytes cibles. Une taille de particule inférieure a 0,5 mm est ideale [66].
1.3.2. Macération

La macération est également appelée extraction a froid. Le processus de macération est
utilisé pour séparer les différents constituants et ingrédients des plantes sous forme d'extrait
brut. Il existe plusieurs modes de maceration qui utilisent différents solvants, maceération a

I'éthanol, macération au chloroforme et macération a I'eau distillée (macération simple) [46].

Néanmoins, dans ce processus, la matiére végétale entiere ou réduite en poudre grossiére
est placée dans un récipient bouché avec le solvant et laissé a température ambiante pendant
une période d'au moins 3 jours sous agitation fréquente jusqu'a dissolution de la matiere soluble.
Le mélange est ensuite filtré, le marc (la matiére solide humide) est pressé et les liquides
combinés sont clarifiés par filtration ou décantation apres repos [47].

1.3.2. Autres techniques

De nombreuses substances sont extraites de produits naturels d'origine végétale, animale
ou minérale. Il existe de nombreux procédés dont certains sont trés anciens et autres sont
modernes. Ces techniques sont trés utilisées dans différents domaines, en ce qui concerne la
matiére végeétale, il existe plusieurs techniques permet I’extraction des molécules bioactifs a

savoir [50].

+ Ultrasons (Sonication) : est un processus qui utilise I'énergie acoustique et des solvants
pour extraire les composés cibles de diverses matrices végétales [51].

+ Continue a chaud (Soxhlet) : est la technique de lixiviation la plus utilisée. C’est une
technique standard utilisée pendant plus d'un siecle [52].

+ Micro-ondes : sont des radiations électromagnétiques d'une fréquence de 0,3 a 300 GHz
[54].

+ Extraction accélérée par solvant (ASE) : est une technique qui utilise une petite quantité

de solvant, ce qui fait d’elle une méthode tres efficace [66].
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De plus, plusieurs recherches ont été menées dans le but d’éviter certains inconvénients
des procédés d’extractions conventionnels et ont conduit aux développements de nouvelles

méthodes d’extraction [50].
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«» Matériel et méthodes

L’objectif de ce travail a été 1’évaluation de I’activité antibactérienne de [’extrait

éthanolique des grains et feuilles de Persea americana.

La premiére partie concernant 1’extraction éthanolique de la plante (P. americana), s’est
déroulée au niveau du laboratoire pédagogique de la faculté des sciences de la nature et de la

vie et des sciences de la terre de I"université Akli Mohand Oulhadj-Bouira

Pour la partie de 1’étude de I’activité antibactérienne, malheureusement compte tenu des
conditions actuelles pour cette année (COVID19), nous n’avons pas pu poursuivre notre stage

pratique au niveau du laboratoire d’analyse médicale Sayah de Bouira.

11.1. Matériel

11.1.1. Matériel non biologique

Balance (KERN).
Bécher.

Entonnoir.
Erlenmeyer.

Papier Wattman N°4.
Ethanol (C2HsOH).

L’eau distillée.

AN NNV VU N NN

Broyeur électrique (Russell Hobbs).
Etuve (VETICELL).

<\

11.1.2. Matériels végetal

La matiere vegeétale a été récoltée le mois de février 2020 dans la région d’ Alger (Algérie).

La plante a ét¢ authentifiée par le Laboratoire de Botanique de 1’Ecole Normale Supérieure de

Kouba (Alger).

Les noyaux et les feuilles ont été récupérés et nettoyés par I’cau de robinet afin d’éliminer
les impuretés puis séchés pendant deux semaines a 1’abri des rayons solaires afin de préserver

au maximum 1’intégrité des molécules actives (Figure 12).
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Figure 12 : Feuilles (A) et noyaux (B) de P. americana.

11.2. Méthodes

11.2.1. Broyage et tamisage

La réalisation de cette étape doit étre minutieuse et non dénaturante pour permettre
1’obtention d’une poudre fine et homogene, afin de réaliser un meilleur broyage et une meilleure
extraction. La matiére séche obtenue a été broyée a 1’aide d’un broyeur électrique jusqu’ a
I’obtention d’une poudre homogéne, les broyats obtenus des feuilles et noyaux ont été tamisés
afin d’avoir une poudre fine, d’aspect verdatre et orangeéatre respectivement (Figure 13). Les
poudres obtenues ont été conservées dans des flacons en verre et a 1’abri de la lumiére jusqu’a

[’utilisation.

Figure 13 : Poudres obtenues aprés broyage des feuilles (A) et des noyaux (B) de P.
americana.
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11.2.2. Calcul du taux d’humidité

Pour chaque partie de la plante (feuilles et noyaux), le taux d’humidité a été déterminé

par la formule suivante [53].

[ H%= [(Po-P) / Po] X 100 }

H% : Taux d’humidité en pourcentage.
Po : Représente le poids initial de I’échantillon (avant séchage).

P : Représente le poids sec de I’échantillon (apres séchage).

11.2.3. Extraction éthanolique
L’extraction végétale est un procéd¢ visant a extraire certains constituants présents dans
les plantes (principes actifs). C’est une opération de séparation solide/liquide (macération) en
utilisant un solvant organique. Les composés végétaux d’intéréts sont alors solubilisés et
contenus dans le solvant. La solution ainsi obtenue est 1’extrait recherché. Le solvant sera

ensuite éventuellement éliminé afin d’isoler I’extrait végétal.

Pour réaliser cette partie, on a choisi de réaliser ’extraction de la poudre végétale par une
méthode simple qui est la macération a froid (Figure 14). Le systeme solvant choisi est composé
d’un mélange éthanol et eau. Une quantité de 10g de poudre végétale (feuilles et noyaux) est
mélangé avec 100 ml d’éthanol a 80% (v/v) [59]. Aprés une période de la macération de 24h a
I’abri de la lumiére, les différents extraits obtenus ont été filtrés (Figure 15), a 1’aide d’un papier

Wattman N°4 puis séchés et conservés a 4 °C pour les analyses ultérieures (Figure 16).
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10 g de matiere végétale

broyée
‘ (Feuilles et noyaux)
-
100 ml de solvant
éthanol a 80% (v/v)
L .

Macération a froid

Pendant 24h
\ 4
Filtration sur papier Wattman
(N°4)
y
s\\
\ Résidu vegétal
S~ (se0)
Filtrat

Séchage et conservation

a4°C

_ > Calcul de rendement
‘ Extrait sec \

Figure 14 : Schéma illustrant 1’extraction hydro-éthanolique des feuilles et graines de P.
americana
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Feuilles Noyaux

Figure 15 : Filtration des extraits et récupération des filtrats

Feuilles Noyaux

Figure 16 : Les extraits secs des feuilles et noyaux de P. americana
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11.2.4. Calcul du rendement
Le rendement se détermine par apport au poids de I’extrait végétal sec (en g) par la
différence entre le poids du flacon (aprés évaporation) et le poids du flacon vide, et les résultats

s’expriment en pourcentage, selon la formule suivante [57].

Rendement (%) = [P1 - P2/ P3] x 100
Ou:

+ P1: Poids du flacon aprés séchage
+ P2 : Poids du flacon avant séchage (flacon vide)

+ P3: Poids de la matiére végétale séche de départ

11.3. Evaluation de I'activité antibactérienne

L'utilisation excessive et inappropriée d'antibiotiques conventionnels dans le traitement
clinique des infections humaines et animales a accru la résistance des agents pathogénes contre
ces composeés, les transformant en agents moins efficaces. En conséquence, il y a eu une
augmentation de la génération de pathogenes multi-résistants, principalement des bactéries et
champignons qui résistent aux effets de la plupart des antibiotiques et antifongiques. Ainsi,

d'autres méthodes de contrdle des agents pathogenes sont nécessaires [71].

Les plantes sont une alternative intéressante car elles possedent une grande variété de
composés a activité antimicrobienne. L'avocat (P. americana Mill.) est une importante culture
agricole mondiale qui contient divers métabolites ayant une activité antimicrobienne, comme
les tanins, les flavones catéchines et les composés polyphénoliques qui se trouvent souvent dans

les tissus et les graines du fruit de lI'avocat [71, 26].
11.3.1. Méthode de diffusion sur disque

Le test de diffusion sur disque développé en 1940, est la méthode officielle utilisée dans
de nombreux laboratoires de microbiologie clinique pour les tests de sensibilité aux

antimicrobiens de routine [72].

Dans cette procédure bien connue, le test est effectué en ensemengant un inoculum
bactérien sur milieu Mueller-Hinton [73]. Ensuite, des disques de papier filtre (d'environ 6 mm
de diamétre), contenant le composé a tester a la concentration souhaitée, sont placés sur la

surface de la gélose (Figure 17). Les boites de Pétri sont incubées dans des conditions
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appropriées. Généralement, I'agent antibactérien diffuse dans la gélose et inhibe la germination
et la croissance du micro-organisme d'essai puis les diameétres des zones de croissance

d'inhibition sont mesurés [72].

Les diamétres de zone d’inhibition de chaque composé a tester sont interprétés en utilisant
les criteres publiés par le Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, anciennement le
National Committee for Clinical Laboratory Standards ou NCCLS) ou ceux inclus dans la US
Food and Drug Administration (FDA) [73].

Les résultats du test de diffusion sur disque sont «qualitatifs» [73]. Néanmoins, ce test
offre de nombreux avantages par rapport a d'autres méthodes: simplicité, faible codt, capacité
a tester un nombre énorme de micro-organismes et d'agents antimicrobiens et facilité

d'interprétation des résultats [72].

BEFORE GROWTH

\ No bacterial growth
Agar media, spread (Zone of inhibition)

Antibioticdisks on Petri dish

Bacterial growth

Figure 17 : Schéma illustrant la méthode de diffusion sur disque [58].
11.3.2. Méthode de diffusion de puits

La méthode de diffusion de puits a été décrite pour la premiére fois par Nathan et al. en

1978. C’est un modele couramment utilisé pour tester l'activité antimicrobienne [74].

La méthode de diffusion en gélose est souvent utilisée pour mettre en évidence
I'antagonisme entre les micro-organismes. La procédure est similaire a celle utilisée dans la
méthode de diffusion sur disque. 1l s'agit de réaliser un ensemencement de la souche d'intérét
sur un milieu de culture approprié par des stries serrées en surface [72]. Sur les boites de Pétri
inoculées par les germes cibles préparées préalablement, des puits (diamétre de 4,5 mm) sont

réalisés puis remplis par la suite de I’extrait a tester (Figure 18). L’activité antibactérienne est
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déterminée en termes de diamétre de la zone d’inhibition produite autour des puits apres 24h

d’incubation a la température adéquat pour le développement de germe en question [75].

Milicu de culture ¢n

surfuston (30°C) + souche

cible \
|,|-|,> INTSE OO IS S

Macement des puits O

1004 100 pl de sumageant

i tester D D Témom (pH, midiew)

Essais en tr [‘l:\‘.:_l.:»

Diffusion / incubation 4 I I
I"¢tuve persiant 24 h

Figure 18 : Schéma illustrant la méthode de diffusion en puits [63].

11.3.3. Concentration minimale inhibitrice (CMI)

Les deux parameétres qui sont a la base de toutes les techniques d'étude de I'activité des
antibiotiques sont, la concentration minimale inhibitrice (CMI) et la concentration minimale
bactéricide (CMB) [76].

La CMI est le test le plus utilisé pour évaluer I’activité antibactérienne d’un antibiotique
in vitro. Par définition, la CMI est la plus faible concentration d’antibiotique capable d’inhiber
toute croissance visible de la souche bactérienne étudiée (bactériostase) exprimée en mg/l ou
pg/ml [78].

Le principe de CMI en milieu solide (méthode de dilution en gélose), consiste a incorporer
des quantités croissantes de 1’antibiotique dans la gélose coulée en boite de Pétri, réalisant une
gamme de concentrations connue. Les souches bactériennes sont ensemencées en strie ou en

spot (en « tache ») et la lecture se fait apres 18 a 24 heures d’incubation [78].
11.3.4. Concentration minimale bactéricide (CMB)

La CMB est la plus faible concentration d’antibiotique capable aprés 18 a 24 heures de
contact avec une population bactérienne, de laisser un pourcentage de bactéries survivantes

inférieur ou égal a 0,01 % en France ou 0,1 % dans les pays anglo-saxons. Elle s’effectue
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conjointement a la mesure de la CMI et peut, comme elle, étre déterminée en milieu solide ou

en milieu liquide [78].

Aprés détermination de la CMI, le pourcentage de bactéries survivantes est apprécieé apres
repiquage des milieux ou aucune culture n’est visible. Beaucoup plus que la CMI, la CMB est
sujette a des variations qui dépendent de nombreux facteurs. Il s’agit du milieu de culture, de
I’inoculum, de la phase de croissance des bactéries, des conditions d’incubation (agitation,
atmosphere d’incubation), de 1’adhésion des bactéries a certains supports (plastique) qui

diminuent I’effet bactéricide, ou du transport d’antibiotique [78].

La CMB permet de classer un antibiotique comme bactéricide ou bactériostatique en
fonction du rapport CMI/CMB. Elle permet aussi d’apprécier le phénoméne de tolérance d’une

souche lorsque le rapport CMI/CMB est supérieur ou égal a 32 [78].
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I11.1. Résultats et discussion

111.1.1. Taux d’humidité

Le calcul du taux d’humidité est réalisé dans le but d’estimer la teneur en eau de la plante
étudiée et de connaitre la durée de séchage pour chaque plante. Ceci differe d’une espéce a une
autre et d'une région a une autre. Le poids des feuilles et des noyaux obtenus apres séchage est
de 13,45¢g et 229 respectivement. Ces valeurs correspondent a des taux d’humidité de 54,04%

pour les feuilles et de 51,31% pour les noyaux (Figure 19).

Cela signifie que la plante absorbe et stocke de I’eau, des substances liquide ou huileuse
dans ces parties d'origine épidermique ou parenchymateuse, ainsi que des poils épidermiques,
des canaux ou des poches [55]. La biosynthese des principes actifs comme les huiles essentielles
continue et s'accélére apres la récolte du matériel végétal en réponse au stress hydrique. Sa diminution
apres des jours de séchage solaire et a I'ombre serait due a la réduction ou l'arrét de l'activité

enzymatique causant la mort des cellules suite a une forte déshydratation [56].

En outre une légere différence est notée entre les taux d’humidité des feuilles et des
noyaux de P. americana. Cependant, plusieurs facteurs pourraient influencer la teneur en eau
et en matiére séche des plantes comme 1’espéce végétale, la partie de la plante, I’age des plantes,

la nature du sol et la durée de conservation du végétal apres recolte [55].
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Figure 19 : Diagramme illustrant les résultats des taux d’humidité des feuilles et noyaux de

P. americana.
111.1.2. Rendement d’extraction

Dans notre travail, I’extraction de la poudre des feuilles et des noyaux de P. americana
par un solvant polaire (éthanol : eau), a permis d’obtenir un extrait sec d’un aspect pateux de

couleur verte pour les feuilles et marron pour les noyaux apres sechage.

Le rendement de ’extrait a été¢ déterminé par rapport au matériel végétal sec. Les résultats
du calcul des rendements massiques et les pourcentages obtenus sont reportés dans le tableau
03. Les rendements obtenus dans notre travail sont de 12,4% pour les feuilles et de 24,8% pour

les noyaux.

D’apreés nos résultats, on remarque que de rendement de 1’extrait éthanolique des grains
est plus éleveé par rapport a celui des feuilles. Ce qui nous laisse supposer une forte teneur pour
les grains en molécules bioactif (métabolites secondaires) par rapport aux feuilles.
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Tableau 03 : Couleur et rendement de différents extraits secs de P. americana

Partie de la plante | Extraits Aspect Couleur Rendement %
Feuilles Ethanolique | Pateux Vert foncée 12,4
Noyaux Ethanolique | Pateux Marron foncée 24,8

Nos résultats sont proches de ceux de Mesina [69], ou le taux de rendement des extraits
éthanoliques des grains de P. americana séchés a température ambiante et dans des conditions
d'obscurité suite a un broyage, par la méthode d'extraction a l'aide d'éthanol (96%) pendant 2

heures a une température comprise entre 10 et 15°C, était de 20%.

En revanche, un rendement plus faible de 13,09% a été obtenu par Abubakar et al. [68],
apres une extraction éthanolique des grains de Persea americana séchés, broyés et macérés
dans de I’éthanol a température ambiante, et suivie d’une filtration et élimination du solvant

sous vide.

D’autre part, Kamagate et al. [70], montre des résultats similaires aux notre. Aprés une
extraction éthanolique des feuilles de P. americana séchées a I’ombre suite d’un broyage, par
moyen de processus de macération pendant 48h et suivie d’une filtration pour 1’élimination du

solvant, le rendement obtenu était de 16,8%.

Dans le cas des feuilles, Wientarsih et al. [61], a indiqué des taux de rendement de 1’ordre
de 34% en utilisant I’éthanol a 70% comme solvant. L’extraction dans leur cas était réalisée a
partir des feuilles de P. americana séchées a température ambiante et dans des conditions
d'obscurité suite a un broyage. Le mode d’extraction suivie était la macération pendant 48h
suivi d’une concentration a l'aide d'un évaporateur rotatif pour obtenir un extrait semi-solide. Il
a été constaté également que I'extrait de feuilles d'avocat contient des alcaloides, des tanins, de

la saponine, des trithénoides et des flavonoides.
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Tableau 04 : Rendement des extraits éthanoliques et aqueux de P. americana

Auteurs Extraits Partie de la plante | Rendement %
Mesina (2014) Ethanolique Grains 20
Abubakar et al. | Ethanolique Grains 13,09
(2017)

Wientarsih et al. | Ethanolique Feuilles 34
(2012)

Kamagate et al. | Ethanolique Feuilles 16,8
(2016)

Ojewole et al. Agueux Feuilles 20
(2007)

Ozolua et al. Agueux Grains 10,6
(2010)

Conformément & d’autres travaux, le changement du systéme solvant et ’utilisation de
I’eau uniquement comme solvant d’extraction peut varier les rendements. Selon Ojewole et al.
[64], le rendement des extraits aqueux des feuilles de P. americana obtenu par macération
pendant 48h est de I’ordre de 20%.

En outre, d’autres facteurs comme la partie de la plante sont impliqués dans la variation
de ces taux de rendement méme en ayant recours a I’utilisation du méme solvant. En effet,
d’aprés Ozolua et al. [67], les résultats de taux de rendement d'un extrait aqueux des grains de
P. americana étaient de 10,6%. Dans leur cas, les grains de P. americana ont été séchés au
soleil pendant 5 jours et I’extraction a été effectuée par macération dans de l'eau distillée

pendant 24 heures.

Donc, a la lumiére de nos résultats et ceux des autres auteurs précédemment mentionnée
dans notre travail, il est clair que plusieurs facteurs peuvent influencer le rendement d'extraction
comme : la durée de séchage, selon les variétés de I’espece végétal qui se différé d’une espece
a une autre, selon les métabolites secondaires, le pourcentage en éthanol du solvant hydro-
éthanolique, le temps de macération et la vitesse d'agitation, ainsi que la méthode d’extraction
[64].

Le choix du solvant est une étape tres importante lors de la préparation des extraits de
plantes qui a un effet primordial sur les taux de rendement mais aussi sur la nature des molécules
extraites [65].
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Le processus d’extraction a 1’aide de I'éthanol entrepris dans notre étude, est géneralement
utilisé pour solubiliser les composés actifs tels que les polyphénols, les flavonoides, les tanins
et les alcaloides, et considéré comme le solvant le plus adéquat [62]. En effet, Lapornik et al.
[62] ont montré que les valeurs de polyphénols totaux, sont plus élevées dans les extraits
d'éthanol et de méthanol par rapport aux extraits aqueux du fait de la différence de polarité (le

méthanol et I'éthanol sont des solvants moins polaires que I'eau).

La polarité de I'éthanol est inférieure a celle de I'eau, donc la dégradation des parois
cellulaires de P. americana qui ont un caractéere non polaire sera efficace [61]. De plus, 1’éthanol
a un caractére non polaire et c’est ce qui provoque la libération des flavonoides, les tanins, les

alcaloides et d’autres polyphénols des cellules [62].
I11.1.2. Activité antibactérienne des extraits éthanolique de P. americana

La plupart des auteurs, attribuent l'activité antimicrobienne au contenu phénolique des
extraits [80]. Les résultats des études précédentes sur les extraits éthanoliques des grains de P.
americana, montrent une activité antibactérienne contre toutes les bactéries a Gram positif (S.
aureus, L. monocytogenes, B. cereus, S. pyogenes), ainsi qu’a Gram négatif Eschericha coli et

Pseudomonas aeruginosa [60, 80, 28,79].

Les résultats rapportés par Nwaoguikpe et al. [79]. sur I’étude de I’effet antibactérien de
I’extrait éthanolique des grains de P. americana, sur les souches: S. aureus, E. coli, P.
aeruginosa, qui a été réalisé par la méthode de diffusion sur disque, démontre que cet extrait a
une activité antibactérienne contre les Gram négatif E. coli, P. aeruginosa, et les bactéries a

Gram positif S. aureus avec des zones d’inhibition de 10 mm, 15 mm, 13 mm respectivement.

L’expérience d'Idris et al. [60]. sur des extraits éthanoliques des graines d'avocat (P.
americana Mill.) par la méthode de diffusion sur disque, a montré une activité antibactérienne

contre S. pyogenes avec une zone d'inhibition de 35 mm.

Selon Amado et al. [80]. I’étude de I’activité antibactérienne des extraits des grains de P.
americana, a indiqué une activité antibactérienne contre la bactérie Gram positif B. cereus.
Chez la souche Gram positif L. monocytogenes, 1’étude de I’activité antibactérienne des extraits
des grains de P. americana, par la méthode de diffusion sur disque d'agar, a démontré la

présence d’une zone d’inhibition de 9,27mm [28].
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Dans le cas des expériences de Biyik et al. [81]. qui ont porté sur 1’étude de 1’effet
antibactérien des extraits éthanoliques des feuilles d'avocat (P. americana Mill.) sur plusieurs
souches bactériennes, une resistance des E. coli a été noté. Par contre chez les autres bactéries
testées, des faibles zones d’inhibition ont été observées chez P. aeruginosa (10 mm), S. aureus

(11 mm), L. monocytogenes (14 mm) et B. cereus (13 mm).

Tableau 05 : Diamétre (mm) des zones d’inhibition des extraits éthanoliques des feuilles et des

noyaux de P. americana

Zone d’inhibition Noyaux Feuilles

Souches bactérienne (100 mg/ml) (100 mg/ml)
Eschericha coli 10 -
Pseudomonas aeruginosa 15 10
Staphylococcus aureus 13 11
Listeria monocytogenes 9,27 14
Bacillus cereus ND 13
Streptococcus pyogenes 35 ND

- : Absence de zone d’inhibition, ND : non déterminé

Selon OQuattara et al. [29]. un extrait est considéré actif lorsqu’il induit une zone
d’inhibition supérieure ou égale a 10 mm. Cela indique clairement I'efficacité des différents
extraits des feuilles et/ou noyaux contre toutes les bactéries pathogénes a savoir: P.

aeruginosa, S. aureus, L. monocytogenes, B. cereus, S. pyogenes et E. coli (Tableau 5).

D’apres le tableau 05, les résultats de ’activité antibactérienne des extrais éthanoliques des
feuilles et noyaux de P. americana testés a une concentration de 100 mg/ml, montrent la
présence d’une zone inhibitrice importante chez la bactérie S. pyogenes avec un diamétre de 35
mm. On remarque aussi la présence des zones inhibitrices plus faibles vis-a-vis des bactéries :

P. aeruginosa et S. aureus, avec des diametres de 15 mm et 13 mm respectivement. Cette
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activité antibactérienne est due a la richesse des grains de P. americana en molécules bioactives

telles que les polyphénols [60, 79].

Par contre, selon Amado et al. [80], une activité tres faible des extrais éthanoliques des
grains contre L. monocytogenes avec un diametre de 9,27 mm a été observée. Ces résultats sont
contradictoires par rapport a ceux des travaux de Biyik et al. [81] qui ont remarqué un pouvoir
antibactérien important de 1’extrait éthanolique des feuilles de P. americana contre L.
monocytogenes avec un d’un diameétre de 14 mm. En outre, une présence des zones d’inhibition
variable a été observée chez P. aeruginosa, S. aureus et B. cereus avec des diameétres des zones

d’inhibition de 10 mm, 11 mm, 13 mm respectivement [81].

Ces différences entre les résultats des études précédemment rapportées dans la littérature

pourraient également étre liées a de nombreux paramétres a savoir :

Le milieu de culture.

La taille de I’inoculum.

La technique d’ensemencement.

Le procédé et les conditions d’extraction.

La nature du matériel d’extraction (risque d’oxydation).
Les conditions de conservation, de stockage et de transport.
La concentration en extraits utilisée.

La diffusion des extraits a travers la gélose.

L’état physiologique de la bactérie au sein du foyer infectieux.

ol B CHEE I e e

Influence des facteurs physiologiques ou pathologiques sur la pharmacocinétique des
extraits.

+ Emergence d'une résistance au cours du traitement [109].

De plus, les bactéries a Gram négatif sont dotées d'une structure a plusieurs couches et
ont une membrane externe composée de lipopolysaccharides avec une teneur en graisses plus
élevée dans la paroi cellulaire, ce qui permet moins d'interaction avec les extraits [80]. Cela
nous a permis de justifier la résistance et I’absence de zone d’inhibition chez E. coli testé par
les extrais éthanoliques des feuilles de 1’avocat, trouvés dans la littérature notamment 1’étude

de Biyik et al. [81], qui retrouvait cette résistance.
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Nwaoguikpe et al. [79] ont remarqué une sensibilité de la bactérie d’E. coli testée aux
extraits éthanoliques des grains de P. americana avec une zone inhibitrice égale a 10 mm, ce
qui nous laisse confirmer que les grains sont plus riche en métabolites secondaire dont les

flavonoides, par rapport aux feuilles.

Les flavonoides sont connus pour étre synthétisé par les plantes en réponse a une attaque
microbienne. 1l ne devrait pas étre surprenant que ceux-ci ont été trouvés comme substances
antibactérienne efficaces contre un large éventail de microorganismes pathogeénes lorsqu'ils
sont testeés in vitro. Leur potentiel antimicrobien est probablement di a leur capacité a reagir
de maniére extracellulaire avec des protéines solubles, formant un complexe avec les parois

cellulaires bactériennes, entrainant la lyse bactérienne et la mort [79].
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Conclusion

L’exploitation du potentiel biologique des espéces végétales revét un intérét important.
Les nouvelles démarches consistent a s’intéresser a la recherche des principes actifs dans les

produits naturels d’origine végétale.

Le présent travail a porté sur 1’étude de 1’activité antibactérienne des extraits éthanoliques
des feuilles et des noyaux de Persea americana (Avocatier). Cette plante est largement utilisée

en médecine traditionnelle a travers le monde.

Au cours de notre travail, nous avons montré que le taux d’humidité des feuilles de P.
americana est un peu plus élevé que celui des noyaux (54,04% pour les feuilles et de 51,31%
pour les noyaux). Comme il est important de choisir un bon solvant d’extraction afin d’obtenir
des meilleurs rendements. Les rendements obtenus dans notre cas sont de 12,4 % dans les

feuilles et de 24,8% dans les noyaux en utilisant 1’éthanol.

Le but de notre étude était de contribuer a apporter des informations sur la composition en
principes actifs de P. americana et ses effets antibactériens sur les souches Gram positif (ex :
Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes, Bacillus cereus, Streptoccocus pyogenes) et a

Gram négatif (ex : Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa).

Chez P. americana les composés phénoliques sont présents en quantité appréciable surtout
dans les noyaux, ce qui contribue a son effet dans la prévention contre les maladies bactériennes.
Cela soutient donc l'utilisation de P. americana en médecine traditionnelle et suggére que
d'autres études soient menées pour isoler et identifier les substances actives responsables de son

activité antibactérienne et antimicrobienne.

Une autre préoccupation majeure actuellement demeure le manque de collaboration entre
la médecine moderne et les tradipracticiens. Une recommandation particuliére s’adresse a ces
derniers afin de se concentrer sur 1’éducation et la formation en vue de s’assurer que les
connaissances et qualifications soient adéquates, ce qui aiderait a un usage rationnel en vue
d’une complémentarité des types de soins de santé proposés en utilisant correctement les

produits de qualité.
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Au terme de cette étude, nous suggérons aux chercheurs de:

e Entreprendre une étude de ’activité antibactérienne in vitro.
e Prévoir une étude toxicologique du macéré afin d’améliorer 1’usage en thérapie
humaine.

e Approfondir I’étude chimique des extraits de la plante.
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Résumé

Le but de ce travail était I’étude de 1’activité antibactérienne des extrais éthanoliques des noyaux
et des feuilles de Persea americana. Le calcul des taux d’humidité (exprimé par le pourcentage)
a montré des valeurs élevées de 54,04 % pour les feuilles et de 51,31 % pour les noyaux.
L’extraction hydro-éthanolique par macération a permis d’obtenir des rendements importants
de 24,8% pour les noyaux et de 12,4% pour les feuilles. Les résultats retrouves dans la
littérature, lors des études précédentes sur les extraits éthanolique de Persea americana, ont
montré plusieurs activités biologiques intéressantes a savoir des activités anti-oxydantes,
anticancereuses, anti-inflammatoires et antibactériennes contre les bactéries a Gram positif telle
que : Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes, Bacillus cereus, Streptococcus pyogenes
et a Gram négatif : Escherichia coli et Pseudomonas aeruginosa, dont la zone d'inhibition la plus
importante est de 35 mm observée chez Streptococcus pyogenes, due & la présence de plusieurs
principes actifs a intérét thérapeutique. La richesse de cette plante en composés phénoliques
pourrait justifier son usage dans le traitement de certaines infections d’origine bactérienne et de
I’exploiter a des fins thérapeutiques, notamment antibactériennes.

Mots clés: Persea americana, humidité, rendement, activité antibactérienne, activité
biologique.
Abstract

The aim of this work was the study of the antibacterial activity of ethanolic extracts of seeds
and leaves obtained from Persea americana. The moisture content (expressed as the
percentage), showed high values of 54.04% for the leaves and 51.31% for the seeds. The hydro-
ethanolic extraction by maceration showed important yields of 24.8% for the seeds and 12.4%
for the leaves. The results previously reported in the literature on ethanolic extracts of P.
americana showed many interesting biological activities, such as, antioxidant, anticancer, anti-
inflammatory and antibacterial against Gram positive such as: Staphylococcus aureus, Listeria
monocytogenes, Bacillus cereus, Streptococcus pyogenes and Gram negative Escherichia coli
and Pseudomonas aeruginosa bacteria, whose greatest inhibition zone is 35 mm observed in
Streptococcus pyogenes, due to the presence of many active principle of therapeutic value. The
richness of this plant in phenolic compounds could justify the use of P. americana in the
treatment of some bacterial infections and exploited for therapeutic purposes, in particular
antibacterial.
Keywords: Persea americana, humidity, yield, antibacterial activity, biological activity.
uaidla
el UL pal Luyu (81 5 9 580 68 o J iU cilealiiiiad U i€l sliaadl Wil dul 50 ga Jaall 138 (e Cargd) ()\S
=S e i s 3 751,31 5 s 754,04 il ddle e (4 sie LS Lgie une) 4 sha )l Y ne Cloea
Gl all A lgdle ) giall a3 ) il < jedal (31, 03U 712.4 5 53l 7248 <y 58 dali) sy YY)
Claliae o 5 ¢ Al 5 el A o) guall AasV (pe dyandl (WIS pal Ly e Y] clialiion, e 430 43y
0058 5S sl 1 e al il dlag) LSl aca L Sl Cilalias s gl culalizas 5 (o ) cilabias 5 30y
3 lsS Ll 1 b al e 50 Galionsm On S sSis ¢ Qastin Oasbin ¢ Galia sl gige Lol ¢ Ga s )
Go el 25n s s ¢ Gl sm oS S A ala 35 Led Lot Adhaia 8] @l A ¢ ) s gal (ol 50 53 g
s z0e g Aeladial ) ol oS A gl LS el e Ol 138 ¢ 5 o) A Dladl Apaa V) il Anil) ¢l oSl
LSl Clabiadll Aala ¢ adle il e Y Alblaiul g 4 Sl (5 gl ¢ g3l

e sl oLl ¢ Ly Sl slcaal) Jalil) ¢ ) geanall ¢ 4 sha il ¢ WIS el Ly sdoalifial) cilalst)



