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Resumé

L’Euphorbe de Guyon, Euphorbia guyoniana Boiss, est une plante endémique de
I’Algérie et utilisée en médecine traditionnelle. Afin d’apporter les preuves de son innocuité
et de valoriser ses vertus, une étude phytochimique et une évaluation de I’effet de I’extrait
aqueux et des huiles essentielles sur des bactéries pathogene isolées et identifiées de différents
sols ont été réalisées.

L *étude phytochimique a révélée une forte teneur en saponosides, alcaloides, lipoides,
glucosides, sucres réducteurs et une teneur moyenne en tannins totaux, coumarines,
flavonoides, mucilages, polyphénols. L’analyse de I’extrait aqueux par HPLC, a dévoilé la
présence de 41 composés flavonoiques, dont 27 ont pu étre identifiés. En revanche I’analyse
par GC-MS des huiles essentielle de la méme plante n’a révélé que la présence d’un seul
composé faisant partie des constituants du latex.

L ’activité antibactérienne a été testée sur seize espéces bactériennes isolées a partir d’un
sol d’écurie, de culture de pomme de terre et de poulailler, et identifiées par des galeries
biochimiques et par VITEK. Au total (77) bactéries réparties en six familles ont été
identifiées: Staphylococcaceaes (09), Enterobacteriaceae (44), Streptococcaceae (05),
Pseudomonadaceae ( 10), Moraxellaceae ( 05) et Enterococcaceae (04). Le test antibactérien
a été réalisé selon la méthode de diffusion sur milieu solide. Les deux extraits ont présenté
une bonne activité antimicrobienne. Les CMIs obtenues avec |’extrait aqueux flavonoidique
varient de 0,07mg/ml pour Pseudomonas aeruginosa a 61,78mg/ml pour d’Escherichia coli.
Ainsi, en conclusion [I’extrait aqueux flavonoique et [I’huile essentielle d’Euphorbia
guyoniana peuvent constituer une alternative au contrdle chimique de certaines bactéries

pathogeénes.

Mots clés : Activité antibactérienne, bactéries pathogénes, Euphorbia guyoniana,

flavonoides, huiles essentielles, sol, VITEK.
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Introduction”générale

Le rapport entre I’Homme, I’animal et le végétal avec les bactéries est tres vaste, allant
d’une association biologique durable et réciproquement profitable (symbiose) jusqu’au
déclanchement et développement d’une maladie donnée (pathogénicité), qui peut dans
certains cas aboutir a la mort. Pour lutter contre ces bactéries, les pionniers de la
microbiologie ont inventés une classe de médicament : les antibiotiques utilisés pour le
traitement contre des maladies infectieuses. Leur mauvaise utilisation engendre des effets
indésirables sur I’individu et la communauté (Walsh, 2003). La contamination de I’Homme
par ces bactéries pathogénes peut avoir plusieurs origines dont une trés importante qu’est le
sol. Dans les communautés microbiennes du sol, certaines bactéries peuvent étre pathogénes
pour les plantes, les animaux et les humains (Raaijmakers, 2009). Le sol est un habitat
naturel pouvant contenir des bactéries pathogénes primaires et opportunistes, notamment
Burkholderia spp., Ochrobactrum spp. et Stenotrophomonas spp. (Berg et al., 2005).
Certaines bactéries pathogenes primaires pouvant provoquer de graves maladies chez
I'Homme (intoxication alimentaire et pneumonie) sont des habitants naturels du sol, tels que
Bacillus cereus et Bacillus anthracis (Ticknor et al., 2001; Reis et al., 2014). D'autres sont
hautement pathogénes pour I'homme, telles que Clostridium botulinum et Clostridium tetani
(Smith, 1978; Smith, 1979). Il existe certaines catégories de bactéries a vie saprophyte dans
le sol, telles que Listeria monocytogenes (Freitag et al., 2009). Pseudomonas aeruginosa est
également une bactérie trés présente dans le sol (Colinon et al., 2013). Afin de pallier a ce
fléau, la lutte contre ces pathogénes a toujours été difficile, et I'utilisation de produits biocides
de désinfection des sols tels que la chloropicrine et le bromure de méthyle s'est révélée trés
dangereuse. Heureusement, ces produits ont été définitivement interdits, ce qui ne résout pas
le probléme de la lutte contre les infections bactérienne d'origine tellurique. Par ailleurs, la
lutte antivectorielle au cours des épidémies, réalisée par des insecticides chimiques, continue
d’entrafner un niveau élevé de contamination et de déséquilibre écologique, essentiellement
dd a I’apparition du phénoméne de résistance. C'est pourquoi I'Organisation Mondiale de la
Santé (OMS) a insisté sur la recherche de nouvelles méthodes de contréle essentiellement
biologiques. Toutes ces raisons et bien d’autres, ont poussé les chercheurs a se pencher plutot
vers la recherche de nouvelles molécules du régne végétal.

L’Homme utilise les plantes dans maints domaines de sa vie quotidienne, spécialement

pour lutter contre diverses maladies. Une large partie de la population mondiale utilise les



plantes médicinales pour se traiter, plus particulierement dans les pays en voie de
développement, a cause de leur incapacité de bénéficier des vertus de la médecine moderne
(Walsh, 2003).

L’Algérie est un pays connu pour sa biodiversité, et dispose d’une flore particuliérement
riche et variée. On compte environ 3000 espéces dont 15 % sont endémiques et appartenant a
plusieurs familles botaniques (Quenzel et Santa, 1963). Bien que le Sahara algérien soit
connu pour son hostilité, et son grand potentiel floristique constitué de plantes médicinales,
toxiques, et condimentaires, cette richesse connait une dégradation intense depuis quelques
décennies. Les especes évoluant dans ce milieu tels que les Euphorbiaceaes renferment
diverses familles de composés chimiques tels que les alcaloides, les saponines (Tripathi et
al., 1980), les terpénes (Mazoir et al., 2008), les flavonoides et les composés cyanogéniques
(Hunsa et al.,1995). Parmi les espéces endémiques de I’Algérie, la plante médicinale
Euphorbia guyoniana posséde une importance particuliére en pharmacopée. En effet selon
Bellakhdar (1997), cette plante est utilisée par la population saharienne contre les piqures et
morsures vénéneux et diverses infections. Le latex de cette plante est également utilisé pour
enlever les verrues et extirper les épines.

Quelques travaux ont été réalisés sur |’espece Euphorbia guyoniana, parmi lesquelles,
nous pouvons citer celui de Haba (2007) qui a réalisé une étude phytochimique de deux
Euphorbiaceae sahariennes :Euphorbia guyoniana Boiss. et Reut. et Euphorbia retusa Forsk.
Celui de Boudiar et al. (2010) qui a identifié un nouvel alcaloide en plus de six flavonoides
déja connus a partir des parties aériennes d’Euphorbia guyoniana. Une autre étude réalisée
par Smara et al. (2014) parle sur une étude ethnobotanique et chimique d’Euphorbia
guyoniana Boiss. et Reut . Concernant I’activité antibactérienne de I’espece, Zellagui et al.,
2012 ont étudié celle de deux extraits d'Euphorbia guyoniana. Herouini et al. (2015) ont
également évalué I’activité antibactérienne des extraits aqueux d’Euphorbia guyoniana
(Euphorbiaceae) récoltée dans Oued Sebseb (Sahara Algérien). Palici et al. (2015) a aussi
valorisé I’activité antibactérienne des extraits flavonoiques d’Euphorbia guyoniana. Une autre
étude menée par Benmeddour (2016) a démontré I’activité biologique de quelques espéces
végétales dans la région de Aures et au nord du Sahara Algérien, parmi ces especes
Euphorbia guyoniana.

Ainsi, cette these s’inscrit dans le cadre d’un projet de recherches entrepris pour valoriser les

vertus de la flore algérienne en lutte biologique, et ayant comme objectif une premiére
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contribution a 1’analyse de I’effet de 1’extrait aqueux et des huiles essentielles de la plante
médicinale Euphorbia guyoniana, sur des bactéries pathogenes d’origine tellurique.

La stratégie adoptée pour réaliser cette étude porte sur trois axes principaux :
établissement d’un inventaire des bactéries telluriques, isolées de divers types de sol, une
caractérisation phytochimiques de 1’extrait aqueux et des huiles essentielles (HEg), et enfin,
une évaluation de leur effet antibactérien. L’ensemble des données relatives a ce projet de
thése de doctorat sont réparties comme suit :

¢ Une premiére partie théorique, ou une synthése bibliographique sera abordée, citant

des généralités sur la plante utilisée, les principales molécules bioactives (Flavonoides
et huiles essentielles) suivie de quelques détails sur les bactéries pathogenes d’origine
tellurique.

¢ Une seconde partie pratique comportant les méthodes adoptées pour réaliser les

objectifs visés : la récolte de la plante Euphorbia guyoniana et son identification,
I’extraction et la caractérisation des flavonoides et des huiles essentielles,
I’identification des souches bactériennes prélevées de différents sols, et le protocole
appliqué pour étudier la sensibilité des souches bactériennes identifiées aux extraits
testes.

¢ Une troisiéme partie comportant les résultats et leur discussion.

+ Enfin une conclusion exposant les principaux résultats obtenus et les perspectives

issues de ce travail.
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I-1- Description, composition et activités biologiques des Euphorbiaceae
I-1-1- Généralités sur les Euphorbiaceae

Les Euphorbiaceae sont une famille tres hétérogene comptant environs 10000 especes
regroupées dans 336 genres. Elles sont considérées comme 1’'une des familles les plus vastes
et les plus cosmopolites que compte I’embranchement des Angiospermes, et I'une des plus
grandes familles des phanérogames en nombre d’especes végétales, apres les Asteraceae, les
Fabaceae et les Orchidaceae. Seules les genres Fuphorbia, Croton et Phyllanthus comptent
pres de la moitié des especes de cette famille (Ozenda, 1991; Bruneton, 1996). Les
FEuphorbiaceae peuvent pousser partout, a l’exception des régions antarctiques et aux
sommets des hautes montagnes (Bruneton, 1996). Les especes de cette famille ont un aspect
tres variable et se caractérisent principalement par leur latex blanc collant et épais, irritant
pour les yeux et provoquant des rougeurs sur la peau. Ce sont des plantes herbacées annuelles
ou vivaces, lianes, arbustes ou arbres. Certaines especes sont succulentes et/ou en forme de
cactus. Les especes qui constitues cette famille varient a la fois par leur appareil végétatif
ainsi que par la structure de leur appareil reproducteur (fleurs) (Ozenda, 1991; Bruneton,
1996). Généralement les fruits se présentent sous forme d’une capsule a 3 loges, parfois a 2
ou plus rarement de 4 a 30 loges contenant chacune une seule graine. Le fruit est une capsule
tricoque a déhiscence loculicide, septicide ou encore un schizocarpe a déhiscence explosive.
La graine est albuminée et caronculée (Ozenda, 1991; Spichigera et al., 2000).

Le genre Euphorbia, est le genre le plus représentatif de la famille des Euphorbiaceaes. 1l
renferme pres de 1600 a 2100 especes soit 16% a 21% des espéces de cette famille (Ozenda,
1991; Spichigera et al., 2000). Les especes de ce genre, sont bien représentées au Sahara

septentrional et en Europe.

I-1-2- Description botanique d’ Euphorbia guyoniana

Euphorbia guyoniana est une plante vivace de la famille des Euphorbiaceae, endémique a
I’ Algérie, hémicryptophyte et d’un vert foncé. Elle peut étre observée en pieds, isolés et en
petits groupes. Elle est laticifére et relativement touffue, possédant un systéme racinaire tres
développé, pénétrant profondément dans le sol. Elle développe des tiges dressées et tres
ramifiées allant de 30 a 100 cm de haut. Les tiges portent des feuilles étroites, trés peu
nombreuses, parfois absentes surtout sur les rameaux fleuris. La floraison s’effectue en hiver
(janvier-février) et parfois au printemps. Les fleurs, appelées cyathes sont de couleur jaunatre

et de taille réduite. Les graines sont sans caroncule, noirdtres et munies de cotes
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longitudinales grises, sans pointe. Les tiges et les feuilles laissent couler un latex trés acre
lorsqu'elles se cassent (Gubb, 1913; Ozenda, 1991) (Figure 1).

Photos () : partie aérienne d’Euphorbia guyoniana

Photos (b) : tige, fruit et graine d’Euphorbia guyoniana

Photos (c) : fleure d’Euphorbia guyoniana

Figure 1 :photos (a, b, ¢) d’Euphorbia guyoniana Boiss. & Reut. (Smara, 2014)
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I-1-3-Taxonomie et systématique d’Euphorbia guyoniana
D’aprés la classification botanique classique, 1’espece FEuphorbia guyoniana est une
dicotylédone, dont la position taxonomique est la suivante (Quenzel et Santa, 1963 ;

Ozenda, 1991 ; Bruneton, 1996 ; Spichigera, 2000):

e Régne : Plantae

¢ Embranchement : Spermaphytes

¢ Sous Embranchement : Angiospermes
® (lasse : Dicotylédones

® Sous classe : Rosidea

® Ordre : Euphorbiales

e Famille : Fuphorbiaceae

e Genre : Luphorbia

Espéce : E. guyoniana (Boiss. et Reut.)

Selon la derniere classification, I’espece est appelée FEuphorbia guyonianus tithymlus
(Euphorbia guyoniana Boissier et Reuter) Klotzsch & Garcke (Smara, 2014).

La majorité¢ des Fuphorbes sont connues par leur noms vernaculaires « Bouhliba» qui
signifie plante a séve laiteuse, car les Euphorbes contiennent un suc laiteux (liquide blanc)
collant et irritant appelée latex. L’espece F£. guyoniana est aussi connue sous ses noms
vernaculaires : Lebbina (Ghardaia), Oum El L’bina (Adrar), Moulbina et Ammaia (Béni
Abbés et El Goléa) (Quenzel et Santa, 1963 ; Ozenda, 1983 ; Adjanohoun ef al., 1989 ;
Maiza et al., 1992 ;Chehma, 20006).

I-1-4-Répartition géographique d’E guyoniana

Euphorbia guyoniana se répartie dans les régions ensablées et méme dans le sable ou elle a
été répertoriée a 1’étage tropical (Maire, 1933; Ozenda, 1991). 1l s’agit d’une espece
commune a tout le Sahara septentrional et les régions pré-désertiques, au sud jusqu’a EL

Golea et a Tadmait (Ozenda, 1991) (Figure 2).
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Figure 2: carte de répartition géographique d Euphorbia guyoniana en Algérie (Haba.,
2008).

I-1-5- Usage des Euphorbiacées

L utilisation des Euphorbiacées est quasi-mondiale, principalement dans le traitement de
plusieurs affections telles que les maladies gastro-intestinales et la migraine (Singla et
Pathak, 1990). Certaines especes de cette famille, possédent également des propriétés
cicatrisantes (Esmeraldino et al., 2005), antibactériennes (Hernandez et al., 2003; Li et al.,
2008), antifongiques (Reza jassbi, 2006), anti-tumoral (Norhanom et Yadav, 1995),
cytotoxique (Al-fatimi, 2005) et anti-inflammatoires (Mavar et al., 2004; Lewu et Afolayan,
2009) .

En Afrique, les espéces Euphorbia thymifolia Linn. et Euphorbia hirta Linn. ont des
propriétés antihelminthiques puissantes (Kone et Kamanzi, 2006 ; Sandeep et al., 2009).

7
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L’espéce Jatropha multifida L. a montrée un effet hémostatique sur des rats ayant des troubles
de coagulation (Klotoe ef al., 2017). L’espéce Clutia abyssinica Jaub. & Spach est utilisée
pour traiter les maladies vénériennes et les maladies de la peau, le cancer et la fertilité chez les
humains (Jeruto et al., 2008). L’espece Phyllanthus reticulatus Poir. est utilisée pour le
traitement du rhumatisme, de la dysenterie et des maladies vénériennes (Nadkarni, 1982).
L’espéce Tragia cannabina Linn. est connu pour étre un trés bon anti-inflammatoire
(Hosahally et al., 2012). Enfin, I’espece Fuphorbia heterophylla Linn. posséde des propriétés
antitussives (Holm et al., 1997).

En Algérie, I’espece Fuphorbia guyoniana est utilisée en pharmacopée par de nombreuses
populations sahariennes contre les morsures de serpents. Le latex de la plante est utilisé pour
attaquer les verrues et pour extirper les épines. On ’applique également sur les morsures et

piqlres venimeuses (Bellakhdar, 1997).

I-1-6-Activités biologiques d’E. guyoniana
I-1-6-1- Effet antibactérien

Les métabolites secondaires d’FE. guyoniana sont dotés d’une activité antibactérienne
importante vis-a-vis de certaines souches cliniques (Zellagui ef al ., 2012). D’apres ces
auteurs, Pseudomonas aeruginosa, Proteus vulgaris, Klepsiella pneumoniae, Enterobacter,
Escherichia coli, Staphylococcus aureus ont montrés une sensibilité¢ aux extraits Méthylene

chloride-Méthanol, et n-butanol.

I-1-6-2- Effet insecticide

En quéte de nouvelles techniques de lutte contre les insectes nuisibles, Kemassi et al
(2015) ont démontré que les extraits aqueux d’ Luphorbia guyoniana exercent une abstinence
et une diminution de la prise de nourriture, une diminution du poids corporel et des
modifications dans 1’anatomie du tube digestif des larves L5 et imagos de Schistocerca
gregaria. Par ailleurs, et selon ces auteurs, I’extrait aqueux, acétonique et alcaloidique

provoquent des mortalités importantes chez les acridiens.

I-1-7- Toxicité d’ Euphorbia guyoniana

Les composés lactoniques et quinoniques conférent a la plupart des especes appartenant a la
famille des Euphorbiaceae, une toxicité vis-a-vis de I'homme. Elle se manifeste par une
irritation des muqueuses, une induction de tumeurs et peut engendrer des allergies cutanées.

La présence d’Euphorbone (C1sH,40) et d’esters diterpeniques (les esters de phorbol), un

8
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mélange complexe de dérivés acylés et acétylés en 12 et 13 (ou I’inverse) de phorbol,
d'ingénol et de myrsinol, rend les Luphorbiaceae responsables de dermites bulbeuses séveres
sur la peau, de lésions labiales et d’cedémes pharyngés par ingestion. Les accidents oculaires
peuvent étre séveres (I€sions de I’épithélium cornéen) (Champy, 2008).

Le latex d’Euphorbia guyoniana provoque des rougeurs sur la peau, des érythémes ou des
phlycténes, ainsi que des irritations au niveau des yeux pouvant aller jusqu’a la cécité a des
doses élevées (Bellakhdar, 1997). Selon cet auteur, les troubles de la vue sont accompagnés
souvent de toux, de rhinite avec écoulement nasal, de laryngite et de brilure des lévres. Une
fois absorbé, le latex entraine des symptdmes plus ou moins séveres de gastro-entérite et

d’inflammation des muqueuses du tube digestif.

I-1-8- Composition phytochimique

Diverses familles de composés chimiques ont €té isolées a partir des especes appartenant a
la famille des Euphorbiaceae dont les alcaloides (De Nazaré ef al., 2005), les flavonoides et
les composés cyanogénétiques (Hunsa et al., 1995), I’acide ellagique (Mavar et al., 2004),
les saponines (Tripathi et Tiwari, 1980) et les terpenes (Mazoir ef al., 2008). En revanche,
trés peu d’études ont €té réalisées sur 1’espece Fuphorbia guyoniana. Ahmed et al. (2006) ont
isolé et caractérisé deux nouveaux diterpenes polyesters de type jatrophane (Guyonianin A,
Guyonianin B) de la partie aérienne de la plante. Une autre étude menée par Haba ef al
(2007) sur les racines d’Euphorbia guyoniana a permis d’isoler 20 composés terpéniques (5
diterpénes et 15 triterpénes). Ces composés se répartissent comme suit :
- Un diterpene polycyclique nouveau a squelette tigliane, dérivé du phorbol.
- Un diterpene macrocyclique a squelette jatrophane.
- Un triterpéne de type cycloartane nouveau.
- Quatre triterpenes tétra cycliques a squelette cycloartane.
- Deux triterpenes tétra cycliques a squelette lanostane.
- Un triterpéne tétra cyclique a squelette euphane.
- Un triterpéne tétra cyclique a squelette tirucallane.
- Deux triterpenes penta cycliques a squelette multiflorane.
- Un triterpéne penta cyclique a squelette taraxerane.
- Un triterpéne acyclique.
- Deux stéroides.

L’étude de Smara (2014) sur les racines de la plante a abouti a I’isolement de flavonoides,

et environ 20 composés terpéniques (5 diterpénoides et 15 triterpénoides). Ces composés sont

9
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obtenus a 1’état pur par ['utilisation souvent combinée de différentes méthodes
chromatographiques.

Ces ¢études montrent la richesse de la plante FEuphorbia guyoniana en métabolites
secondaires, qui se répartissent principalement en : terpenes et flavonoides. Ces derniers sont

d’ailleurs utilisés comme marqueurs chimio taxonomiques (Haba, 2007).

I-2- Les Molécules bioactives
I-2-1-Composés flavonoiques

Les flavonoides englobent presque la totalité des composés naturels appartenant a la famille
des polyphénols. Ce sont des molécules aromatiques polysubstituées ayant un réle de
métabolites secondaires. Ces composés possedent des structures chimiques variées et des
caractéristiques propres (Bruneton, 1999; Havsteen, 2002). IIs sont considérés comme des
pigments quasi-universels des végétaux, responsables des couleurs observés dans les pétales
des fleurs. Ils participent a des fonctions vitales telles les processus photosynthétiques

(Mukohata ef al., 1978), l1a régulation des genes et la croissance (Havsteen, 2002).

I-2-1-1- Répartition, localisation et biodisponibilité des flavonoides

Les plantes ont de nombreuses interactions avec les conditions biotiques et abiotiques de
leur environnement. Les flavonoides en sont impliqués, par leur accumulation dans les
différentes cellules et tissus de la plante durant l'organogénése et sous I’ influence de plusieurs
facteurs stimulants (Hutzler ef al., 1998). Sur le plan cellulaire, les flavonoides sont
synthétisés dans les chloroplastes puis migrent et se dissolvent dans les vacuoles (Boudet,
2000). La répartition de ces compos€s montre des accumulations treés localisées, généralement
en relation avec une fonction physiologique ou avec l’interaction de la plante avec son
environnement. Ainsi, les flavonoides qui ont une localisation épidermique ont un réle d'écran
vis-a-vis des rayonnements solaires. Ceux qui sont impliqués dans les mécanismes de défense
ont plutét une localisation sous épidermique (Boudet, 2000).

D’apres Verhoeyen et al. (2002), Les flavonoides se trouvent dans toutes les parties des
végétaux supérieurs : racines, tiges, feuilles, fruits, graines, bois et pollens. Marfak (2003)
signale que dans la majorité des cas, ils sont présents sous forme glycosylée ce qui les rends
moins réactifs et plus hydrosolubles, permettant ainsi leur stockage dans les vacuoles des
cellules épidermiques des fleurs, dans 1’épiderme et le mésophylle des feuilles et dans les

parenchymes des tiges et des racines. Par ailleurs, les types de flavonoides différent selon les

10
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espéces végétales. En effet, certaines végétaux ont I’exclusivité de posséder certaines classe
de flavonoides, tels que les agrumes qui sont riches en flavanones, le soja en isoflavones, et
les fruits et légumes en anthocyanes et en flavonols. Tandis que les chalcones se retrouvent
plus fréquemment dans les pétales des fleurs (Lahouel, 2005; Piquemal, 2008). Les génines
seules sont présentes dans les exsudats farineux de certaines plantes, dans les cuticules des
feuilles, écorces et bourgeons ou sous forme de cristaux dans les cellules de certaines
Cactaceae et plantes des régions arides (Lhuillier, 2007).

I-2-1-2- Biosynthése des flavonoides

Toutes les étapes de la biosynthése des flavonoides ne sont pas encore clairement élucidées,
cependant elles restent les plus élaborées par rapport aux autres métabolites secondaires. Les
flavonoides participent en tant que transporteurs d’électrons a la phase lumineuse de la
photosynthese des plantes. Ils sont donc synthétisés au niveau du chloroplaste (Elicoh-
Middleton, 2000).

La synthése des flavonoides est principalement initialisée par la formation du cycle A a
partir de trois molécules de malonyl-coenzyme A (malonyl-CoA), issues du meétabolisme du
glucose. Les cycles B et C proviennent aussi du métabolisme du glucose, seulement par la
voie du shikimate via la phénylalanine convertie en p-coumarate puis en p-coumaroyl-CoA .
Le p-coumaroyl-CoA et les 3 malonyl-CoA ainsi formés se condensent en une seule étape
enzymatique pour former une chalcone, la 4, 2°,4’, 6’-tétrahydroxychalcone. La réaction est
catalysée par la chalcone synthétase (Figure 3) (Bruneton, 1999; Marfak, 2003). Ce
compose est métabolisé sous l'action de la chalcone isomérase qui provoque une fermeture
stéréospécifique du cycle conduisant a une seule 2(S)-flavanone: la naringénine (Figure 4). Ce
cycle s’hydrate ensuite pour former les différentes classes de flavonoides (Lhuillier, 2007).
Enfin des réactions post-biosynthétiques sont effectuées afin de donner la structure finale des
flavonoides tels que la glycosylation et I’acylation (Marfak, 2003). Cependant il existe aussi
des flavonoides non glycosylés comme la quercétine (Bruneton, 1999; Elicoh-Middleton,
2000).

Figure 3 : étape initiale de la formation des flavonoides (Bruneton, 1999)

1
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Figure 4 : schéma simplifi¢ de la biosynthese de différentes classes de flavonoides

(Morreel et al., 2006).

I-2-1-3- Structure chimique et classification des flavonoides

Tous les flavonoides ont une origine biosynthétique identique et possedent la méme
structure de base : un squelette carboné de quinze atomes de carbones constitué de deux
cycles aromatiques (A) et (B) reliés entre eux par une chaine en C; en formant ainsi
I'hétérocycle (C) (Erdman et al., 2007) (Figure 5). Généralement, la structure des flavonoides
est représentée selon le systetme Cs-C3-Cs (Emerenciano ef al., 2007), et c’est le degré
d’oxydation du noyau pyranique (la structure de Benzo-y-pyrone) qui subdivisent les

flavonoides en une douzaine de classes (Bruneton, 1999 ; Ameha, 2006).
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Figure 5: squelette de base des flavonoides (Di Carlo et al., 1999)

Les différentes classes de flavonoides se distinguent par le degré d'hydroxylation et de
méthoxylation, le degré de polymérisation, ainsi que par les substitutions et les conjugaisons
sur le cycle C (Yao et al., 2004 ; Tsimogiannins et Oreopoulou, 2006). Les classes les plus
répandues et les mieux caractérisées sont : les flavones, les isoflavones, les flavanones, les
flavanols et les anthocyanidines (Bruneton, 1999 ; Harborne et Williams, 2000 ; Heim et
al., 2002) (Figure 6).

*. 2- Phénylbenopyriliums Anthocyanes
-» Flavones
2-Phénylchromones -» Flavonols

-» Flavanones

-» Dihydroflavonols

2-Phénylchromanes —- Flavanes
m Chalcones et Dihydrochalcones
" 2-Benzylidene---------- »Coumaranones (Aurones)

Figure 6 : schéma des différentes classes des flavonoides (Smara, 2014)

I-2-1-3-1- Flavones et flavonols
Tous les types de flavonoides dérivent de la 4, 2°, 4°, 6’- tétrahydroxychalcone et par

conséquent, possedent tous au moins trois hydroxyles phénoliques en C5 C7 et C4’. Le cycle
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A des flavones et des flavonols est substitué par deux hydroxyles polyphénoliques en position
Cs et C7. Ces hydroxyles peuvent étre libres ou éthérifiés. Les flavonols se distinguent des

flavones par la présence d’un groupement (OH) en position C; (Bruneton, 2009) (Figure 7).

I-2-1-3-2-Flavanones et dihydroflavonols

Les flavanones et les dihydroflavonols sont caractérisés par 1’absence de la double liaison
C2-Cs et par la présence de centres d’asymétrie. Les variations structurales sont de méme
nature que celles décrites pour les flavones et les flavonols. Les dihydroflavonols se
distinguent des flavanones par [’hydroxylation de la position C; (Bruneton, 2009 ; Harbone,

1986) (Figure 7).

I-2-1-3-3- Anthocyanes
La diversité des anthocyanes s’explique par les nombreuses possibilités de substitution des
cycles A, B et la nature du sucre en position 3 (C3). Ils se trouvent dans la nature sous forme

hétérosidique ou anthocyanine (Smara et al., 2014) (Figure 7).
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Figure 7 : structure des différents types de flavonoides (Smara ef al., 2014)
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Par ailleurs, chaque classe de flavonoide peut étre subdivisée en sous classe, selon le degré
d’oxydation du noyau pyranique central (Bruneton, 1999 ; D’archivio, 2007) et aussi selon
la position de la liaison entre le cycle B et C (Birt ef al., 2001 ; Graf ef al., 2005). Les
composés de chaque sous-classe se distinguent par le nombre, la position et la nature des
substituants (groupements hydroxyles, méthoxyles et autres) sur les deux cycles aromatiques

A et B (Ribéreau-Gayon, 1968).

I-2-1-4- Propriétés pharmacologiques des flavonoides

Depuis des temps trés anciens, de nombreuses préparations médicinales utilisent les
flavonoides comme composés de base. Leurs capacités a inhiber spécifiquement certaines
enzymes, a stimuler certaines hormones ou neurotransmetteurs, et a piéger les radicaux libres
tels que les radicaux hydroxyles (OH) et superoxyde (O; -), les rendent tres utilisés par la
médecine moderne afin de traiter de nombreuses maladies (Havsteen, 2002).

Ils sont également connus par leur capacité d’exercer des effet anti-infectieux, anti-
inflammatoires, antiallergiques et antiulcéreux (Di Carlo et al., 1999). Des <¢tudes
épidémiologiques réalisées sur différentes lignées cellulaires ont démontré un potentiel anti-

tumoral et anticancéreux des flavonoides (Birt et al., 2001) .

I-2-1-4-1- Propriétés antioxydantes

Les flavonoides sont capables de piéger les radicaux libres en formant des radicaux
flavoxyles moins réactifs, 1’activité antioxydante des flavonoides est d’ailleurs la mieux
décrite (Laoufi, 2017). Cette capacité peut étre expliquée par leur propriété de donner un
atome d'hydrogene a partir de leur groupement hydroxyle selon la réaction suivante :

FLOH + Re —> FLOe< + RH (réaction de piégeage)

Il en résulte de cette réaction de piégeage une molécule stable (RH) et un radical flavoxyle
(FLO¢). Ce dernier va subir un changement de structure par résonance pour donner des
molécules de faible réactivité par rapport aux Re. En outre, les radicaux flavoxyles peuvent

interagir entre eux pour former des composés non réactifs (Amié ef al., 2007) :

FLO- + Re —> FLO-R (réaction de couplage radical-radical)
FLO- + FLO+* —> FLO-OFL (réaction de couplage radical-radical)
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La propriété antioxydante des flavonoides est donc étroitement liée a leur structure, et
nécessite (Ami¢ et al., 2007) :

- Une structure ortho-dihydroxyphénolique du cycle B (3'4' dihydroxystructure),
importante pour l'activité antiradicalaire des flavonoides, possédant un
hétérocycle saturé ;

- Une double liaison C,-C3 conjuguée avec la fonction 4 oxo, responsable de la
délocalisation des électrons, améliorant ainsi la capacité antiradicalaire ;

- Des groupements hydroxyles libres en C; et Cs.

La quercétine et la myricétine répondent a tous ces critéres et ont ainsi une activité

antioxydante efficace et importante (Middleton ef al., 2000).

I-2-1-4-2- Propriétés antibactériennes

Des études in vitro ont révélé que les flavonoides sont des substances antimicrobiennes
efficaces contre un large éventail de micro-organismes (Johnson, 1999 ; Nicoli ef al., 1999).

En effet, le pouvoir bactéricide de différentes flavanones sur ’ADN gyrase de la bactérie
Staphylococcus aureus, a été décrit par plusieurs études (Ohemeng ef al., 1993; Sato et al.,
1996). Plusieurs flavonoides, dont l'apigénine, la galangine, les flavones, les flavonols, les
isoflavones, les chalcones et les flavanones, se sont révélés étre des agents antibactériens
puissants. Le mécanisme de toxicité peut étre li€ a I'inhibition des enzymes hydrolytiques (les
protéases et les carbohydrolases) ou a d'autres interactions pour inactiver les adhesines
microbiennes, les protéines de transport et de ’enveloppe cellulaire (Cowan, 1999). Une
autre étude réalisée par Afif Chaouche (2015) sur les activités antimicrobiennes des extraits
flavonoiques des espéces : Borago officinalis et Rubus fruticosus, a montrée un effet
marquant en inhibant la croissance de souches bactériennes isolées a partir de malades atteints

d’infections respiratoires, a de tres faibles concentrations.

1-2-1-4-3- Autres effets biologiques

Les flavonoides sont aussi connus pour étre de puissants inhibiteurs de la prolifération des
lymphocytes B et T (Namgoong ef al., 1994). Cet effet antiprolifératif pourrait s’expliquer
par leur capacité¢ a inhiber I’activité de certaines protéines kinases (protéine Kinase C ou
protéine tyrosine kinase) (Namgoong ef al., 1994). Les flavonoides sont également connus
pour le maintien d’une perméabilité vasculaire normale (Youdim, 2002). Ils sont également
capables de protéger la muqueuse gastrique contre divers agents ulcérogenes (Martin ef al.,

1994). Ces auteurs démontrent que la naringine et la quercétine exercent une activité
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antiulcérogéne mise en évidence chez le rat dont 'ulcére gastrique a ét¢ induit par 1’éthanol.
IIs peuvent également étre des antispasmodiques, hypocholestérolémiants, diurétiques
(Bruneton, 1999) et analgésiques (Gonzalez-Trujano ef al., 2007).

Des recherches expérimentales suggerent que les flavonoides font partie des substances
susceptibles de retarder voire d'empécher l'apparition de certains cancers, tout en réduisant
d'une maniere spécifique les risques d'en avoir chez les sujets humains (Decloitre, 1993 ;
Hertog, 1996 ; Depeint ef al., 2002 ; Ren ef al., 2003 ; Brusselmans et al., 2005 ). Par
ailleurs, et d’apres Tieppo et al. (2007), la quercétine et la rutine sont les deux flavonoides
les plus connus pour prévenir l'apparition du cancer de l'appareil gastro-intestinal.

De nombreuses études semble confirmer que les flavonoides possedent des propriétés anti-
inflammatoires et qu'ils sont capables de moduler le fonctionnement du systéme immunitaire
(Gonzalez-Gallego et al., 2007).

Selon certaines €tudes, les flavonoides ont des activités antivirales. En effet, ils peuvent agir
contre le virus du HIV, grace a leurs effets sur les enzymes responsables de la réplication du
virus (HIV-1 reverse transcriptase ou HIV-1 integrase) (Bylka et al., 2004 ;Tapas et al.,
2008). Les flavonoides ont aussi une influence sur la production des histamines, 1a raison pour

laquelle on leur attribue selon Marfak (2003) des propriétés antiallergiques.

I-2-2- Les huiles essentielles

Les huiles essentielles, appelées aussi essences, sont des mélanges de substances
aromatiques odorantes, produites par de nombreuses plantes. Par rapport a la masse végétale
totale, elles sont présentes en tres petite quantité. La derniere définition de ces composés a été
donnée en Février 1998 par la norme AFNOR NF T 75-006 : «L’huile essentielles est un
produit obtenu a partir d’'une matiére premiere végétale, soit par entrainement a la vapeur, soit

par des procédés mécaniques, soit par distillation seche (Bruneton, 1999).

I-2-2-1- Répartition et localisation

Selon Karray Bourraoui ef al. (2009), les huiles essentielles sont présentes dans les fleurs,
les tiges, les graines et les racines. Bruneton (1999), indique que la localisation des structures
histologiques spécialisées dans la synthese et I’accumulation des huiles essentielles se trouve
sur ou a proximité de la surface de la plante. Elles sont élaborées au sein du cytoplasme de

certaines cellules, sous forme de petites gouttelettes qui confluent en plage plus ou moins
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étendues. Elles sont stockées dans les structures cellulaires spécialisés (cellule a huile
essentielle, cellules & poils sécréteurs et canaux sécréteurs. (Figure 8). Tels que :
» Poils sécréteurs des Lamiacées (Thyme, Sauge) ;
o Cellules a huiles essentielles des Lauracées (Cassia, Laurier) ;
e Canaux sécréteurs des Apiacées (Anis, Coriandre) et des Astéracées (Armoise,
Pissenlit);

» Poches sécrétrices des Rutacées (Orange, Bergamote).

Figure 8 : cellule a huile essentielle (Badoc, 1988)

1-2-2-2- Composition chimique des huiles essentielles

Les composants qui constituent les huiles essentielles sont dits «aromatiques» en raison de
leur caractére odoriférant, ce qui ne doit guére étre confondu avec leur structure chimique.
Les huiles essentielles sont constituées d’un mélange complexe et variable de composés qui
appartiennent, d’une maniére quasi exclusive, a deux groupes caractérisés par des origines

biogénétiques distinctes.

a- Groupe des terpenes
Ce groupe, principalement composé de monoterpenes et de sesqueterpénes, représente
90 a 95% des huiles totales. Les terpenes sont des hydrocarbures naturels, de structure
cyclique ou de chaine ouverte. La présence d’unité isoprenique a cing atomes de carbone
(CHH8 dans leur squelette leur confére une particularité structurale. En fonction du nombre

d’entités isoprénes, les terpénes sont subdivisés en monoterpenes formés de deux isoprénes
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(C1oHjs), en sesquiterpenes formés de trois isoprenes (CysHa4), en diterpénes formés de quatre
isopréne (CyoHsz), en tétraterpénes formé de huit isoprénes conduisant aux caroténoides et
enfin en polyterpenes formés de neuf a trente isoprénes (Hernandez-Ochoa, 2005). D’apres
cet auteur, ce sont les monoterpenes qui représentent la majorité des constituants des huiles
essentielles (parfois plus de 90%). Ces molécules volatils peuvent étre acycliques (mycenes,
ocymene), monocycliques (terpinéne, P-cimeéne) ou bicycliques (pinéne, sabinéne). A ces
terpenes s’attache un certain nombre de substance a fonction chimique différente : alcools,

aldéhydes, cétones, et esters.

b- Groupe des composés aromatiques dérivés du phénylpropane
Ce groupe de métabolites est beaucoup moins fréquents, et constitue 5 a 10% des huiles
totales. Cette classe comprend des composés odorants comme la vanilline, 1’eugénol,
I’anéthole, 1’estragole et bien d’autres (Bruneton, 1999). Ces composés non volatils sont
issus soit de la dégradation des terpénes non volatils provenant a titre d’exemple de I’auto-

oxydation des caroténes, soit des acides gras comme les acides linoléiques (Piochon, 2008).

I-2-2-3- Activités biologiques des huiles essentielles

Depuis leur découverte, les huiles essentielles sont trés utilisées dans les préparations
pharmaceutiques, grace aux diverses activités biologiques qu’elles possédent (Luque de
Castro et al., 1999).

L'activité biologique d'une huile essentielle est directement liée a sa composition chimique,
aux groupes fonctionnels des composés majoritaires (alcools, phénols, composés terpéniques
et cétoniques) et a leurs effets synergiques (Dorman et Deans, 2000 ; Ultee ef al., 2002). Les
composés chimiques de plus grande efficacité sont les phénols (thymol, carvacrol et eugénol),
les alcools (a-terpinéol, terpinene-4-ol et linalol), les aldéhydes, les cétones et plus rarement
les terpenes (Cosentino ef al, 1999; Dorman et Deans, 2000). Les alcools agissent
généralement en dénaturant les protéines, comme solvants ou comme agents de
déshydratation (Dorman et Deans, 2000). Les aldéhydes agissent par des réactions de
transferts d'électrons réagissant avec des composés nitrés (protéines et acides nucléique)

vitaux pour la bactérie (Dorman et Deans, 2000).

I-2-2-3-1- Activité antibactérienne
Les huiles essentielles ont, a des degrés divers, des propriétés antibactériennes tres

marquées. Ce pouvoir s’exerce sur un nombre assez ¢levé de bactéries pathogénes, y compris
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des souches habituellement résistantes. Cette propriété est en rapport direct avec leur richesse
en terpenes (Bruneton, 1999). L’activité antibactérienne des huiles dépend principalement de
leur composition chimique, particulierement leurs composés volatils majeurs (Sipailiene et
al., 2006). Elles agissent en empéchant la multiplication des bactéries, leur sporulation et la
synthése de leurs toxines.

Les huiles essentielles sont tres efficaces sur les germes résistants aux antibiotiques, ce qui
leur confeére une bonne place parmi les moyens thérapeutiques de guérison, d’atténuation ou
de prévention des maladies et des infections (Buchbauer et Jirovetz, 1994). En effet, les
huiles essentielles sont utilisées pour la désinfection de l'air, graice au grand nombre de
molécules volatiles qu’elles contiennent. Elles sont utilisées en diffusion dans [’atmosphére
ou diluées dans les produits de nettoyage, afin d’éliminer 90 % du niveau bactérien,
particulierement dans le milieu hospitalier. Elles désinfectent, désodorisent et parfument
agréablement et naturellement l'air (De Bilierbeck, 2000 et 2002 ; Pibiri ef al., 2001).

Les huiles essentielles s’averent efficace pour le traitement des affections bactériennes et
fongiques de la cavité buccale (Shapiro ef al., 1994) et du systéme respiratoire (Inouye ef al.,
2001). Ces auteurs ont montré que les huiles essentielles du Thym, d'écorce de Cannelle, et de
Menthe poivrée sont tres efficace sur les principaux germes pathogenes responsables des
infections respiratoires, notamment Haemophilus influenzae, Streptococcus pneumoneae,
Streptococcus pyogenes et Staphylococcus aureus. Dans une autre étude menée par Arab et
al. (2014), l’effet de I'huile essentielle de la Sarriette des montagnes sur les infections
urinaires a €té bien mis en évidence.

Les huiles essentielles agissent au niveau de la membrane. En effet, la plupart des études
confirment que le principal site d'action des huiles essentielles est la membrane plasmique
(Shunying et al., 2005), car le caractere hydrophobe de ces dernieres leur permet de se lier
avec les lipides constituants la membrane plasmique (Burt, 2004), tout en induisant une
perméabilité aux ions potassium et proton, entrainant ainsi la mort de la bactérie (Ultee et al.,

1999 et 2000 ; Burt, 2004).
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1-2-2-3-2- Activité antioxydante

L’activité antioxydante des huiles essentielles a ét€¢ démontrée dans diverses €tudes. Elle est
nettement plus €élevée chez certaines espéces telle que Thymus vulgaris et Eucalyptus globulus
(Aaza et al., 2011). Selon Afif Chaouche (2015), les huiles essentielles des trois plantes ;
I’ortie, la ronce et la bourrache ont montré une légere activité antioxydante, avec celle de
I’ortie qui se montre un peu plus forte. Cette activité, peut étre mesurée par plusieurs

méthodes dont le DPPH.

1-2-2-3-3- Autres activités biologiques

Certaines drogues a huiles essentielles telle que la Menthe et la Verveine sont réputées
efficaces pour diminuer ou supprimer les spasmes gastro-intestistinaux. Elles stimulent les
sécrétions gastriques d’ou les qualificatifs de digestives et de stomachiques qui leur sont
décernés (Bruneton, 1999).

Dans D’activité anticancéreuse, les huiles essentielles et leurs constituants volatils ont
également montrées leur pouvoir (Edris, 2007). En effet, les huiles essentielles agissent non
seulement au niveau de la prévention du cancer (Béliveau et Gingras, 2005). De plus,
certaines études ont confirmées 1’activité cytotoxique des huiles essentielles de Myrica gale L.

et Croton flavens L. (Sylvestre et al., 2005) et d’ Artemisia annua L. (Li et al., 2004).

I-3- Les bactéries pathogénes du sol
I-3-1- Le sol

Le sol est un écosysteme complexe, un filtre et un bioréacteur indispensable a la vie sur
terre. 1l est constitué de la couche externe de la crolte terrestre, sa structure est solide et il
contient des minéraux et des organismes. Il permet un intense échange de matiere et d'énergie
entre l'air, I'eau et les roches. Le sol, contribue d’une maniére importante aux cycles
biogéochimiques des éléments majeurs et des éléments traces ce qui lui confere une position
clé dans la biosphere continentale. Le sol possede des propriétés physiques de part sa texture
et sa structure, des propriétés chimiques liées a la nature des matériaux qui le composent et
des propriétés biologiques influencées par la présence d’un nombre élevé de micro-
organismes, d’organismes végétaux (micro-algues, racines des plantes supérieures...) et

animaux (micro et mésofaune du sol) (Locatelli, 2015).
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I-3-2- Principales bactéries pathogénes du sol

La communauté microbienne du sol peut renfermer certains microorganismes pouvant se
révéler pathogenes pour I’homme, les animaux et les plantes.

Certaines actions anthropiques (agriculture, industrie, urbanisation), peuvent modifier la
composition bactérienne des sols. En agriculture, 1’utilisation de fertilisants des sols par le
biais du recyclage des produits résiduaires organiques (fumiers, lisiers, boues de station
d’épuration) peut faire pénétrer des bactéries potentiellement pathogenes pour I’homme telles
que Salmonella spp., Escherichia coli et L. monocytogenes (Locatelli, 2015).

Parmi la grande diversité de bactéries pathogenes qui existent dans le sol, quelques
exemples ont ét€ choisis pour étre décrits, dans la suite de cette partie bibliographique.

1-3-2- 1- Salmonella spp.

Au sein de 'union européenne, Salmonella spp. est classée comme le deuxieme agent
responsable d’infections d’origine alimentaire (EFSA, 2011), principalement en France
(Jourdan-Da Silva et Le Hello, 2010). Salmonella spp. est I’agent qui provoque le plus fort
taux d’hospitalisation et aboutit au plus fort taux de mortalité¢ (Scallan ef al., 2011). En
Algérie, elle est responsable de 70-75% environ des Toxi-infections Alimentaires Collectives
déclarées.

Le genre Salmonella appartient a la grande famille des Enterobacteriaceae. 11 est divisé en
2 especes : S. bongori et S. enterica (Reeves ef al., 1989 ; Tindall et al., 2005). Salmonella
enterica est constituée de 6 sous-especes : enferica, salamae, arizonae, diarizonae, houtenae
et indica (Brenner et al., 2000). Les espeéces de ce genre sont toutes munis de 3 types
d’antigenes a leurs surfaces: un antigene localisé dans la paroi (I’antigéne somatique O), deux
autres dans la capsule (I’antigene flagellaire H et ’antigene de virulence Vi) (Grimont ef al.,
2000). C’est la diversité ainsi que la combinaison de ces 3 antigénes qui permet de
différencier plus de 2500 sérotypes de Salmonella au sein des sous-especes de Salmonella
enterica et au sein de l'espece Salmonella bongori (Grimont et Weill, 2007).

Les salmonelles sont des petits bacilles Gram négatif (2 a 5 pm de longueur sur 0,7 a 1,5
um de largeur), non sporulés, sauf le sérovar Gallinarum, et mobiles grace a une ciliature
péritriche. Leur mode respiratoire est aéro-anaérobies, elles réduisent les nitrates en nitrites,
peuvent utiliser le citrate comme seule source de carbone, fermentent le glucose mais pas le
lactose et le sucrose et produisent du gaz a partir du glucose excepté Salmonella Typhi. Les

salmonelles sont oxydase négatif.
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L ’identification du genre Salmonella au sein des Entérobactéries se fait par la détection de
I’absence de certaines enzymes : uréase, tryptophanase, tryptophane désaminase et P-

galactosidase (Grimont et al., 2000 ; Korsak et al., 2004) (Figure 9).

Figure 9 : photo d’une salmonella spp sous microscope photonique (Gr x100)(Gendrel,
1997)

Le principal habitat de Salmonella spp. est le tractus gastro-intestinal des mammiferes et des
oiseaux. Certaines souches peuvent également se trouver dans les animaux a sang froid et les
animaux aquatiques (Scherer et Miller, 2001). Elles peuvent étre isolées des hommes et des
animaux infectés, mais aussi des individus sains. La principale source de propagation des
Salmonelles dans I’environnement est le réservoir animal. Le sol des paturages, le sol des
cultures aprés épandage et |’eau peuvent étre contaminés par la présence des salmonelles dans
les matiéres fécales des animaux (Baudart et al., 2000 ; Winfield et Groisman, 2003 ;
Jacobsen et Bech, 2012). On peut trouver les Salmonelles a la fois dans les aliments
d’origine animale (viande, lait, ceuf) et dans les produits frais (fruits et légumes).

La pathogénicité des Salmonelles pour les hommes et les animaux est conditionnée par la
spécificité d’adaptation vis a vis d’une espéce cible des différents sérovars. A titre d’exemple,
les sérovars S. Typhi et S. Paratyphi qui sont spécifiquement pathogénes pour I’homme,
peuvent déclencher de sévéres fievres entériques mais inoffensifs pour les animaux. D ’autres
sérovars tels S. Abortus-ovis (mouton) et S. Gallinarum (volaille) sont au contraire plus
spécifiques d’une espéce animale. Il existe des sérovars ubiquitaires, tels que S. Enteritidis et
S. Typhimurium, qui peuvent affecter a la fois I’nomme et I’animal en provoquant des troubles

gastro-intestinaux moins séveres que les fievres entériques (Velge et al., 2005).
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La plupart des sérovars sont transmis par voie alimentaire (Velge et al., 2005), et la majorité
des épidémies des salmonelles sont dus a des sérovars non typhoidiens (Velge et al., 2005 ;
EFSA, 2011).

I-3-2-2- Listeria monocytogenes

L. monocytogenes est une bactérie pathogéne qui entraine de forts taux de mortalité.
Cependant I’incidence des listérioses reste plus faible que celle des salmonelloses (EFSA,
2011; Goulet et al.,, 2012). Chez les hotes sains, la listériose se manifeste par une
gastroentérite, en revanche chez les sujets immunodéprimées des symptomes plus graves
peuvent se manifester tels que la septicémie et la méningite (Sindic, 2002).

Huit espéces sont rassembler dans le genre Listeria :L. innocua, L. welshimeri, L. seeligeri,
L. grayi, L. ivanovii, L. monocytogenes, L. marthii et L. rocourtiae (Rocourt, 1999; Graves
et al., 2010; Leclercq et al., 2010). Apres plusieurs classification, le genre Listeria appartient
désormais a la branche phylogénique des Clostridia tels que les genres Lactobacillus,
Streptococcus et Bronchothrix (Rocourt, 1988; Rocourt, 1999).

Les bactéries du genre Listeria sont de petits bacilles (1 & 2 pm de long et 0,5 pm de
diamétre), Gram positif, non sporulés et non capsulés. Elles sont mobiles & des températures
comprises entre 20°C et 25°C grace a un systeme flagellaire péritriche. Elles sont
microaérophiles, oxydase négative et catalase positive. Elles peuvent se développer a des
températures qui se situent entre -2°C et 45°C (psychrotrophes). Cependant, leur température
optimale de croissance est comprise entre 30°C et 37°C (Rocourt, 1999; Bornert, 2000).
Phénotypiquement, toutes les espéces de Listeria sont similaires avec quelques différences
prét par rapport a la production d’acide a partir du D-xylose, L-rhamnose et alpha méthyl D

mannoside (Gray, 1966; Allerberger, 2003) (Figure 10).

Figure 10 : photo d’une Listeria monocytogenes sous microscope photonique (Gr x
100)(EFSA, 2011)
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Les souches de Listeria contiennent des déterminants antigéniques, au niveau de leur paroi
(antigéne O) et au niveau de leurs flagelles (antigene H). La différentiation de L.
monocytogenes des autres especes se fait grace a la combinaison unique de ces antigenes
(Liu, 2006).

L. monocytogenes peut se trouver dans le tractus intestinal des hommes et des animaux
malades mais aussi des individus sains (Esteban ef al., 2009). Son existence dans le sol, les
boues et les effluents de stations d’épuration est donc due a son excrétion dans la matiere
fécale (Miiller, 1990; Garrec ef al.,, 2003; Nightingale ef al., 2004; Paillard ef al., 2005).
C’est une bactérie ubiquitaire, largement répandue dans I’environnement principalement le sol
et ’eau (Welshimer, 1960 et 1968; Welshimer et Donker-Voet, 1971; Weis et Seeliger,
1975; Welshimer, 1975; Colburn et al., 1990; Lyautey ef al,. 2007). A cause de sa large
distribution dans I’environnement, L. monocytogenes favorise la contamination des denrées
alimentaires a différents stades de la production. Cette bactérie se trouve fréquemment dans
les produits carnés, les poissons, les légumes et les produits laitiers (Farber et Peterkin,
1991; Beuchat, 1996).

Sur les 8 especes de Lisferia qui existe, deux seulement sont pathogenes: Listeria
monocytogenes (pathogéne pour I’homme et I’animal) et Listeria ivanovii (pathogene pour
I’animal) (Hof et Hefner, 1988; Low et Donachie, 1997; Vazquez-Boland et al., 2001).
Cette bactérie est considérée comme un pathogéne opportuniste, car elle affecte
essentiellement les personnes dont le systéeme immunitaire est faible tels que les femmes
enceintes, personnes hospitalisées, et les personnes agées.

La capacité de L. monocytogenes de pénétrer et de se multiplier dans les cellules de
I’épithélium intestinal pour gagner les vaisseaux lymphatiques et les vaisseaux sanguins lui
confere sa pathogénicité (Vazquez-Boland ef al., 2001). Cette derniére est contrélée par une
série de facteurs de virulence (internalines, hémolysines, phospholipases...) (Farber et
Peterkin, 1991; Vazquez-Boland et al., 2001).

En Algérie, le premier cas clinique de listériose humaine a ét¢ décrit par Benallegue, ef al en
1967 (Bellouni, 1990). Onze souches de Listeria (2 L. monocytogenes, 1 L. welshimeri, 2 L.
seeligeri, 6 L. innocua) ont été isolées et identifiées a partir du placenta de bovins ainsi

qu’une souche de L. innocua a partir de fromages (Bellouni, 1990).

1-3-2-3- Escherichia coli
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Escherichia coli est une bactérie pathogéne opportuniste. A la différence des pathogénes
primaires, elle fait partie de la flore intestinale des individus et est inoffensive chez un sujet
sain. Par contre, elle peut provoquer des infections dont les symptémes sont variés chez un
sujet immunodéprimé (Sindic, 2002). Cette bactérie représente également un indicateur
sanitaire recherché pour I’évaluation de la qualité de I’eau.

Les bactéries appartenant au genre Escherichia sont des bacilles Gram négatif, ayant une
taille qui varie de 0,3 a 1 pm de diamétre et de 1 a 6 pm de long. Elles sont aéroanaérobies,
oxydase négative, catalase et nitrate réductase positive, possédant a la fois un métabolisme
respiratoire et fermentatif. Elles sont non sporulées, parfois capsulées et peuvent étre mobiles
grace a une ciliature péritriche. La différenciation des espéces de ce genre peut se faire grace a
des caractéristiques biochimiques spécifiques, se basant sur la dégradation de multiples
sources de carbone (Figure 11).
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Figure 11 : photo d’Escherichia coli sous microscope photonigque (Gr x 100) (EFSA, 2007)

E. coli représente la seule espece dominante (80-90%o) de la flore bactérienne aérobie de
I'intestin de I’homme a raison de 10 a 10 UFC par gramme de feces (Tenaillon et al., 2010).
Cette bactérie est disséminée dans I’environnement via les déjections animales et toutes sortes
de déchets humains. Elle est souvent trouvée dans les amendements organiques d’origine
animale et les eaux usées (Shannon et al., 2007; Klein et al., 2010). Elle se trouve souvent
dans les cours d’eau, les aquiféres, les sédiments et le sol (Solo-Gabriele et al., 2000; An et
al., 2002; Byappanahalli et al., 2006). La présence de cette bactérie dans un milieu autre que
le tractus intestinal la rend pathogéne.

Les souches d’E. coli sont responsables d’infections intestinales et extra-intestinales
(infections urinaires, bactériémies, méningites..). Elles sont capables de survivre et de se
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multiplier dans le tractus digestif en contournant les défenses immunitaires de 1’hote. Les
signes cliniques développés par L.coli différent d’une souche a une autre. Ces souches sont
ainsi classées, en médecine humaine, en pathovars ou pathotypes regroupant des sérotypes
spécifiques. Chez ’homme, les souches impliquées dans des infections intestinales sont
classées en six pathotypes : les EPEC pour «E. coli Enteropathogenes», les EHEC «E. coli
Entérohémorragiques», les ETEC «E. coli  Entérotoxinogénes», les EIEC «E. coli
Entéroinvasifs», les EAEC «E. coli Entéroaggregatifs» et les DAEC «E. coli a adhésion
diffuse». En plus de ces pathovars responsables d’infections intestinales, il existe d’autres
pathovars responsables d’infections extra-intestinales, tels que les F. coli associés a des
méningites (MNEC «Meningitis-associated E. coli») ou responsables d’infections urinaires
(UPEC «Uropathogenic E. coli») (Russo et Johnson, 2000).

En Algérie, le taux de prévalence des infections due a E. coli est de 23,14 % (Bekkal Brikei
et Dib, 1999).

1-3-2-4- Enterococcus faecalis

Comme FEscherichia coli, Enterococcus faecalis est une bactérie pathogene opportuniste,
appelé auparavant Streptococcus faecalis, classé dans le genre Streptococcus (groupe D).
Actuellement le genre Enterococcus englobe 28 especes (Devriese ef al., 1993; Foulquié
Moreno et al., 2006).

Les bactéries du genre Enterococcus sont des coques Gram positif, non capsulés et non
sporulés. Ces bactéries sont catalase et oxydase négatives. La plupart des espeéces peuvent
croitre a des températures comprise entre 10°C et 45°C, cependant la température de
croissance optimale est de 35 °C (Boutibonnes ef al., 1993). Un milieu contenant 6,5% de
NaCl, 40% de sels biliaires et 0,1% de bleu de méthyléne a un pH de 9,6% est un milieu
favorable a leur croissance. £. faecalis est une espéce particuliérement résistante aux fortes
températures, a I’éthanol, a une osmolarité élevée, aux différents détergents, ainsi qu’aux
métaux lourds (Flahaut et al., 1996; Flahaut ef al., 1998; Rincé ef al., 2001; Benachour et
al., 2005) (Figure 12).
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Figure 12 :photo d’une Enterococcusfaecalis sous microscope photonique (Gr x 100)
(Pelletier, 1996)

E. faecalis est une bactérie commensale de I’intestin de I’hnomme et des animaux a sang
chaud. Parmi toutes les especes d’Enterococcus, E. faecalis reste la majoritaire dans les
excréments humains avec des concentrations allant de 10 a 10 UFC par gramme de féces
(Noble, 1978; Leclerc et al., 1996).

A une moindre concentration, elle est retrouvée dans la matiére fécale de plusieurs animaux
comme les bovins, les volailles, les porcs et les moutons (Leclerc et al., 1996; Franz et al.,
1999; Wheeler et al., 2002). E. faecalis est une espéce ubiquitaire dans I’environnement, trés
souvent retrouvée dans les boues de station d’épuration, les amendements organiques et les
eaux usées (Kuhn et al., 2003; Da Silva et al.,, 2006; Holzel et al., 2010). Elle est
fréqguemment retrouvée dans le sol et sur les végétaux (Mundt, 1961; Fujioka et al., 1998;
Byappanahalli et al., 2012; Valenzuela et al., 2012; Ran et al., 2013). Comme pour E. coli,
E. faecalis représente un indicateur de contamination fécale dans les eaux de boissons et les
eaux de baignades (USEPA, 2004). La contamination des aliments par cette bactérie,
notamment la viande et les produits laitiers se fait par E. faecalis porté par les animaux eux-
mémes (Franz et al., 1999; Giraffa, 2002; Franz et al., 2003).

Chez les personnes immunodéprimées, E. faecalis peut provoquer différentes infections
telles que les infections urinaires, les infections de plaies chirurgicales, les endocardites, les
bactériémies, et les méningites (Chenoweth et Schaberg, 1990; Jett et al., 1994). La
pathogénicité de cette espece est liée a sa résistance a de nombreux antibiotiques (Murray,
1990; Hegstad et al., 2010), et a de nombreux facteurs de virulence. Ces derniers sont en

partie des protéines membranaires (adhésines, substances d’agrégation) permettant a la
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bactérie d’adhérer aux cellules hétes. De plus les substances sécrétées par la bactérie, telles
que les cytolisines, les protéases et les toxines, lui conférent la capacité de modifier la réponse
immunitaire et inflammatoire de I’hdte et de causer des dommages tissulaires (Jett et al.,
1994; Fisher et Phillips, 2009). Les facteurs de virulences se trouvent a des proportions et a
des combinaisons différentes en fonction de la souche et de son origine (cas cliniques,
individus sains, environnement) (Dupreé et al., 2003; Creti et al., 2004).

A ce jour, trés peu de données sont disponibles concernant I’épidémiologie des
entérocoques en Algérie, seulement quelques cas d’Enterococcus résistant a la vancomycine

(VRE) ont été décrits pendant une dizaine d’années (Aggoune et al., 2008).

1-3-2-5- Bacillus cereus

Le genre Bacillus est trés hétérogene et englobe au minimum 36 espéces. Selon la forme de
la spore, les Bacillus sont classés en 3 groupes : les bacilles a spore ovale non déformante, les
bacilles & spore ovale déformante et les bacilles a spore ronde déformante.

Bacillus cereus est un long Bacille, Gram positif et mobile, pouvant étre sporulés formant
une spore non déformante. La bactérie est Aéro-anaérobie, et peut se développer a une
température de 45°C, avec une température de croissance optimale de 37°C. Elle est catalase
positive et oxydase variable. Elle forme une large hémolyse sur gélose au sang de mouton

(Vilain et al., 2006) (Figure 13).

Figure 13 : photo d’une Bacillus cereus sous microscope photonique (Gr x 100)(EFSA,
2011)

Grace a leurs spores qui leur conférent une grande résistance, les Bacilles sont ubiquitaires.

Le principal réservoir étant les sols, on les retrouve également dans I'eau de mer, I'eau douce
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et sur les plantes. On en trouve méme dans les produits alimentaires ou médicamenteux
stérilisés a cause de la thermorésistance des spores (Jensen et al., 2003).

Bacillus cereus provoque le plus souvent des intoxications alimentaires. Cependant chez les
sujets immunodéprimeés, elle peut occasionner des septicémies, des méningites, des infections
respiratoires et des myonécroses (Kotiranta et al., 2000). C’est une bactérie qui résiste a un
nombre important d’antibiotiques, et elle est connue par sa résistance a la pénicilline G, a
I’amoxicilline, et aux céphalosporines (Murray et al., 2007 ; Logan et Rodrigez-Diaz,
2006 ; Rosovitz et al., 1998 ). Entre 2006 et 2010, cette espece bactérienne a été impliquée
dans 53% des cas d’intoxication dus & la consommation des pates (dont 25% avec la semoule

ou le couscous). (Cadel et al., 2012).

1-3-2-6- Clostridium botulinum

Clostridium botulinum est une bactérie pathogéne du genre clostridium, elle provoque une
toxi-infection grave appelée Botulisme, qui affecte I’homme et I’animal. L’oxygéne est
toxique pour toutes les especes de ce genre. Clostridium botulinum est un gros bacille, Gram
positif, mobile, et productrice de spores. Ces bactéries peuvent résister a la pasteurisation et
germer lorsque les conditions d’anaérobiose, de température et de pH deviennent favorables
(Shapiro et al., 1997) (Figurel4).

Figure 14 : photo d’une Clostridium botulinum sous microscope photonique (Gr x

100)(Haeghebaert, 2003)

Clostridium botulinum est une bactérie saprophyte trés répandue dans le sol et les sédiments
aquatiques (Acha et Szyfres, 2001). Le botulisme est causé par la toxine botulique, de nature
protéique. Elle agit en bloguant I’acétylcholine au niveau de la jonction neuromusculaire

provoquant ainsi des paralysies, se manifestant d’abord par des troubles de I’accommodation
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et de la déglutition pour s’étendre ensuite aux muscles respiratoires. La toxine botulique
représente I’une des toxines les plus actives, la dose mortelle pour I’homme est d’environ 1pg
(Chao et al.,, 2004). Cependant cette intoxication reste plus ou moins rare en Algérie

(quelques dizaines de cas par an).

1-3-2-7- Pseudomonas aerogenosa

Comme toutes les espéces du genre Pseudomonas, ces bactéries ont des exigences nutritives
peu importantes. En pathologie infectieuse, c’est I’espéce P. aeruginosa qui est la plus
rencontrée (Fazeli et al., 2012). P. aeruginosa est un bacille fin, Gram négatif, non capsulée,
non sporulée et mobile. La bactérie n’a aucune exigence nutritive particuliére, et sa croissance
peut se faire sur des milieux non enrichis.

Sur le milieu de culture deux particularité caractérise cette espéce :un pigment vert brillant
diffusible, di a la combinaison de pyoverdine (pigment jaune vert fluorescent commun aux
espéces du groupe fluorescens) et a la pyocyanine (pigment bleu spécifique de P. aeruginosa),
ainsi qu’une odeur aromatique de type seringa qui est souvent présente. Cependant, certaines
souches peuvent ne pas présenter une pigmentation a cause de la production de pyomélanine
ou pyorubrine. Ces deux caractéres permettent une orientation trés rapide. Le mode
respiratoire de P. aeruginosa est aérobie strict, elle est oxydase positive (sauf pour les
colonies muqueuses). La température optimale de sa croissance est de 41°C. Elle produit de
I’arginine dihydrolase, de la gélatinase, et de la nitrate réductase. (Fazeli et al., 2012) (Figure

15).
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Figure 15 : photo de Pseudomona aeruginosa sous microscope photonique (Gr x

100)(Kenneth, 2012)
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Comme toutes les especes du genre Pseudomonas ou apparentées, P. aeruginosa est une
espece bactérienne ubiquitaire. Elle peut faire partie de la flore transitoire de ’homme : flore
digestive, cutanée, pharyngée. En milieu hospitalier, il est montré que le portage augmente
avec la durée d’hospitalisation dans un environnement proche du malade (Fazeli ef al., 2012).

P. aeruginosa est capable de survivre dans I’environnement, tel que les eaux, le sol, et I’air
et particuliérement dans le milieu humide. C’est est une espece classée dans les pathogénes
opportunistes. Les infections pourront avoir une origine endogeéne ou exogene.

Dans les infections nosocomiales, P. aeruginosa cause des pneumopathies chez les malades
sous respirateur, des infections urinaires chez les malades sondés, des infections cutanées
secondaires a des brllures et des infections ostéo-articulaires sur matériel (Flemming et al.,
1994). Elle est naturellement résistante & de nombreux P-lactamines via une mauvaise
perméabilité membranaire, des mécanismes d’efflux actif et une production d’une
céphalosporinase chromosomique inductible. Ainsi les B-lactamines actifs sur P. aeruginosa
sont les carboxypénicillines (ticarcilline), les uréidopénicillines (pipéracilline), certaines
céphalosporines (ceftazidime, cefépime), les carbapéneémes (imipéneme, méropéneme,
doripénéme), et les monobactams (aztréonam) (Lister ef al., 2009).

Selon le 16éme rapport d’évaluation du réseau algérien de surveillance de la résistance
bactérienne en 2015, on releve 21,76% (96/441) de Pseudomonas aeruginosa résistant a

I’imipenéme parmi les souches isol€s en réanimation.

1-3-2-8- Erwinia carotovora

Plusieurs bactéries pathogénes peuvent aussi affecter la plante, ce qui représente une autre
source de contamination pour I’homme. Parmi ces bactéries phytophatogenes : Erwinia
carotovora responsable de la pourriture molle bactérienne, maladie destructrice de fruits, de
légumes, et de plantes ornementales (Cruz et al., 2007).

Erwinia carotovora, aussi appelée Pectobacterium carotovorum, est une bactérie
appartenant a la famille des Entérobactériacés. Elle se présente sous forme de batonnets
droits, Gram négatif et mobiles grace a la disposition de flagelles tout autour de la cellule.
Elle est capable de vivre en présence ou en absence d’oxygene et en présence d'eau. Erwinia
carotovora est un parasite de faiblesse. La croissance de ces bactéries peut se faire entre O et
32° C, mais les températures optimales se situent entre 25 et 30° C. Les conditions de
croissance id€ales pour Erwinia carotovora sont une température élevée et une forte teneur en

humidité (Figure 16).
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Figure 16 : photo d’une Erwinia carotovora sous microscope photonique (Gr x 100) (Kettani
Halabi, 2012)

Erwinia carotovora se trouve principalement dans les régions tropicales et chaudes du
monde. Elle se propage trés rapidement et de diverses manieres, en raison de son existence
dans I'eau par l'intermédiaire d'aérosols et du ruissellement dans les cours d'eau (Cruz et al.,
2007).

Lorsqu’une plante est infectée par Erwinia carotovora, les cellules lésées de la plante libere
des liquides qui servent a nourrir la bactérie. Au cours de leur reproduction, les bactéries
libérent des enzymes pectolytiques qui dégradent et décomposent les parois cellulaires de la
plante, ce qui provoque I'éclatement et la mort des cellules. Ainsi, la nourriture est davantage
fournit aux bactéries qui continuent a se multiplier et a se déplacer dans les espaces
intercellulaires (Cruz et al., 2007). Au cours de ces derniéres années, une augmentation de
maladies dues aux bactéries Erwinia carotovora a été constatée. Ce groupe de bactéries est
classé parmi les agents pathogenes les plus importants économiquement pour la culture de

pommes de terre (Hélia, 2008).

1-3-2-9- Agrobacterium tumefacians

Agrobacterium tumefaciens, récemment renommeée Rhizobium radiobacter est une bactérie
appartenant a la famille Rhizobioaceae. C’est un bacille, gram négatif, mobile, et aérobie
strict. Agrobacterium tumefaciens présente une capacité d'utilisation des glucides trés étendue,

sa température optimale de croissance s'étend de 24 a 28° C.
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Dans un milieu de culture trés favorable, leur temps de génération est d’environ 120
minutes. Elle résiste au sel de tellure, et & de nombreux antibiotiques de type béta-lactame.
(Goodner et al., 2001) (Figure 17).

Figure 17 :photo d’une Agrobacterium tumefaciens sous microscope électronique (Collins,
2001)

Agrobacterium tumefaciens est une bactérie commune du sol et plus particulierement du sol
parcouru par les racines des plantes : le sol rhizosphérique. C’est une bactérie phytopathogéne
responsable d'une maladie appelée galle du collet (crown-gall) qui se manifeste par la
formation d'une tumeur au site d'infection. A. tumefaciens a été identifiée a partir de galles en
1907 (Smith et Townsend, 1907).

Le mécanisme de formation des tumeurs ressemble a une transformation génétique, di a un
plasmide bactérien appelé plasmide Ti qui rend Agrobacterium tumefaciens virulente. Un
fragment d'’ADN de ce plasmide, I'ADN-T, est transféré de la bactérie vers la plante, pour
intégré le génome végétal ou il induit la formations des galles caractérisés par la
multiplication anarchique des cellules végétales. Agrobacterium tumefaciens infecte
essentiellement les dicotylédones suite a une blessure (Goodner et al., 2001).

En Algérie, la galle du collet a été observée dans 99% des pépiniéres des régions
productrices d'arbres fruitiers. Parmi les 11 especes d'arbres étudiées, les especes les plus
touchées étaient la péche (5,39%), I'amande (3,43%), la cerise (1,50%), la pomme (1,47%) et
I'olive (1,30%) (Bouzar et al., 1991).
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I-3-3- Persistance des bactéries pathogénes dans le sol

La capacité des bactéries pathogenes a survivre dans le sol présente un risque sanitaire
important. Elles peuvent contaminer les récoltes si elles pénetrent dans le sol via la matiere
fécale des animaux porteurs, ou via l’eau d’irrigation ou les amendements organiques
contaminés. Le sol peut ainsi agir comme vecteur de contamination et servir de réservoir
intermédiaire a ces bactéries pathogenes. La capacité de survie de ces dernic¢res dans le sol
dépend de leur pouvoir d’adaptation a cet environnement. Elle est influencée par plusieurs
facteurs liés a la nature du sol, aux microorganismes qui se trouvent dans ce sol et aux

conditions environnementales (Reddy ef al., 1981; Crane and Moore, 1986).

I-3-4- Influence des paramétres physico-chimiques du sol sur la survie des bactéries
I-3-4-1- La texture du sol

La texture du sol est I’un des facteurs fondamentaux influencgant la survie des bactéries
pathogenes (Jamieson ef al., 2002). En effet les sols argileux prolongent la survie de ces
dernieres plus que les sols sableux. A titre d’exemple, les bactéries E. coli O157, Salmonella
et L. monocytogenes survivent plus de 32 jours dans un sol de prairie qui sont de nature
argilo-limoneux mais moins de 32 jours dans un sol arable-sableux (Nicholson et al., 2005).
La méme constatation a été faite pour L. monocytogenes dont la survie est stable dans un sol
argileux alors qu’elle décline dans un sol sableux durant les 35 jours d’incubation (Dowe et
al., 1997). Pour Salmonella spp, des auteurs lui ont attribué une meilleure survie dans le sol
argileux que dans le sol sablo-limoneux grace a la teneur en matieére organique et la capacité
d’humidité plus élevée dans le sol argileux (Holley et al., 2006).

Une autre étude réalisée sur 1’effet de 3 types de sol (limoneux, limono-sableux et sableux)
sur la survie d’E. coli et d’ Enterococcus spp a démontré que FEnterococcus spp persiste plus
longtemps dans le sol limoneux, qui présente le plus fort pourcentage d’argile, et décline plus
rapidement dans le sol sableux (Cools et al., 2001).

I-3-4-2- Le pH

L’effet du pH sur la survie des bactéries pathogénes dans le sol n’a pas fait 1’objet de
plusieurs études. Le pH optimale pour la survie des bactéries est de 6 a 7 et décroit pour des
pH acides ou basiques (Reddy ef al., 1981; Crane and Moore, 1986). En effet, /.
monocytogenes peut survivre plus de 200 jours dans une certaine catégorie de sol, mais ne
dépasse pas une semaine dans un sol de forét. Certains auteurs attribuent ce déclin au faible

pH du sol (pH de 5,2) (McLaughlin ef al., 2011).
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I-3-4-3- Nutriments et matiére organique

La survie des bactéries pathogenes dans le sol est étroitement influencée par la disponibilité
de nutriments (Crane and Moore, 1986; Jamieson ef al., 2002). La principale provenance de
ces nutriments est la matieére organique en décomposition (Hattori et al., 1976). L apport de
nouvelle substance au sol, telle que les amendements organiques, constitue un apport
supplémentaire d’éléments nutritifs pour les microorganismes du sol. A titre d’exemple, F.
coli et E. faecalis qui voient leur survie se prolonger dans le sol par 1’apport croissant de
mati€re organique par le biais des eaux usées brutes ou des boues de station d’épuration
(Mallmann and Litsky, 1951). D’autres études prennent en considération la capacité
d’échange cationique, l’influence de la concentration en cations, ainsi que le ratio de
saturation en cations basiques sur la survie des bactéries dans le sol (Kibbey et al., 1978;
Zhai et al., 1995). En effet, la croissance de L. monocytogenes et Yersinia pseudotuberculosis
est stimulée dans un sol contenant de grandes concentrations en ions calcium et magnésium
(Sidorenko et al., 2006). La mortalit¢ de bactéries fécales telles que les coliformes totaux et
fécaux est plus élevée dans un sol prélevé a une profondeur de 15 a 30 cm comparé a un sol

prélevé en surface (Zhai et al., 1995).

I-3-4-4- Les pratiques agricoles

Les pratiques agricoles exercent une importante influence sur la survie des pathogenes dans
le sol, en raison des modifications structurales qu’elles peuvent entrainer (tel le labour) ainsi
que les modifications sur la chimie du sol (tel que 1’ajout d’amendements). La pénétration des
bactéries pathogenes dans le sol se fait par le biais d’amendements organiques ou 1’eau
d’irrigation. Or, ces bactéries telluriques ont des propriétés physico-chimiques différentes de
celles du sol, ce qui pourrait modifier leur survie dans ce dernier. En effet, les fumiers et les
lisiers possédent des teneurs en matieres organiques, des quantités d’azote et des pH
diversifiés agissant différemment sur la survie des pathogenes dans le sol (Nicholson ef al.,
2005). Généralement les fumiers et les lisiers agissent en faveur de la persistance des bactéries
pathogenes dans le sol par ’apport de nutriments (Dazzo ef al., 1973), de mati¢re organique
(Tate, 1978) et d’azote (Gagliardi and Karns, 2000). Dans ce contexte, une étude a indiquée
que la teneur en carbone et en azote organique dissous ainsi que celle en substrats carbonés
facilement disponibles sont des parametres prédictifs pour la survie d’£. coli O157:H7 dans le
sol (Franz et al., 2008).

Ainsi, favoriser un environnement oligotrophique dans le sol pourrait donc réduire le risque

de transmission d’F. coli dans celui-ci et ce en réduisant l'apport d'engrais minéraux et en
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augmentant [’apport d’amendements organiques complexes (tel que le fumier et le compost)
avec un ratio C/N élevé (Van Bruggen et al., 2006). Une autre étude a été faite en comparant
I’effet du type de fumier sur la survie de deux bactéries pathogenes, E. coli O157:H7 et
Salmonella Thyphimurium. Ces 2 bactéries survivent 15 jours dans des sols amandés avec de
I’urine humaine et 90 jours dans des sols amandés avec du fumier de volaille. Tandis que leur
temps de survie dans les sols amendés avec du lisier de bovin est intermédiaire. Le temps
prolongé de la survie des deux pathogenes en présence du fumier de volaille est 1ié¢ a une
teneur élevée en matiere organique protégeant ainsi les bactéries de 1’environnement
oligotrophique du sol et leur attribue une plus grande surface pour échapper a la prédation et a

la compétition des microorganismes natifs du sol (Nyberg et al., 2010).

I-3-5- Influence des paramétres biotiques du sol
I-3-5-1- Les microorganismes totaux

Une fois les bactéries pathogenes pénétrent dans un sol, un phénomene de compétition pour
I’utilisation des éléments nutritifs et pour la colonisation des microhabitats avec la flore
existante du sol est mis en jeu. En comparant la survie des bactéries pathogenes dans un sol
stérile et non stérile, le role des microorganismes indigenes du sol a été¢ mis en évidence par
une nette amélioration de la survie des pathogénes dans des fumiers et des sols stérilisés, ne
contenant aucun microorganisme (Jiang ef al., 2002; You et al., 2006; McLaughlin ef al.,
2011). La méme observation a été faite pour £. coli O157:H7 dont la croissance décroit
rapidement dans un sol amendé non-stérile a différentes températures d’incubation (5°C, 15°C
et 21°C) (Jiang et al., 2002). La croissance de L. monocytogenes introduite dans des sols non
stériles décroit avec le temps, alors qu’elle augmente et/ou se maintient dans les mémes sols

stériles (Botzler ef al., 1974; Dowe et al., 1997; McLaughlin et al., 2011).

I-3-5-2- Les communautés bactériennes

Pour observer I’effet de la communauté bactérienne sur la survie des bactéries pathogenes
dans le sol, une modification de cette derniere a été réalisée. Dans une étude de ce genre, les
communautés bactériennes d’un sol ont été extraites par plusieurs lavages et diluées en série
puis réintroduites dans des microcosmes contenant le méme sol stérilisé (van Elsas et al.,
2012).

Une étude réalisée par Van Elsas ef al. (2012) a montré la survie d’L. coli O157:H7 est

¢levée dans les microcosmes de sols qui contiennent la plus faible intensité en communautés
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bactériennes et diminue dans le sol non stérile. Ainsi, la diversité des bactéries dans le sol est

un facteur important contrdlant la capacité des pathogenes a persister dans celui-ci.

I-3-5-3- Les protozoaires

Les protozoaires sont treés répandus dans les milieux aquatiques et les sols. Ils participent a
la régulation des populations bactériennes dans les sols. Selon Garcia ef al. (2010), les
protozoaires développement clairement un phénoméne de prédation a 1’égard de S.
Typhimurium. Une étude menée par Bui ef al. (2012) a suivi la survie de 3 bactéries
pathogenes, L. monocytogenes, S. Typhimurium et Campylobacter jejuni mis en culture avec
le protozoaire Cercomonas sp. Ces auteurs ont constaté un développe de ce dernier en
présence de S. Typhimurium et C. jejuni mais pas en présence de L. monocytogenes. Ce qui
les laissent suggérer une relation d’échange de bénéfices ou ce protozoaire se nourrit des
bactéries en prolongeant la survie de S. Typhimurium et C. jejuni, se servant de structure

protectrice et de véhicule de dissémination.

I-3-6- Influence des paramétres environnementaux
I-3-6-1- La température

La survie des bactéries pathogenes dans le sol dépend étroitement de la température (Reddy
et al,, 1981). D’une maniere générale la température du sol est inférieure a la température
optimale de croissance des pathogénes, et leur survie est prolongée a des températures
proches de 5°C (Garcia ef al., 2010). Ces derniers ont révélé que S. Typhimurium persiste
plus longtemps dans des microcosmes de sols incubés a 5°C qu’a 15°C et 25°C. La méme
observation a été faite pour S. Enteritidis dont la survie décroit rapidement a 35°C et atteint sa
limite au bout de 28 jours alors qu’elle est maintenue plus de 140 jours a une température de
20°C (Danyluk et al., 2008).
Le taux de mortalité d’Enferococcus spp. et d’E. faecalis diminue également pour de faibles

températures (Kibbey ef al., 1978).

I-3-6-2- L’humidité

La disponibilité en eau est I'un des principaux facteurs influengant la survie des bactéries
pathogenes dans le sol (Reddy ef al., 1981). Dans un sol, la teneur en eau varie en fonction de
sa composition, de la pluviométrie, de 1’écoulement de I’eau et de la couverture végétale.

Généralement, les sols humides sont plus favorables a la survie des bactéries pathogenes
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comparés aux sols secs. Cect a ¢ét¢ démontré dans plusieurs études. En effet, L.
monocytogenes persiste 70 jours dans des sols ou I’humidité, diminue au cours du temps
tandis qu’elle survie plus de 200 jours dans des mémes sols ou I’humidité est maintenue
constante (Welshimer, 1960). La survie des souches d’F. coli non pathogenes et F. coli
O157:H7 décline dans des sols pauvres en eau (Mubiru ef al., 2000). Dans le méme contexte
la survie d’F. faecalis chute rapidement dans des sols humidifiés a 50%, alors qu’elle se
maintient plus longtemps dans des mémes sols ou ’humidité est proche de la saturation
(Kibbey et al., 1978).

D’autres études ont combinées 1’effet du couple température-humidité sur la survie des
bactéries pathogenes dans le sol, aboutissant & conclure qu’une faible température associée a
un taux d’humidité €levé du sol favorise la survie de plusieurs bactéries pathogene telles qu’£.
coli, Salmonella spp. et Enterococcus spp.(Kibbey et al., 1978; Cools et al., 2001; Holley et
al., 2006).

I-3-7- Transfert des bactéries pathogénes telluriques

Lorsque les conditions physico-chimiques en humidité, pH et nutriments sont adéquates, le
sol peut assurer la survie des bactéries pathogenes et constituer un réservoir pour ces
dernieres, qui se fixent sur les particules du sol pour y étre retenues. Cependant, les bactéries
pathogenes peuvent étre transférées sur différents autres substrats tels que les matieres
premieres végétales mais aussi migrer dans le sol et contaminer les ressources en eau de
surface et en eau souterraine. Ainsi, le sol représente pour ’homme un vecteur de
contamination directe par la manipulation du sol contaminé ou indirecte par le biais de
transfert possible de ces pathogénes aux fruits et Iégumes et aux ressources en eau (Locatelli,

2015).

I-3-7-1- Transfert aux graines des végétaux

Le transfert des bactéries pathogenes du sol aux végétaux peut se faire soit de maniere
directe, par contact entre le sol contaminé et les graines, ou de maniére indirecte, par les
projections d’eau de pluie ou d’irrigation tombant sur le sol. Ainsi, ces pathogénes peuvent
survivre a la surface des végétaux, s’y multiplier et s’implanter dans leurs tissus (Brandl,
2006 ; Deering et al., 2012). La contamination des végétaux peut survenir a un stade précoce,
le stade de la graine, lorsque celle-ci entre en contact avec le sol. Ceci a été démontré par
plusieurs auteurs. (Vanrenterghem ef al., 1991; Solomon et al., 2002). Les tissus extérieurs

des semis puis des plantes sont rapidement colonisés apres la contamination des graines
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(Kutter et al., 2006). L’inoculation de graines de différents produits maraichers par des
suspensions bactériennes d’ L. coli O157:H7, S. Typhimurium et L. monocytogenes a aboutit a
une importante multiplication de ces pathogénes, avec quelques différences observées entre
les especes (Islam et al., 2004b et 2005; Jablasone ef al, 2005). D’autre part, la saison
d’amendement du sol a un effet sur la capacité des pathogenes a contaminer les végétaux. Peu

de légumes apparaissent contaminés durant la période de mars a aolt (Natvig ef al., 2002).

I-3-7-2- Transfert par les eaux de pluie

Tres peu d’études se sont consacrées pour la détermination du transfert des bactéries
pathogenes du sol aux végétaux par la projection d’eau de pluie ou d’eau d’irrigation. Une
expérience a été réalisée avec des plantules de persil plantées dans un sol contaminé avec
Listeria innocua puis stimulée par une chute de pluie ou une irrigation par aspersion. Les
parties aériennes du persil ont été contaminées par L. innocua dont le nombre décroit lorsque
le point d’impact entre le sol et ’eau s’éloigne de la plante (Girardin ef al., 2005). Une autre
é¢tude a démontré que la quantité d’F. coli transportée par projection est plus importante
lorsque le volume des gouttes augmente. Une goutte d’eau de 24-87 ul peut propulser ce
pathogene présent dans le sol a une distance horizontale de 25 cm et une hauteur de 20 cm

(Monaghan et Hutchison, 2012).

I-3-7-3- Internalisation des pathogénes par les végétaux

Bien qu’un simple ringage a 1’eau peut éliminer la plupart des bactéries pathogénes
présentes a la surface des fruits et légumes, la contamination pré ou post-récolte de ces
derniers peut aboutir a I’internalisation des pathogenes au sein de leurs tissus (Erickson,
2012). Pour les bactéries pathogenes I’internalisation est une maniere de protection contre
tous les traitements de lavage aprées la récolte.

Le phénomene d’internalisation survient par inoculation des fleurs, des feuilles et des tiges
par les bactéries pathogenes via les stomates (Guo ef al., 2001; Kroupitski ef al., 2009;
Deering et al., 2012). Par contre, ’internalisation de ces bactéries se fait par le systeme
racinaire si le sol est contaminé. Peu de temps apres la germination de graines inoculées avec
E. coli O157:H7, I’internalisation de cette derniére est mise en évidence dans des tissus de
plantules de laitue, ce qui suggére sa migration a I’intérieur de la plante (Solomon ef al.,
2002). Le phénomeéne d’internalisation de bactéries pathogénes par le systeme racinaire a
aussi été démontré sur des plants de tomates cultivés dans une solution nutritive contenant

Salmonella spp. Cette derniere est détectée par la suite dans les feuilles et les tiges des

40



Cfgoitm J 3ynt/;e‘.s'e Fz'b-ﬁ'gjrgaﬁi'gue

tomates, ce qui confirme I’hypothése du transport du pathogene par voie systémique dans les
plants de tomates (Guo ef al., 2002). L’internalisation des bactéries pathogénes dans les tissus
des plantes est un processus assez complexe dépendant du type de la plante, de son mode de

culture et aussi de la souche bactérienne (Hirneisen ef al., 2012).

I-4-4- Transfert par transport vertical dans le sol

Le nombre de bactéries pathogenes transportées verticalement est 1ié¢ d’une part au débit
d’eau apportée a la surface du sol et d’autre part aux caractéristiques physicochimiques de ce
dernier. Il est connu que le taux le plus élevées des bactéries pathogenes apportée par les
amendements se trouve a la surface du sol et diminue en profondeur (Gagliardi et Karns,
2000; Semenov ef al., 2009; Bech et al., 2010). Cependant, S. Typhimurium peut migrer plus
profondément dans un sol limoneux structuré comparée a un sol sableux moins structuré
(Bech et al. 2010). Les coliformes fécaux migrent également plus profondément dans un sol
limoneux que dans un sol sableux (Unc et Goss, 2003). Ce sont donc les sols argilo-limoneux
a faible porosité, constitués d’un réseau de macropores, qui favorisent la migration des

bactéries pathogenes (Bech ef al., 2010; Brennan et al., 2010).

I-4-5- Transfert par ruissellement et transport horizontal dans le sol

Les bactéries pathogeénes se déplacent horizontalement dans les sols imperméables ou
saturés en eau. La pluie ou I’irrigation peuvent provoquer un ruissellement d’eau a la surface
du sol pouvant entrainer les pathogenes jusqu’au plans d'eau destinés a la consommation, aux
loisirs ou a l'irrigation (Mawdsley et al., 1995; Tyrrel et Quinton, 2003). Ce déplacement
horizontal est influencé par quelques facteurs tels que les précipitations et la topographie du
terrain (Mawdsley ef al., 1995). 1l existe une différence entre les eaux de ruissellement
provenant d’une zone paturée ou non paturée. En effet dans une eau provenant de la zone
paturée, le nombre de coliformes fécaux est 5 a 10 fois supérieur a celui qui se trouve dans
une eau provenant de la zone non paturée (Reddy ef al, 1981; Baxter-Potter et Gilliland,
1988; Jamieson ef al., 2002). En général, la présence de coliformes fécaux dans un sol non
amandé est un indice d’une contamination non-agricole (Patni ef al., 1985). Les bactéries
pathogenes sont aussi mobilisées et transportées par ruissellement des eaux pluviales urbaines
de sources non ponctuelles jusqu’a la surface des plans d’eau telles que les rivieres, les lacs et

les plages (Fernandez-Alvarez ef al., 1991; Noble et al., 2006; Sercu ef al., 2008).

41



Cfgoitm J 3ynt/;e‘.s'e Fz'b-ﬁ'gjrgaﬁi'gue

Il existe une corrélation significative entre les périodes de précipitation extréme et

I’apparition de maladies d'origine hydrique attribuables a des agents pathogénes (Curriero et
al., 2001).

I-4-6-Transfert des bactéries pathogénes du sol vers les ressources en eau

Un probleme trés commun est celui du transport des bactéries pathogénes vers des réserves
d’eau potable (puits par exemple), ce qui représente une importante source de contamination.
Cette derniere est étroitement liée aux exploitations agricoles. En effet, une eau potable
contaminée par des bactéries pathogenes pourrait étre une importante source d’épidémie, telle
que celle observée en Mai 2000 dans la ville de Walkerton (Ontario, Canada), ou un réseau
d’eau municipal a été¢ contaminé avec Lscherichia coli O157: H7 et Campylobacter jejuni,
aboutissant a I’intoxication de 2300 personnes et le décés de 7 d'entre elles. L'investigation
sur les causes de la contamination de l'eau a indiquée que I’origine était I’infiltration et le
transport des bactéries pathogenes d’un sol amendé par du fumier au puits municipal

(O'Connor, 2002).

42



CHAPITRE 11

MATERIELS ET METHODES



Ghapitre II HMatsriel ot méthodos

Ce présent travail a pour visée 1’évaluation de 1’activité antibactérienne des flavonoides et
des huiles essentielles de la plante médicinale Euphorbia guyoniana sur des bactéries
pathogenes ayant pour habitat le sol. Pour se faire et dans une premiére démarche, une étude
phytochimique est réalisée, suivie d’une extraction des flavonoides et des huiles essentielles.
La deuxieme démarche consiste a isoler et identifier des souches bactériennes pathogenes a
partir de différents types de sol. Quant a la troisiéme démarche, elle consiste a 1’évaluation
des extraits sur les souches bactériennes isolées. L’expérimentation est réalisée au niveau du
laboratoire de Valorisation et Conservation des Ressources Biologiques (VALCOR) de
I’universit¢ M’Hamed Bougara de Boumerdés et du laboratoire d’hygiene de la Wilaya de

Boumerdes.

I1-1- Matériel végétal
Euphorbia guoniana a été¢ récoltée en mois de Février 2016 pour ’extraction des
flavonoides et en mois de Février 2017 pour I’extraction des huiles essentielles, dans la région
de Ghardaia (El Guerara) (Sud Algérien) (Figure 18). Il est important de noter que la période
choisie pour la récolte représente la période de floraison de ’espéce.
Le climat a Ghardaia est dit désertique. Au cours de l'année, il n'y a pratiquement aucune
précipitation (68 mm par an) et la température moyenne est de 21°C (Koppen et Geiger,

2001).

L’identification botanique de 1’espece a été réalisée au niveau du laboratoire botanique de
I’Ecole Nationale Supérieure d’ Agronomie (ENSA) d’El-Harrach (Algérie). Toutes les parties
de la plante (aériennes et souterraines) ont ¢t¢ utilisées. Le choix de cette espece est basé sur

son endémisme et sur la rareté des travaux valorisant ses bienfaits.
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Figure 18 : zone de récolte de la plante Euphorbia guyoniana (Ghardaia) (ONS, 2008)

Afin d’extraire les flavonoides, la plante a été séchée a I7air libre et en obscurité, puis broyee
avec un broyeur électrique. La poudre ainsi obtenue est conservée dans un flacon
hermétiquement fermé jusqu’au moment de I’utilisation. Pour I’extraction des huiles

essentielles, la plante fraichement récoltée a été utilisée.

I1-2- Tests phytochimiques (Screening phytochimique)
Les tests phytochimiques réalisés sur la plante ont pour objectif de rechercher les

substances bioactives, en utilisant une série de méthodes colorimétriques. lls sont effectués
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soit sur la poudre de la plante, soit sur son infusé a 5 %. Les méthodes de caractérisation
utilisées dérivent de celle décrites par Paris et Nothis (1978), Tona ef al., (1998) et
Longanga et al. (2000).

I1-2-1- Préparation de I’infusé a 5%
L’infusé a 5% est préparé par I’ajout de 5g de poudre végétale a 100 ml d’eau distillée
chaude. Apres 15 a 20 minutes de contacte, la solution est filtrée a 1’aide d’un papier filtre,

puis le filtrat obtenue est ajusté a 100ml d’eau distillée.

II-2-2- Identification des anthocyanes
Elle est réalisée par 1’addition de quelques gouttes d’HCI a 5 ml de ’infusé. L apparition

d’une coloration rouge est signe de la présence de ces métabolites dans la plante.

II-2-3- Identification des leuco-anthocyanes

Pour ce métabolite, 2 g de la poudre végétale sont additionnée a 20 ml d’un mélange de
Propanol/Acide chlorhydrique (v/v). Le mélange est porté a ébullition dans un bain marie
pendant 15 minutes. Le développement d’une coloration rouge indiquera la présence des

leuco-anthocyanes.

I1-2-4- Identification des tanins

A 5 ml de ’infusé, on ajoute quelques gouttes d’une solution de FeCl; & 5 % (Annexe 1).

La coloration bleuatre ou bleue noire indique la présence des tanins.

II-2-5- Identification des tanins catéchiques
L’identification des tanins catéchiques se fait par I’ajout de 15 ml d’infusé a 7 ml de réactif

de Stiansy (Annexe 1). Une coloration rouge se traduit par la présence de ces métabolites.

II-2-6- Identification des tanins galliques
2 g d’acétate de sodium et quelques gouttes de FeCl; sont ajouté a 5 ml de I'infusé. En

présence de tanins gallique la réaction donne une coloration bleu foncé.

II-2-7- Identification des quinones libres
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2 g de la poudre humectés par 2 ml d’HCI, sont mis en contact avec 20 ml de chloroforme
pendant 3 heures. Le filtrat est agité avec 5 ml d’ammoniaque 1/2. Une coloration rouge

indique la présence des quinones libres.

II-2-8- Identification des saponosides
L’identification des saponosides nécessite 1’addition de quelques gouttes d’acétate de
plomb a 2 ml de l'infusé. La formation d’un précipité blanc indique 1’existence des

saponosides.

II-2-9- Identification des alcaloides

5 g de poudre humectés avec ’ammoniaque 1/2 sont macérés pendant 24h dans 50 ml d’un
mélange éther-chloroforme (3v/v). Le filtrat est épuisé par 1’acide chlorhydrique 2N. Des
réactions de précipitations sont réalisées sur la solution chlorhydrique puis on rajoute
quelques gouttes de solution Dragendroff (Annexe 1). Ce dernier donne un précipité rouge en

présence des alcaloides.

II-2-10- Identification des coumarines

2 g de la poudre sont bouillis dans 20 ml d’alcool éthylique pendant 15 minutes puis filtrer.
10 gouttes de la solution alcoolique de KOH a 10% plus quelques gouttes d’HCI a 10% sont

rajoutées a 5 ml du filtrat. La formation d’un trouble indique I’existence de coumarines.

II-2-11- Identification de I’amidon
A 2 g de poudre végétale, on rajoute quelques gouttes d’iode (I,).Une coloration bleue

violette indique la présence d’amidon.

II-2-12- Identification des flavonoides

5 ml d’HCI, un coupeau de Mg et 1 ml d’alcool iso-amylique sont ajoutés a 5 ml de

I’infusé. La présence de flavonoides se manifeste par une coloration rouge.

II-2-13- Identification des mucilages
Ajouter 5 ml d’alcool absolu a 1 ml de I’infusé. La présence de mucilage se traduit par
’apparition d’un précipité floconneux.

46



Ghapitre II KMatsriel ot méthodos

1I-2-14- Identification des irridoides

A 2 ml de Iinfusé, on rajoute quelques gouttes de 1’acide chlorhydrique et on chauffe le
mélange sur une plaque chauffante. L’existence des irridoides se manifeste par ’apparition

d’une coloration bleue.

I1-2-15- Recherche des Protéines
Ig de poudre végétale est dissoute dans 2 ml d'hydroxyde de sodium (NaOH) a 20%. On
rajoute quelques gouttes de CuSO4 a 2%. La réaction donne une coloration violette avec une

teinte rougeatre en présence de protéine.

II-2-16- Recherche des Lipoides

5 g de poudre végétale sont macérés dans 30 ml d’éther de pétrole pendant 30 minutes.
Apres filtration, évaporer le filtrat sur plaque chauffante. Ajouter au résidu graisseux 3 gouttes

de H,SO4. Une coloration violette signifie une réaction positive.

II-2-17- Recherche des Sucres réducteurs

5 ml de réactif de Fehling sont ajoutés a Sml de I’infusé. La formation d’un précipité rouge

brique apres 3 minutes de chauffage au bain-marie indique une réaction positive.

II-2-18- Recherche des Glucosides

Quelques gouttes de H,SO,4 sont additionnées a 2 g de poudre végétale. La formation d’une

coloration rouge brique ensuite violette indique la présence des Glucosides.

11-2-19- Recherche des Caroténoides
A 10 ml de I’infusé, on ajoute 3 ml d’HCI et 3 ml de H,SO,. La présence de Caroténoides

se traduit par une coloration Vert-bleu.
I1-2-20- Recherche des Polyphénols

Une goutte de chlorure ferrique (FeCls) a 2% est ajoutée a 2 ml de I’infusé. La présence des

polyphénols se traduit par une coloration bleue-noiratre ou vert foncé.
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I1-3- Procédure d’extraction des flavonoides

Pour I’obtention des flavonoides, nous avons adopté la méthode d’extraction de Markham
(1982), avec modification inspirée de la méthode de Bruneton (1999), basée sur le degré de
solubilité des flavonoides dans les solvants organiques (Figure 19). Seul le dernier extrait
(extrait aqueux) a fait 1’objet d’analyse chromatographique et biologique, en raison de sa
richesse en flavonoides tres polaires. Le rendement des différents extraits obtenus est calculé

comme Suit:

Tel que:

R%: Rendement de la matiére extraite ;
M: Masse du ballon contenant 1’extrait ;
Mj: Masse du ballon vide ;

M;: Masse végeétale totale utilisée dans 1’extraction.
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Figure 19: protocole d’extraction des flavonoides (Bruneton, 1999)
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II-3-1- Détermination de la teneur totale en flavonoides par spectrophotométre

L’évaluation quantitative des flavonoides a ¢été évaluée dans les différentes fractions
flavonoidiques. Elle est réalisée selon la méthode de trichlorure d”aluminium AlCI3 décrite par
Djeridane ef al. (2006) et Ayoola et al. (2008).

Les flavonoides possédent un groupement hydroxyle (OH) libre, en position 5 qui est
susceptible de donner avec le groupement CO un complexe coloré en présence de chlorure
d’aluminium. Ils forment des complexes jaunatres par chélation des métaux (fer et
aluminium). Ceci traduit le fait que le métal (Al) perd deux électrons pour s’unir a deux
atomes d’oxygene de la molécule phénolique agissant comme donneur d’électrons.

Le test consiste a mettre 1ml de chaque échantillon dans 1ml d’AlICI3 a 2%. Le mélange
est vigoureusement agité, et incubé a température ambiante pendant 10 minutes, et
I’absorbance est lue a 430 nm, avec un spectrophotomeétre (Optizen 2120 UV, Korea) (Figure
20). La quantification des flavonoides se fait en fonction d’une courbe d’étalonnage réalisée
par un flavonoide standard (la quercétine). Les résultats obtenus sont représentés dans une

courbe d’étalonnage, ayant I’équation suivante:
Y=11,384x+0,1036 R*=0,9938

La teneur en flavonoides est exprimée en milligramme d’équivalent de quercétine par gramme
de poids de I’extrait (mg EQ/g).
II-3-2- Identification des groupements fonctionnels des extraits flavonoiques par
Infrarouge

La spectroscopie infrarouge repose sur le principe que chaque groupement chimique
absorbe la lumiere différemment en fonction de sa longueur d’onde. Les zones d’absorption
(zone ou la lumiere est absorbé) permettent donc d’identifier les groupements fonctionnels
(Fontage et Chauchard, 2009). Le spectre infrarouge de 1’extrait flavonoique, pour une
gamme de fréquence comprise entre 400 et 4000 cm™, a été obtenu par un spectrométre de

type NICOLET 560.
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II-3-3- Evaluation qualitative des flavonoides par Chromatographie Liquide a Haute
Performance (HPLC)

Le principe de cette méthode repose sur la séparation des molécules a travers une phase
stationnaire spécifique. En effet, dans une colonne chromatographique, les différentes
molécules interagissent plus ou moins avec la phase stationnaire en fonction de leur nature. Le
systeme chromatographique est parcouru par une phase mobile poussée sous haute pression
par une pompe. Le mélange a analyser est injecté puis transporté dans le systeme
chromatographique. La répartition des composé€s en solution se fait en fonction de leur affinité
entre la phase mobile et la phase stationnaire.

L’appareillage utilis¢ pour ’analyse qualitative de I’extrait aqueux est constitué d’un
chromatographe en phase liquide de marque Young line YL9100, équipé d’une pompe
quaternaire YL 9101 avec dégazeur intégré YL 9101, d’un détecteur UV/Visible YL 9120 et
d’un four YL 9131. La colonne employée est Agilent eclips XDB C 18 (S5um) d’une longueur
de 25 cm et d’un diamétre intérieur de 4,6 mm. La phase mobile est un mélange d’eau ultra
pure/acetonitrile/acide acétique en systeme isocratique avec un débit de 1ml/min. Le volume
d’extrait et de standards injecté est de 20ul. La détection des composés est faite avec un
détecteur UV a une longueur d’onde de 280- 320 nm. L’identification des flavonoides se fait
par comparaison de leurs temps de rétention par rapport aux standards correspondant et par

leurs spectres UV obtenus avec le détecteur.

I1-4- Procédure d’extraction des huiles essentielles

L’extraction des huiles essentielles a partir de la matiére végétale est réalisée par
hydrodistillation, en se basant sur la diftérence de densité (Aristidou, 2000). Ainsi, 100g de la
matiere végétale fraiche constituée de la plante entiere (feuille, tige, fleur, racine) est
introduite dans un ballon rempli de 600ml d’eau distillée (Figure 20). L’ensemble est porté a
ébullition pendant 3 heures. Durant cette opération, la vapeur chargée d’eau et d’huile traverse
un réfrigérant incliné et se condense. Le distillat s’écoule goutte a goutte et est recueilli dans
une ampoule a décanter. La séparation entre la phase organique représentée par 1’huile
essentielle et la phase aqueuse représentée par I’eau aromatique est réalisée en ajoutant I’éther
di-éthylique. Enfin, I’huile essentielle est récupérée dans un flacon en verre stérile enveloppée
avec du papier aluminium et conservée au réfrigérateur a une température comprise entre 4 et
6°C pour éviter toute dégradation des huiles essentielles. Au total, quatre extractions sont

réalisées afin d’obtenir une quantité suffisantes pour réaliser les différents tests.
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Figure 20 : dispositif d’hydrodistillation

I1-4-1- Rendement de I’extraction
Le rendement en huile essentielle est le rapport entre le poids de I’huile extraite et le poids
de la plante utilisée (Bekhichi et Abdelouahid, 2001). Le rendement, exprimé en

pourcentage, est calculé par la formule suivante :

R%= (P»/P.) x 100

Tel que :

R : rendement de I’huile en %
Pb : poids de I’huile en g

Pa: poids de la plante en g

11-4-2- Caractérisation de I’huile essentielle par GC-SM
La détermination de la composition chimique de I’huile essentielle extraite de la plante
Euphorbia guyoniana a été faite par chromatographie en phase gazeuse couplée a la

spectrométrie de masse de type Chromatographe en phase gazeuse Agilent 6890 couplé au
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spectrométre de masse Agilent 5973 et au logiciel Agilent Chemstation, Agilent
Technologies, Palo Alto, CA, Etats-Unis, avec les conditions opératoires suivantes:

* Une colonne HP-5MS (5% Phenyl Methyl Silox, 30 m x 250 gm x 0.25 gm).

» Le gaz vecteur est I’Hélium.

* Un débit de 0.9 ml/ min.

* Une température de 35° C pendant 5 min, 35 a 150° C a 5° C/min, 150 a 250° C a 20°

C/min, 250° C pendant 2 min.
e Latempérature de I’injecteur est de 220°C.
* Le volume de I’'huile a injecter est de 0,1 gl.

L ’identification des différents composants a été faite par Le logiciel MassHunter.

I1-4-3- Analyse des parametres organoleptiques et physico-chimiques de [I’huile
essentielle

11-4-3-1- Détermination des parameétres organoleptiques

Les caractéristiques organoleptiques recherchées sont I’aspect (solide ou liquide), la

couleur et I’odeur de I’huile essentielle (la nature du composé olfactif) (AFNOR, 2000).

11-4-3-2- Caractéristiques physiques
a- Détermination de la densité relative a 20° C
La densité relative d’HE est le rapport de la masse (g) d’un certain volume d’HE a la
masse d’un volume égal d’eau distillée. 1l s’agit de prendre un certain volume d’eau distillée a
[’aide d’un pycnometre et de prendre le méme volume d’HE.
Pour mesurer la densité relative de I’HE, nous avons utilisé un pycnométre de 1,5 ml.
La procédure consiste a pesé le pycnometre vide, rempli d’eau distillée et rempli d’HE.

La densité relative est calculée par la formule suivante (AFNOR, 2000):

d20= m2-mgm1l-mQ

Tel que:
MO : la masse, en grammes, du pycnomeétre vide ;
mLl: la masse, en grammes, du pycnometre rempli d’eau distillée ;

N2 : la masse, en grammes, du pycnométre rempli de I’huile.
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b- Détermination de I’indice de réfraction

Le calcul de l'indice de réfraction d’une huile essentielle permet de vérifier la pureté
de cette derniere mais aussi de vérifier la qualité de la distillation. En effet, I’indice de
réfraction d’une huile essentielle est généralement élevé, il diminue lorsque la distillation est
trop rapide, ou trop lente. Il s’agit d’une indication numérique qui sert a exprimer le rapport
entre la vitesse de la lumiere dans le vide et la vitesse de la lumiére dans le milieu de
propagation. Le produit étalon de qualité pour la réfractométrie accompagné de son indice de
réfraction a 20°C est ’eau distillée (1,333) (AFNOR, 2000)

Dans notre travail, I’indice de réfraction est mesuré par réfractometre dans lequel on
introduit quelques gouttes d’eau distillée considérée comme €talon sur le prisme p'.
L’appareil est réglé a 1,333. Ces gouttes sont essuyées et remplacées par quelques gouttes de
I’HE puis on effectue la lecture. Les indices de réfraction obtenus a température ambiante sont

ramenés a 20°C par la formule suivante (AFNOR, 2000):

Lo =1¢+ 0,00045 (T-20°C)

Tel que :
I : Indice de réfraction a 20°C.
I; : Indice de réfraction a la température ambiante ou de mesure.
T : Température ambiante ou de mesure.
I1-4-3-3- Caractéristiques chimiques
a- Détermination de I’indice d’acide
L’indice d’acide est le nombre de milligramme d’hydroxyde de potassium nécessaire a
la neutralisation des acides libres contenus dans un gramme d’HE, en présence de
phénolphtaléine. Le test consiste a neutraliser 1g de I’huile essentielle dissoute dans I’éthanol
a 95% par une solution éthanolique d’hydroxyde de potassium O,1N, en se servant de la
phénolphtaléine a 1% comme indicateur coloré. L’indice d’acide est donc calculer par la

formule suivante (AFNOR, 2000) :

I,=5,61V/ m

Tel que:
V: volume, en millilitres, de la solution d’hydroxyde de potassium ;

m : masse, en grammes, de la prise d’essai.
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b- Détermination de I’indice d’ester

Comme pour I’indice d’acide, I’indice d’ester est un indicateur de la qualité de I’huile
essertielle. En effet, les huiles de bonne qualité contiennent une grande quantité d’ester. |l
s’agit du nombre de milligrammes d'hydroxyde de potassium nécessaire a la neutralisation des
acides libérés dans 1g d’huile suite & I'nydrolyse des esters (AFNOR, 2000). Les esters
contenus dans I’huile essentielle sont hydrolysés par chauffage, et la détermination de la
masse de potasse consommeée pendant la réaction se fera par le dosage en retour de 1’excés
d’alcali par une solution d’HCI.

I1- 5- Isolement des souches bactériennes d’origine tellurigue
11-5-1- Technique d’échantillonnage du sol

Le prélevement a été réalisé dans trois type de sols : sol d’un poulailler (Bouira), sol de
culture de pormme de terre (Ain Timouchent) et un sol d’écurie (Boumerdes et Alger), selon la
méthode « zigzag » décrite par Chaussoud et al. (1992) et Fardoux et al. (2000) (Figure 21).
La technique consiste a prélever trois échantillons sur une surface de 1,5m a 15 am de
profondeur pour chagque sol. Les trois échantillons ainsi obtenues sont mélangés, puis
subissent un tamisage dans I’objectif d’éliminer les grosses molécules telles que les agrégats
et les débris, et d’avoir un sal fin et une solution homogéne.

Figure 21 : méthode d’échantillonnage en « zigzag »
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I1-5-2- Préparation des dilutions

Les dilutions sont réalisées dans 1’objectif d’obtenir le maximum de microorganismes
présents dans le sol. Pour cela, 1 gramme de chaque échantillon de sol est dilué dans 9ml
d’eau physiologique ce qui représente la solution mere. Les suspensions de sol sont agitées
pendant 15 minutes. Aprés décantation, une série de dilutions est réalisée jusqu’a 10 a partir
de chaque solution mere (Bettache, 2013). 0,1 ml de chaque dilution est ensemencé dans une
gélose nutritive, et incubé a 37°C pendant 24h (Solbi, 2013). Les colonies bactériennes

obtenues subissent un repiquage dans le but de purifier ’espece.

II- 5-3- Identification des souches isolées
L’identification des bactéries se fait en quatre étapes :
e Examen des caractéres macroscopiques de la colonie bactérienne (forme, relief, odeur,
contour, taille et couleur) ;
e Examen des caractéres microscopiques (coloration de Gram, forme des germes) ;
e Recherche des caracteres biochimiques (Catalase, Oxydase...) ;
e Confirmation de certaines souches par VITEK.
I1-5-3-1- Examen macroscopique
Cet examen nous permet d’observer a I’ceil nu quelques caracteres de la colonie, il s’agit de

son aspect, sa couleur, sa forme, sa taille, et son relief.

II-5-3-2- Examen microscopique (coloration de Gram, forme des germes)
La coloration de Gram est utilisée dans I’objectif de différencier les bactéries en deux

groupes distincts, celui des Gram positif et celui des Gram négatif.

II- 5-3-3- Recherche des caractéres biochimiques
a- Recherche de la catalase
La catalase est une enzyme qui décompose I’eau oxygeéné en eau et en oxygene gazeux.
Le principe consiste a mettre dans une lame quelques gouttes de H,O;, additionnées d’une
colonie bactérienne. Le test de la catalase se base sur la recherche d’'un dégagement de gaz

(Jacques et André, 2004), selon la réaction suivante :

2H,0, _— 2H,0 + O,
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b- Recherche de I’oxydase
Pour la recherche de I’oxydase, une colonie bactérienne est déposée sur un papier filtre
imbibé avec quelques gouttes de la solution N-diméthyl paraphényléne diamine. Aprés 30

secondes, la présence de 1’oxydase est indiquée par I’apparition d’une couleur bleu violacée.

c- Galerie biochimique classique
L’identification biochimique est un examen qui permet d’identifier une bactérie en

s’appuyant sur ses caracteres biochimiques.

» Urée-Indole

Pour ce test, une suspension dense de bactéries est introduite dans 0,5 ml d’un milieu
Urée-Indole, et incuber a 37°C pendant 24 a 48 h. Un virage du milieu au rouge violacé ou au
rouge rose indique une réaction d’uréase positive. De plus, ’apparition d’un anneau rouge
apres addition de deux gouttes de réactif de Kovacs indique une réaction d’indole positif

(Marchal et al., 1991).

» VP/RM (Voges-Proskauer)

Le test consiste a ensemencer deux tubes contenant chacun 0,5 ml du milieu Clark et Lubs
et les incubés a 37°C pendant 18 a 48 h. Apres incubation, deux gouttes de réactif VP sont
ajoutées dans ’'un des deux tubes et deux gouttes de réactif RM dans 1’autre. L’apparition
d’un anneau rouge indique une réaction VP positive. La coloration rose fuchsia indique une

réaction RM positive (Marchal et al., 1991).

» TSI (Triple Sugar Iron)

A l’aide d’une pipette contenant des colonies prélevées, on ensemence la pente puis le
culot d’un tube TSI par piqlire centrale. L’incubation se fait a 37°C pendant 48 a 72h. Ce test
met en évidence cinq caracteres biochimiques : utilisation du lactose (coloration de la pente
en jaune), utilisation du glucose (coloration du culot en jaune), utilisation du saccharose
(coloration en jaune de la zone intermédiaire), la production de H,S (noircissement de la zone
joignant la pente et le culot) et la production de Gaz (présence de bulles dans la gélose)

(Marchal et al., 1991).
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» Citrate de Simmons

Ce milieu ne contient qu’une seule source de carbone: le citrate. Seules les bactéries
possédant une citrate-perméase sont capables de se développer sur ce milieu. La pente du
milieu est ensemencée en stries longitudinales a I’aide d’une pipette contenant une colonie et
incubé a 37°C pendant 24h. La bactérie est dite Citrate-positive, si la couleur du milieu vire
au bleu. Elle est cependant, qualifiée de Citrate-négative dans le cas ou la couleur du milieu

reste inchangée (Marchal et al., 1991).

» Esculine

Pour ce test, la pente du milieu est ensemencée par piqure centrale a I’aide d’une pipette
contenant des colonies puis incubés a 37°C pendant 48 a 72h. L’hydrolyse de 1’esculine (ou
aesculine) qui rompt la liaison glucosidique et la liberation du glucose et de I’esculitine donne
une coloration noire en présence de citrate de fer ammoniacal. Un résultat positif se traduit

donc par un noircissement du milieu (Marchal et al., 1991).

»  Recherche de la coagulase

La coagulase libre est présente chez les S. aureus, mais elle peut également étre produite
par les Staphylococcus intermedius ou les Staphylococcus hyicus. Ce test consiste a mettre en
évidence la coagulase libérée dans le milieu extérieur (Garnier et Denis, 2007).

La détection de cette coagulase s’effectue en ajoutant dans un tube a hémolyse 0,5 ml de
plasma de lapin et 0,5 ml d’une culture de staphylocoques de 24h en bouillon. Le mélange est
placé a I’étuve a 37°C pendant 24 heures. Les souches de Staphylococcus aureus provoquent
la coagulation du plasma, le plus souvent apres les trois premieres heures. Un test positif se

traduit par la formation d’un coagulum.

I1- 5-3-4- Identification par VITEK
a- Préparation de la cassette
Pour I’identification par VITEK, des colonies isolées sont prélevées et mis en suspension
homogene dans 3 ml de solution saline (0,45%), puis cette suspension bactérienne est
standardisée selon les méthodes appropriées en utilisant le DensiChek Plus (Inoculum de 0.5 a
0.63 Mac Farland).
Pour I’antibiogramme, des colonies sont transférées dans un second tube contenant 3 ml de

solution saline (145ul pour les bactéries Gram négatif et 280 pl pour les bactéries Gram
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pasitif) puis les cartes sont placées sur la cassette en plongeant leurs pailles de transfert dans
les tubes.
b- Méthodes de travail
Les conditions de culture et d’incubation des souches destinés a I’identification et/ou a
I"antibiogramme sur le Vitek 2 Compact sont représenté dans le tableau suivant :

Tableau 1 : Condition de culture et d’incubation des bactéries isolées

Cartes VITEK Milieux de culture Agedela  Conditions d’incubation
validés culture
Bacilles Gram négatif -Gélose Tryptic Soja 18-24 h 35-37° C
-Gélose Columbia au sang Aérobiose

-Gélose Mac Conkey
-Chrom ID CPS (chromo)

Cocci Gram positif -Gélose Tryptic Soja 122348 h 35- 37°C
-Gélose Columbia au sang Aérobiose
-Gélose Mac Conkey Strepto: 54 10% CO2
-Chrom ID CPS (chromo) Microcoques: pas de CO2

Aprés avoir préparé I’inoculum, la carte d’identification est placée sur la cassette en
plongeant la paille de transfert dans le tube contenant la solution mére. Pour |”antibiogranme
la carte d’antibiogramme est placée sur la cassette en plongeant la paille de transfert dans

I’autre tube contenant la suspension mére diluée.

I1- 6- Evaluation de I’activité antibactérienne

La technique utilisée pour évaluer I’activité antibactérienne des extraits (flavonoides et
huiles essentielles) est la méthode de diffusion en disque sur milieu gélosé, selon le Comité
National des Normes du Laboratoire Clinique (NCCLS, 2001). Cette méthode permet de
déterminer I’activité inhibitrice de I’agent antibactérien, par la mesure du diamétre de la zone
d’inhibition autour du disque imprégné de | extrait a tester.

11-6-1- Revivification et repiquage des souches bactériennes
La revivification des souches bactériennes est une étape nécessaire avant leur utilisation

car leur activité est nulle a I’état consenvé. Elle a pour objectif I’obtention d’une culture jeune
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et pure et des colonies bien isolées qui vont servir a préparer I’inoculum. Pour cela, les
souches sont ensemencées par des stries dans des boites de Pétri et incubées a 37°C pendant
24 heures.

Les souches bactériennes obtenues sont repiquées dans des boites de Pétri renfermant le
milieu Muller-Hinton par la méthode des stries, puis incubées a 1’étuve a 37°C pendant 24

heures.

I1-6-2- Préparation de l'inoculum

L’inoculum est préparé a partir de colonies jeunes de bactérie dans de I’eau physiologique
stérile (0,9%). Les colonies sont prélevées a I’aide d’une anse de platine et homogénéisées
dans de 1’eau physiologique. 1l faut noter que pour 1’obtention de la suspension 10° UFC par

ml, ’absorbance a 620nm doit étre comprise entre 0,2 et 0,3.

I1-6-3- Préparation des disques
Des disques stériles de papier Whatman de 9 mm de diamétre, sont chargés avec l'extrait a
tester a raison de 10 pl par disque, des disques d’antibiotiques spécifiques pour chaque

bactérie sont aussi utilisés.

1I-6-4- Ensemencement

Des boites de Pétri préalablement préparées, ont été ensemencées par la suspension
bactérienne. A l'aide d'une pince stérile, les disques (5 par boite) contenant les produits a
tester sont déposés a la surface de la gélose inoculée au préalable et le tout est incubés a 37°C

pendant 24h.

I1-6-5- Expression des résultats
Aprés I’achévement de la période d’incubation, la lecture du diametre de la zone
d’inhibition se fait comme suit (Moreira et al., 2005):
e Non sensible (R) pour un diametre de 10mm.
e Sensible (S) pour un diametre entre 10 et 14mm.
e Tres sensible pour un diametre entre 15 et 19mm.

e Extrémement sensible pour un diametre plus de 20 mm.
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II-6-6-Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI) pour I’extrait
flavonoique

La CMI d’un extrait vis-a-vis d’une souche bactérienne donnée est par définition la plus
faible concentration a laquelle le microorganisme ne démontre aucune croissance visible. Sa
détermination a été effectuée selon le Comité National des Normes du Laboratoire Clinique
(NCCLS, 2001) en utilisant la méthode de micro-dilution en bouillon (milieu Mueller
Hinton). Pour se faire, une gamme de dilution est préparée (1/2, 1/4, 1/8 et 1/16) dans le
diméthylsulfoxyde (DMSO) a 1% et distribuée dans une microplaque de 96 puits. L’inoculum
bactérien déja préparé (10° UFC/ ml) est ajouté dans chaque puits a raison d’un volume de
Sul. 70 pl du milieu Muller Hinton en bouillon sont répartis dans les 96 puits de la
microplaque. Cette derniere est ensuite incubée a 37 °C pendant 24 heures. Apres incubation,
la croissance bactérienne est manifestée par la présence d’un trouble au fond de la cupule. La
CMI correspond donc a la concentration de 1’extrait pour laquelle on n’observe pas de

croissance visible a I’ceil nu.

I1-7- Analyse statistique

Les résultats obtenus sont exprimés sous forme de moyenne = Erreur Standard a la
Moyenne (M = ESM). L’analyse statistique est effectuée en utilisant le logiciel Statistica
(version 6, Genistat Conseils Inc, Montréal). Apres analyse de la variance, la comparaison des
moyennes est effectuée par le test t de student pour des échantillons appariés. Le test est

considéré statistiquement significatif lorsque la valeur de p est inférieure a 0,05.
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I11-1- Screening phytochimique

Les résultats des tests phytochimiques réalisés sur la poudre végétale de la plante
Euphorbia guyoniana sont présentés dans le tableau 2 1l est important de signaler que
I’abondance des meétabolites a été évaluée a I’échelle visuelle.

Tableau 2 : résultats des tests phytochimiques

Composants Abondance
Anthocyanes -
Leuco-anthocyanes -
Tannins totaux +
Tannins catéchiques -
Tanins galliques -
Quinones libres -

Saponosides ++
Alcaloides ++
Coumarines +
Amidon -
Flavonoides +
Mucilages +
Irridoides -
Protéines -
Lipoides ++
Sucres réducteurs ++
Glucosides +
Caroténoides -
Polyphénols +

(++) : Forte teneur; (+) :Moyenne teneur ; (-) : Absence de la substance recherchée

A travers les résultats obtenus, la plante Euphorbia guyoniana s’est montrée riche
en saponosides, alcaloides, lipoides, glucosides, et sucres réducteurs. Elle est moyennement
riche en tannins totaux, coumarines, flavonoides, mucilages, et en polyphénols. Les autres
composants tels que les anthocyanes, les leuco-anthocyanes, les tannins catéchiques, les
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tanins galliques, les quinones libres, I’amidon, les irridoides, les protéines, et les caroténoides
sont totalement absents.

Ces résultats sont en accord avec ceux obtenus par plusieurs auteurs, mentionnant la
biosyntheése de divers composés chimiques par les plantes appartenant a la famille des
Euphorbiaceaes, tels que les flavonoides responsables des activités anti-malariques (Liu ef
al., 2007) et anti inflammatoires (Ekpo et Pretorius, 2007), les alcaloides a propriétés anti-
microbiennes (Dias ef al., 2007) et anti-tumorales (Suarez et al., 2004) Jles saponosides
porteurs d’activités cytotoxiques (Kiem ef al., 2009) et anti-ulcéreuses (Ukwe, 1997), les
tanins avec des propriétés anti-virales (Bessong ef al,, 2006 ; Liu et al, 1999),
antimutagéniques (Rossi ef al., 2003) et anti-fongiques (Hwang ef al., 2001), les polyphénols
aux propriétés anti-tumorales (Yu et al., 2005) et anti-oxydantes (Yang et al., 2007) et enfin
les coumarines ( Aynehchi et al., 1978).

Une ¢étude phytochimique réalisée par Haba (2007) sur ’espéce Euphorbia guyoniana a
permis I’isolement de 39 métabolites secondaires dont 37 composés de nature diterpénique et
triterpénique, par différentes méthodes chromatographiques (Chromatographie sur Couche
Mince, Chromatographie en Phase Gazeuse et Chromatographie en Phase Liquide a Haute
Performance). Ce méme auteur a caractéris€¢ dans les racines de cette plante deux
nouveaux composes: un triterpéne tétracyclique a squelette cycloartane et un diterpéne
polycyclique a squelette tigliane, dérivé des esters de phorbol, connus pour leur cytotoxicité et
propriétés co-cancérogenes prometteuses.

Par ailleurs, Boudiar ef al. (2010) ont pu isoler des parties aériennes d 'Fuphorbia
guyoniana un nouvel alcaloide, 1,5-diphényl-3-styryl-2-pyrazoline, en plus de six flavonoides
déja connus : kaempférol, kaempférol 3-O-glucoside, kaempférol 3-rutinoside, quercétine,
quercétine 3-O-glucoside et la rutine. La composition d 'Euphorbia guyoniana en métabolites
primaires et secondaires n’est que le résultat d’adaptation évolutive liée étroitement aux
conditions biotiques (I’espece elle-méme) et abiotique (milieu). D’apres Fadili ef al. (2015),
les facteurs climatiques (température élevée, exposition solaire, sécheresse, salinité) stimulent
la biosynthese des métabolites secondaires, et par conséquent influencent la composition

chimique tout au long du développement de la plante.
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I11-2- Rendement et caractérisation des flavonoides

L’extraction des flavonoides de la plante Euphorbia guyoniana a été effectuée par des
solvants a polarité croissante (Mgthanol, Ether di éthylique, Acétate d’éthyle et Butanol), et a
ainsi permis d’obtenir quatre extraits : Extrait d’Ether di éthylique (EDE), Extrait d’Acétate
d’Ethyle (EAE), Extrait Butanolique (EB) et Extrait Aqueux (EA).

111-2-1- Rendement en flavonoides
Les résultats du rendement des quatre extraits de la plante Euphorbia guyoniana, obtenus
a partir de 30g de poudre végétale, sont représentés dans le tableau 3 et la figure 23.

Tableau 3: couleur, aspect et rendements massiques de I’extraction

Le tableau ci-dessus montre que les extraits flavonoiques présentent un aspect liquide ou
aqueux et une couleur allant du jaune au marron. Le rendement en flavonoides varie de 1,7%
(EA) a6,66% (EDE). Le rendement en extrait aqueux obtenu lors de cette étude est supérieur
a celui obtenu par macération a l'acétone par Kemassi (2015) de la méme espéce récoltée a
Ghardaia, soit 0,082% En revanche, Herouini et al. (2015) ont obtenue par reflux un
renderment en extrait flavonoique de 6,3% dans les racines et 4,3% dans les parties aériennes
de la plante Euphorbia guyoniana récoltée de la région de Oued sebseb (Sahara algérien).
Selon Haba et al. (2007), Euphorbia guyoniana récoltée de la région de Biskra (sud-est
algérien) est une plante riche en métabolites secondaires dont les diterpenes, les triterpénes,

les stéroides et les composés arometiques. Smara et al. (2014) ont révélé un rendement qui
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varie de 1% pour I’extrait d’acétate d’éthyle a 2,6% pour 1’extrait butanolique obtenus de la
plante Fuphorbia guyoniana récoltée de la région de oued-Souf, Sud-est de I’ Algérie.

En revanche, des résultats différents ont été révélés par Chaabi (2007) pour des plantes du
méme genre, Fuphorbia stenoclada baill récoltée au Madagascar, soit un rendement de 13,2%
pour la phase aqueuse. De méme, Soma Qubougoué Brama (2002) a obtenu un rendement
en extrait aqueux d’Euphorbia hirta de 3,13% . Enfin, Descourtieux ef al. (1988) ont trouvé
dans leur étude sur Fuphorbia hirta récoltée en France un rendement en extrait aqueux proche
de 14%. Le rendement en flavonoides semble dépendre donc de la nature du biotope et de la
méthode d'extraction, sachant que le nombre de lavage réalisé dans le protocole d'extraction
pourrait entrainer des pertes substantielles des aglycones, d'ou les inconvénients de la
méthode d'extraction par confrontation de solvants. Des travaux similaires ont rapporté
l'existence d'une variabilité des valeurs de rendement en métabolites secondaires selon la
procédure d'extraction (Sagdic et Ozcan, 2003 ; Moreira ef al., 2005; Celiktas et al.,
2007 ; Turkmen et al., 2007).

ITI-2-2- Dosage colorimétrique des flavonoides
Le dosage des flavonoides a été effectué par la méthode de Trichlorure d’Aluminium.

Leur quantification a été faite en fonction d’une courbe d’étalonnage réalisée par un
flavonoide standard (la Quercétine). La teneur en flavonoides est exprimée en milligramme
d’équivalent de quercétine par gramme de poids de D’extrait (mg EQ/g). La courbe
d’étalonnage obtenue est une droite dont 1’équation est Y=11, 384x+0,1036 avec un
coefficient de corrélation R* de 0,9938 (Annexe 04).

Les valeurs de I’absorbance des quatre extraits a 430nm sont 0,821 pour la phase aqueuse,
0,523 pour Dextrait butanolique, 0,271 pour DI’éther diethyle, et 0,246 pour |’acétate
d’éthyle (Figure 22).
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Figure 22 : concentration des fractions flavonoiques le la plante Euphorbia

guyoniana

Nos résultats montrent que I’extrait aqueux de la plante Euphorbia guyoniana renferme

environ 0,31 mg EQ/gE. Les concentrations des autres fractions étaient de 0,247 mg EQ/gE
(EB), 0,012 mg EQ/QE (EAE) et de 0,0147 mg EQ/gE (EED). Cependant, Andrianarisoa et
Tsirinirindravo (2009) ont trouvé une concentration d'environ 63,39 pg/ pl d’'extrait aqueux
obtenus des feuilles de Dalechampia clematidifolia Baill. (Euphorbiaceae) récoltées au
Madagascar, ce qui représente une valeur nettement inférieure a celle trouvée pour I'espéece
Euphorbia guyoniana.
D’apres Lee et al. (2003), la méthode d’extraction et la région de récolte influence le
rendement. La teneur phénolique d'une plante est étroitement liée & un ensemble de facteurs
intrinséques et extrinseques, en particulier les conditions climatiques, le stade de
développement de la plante, la récolte et les conditions de stockage (Podsedek, 2007; Falleh
et al., 2008).
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111-2-3- Analyse des flavonoides par infrarouge

Les résultats de la caractérisation par infrarouge des extraits obtenus sont représentés dans
le tableau suivant et la figure (Annexe 06). L’interprétation des spectres obtenus est faite
selon la base de donnés établit par (Mabry et al., 1970).

Tableau 4: résultats de I’analyse infrarouge des fractions flavonoidiques d’Euphorbia

guyoniana
Fraction Longueur Liaisons Nature de la Fonction
flavonoiqgue  d’onde (Cm-) liaison
Fraction 3406,58 -OH libre Bande large Phénol
aqueuse 1609,47 Bande moyenne  Aldéhyde
1079,29 CO Bande étroite Ester
Fraction 3441,38 -OH libre Bande large Phénol
d’éther di- 2924,40 CH Bande étroite Alcene
éthylique
1071,99 CO Bande moyenne  Ester
Fraction 3419,33 -OH libre Bande large Phénol
d'acétate  ogp4 5 CH Bande étroite Alcéne
d’éthyle
145711 CHz, CH3 Bande étroite Alcane
1207,06 CH Bande noyenne  Alcéne
1073,50 cO Bande moyenne  Ester
Fraction 3406,31 -OH libre Bande large Phénol
butanolique  5gpg 31 CH Bande étroite Alodne
1634,39 (=0 Bande noyenne  Aldéhyde

1072,99 CO Bande forte Ester
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Dans I’ensemble les extraits flavonoiques d’Euphorbia guyoniana contiennent peu de
bandes, ils sont surtout riche en liaisons -OH (de 3441, 38 cm™ jusqu'a 3406,31cm™) a
fonction phénol.

En comparant les différents spectres d’analyse obtenus a partir des fractions flavonoiques
d’Euphorbia guyoniana, on trouve presque les mémes liaisons et les mémes longueurs
d’ondes, ceci est un indice de pureté des extraits.

Dans leur étude sur la partie aérienne de 1’espece Fuphorbia guyoniana, Smara et al.
(2014) ont réalisée une analyse IR sur leurs extraits acétate d’éthyle et n-Butanol. Les spectres
IR montrent les groupements suivants : un hydroxyle a 3208,6 cm™, une fonction carboxyle
(COOH) a 1722,7 em™, un groupe carbonyle (C=0 y-pyrone) & 1651,9 cm™ et une double
liaison C=C (1604,1cm™, 1497,8 cm™). Le spectre montre également la présence des bandes
d’absorptions des liaisons C-H a (1438,3 cm™) et une fonction C-O glycoside (1079,7, 10133
cm™). Ces résultats ne sont pas en accord avec ceux obtenus dans notre étude sur les parties

aériennes et souterraines de la méme plante.

II1-2-4- Analyse chromatographique de la phase aqueuse par HPLC

L’analyse chromatographique des flavonoides de 1’extrait aqueux d’Euphorbia guyoniana
par HPLC a révélé la présence de 41 composés flavonoiques, dont 27 ont pu étre identifiés.
L’identification a été effectuée par comparaison des temps de rétention du composé avec celui

des standards (Tableau 5, Figure 23).
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Numéro
01
02
03
04
05
06
07
08
09
10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24

25
26
27

R jésuftatsetdiscussion

Tableau 5: HPLC de la phase agueuse dEuphorbia guyoniana

Rt (Min)
34,203
46,703
62,753
17,237
27,320
41,137
50,403
56,103
27,320
37,903
64,670
23,520
41,137
61,787
45,320
47,953
49,470
56,103
73,337
10,187
58,370
54,737
49,470
23,520

43,053
47,953
58,370

Pourcentage
0,4%
1,000
2,0%
9,5%
0,4%
0,3%
19,1%
6,6%
0,4%
0,2%
4,0%
0,3%
0,3%
15%
1,6%
2,5%
15%
6,6%
15%
4,4%
3,0%
4,7%
15%
0,3%

0,3%
2,5%
3,0%

Nom de la molécule
Acide p-coumarique
Acide rosmarinique
Quercetine
Acide gallique
Acide caféique
Rutine
Acide ellagique
Myricetine
Acide syringique
Acide férulique
Kaempférole
Dimére de proanthocyanidine
Myricétine 3-O-glucoside
Amentoflavone
Acide Isoferulique
Quercetine-3-P-Ogalactoside
Luteolin-7-P-Oglucoside
Quercetine-3-O-a-rhamnoside
Luteoline
Hydroxytyrosole
Apigenine-7-Oglucoside
Apigenine-7-Orutinoside
Luteoline-7-Oglucoside
Acide salicycligue

Acide benzoique
Acide M-coumarique
Acide O-coumarique
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Figure 23 :chromatogramme d’HPLC et temps de rétention de la phase aqueuse des

flavonoides d Euphorbia guyoniana.

Il ressort de I’analyse que I’extrait aqueux d’Euphorbia guyoniana est riche en molécules
dotées d’activité antibactérienne. Les composés majoritaires sont I’acide ellagique (19,1%o),
I’acide galliqgue (9,5%), la Myricetine et la Quercetine-3-O-a-rhamnoside (6,6%o),
I’ Apigenine-7-Orutinoside (4,7%), I’Hydroxytyrosole (4,4%) et le Kaempférole (4,0%), les
autres molécules identifiées sont présents a des taux inférieurs a 3%. Une étude realisée par
Smara et al. (2014) sur les parties aériennes de la méme plante a révélé la présence d'un tanin
hydrolysable, d'une coumarine unique et de deux flavonoides (flavonol) a savoir la
guercétine-30-P-D -glucuronide et kaempférol-30-P-D-glucuronide. Dans notre étude, la
quercétine a été détectée comme une molécule libre, et aussi associée au galactoside, au
glucoside ou au rhamnoside. Quant au kaempférole, ce composé a également été identifié

sous forme libre.

I11-3- Rendement et caractérisation des huiles essentielles

L’huile essentielle d’Euphorbia guyoniana est limpide de couleur jaune clair et dégage
une odeur forte caractéristique. Le rendement obtenu est tres faible, soit 0,5% pour 60g de
matiére végétale. Pour cela, nous avons effectué plusieurs hydrodistillations, afin d’obtenir

une quantité suffisante pour effectuer le test antibactérien.
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LesEuphorbiaceaes sont connus pour leur richesse en huiles essentielles (Kouamé, 2012).
Cependant le rendement obtenu dans notre étude sur la plante Euphorbia guyoniana est trés
faible (0,5%0). Ces résultats semblent étre plus élevés que ceux obtenus par Benmeddour
(2016) qui a également noté la faible teneur en huiles essentielles d'Euphorbia guyoniana
(0,007% pour 3000g de matiere végétale) obtenues également par hydrodistillation. Zellagui
et al. (2012) n'ont trouvé aucune trace d'huile essentielle au niveau des racines et méme au
niveau des feuilles de la méme espece. Néanmoins, et a I'heure actuelle des innovations
technologiques peuvent permettre d'isoler, de purifier et de caractériser des quantités de
I'ordre de nanogramme en métabolites secondaires (Li et al., 2014).

I11-3-1- Caractérisation des huiles essentielles par GC-MS
Les résultats de la caractérisation des huiles essentielles de la plante Euphorbia guyoniana
par GC-MS sont représentés par le chromatogramme suivant :

+TIC Scan Huile Essentiel Stg GeologieD

1 ., . 1 <

msmdm - L

Counts vs. Acquisition Time(scans)

Figure 24: GC-MS des huiles essentielles de la plante Euphorbia guyoniana.

L'analyse par CG-MS de I'huile essentielle d'Euphorbia guyoniana n‘a pu identifier qu'un
seul composé avec un taux de 58% et un temps de retention (Rt) de 40 min. 1l s'agit du BIS
(2-ethylhexyl) phthalate d'un poids moléculaire de 390 g/mol et dont la formule chimique est
Gt O,

71



Chapitrel 11 (Résultatsetdiscussion

Ce composé est I'un des constituants du latex polymére acrylique (Aymonier et al., 2001).
Les autres conmposés n'ont pas pu étre identifiés. L'analyse des huiles essentielles de la plante
Euphorbia guyoniana par la méthode de chromatographie en phase gazeuse couplée a une
spectrométrie de masse par impact électronique (GC et GC-EIMS) a permis l'identification de
plus de 91% composés volatiles. Cette analyse a montré que les huiles sont riches en
apocaroténoides, issus du métabolisme des caroténoides, avec des pourcentages allant de
15,2%jusgu'a 60,1% Les composés majeurs de ces apocaroténoides varient, selon le nombre
de carbone, de Cl1 (dihydroactinidiolide) a Cl8(hexahydro famésyl acétone) (Benmeddour,
2016).

I11- 3-2- Analyse des parameétres physico-chimiques de I’huile essentielle
Les résultats de l'analyse des paramétres physico-chimiques de la plante Euphorbia

guyoniana sont mentionnés dans le tableau 6.

Tableau 6 : propriétés physico-chimiques de I'huile essentielle d'Euphorbia guyoniana

Parameétres physico-chimique Valeurs Normes AFNOR
Densité 0,9327 0,906~ 0,990
Indice de réfraction 1,498 1,495 1513
Indice d’ester 1993 <200
Indice d’acide 0,313 <2

La densité trouvée dans notre étude est de 0.9327, ce qui classe cette huile dans la catégorie
des huiles de bonne qualité. En effet la norme AFNOR (2000) préconise une densité comprise
entre 0,906 pour les huiles de faible qualité et 0,990 pour les huiles de tres haute qualité, en
fixant une densité de 0,925 qui au-dessous de laquelle I'nuile est considérée de qualité Ill.
Avec une densité de 0,9327, nous pouvons supposer dque I'huile essentielle d'Euphorbia
guyoniana est de qualité Il.

L'indice de réfraction trouvé dans cette étude est de 1,498. Ce qui pourrait classer notre
huile dans la catégorie des huiles de haute qualité, selon les normes AFNOR (2000) qui note
des valeurs d'indice de réfraction pour les huiles essentielles comprises entre 1,495 et 1,513
(1,495 pour les huiles de haute qualité et 1,513 pour les huiles de moindre qualité). Quant a
I'indice d'acide, il doit étre le plus petit possible, ce qui est le cas pour notre étude avec une
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valeur de 0,313. En effet une huile essentielle fraiche doit contenir trés peu d’acide, alors
qu’une huile altérée, notamment par la lumiere favorise la prolifération des acides
(Fauconnier, 2006). De méme, un indice d’acide inférieur a 2 est un indicateur d’'une bonne
conservation de 1’huile. Contrairement a I’indice d’acide, plus I’indice d’ester est élevé mieux
est la qualité d’une huile essentielle, la valeur de celui-ci dans notre étude est de 199,3, qui est
une valeur trés €levée. En effet aucune étude n’a jusqu’ici donné une valeur d’indice d’ester

au-dela de 200 (AFNOR, 2000).

I11-4- Identification des souches bactériennes isolées
I11-4-1- Pré-identification des souches
Les résultats des examens macroscopiques, microscopiques ainsi que la recherche des

caracteres biochimiques, sont illustrés dans les tableaux 7 et 8.
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Tessdaigtatian
Grdtias Oyce Gldee

2ha3rc - +
2ha3rc - +
2ha3rc - -

2ha3rc -+ +

2ha3rc - +
2ha3rC - +
2ha3rc - +

HaTC  + 4
aTC -+
HaFC -+
HaFC -+
MaFC -+
MaFC -+
2ha +
BBC

2ha3rC +

+ : Présence ; - : Absence ; G +: Gram positive; G - : Gram négative ; BEA: Bile Esculine Azide ; EMB: Eosine Bleu de

Méthylene
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AT LOC C AH Farille/egpice

+

+ + + + +

+

+ 4+ + +

+

/

+

+

/

+
+

T L e i

+ S~ 1

+

/

+

+

T

+

Staphylococcaceae
Enterobacteriaceae
Streptococcaceae
Pseudomonadaceae
Salmorella spp.
Citrobacter koseri
Enterobacteriaceae
Pseudomonadaceae
Enterobacteriaceae

Enterobacteriaceae
Streptococcaceae
Enterobacteriaceae
Staphylococcaceae
Enterobacteriaceae
Moraxellaceae
Enterobacteriaceae

+:présence ; -:absence; /:inacconpli; NR: nitrate réductase ; Mob : mobilité ; Glu : glucose ; Sac : saccharose ;
Lac : lactose ; CIT : citrate ; LDC : lysine décarboxylase ; ODC : omithine décarboxylase ; ADH : arginire di hydrolase

111-4-2- ldentification par VITEK

L’identité des différentes souches isolées a été conplétée par un systeme d’identification
microbienne entierement autonatisé (MITEK). Les résultats obtenus sont notés sur les

tableaux suivants :
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Tableau 9: identification des bactéries Enterococcusfaecalis par VITEK

Antibiotique CMI Interprétation Antibiotique CMI Interprétation
Benzylpénicilline 2 S Erythromycine >8 R
Ampicilline <2 S Clindamycine >8 R
Ampicilline/Sulbactam <2 S Quinupristine/Dalfopristine 4 R
Cefuroxime > 64 R Linézolide 2 S
Céfuroxime axétil > 64 R Teicoplanine <05 S
Imipénéme <1 S Vancomycine 1 S
Gentamicine & haute SYN-R R Tétracycline > 16 R
concentration
Streptomycine a haute  SYN-S S Tigecycline <012 S
concentration
Lévofloxacine >8 R Nitrofurantoine <16 S
Moxifloxacine >8 R Triméthoprime/sulfaméthoxazole 40 R

Tableau 10: identification par VITEK de Pseudomonas aeruginosa
Antibiotique CMI  Interprétation Antibiotique CMI Interprétation

Ampicilline > 32 R Imipéneme 2 S
Amoxicilline/acide > 32 R Amikacine <2 S
clavulanique

Ticarcilline 64 S Gentamicine 2 S
Pipéracilline/tazobactam 8 S Tobramycine <1 S
Céfalotine / Acide nalixidique > 32 R
Cefoxitine > 64 R Ciprofloxacine <025 S
Cefotaxime 32 R Ofloxacine 1 S
Ceftazidime 4 S Nitrofurantoine > 512 R
Ertapéneme / Triméthoprime/sulfaméthoxazole 160 R
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Tableau 11: identification par VITEK de Citrobacter koseri

Antibiotique CMI Interprétation Antibiotique CMI
Ampicilline / / Imipénéme <0,25
Amoxicilline/acide <2 S Amikacine <2
clavulanique
Ticarcilline 32 R Gentamicine <1
Pipéracilline/tazobactam <4 R Tobramycine <1
Céfalotine <2 R Acide nalixidique 4
Céfoxitine <4 S Ciprofloxacine <0,25
Céfotaxime <1 S Ofloxacine <0,25
Ceftazidime <1 S Nitrofurantoine < 16
Ertapéneme <05 S Triméthoprime/sulfaméthoxazole <20

Tableau 12: identification par VITEK de Streptococcus agalactiae

Antibiotique CMI Interprétation Antibiotique CMI
Benzylpénicilline <0,12 S Erythromycine /
Ampicilline <0,25 S Clindamycine <0,25
Ampicilline/Sulbactam <2 S Quinupristine/Dalfopristine <0,25
Céfuroxime <1 S Linézolide 2
Céfuroxime axétil <1 S Téicoplanine <05
Imipéneme <1 S Vancomycine <05
Gentamicine a haute / / Tétracycline > 16
concentration
Streptomycine a haute / / Tigecycline <0,12
concentration
Lévofloxacine 1 S Nitrofurantoine < 16
Moxifloxacine <0,25 S Triméthoprime/sulfaméthoxazole <10

Interprétation

Interprétation
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Tableau 13: identification par VITEK de Staphylococcus aureus

Antibiotique CMI Interprétation Antibiotique CMI Interprétation
Test cefoxitine screen POS + Pristinamycine <05 S
Benzylpénicilline > 0,5 R Linézolide 2 S
Oxacilline >4 R Téicoplanine < 05 S
Gentamicine <05 S Vancomycine 1 S
Kanamycine > 64 R Tétracycline > 16 R
Tobramycine <1 S Fosfomycine <8 S
Ofloxacine 1 S Nitrofurantoine < 16 S
Résistance inductible & la NEG Acide fusidique 8 I

clindamycine
Erythromycine 1 I Rifampicine < 0,03 S

Lincomycine <1 S Triméthoprime/sulfaméthoxazole < 10 S

Tableau 14: identification par VITEK de Serratia marcescens

Antibiotique CMI Interprétation Antibiotique CMI Interprétation
Ampicilline / / Imipénéme / /
Amoxicilline/acide > 32 R Amikacine <2 S

clavulanique

Ticarcilline <8 S Gentamicine <1 S
Pipéracilline/tazobactam / / Tobramycine <1 S
Céfalotine > 64 R Acide nalixidique <2 S
Céfoxitine 8 R Ciprofloxacine < 0,25 S
Céfotaxime <1 S Ofloxacine 0,5 S
Ceftazidime <1 S Nitrofurantoine 256 R
Ertapéneme <05 S Triméthoprime/sulfaméthoxazole < 20 S
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Tableau 15: identification par VITEK de Morganella morganii

Antibiotique CMI Interprétation Antibiotique CMI Interprétation
Ampicilline > 32 R Imipénéme 1 S
Amoxicilline/acide > 32 R Amikacine <2 S

clavulanique

Ticarcilline <8 S Gentamicine <1 S
Pipéracilline/tazobactam <4 S Tobramycine <1 S
Céfalotine > 64 R Acide nalixidique 8 S
Céfoxitine 32 R Ciprofloxacine < 0,25 S
Céfotaxime <1 S Ofloxacine 0,5 S
Ceftazidime <1 S Nitrofurantoine 64 R
Ertapéneme <05 S Triméthoprime/sulfaméthoxazole <20 S

Tableau 16: identification par VITEK d'Enterobacter cloacae

Antibiotique CMI Interprétation Antibiotique CMI Interprétation
Ampicilline / / Imipénéme 1 S
Amoxicilline/acide 8 R Amikacine <2 S
clavulanique
Ticarcilline <8 S Gentamicine <1 S
Pipéracilline/tazobactam Tobramycine <1 S
Céfalotine > 64 R Acide nalixidique 4 S
Céfoxitine > 64 R Ciprofloxacine <0,25 S
Céfotaxime <1 S Ofloxacine <0,25 S
Ceftazidime <1 S Nitrofurantoine <16 S
Ertapénéme <05 S Triméthoprime/sulfaméthoxazole <20 S
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Tableau 17: identification par VITEK de Klebsiellapneumoniae

Antibiotique CMI Interprétation Antibiotique CMI Interprétation
Ampicilline 16 R Imipéneme <0,25 S
Amoxicilline/acide <2 S Amikacine <2 S

clavulanique

Ticarcilline > 128 R Gentamicine <1 S
Pipéracilline/tazobactam <4 S Tobramycine <1 S
Céfalotine <2 S Acide nalixidique 4 S
Céfoxitine <4 S Ciprofloxacine <0,25 S
Céfotaxime <1 S Ofloxacine <0,25 S
Ceftazidime <1 S Nitrofurantoine 64 |
Ertapéneme <05 S Triméthoprime/sulfaméthoxazole <20 S

Tableau 18: identification par VITEK de Staphylococcus saprophyticus

Antibiotique CMI Interprétation Antibiotique CMI  Interprétation
Test cefoxitine screen NEG - Pristinamycine 2 |
Benzylpénicilline 0,12 R Linézolide 4 S
Oxacilline 1 S Téicoplanine 2 S
Gentamicine <05 S Vancomycine <05 S
Kanamycine <4 S Tétracycline <1 S
Tobramycine <1 S Fosfomycine > 128 R
Ofloxacine 1 S Nitrofurantoine <16 S
Résistance inductible a NEG Acide fusidique 8 R

la clindamycine

Erythromycine 1 I Rifampicine <0,03

wn

Lincomycine <1 S Triméthoprime/sulfaméthoxazole <10 S

80



Chapitrel 11 R jésuftatsetdiscussion

Tableau 19: identification par VITEK de Proteus mirabilis

Antibiotique CMI Interprétation Antibiotique CMI Interprétation
Ampicilline <32 R Imipénéme 8 I
Amoxicilline/acide 16 I Amikacine <2 S

clavulanique

Ticarcilline < 128 R Gentamicine <1 S
Pipéracilline/tazobactam <4 S Tobramycine <1 S
Céfalotine 16 | Acide nalixidique 4 S
Céfoxitine <4 S Ciprofloxacine <0,25 S
Céfotaxime <1 S Ofloxacine <0,25 S
Ceftazidime <1 S Nitrofurantoine 128 R
Ertapéneme <05 S Triméthoprime/sulfaméthoxazole <20 S
Tableau 20: identification par VITEK de Salmonella spp.

Antibiotique CMI Interprétation Antibiotique CMI  Interprétation
Ampicilline > 32 R Imipénéme < 0,25 S
Amoxicilline/acide > 32 R Amikacine 4 R
clavulanique
Ticarcilline > 128 R Gentamicine > 16 R
Pipéracilline/tazobactam 32 | Tobramycine 4 R
Céfalotine > 64 R Acide nalixidique > 32 R
Céfoxitine <4 R Ciprofloxacine >4 R
Céfotaxime <1 S Ofloxacine > 8 R
Ceftazidime <1 S Nitrofurantoine 32 S
Ertapéneme <05 S Triméthoprime/sulfaméthoxazole <20 S
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Tableau 21 :identification par VITEK d'Acinetobacter baumannii

Antibiotique CMI Interprétation Antibiotique CMI Interprétation
Ampicilline 16 R Imipéneme <0,25 S
Amoxicilline/acide 4 R Amikacine / /

clavulanique

Ticarcilline <8 S Gentamicine <1 S
Pipéracilline/tazobactam <4 S Tobramycine <1 S
Céfalotine / / Acide nalixidique <2 S
Céfoxitine > 64 R Ciprofloxacine <0,25 S
Céfotaxime 8 S Ofloxacine <0,25 S
Ceftazidime 4 S Nitrofurantoine > 512 R
Ertapénéme / / Triméthoprime/sulfaméthoxazole <20 S
Tableau 22 : identification par VITEK d Enterobacter aerogenes
Antibiotique CMI Interprétation Antibiotique CMI  Interprétation

Ampicilline / / Imipénéme 0,5 S
Amoxicilline/acide > 32 R Amikacine 4 S
clavulanique

Ticarcilline 16 S Gentamicine <1 S
Pipéracilline/tazobactam <4 S Tobramycine 2 S
Céfalotine > 64 R Acide nalixidique 4 S
Ceéfoxitine 8 R Ciprofloxacine <0,25 S
Céfotaxime <1 S Ofloxacine 0,5 S
Ceftazidime <1 S Nitrofurantoine 128 R
Ertapénéme <05 S Triméthoprime/sulfaméthoxazole <20 S
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Tableau 23 :identification par VITEK de Pseudomonasfluorescens

Antibiotique
Ampicilline
Amoxicilline/acide
clavulanique
Ticarcilline
Pipéracilline/tazobactam
Céfalotine
Céfoxitine
Céfotaxime
Ceftazidime

Ertapéneme

Antibiotique
Ampicilline
Amoxicilline/acide
clavulanique
Ticarcilline
Pipéracilline/tazobactam
Céfalotine
Céfoxitine
Céfotaxime
Ceftazidime

Ertapéneme

CMI
> 32
> 32

64

> 64
32

Interprétation
R
R

-~ w

w A D

~

Antibiotique
Imipéneme

Amikacine

Gentamicine
Tobramycine
Acide nalixidique
Ciprofloxacine
Ofloxacine
Nitrofurantoine

Triméthop rime/sulfaméthoxazole

Tableau 24 : identification par VITEK d'Escherichia coli

CMI
> 32
16

> 128

> 64
<4
> 64
16
<05

Interprétation
R
R

»w O OV un O unvn A

Antibiotique
Imipénéme

Amikacine

Gentamicine
Tobramycine
Acide nalixidique
Ciprofloxacine
Ofloxacine
Nitrofurantoine

Triméthoprime/sulfaméthoxazole

CMI

<2

<1
> 32
<0,25

> 512
160

CMI
<0,25

> 16
> 16
> 32
> 4
> 8
<16
> 320

Interprétation
S
S

0 n »nw O 0 O

Interprétation
S
S

w O 0 n 0 nu om

Les techniques appliquées ci-dessus, notamment le VITEK, connu par sa fiabilité et sa

rapidité, nous ont permis didentifier 16 especes bactériennes: Acinetobacter baumannii,

Citrobacter koseri, Enterobacter aerogenes,

Enterobacter cloacae, Enterococcus faecalis,

Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Morganella morganii, Pseudomonas aeruginosa,

Pseudomonas fluorescens,

Proteus

mirabilis,

Salmonella spp,

Serratia marcescens,
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Staphylococcus aureus, Staphylococcus saprophyticus, Streptococcus agalactiae. Cing
souches de chaque espéce ont pu étre conservées sauf pour Enterococcus faecalis,
Escherichia coli et Staphylococcus aureus oU quatre souches seulement ont été conservées.

Il est important de noter que la plupart de ces bactéries ont été isolées d'un poulailler et
d'une écurie. Il est a signaler aussi, que les bactéries Pseudomonas aeruginosa et
Pseudomonasfluorescens ont été aussi trouvées dans le sol de culture de pomme de terre.

Ces bactéries ont toutes été déja trouvées par d'autres auteurs dans le sol. En effet,
Enterococcus faecalis, Escherichia coli, Salmonella spp et Klebsiella pneumoniae sont des
bactéries indicatrices d'une contamination fécale (Jin et a | 2004). Des études menées par
Rahme et al. (1995) ont démontré que les espéces Pseudomonas aeruginosa et Pseudomonas
fluorescens trouvées dans le sol peuvent induire chez I'arabette des dames (Arabidopsis
thaliana (L.) Heynh) et la laitue (Lactuca sativa var. capitata) des symptomes de pourriture
molle (soft rot). Elles sont aussi considérées comme des agents pathogénes puissants chez
certains animaux, tel que le Caenorhabditis elegans (nématode) (Mahajan-Miklos et al.,
1999 ; Martinez et al., 2004).

Au Canada, Citrobacter Koseri a été isolée a partir d'un sol de culture de persil contaminé
par du purin de porc : 8 infections des voies urinaires et 1décés ont alors été observes
(Tschape et al., 1995). Par ailleurs, Streptococcus agalactiae et Staphylococcus aureus sont
considérées comme des bactéries environnementales vivant et se multipliant dans
I'environnement de certains animaux, en particulier les bovins. Elles peuvent alors se
multiplier dans le fumier, le sol, la litiere, les plantes, et I'eau, provoquant ainsi des mammites
cliniques (Richard et al., 2006). Quant aux espéces du genre Serratia, Vaaje-Kolstad et al.
(2010 ont signalé I'isolement de Serratia marcescens
des plantes (Iégumes, champignons, mousses), du tube digestif des rongeurs, des insectes, de
I'eau et du sol.

La bactérie Morganella morganii est également trés répandue dans I'environnement,
notamment les sols et les eaux d'égout, ou elle contribue a la dégradation de la matiére
organigue grace a son activité protéolytique (O’Hara, 2000).

De méme, les bactéries du genre Enterobacter tel que Enterobacter cloacae etEnterobacter
aerogenes Se rencontrent souvent dans le sol et dans I'eau, mais aussi dans I'intestin humain et
animal (Hart, 2006).

Reuther et Noble (1993) ont isolé prés de 10 000 souches de staphylocoques résistants a

la novobiocine a partir de pieds des gens qui marchent pieds nus sur le sol. Les souches en
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grande quantité (>105UFC/cm2) étaient surtout Staphylococcus cohnii (dominant chez les
hommes) et staphylococcus saprophyticus (dominant chez les femmes de 10 a 29 ans). Enfin,
les bactéries du genreProteus tel que Proteus mirabilis et du genre Acinobacter tel que
Acinetobacter baumannii Sont ubiquistes dans I'environnement, notamment dans le sol, I'eau
et/ou les eaux usées (Coker et al., 2000 ; Kimet al., 2003 ; Yeomet al., 2013).

I11- 5- Evaluation de I’activité antibactérienne

La détermination du pouvoir antibactérien de I'extrait aqueux flavonoidique et de I'huile
essentielle d'Euphorbia guyoniana, évaluée en mesurant le diamétre de la zone d'inhibition,
est illustrée dans le tableau 25 et les figures 31 et 32.

Tableau 25: diamétres d'inhibition des extraits d'Euphorbia guyoniana
Souche Diamétre d’inhibition (mm)
Extrait aqueux flavonoidique  Huile essentielle

Enterococcusfaecalis

1 28+1,2 1610,2
2 22+2 13+0,2
3 28+1 1710

4 26+1,5 1240,1
Pseudomonas aeruginosa

1 28+1 1310

2 20+1 1240

3 12+0,2 1310

4 18+0,2 06+1

5 1940,2 02+1
Citrobacter koseri

1 28+1,2 1840

2 26+0,5 20+0,9
3 27+0,6 20+1

4 23109 19+0,9
5 29+1 1240
Streptococcus agalactiae

1 17+ 1240

2 18+1,2 1940

3 15+1,5 1240

4 1242 1310,1
5 10+0,9 17+0,2
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Staphylococcus aureus
1
2
3
4

Serratia marcescens

N

A~ W

Morganella morganii

1

a b~ W

Enterobacter cloacae

A W

Klebsiellapneumoniae

1

a b~ w

Staphylococcus saprophyticus

1

A~ W

Proteus mirabilis

21x1
2840,5
27+l
32415

18+0,9
12+0,3
22|
26=1,2
28+0

19£1,2
19£1,5
23|
25%|
20|

13£1,2
19+I
23|
27%1,5
24+0,9

22+0,2
29|
28+l
23%1,5
20+1,4

20|
21+0
17x0,1

(Résultatsetdiscussion

2240
2040
17£0,2
18+0

200,
2240,
23+0,2
17+l

15+£0,9

12+0
110
17£0,1
160,
19+

2040
13+0
15+0
19+0
21+0,9

23+l
18+0,9
19+£0,8
19+0
14+0

18+0
14+0
1940
13+0
[2+0

14+0
15+0
[7+0
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4
5
Salmonella spp

1

aa b~ W

Acinetobacter baumannii

o V)

Enterobacter aerogenes

1

2

3

4

5

Pseudomonas fluorescens

1

A W

Escherichia coli

18+l

17£1,2
06+1,5
05+0,5
03+0,8

15+0,1
12«11
23+0,6
23+0

2520,1

12+0,2
10£0,1
09+0,2
190,
13£0,4

28+1,5
19+I
20|
18£1,5

(Résultatsetdiscussion

15+0
1840

19+0
18+0
14+0,4
13£0,2
200,

10£0
11£0,l
13£0,1
13£0,1
1540

2540
2710
2010
2840
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Figure 25 : sensibilité des souches bactériennes a I'extrait aqueux flavonoidique d’Euphorbia

guyoniana

Figure 26 : sensibilité des souches bactériennes aux huiles essentielles d'Euphorbia guyoniana
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Le tableau ci-dessus montre que certaines souches bactériennes sont extrémement
sensibles a D’extrait aqueux flavonoidique d’Euphorbia guyoniana avec un diametre
d’inhibition maximale de 32 mm notée pour la quatriéme souche de Staphylococcus aureus.
La méme constatation a été soulevée pour la cinquieme souche de Staphylococcus
saprophyticus et de Citrobacter koseri. Le diametre d’inhibition noté était de 29 + 1 mm. De
méme, toutes les souches d’Enferococcus faecalis, ainsi que quelques unes de Pseudomonas
aeruginosa, Serratia marcescens, FEnterobacter cloacae, Morganella morganii, Klebsiella
pneumoniae, Acinetobacter baumannii, et Escherichia coli se sont montrées également
extrémement sensible a 1’extrait aqueux flavonoidique d’Euphorbia guyoniana avec un
diamétre d’inhibition allant de 20 a 28 mm. Par ailleurs, certaines souches ont montrées soit
une sensibilité modérée, soit une résistance. Les premieres concernent les especes Klebsiella
prneumoniae, Serratia  marcescens, Enterobacter cloacae, FEnterobacter aerogenes,
Streptococcus agalactiae, Proteus mirabilis, Pseudomonas fluorescens, avec des zones
d’inhibition de 10 a 13mm. Les seconds sont observées pour certaines souches de
Pseudomonas fluorescens et Salmonella spp. Daglia (2011) a démontré que les flavonoides et
les tanins ont une forte activité antimicrobienne a large spectre, ainsi qu’une capacité a inhiber
la formation de biofilms, une réduction de I’adhésion aux ligands de I’héte et une
neutralisation des toxines bactériennes.

En revanche les huiles essentielles s’averent moins efficaces que les flavonoides. Le
diameétre de la zone d’inhibition obtenue est inférieur a 29 mm pour les quelques souches
extrémement sensibles (Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus aureus,
Pseudomonas fluorescens, Serratia marcescens et Enterobacter cloacae), et ne dépassant pas
19 mm pour les souches trés sensibles (FEnterococcus faecalis, Citrobacter koseri,
Staphylococcus aureus, Morganella morganii, Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis,
Acinetobacter baumannii, Pseudomonas fluorescens, Streptococcus agalactiae, Serratia
marcescens, FEnterobacter cloacae, Staphylococcus saprophyticus). Enfin, les souches
bactériennes résistantes a 1’huile essentielle sont celles de Pseudomonas aeruginosa et
Salmonella spp avec des zones d’inhibition inférieure a 6 mm.

II1-5-1- Concentrations Minimales Inhibitrices (CMI)

Pour les bactéries sensibles, dont les zones d’inhibitions sont supérieures a 10 mm, des
dilutions en série ont été effectuées afin de déterminer la Concentration Minimale Inhibitrice
(CMI). Les valeurs sont présentées dans le tableau 31. 1l est important de signaler que vu le

rendement treés faible en huile essentielle (0,5% pour 60g de matiere végétale), et vu
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I'endémicité et la phénologie de la plante le test est réalisé uniquement pour I'extrait agqueux
flavonoidique.

Tableau 26: valeurs des CMIs de I'extrait aqueux flavonoidique d'Euphorbia guyoniana

Souche CMI Souche CMI (mg/ml)
(mg/ml)
Enterococcusfaecalis Streptococcus agalactiae
I 23,23 1 2,1
2 25,87 2 1,2
3 19,87 3 15
4 17,05 4 1,2
5 /
Pseudomonas aeruginosa Staphylococcus aureus
I 0,07 1 1,47
2 1,01 2 8,88
3 2,09 3 3,25
4 2,23 4 4,75
5 1,36
Citrobacter koseri Serratia marcescens
1 0,09 1 1,9
2 0,13 2 13
3 0,23 3 0,1
4 1,51 4 01
5 0,25 5 0,09
Morganella morganii Enterobacter cloacae
1 1,2 1 1,67
2 19 2 187
3 0,25 3 1,78
4 0,23 4 1,9
5 0,45 5 2,8
Klebsiella pneumoniae Staphylococcus
1 1,23 saprophyticus 0,22
2 1,67 1 0,28
3 0,93 2 0,12
4 0,99 3 0,15
5 0,9 4 0,99
5
Proteus mirabilis Salmonella spp
1 1,56 1 13,06
2 0,25 2 10,12
3 1,44 3 /
4 2 4 /
5 24 5 /
Acinetobacter baumannii Enterobacter aerogenes
1 0,78 1 21
2 12 2 11
3 25 3 0,14
4 0,4 4 0,12
5 2 5 01
Pseudomonas fluorescens Escherichia coli
1 99 1 61,78
2 / 2 55,12
3 / 3 55,12
4 10,1 4 50,23
5 12,6
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La valeur la plus élevée de la CMI de I’extrait aqueux flavonoidique est retenue pour la
premiére souche d’Escherichia coli, soit 61,78mg/ml. La plus faible est notée pour
Pseudomonas aeruginosa, soit 0,07mg/ml. Cette étude a fait ressortir un effet antibactérien
plus important des flavonoides. Cela peut s'attribuer a I'abondance des esters et des aldéhydes
connus pour leurs effets antibactériens (Chang et Chan, 2001). Quant aux huiles essentielles
riches en sesquiterpénes et en monoterpenes hydrocarbonés, elles sont connues pour avoir une
faible activité antibactérienne par rapport aux molécules phénoliques (Plésiat, 2011). Que ce
soit pour les flavonoides ou pour les huiles essentielles ’ampleur de I’effet antibactérien est
significativement différente (p < 0,05) d’une souche a une autre au sein d’une méme espece.

La comparaison des diametres d’inhibition avec les valeurs de CMIs obtenues, nous
permet de constater que le diametre de la zone d’inhibition ne refléte pas forcément
I’efficacité de I’activité antibactérienne d’un composé. A titre d’exemple, une faible efficacité
antibactérienne de 1’extrait aqueux flavonoidique a été relevé a ’encontre d’Escherichia coli
(CMI = 61,78 mg/ml), bien qu’il a induit une zone d’inhibition de la croissance assez
importante (28+1,5 mm). Cette notion a été déja décrite par Cimanga ef al. (2002).

Quelques ¢études concernant l'activité antibactérienne de l'extrait aqueux flavonoidique
d'Euphorbia guyoniana ont été réalisées. Herouni ef al. (2015) en utilisant séparément les
extraits aqueux flavonoidiques des parties aériennes et souterraines d'Euphorbia guyoniana
sur Staphylococcus aureus et Escherichia coli isolés de diverses infections, ont noté une
activité moins marquée que celle observée dans notre étude. Ces auteurs ont obtenu des zones
d'inhibition comprises entre 7 et 8 mm. D’autre part, I'évaluation de I’activité antibactérienne
de deux extraits d’Euphorbia guyoniana (le chlorure de méthyléne-méthanol et le n-butanol)
par la méthode de diffusion sur disque sur quelques souches bactériennes (Pseudomonas
aeruginosa, Proteus vulgaris, Klebsiella pneumonia, Enterobacter, Escherichia coli et
Staphylococcus aureus) a montré une certaine sensibilité avec des zones d’inhibition variant
entre 6 et 11,3 mm, ce qui est nettement plus faible que celles observées dans nos résultats
(Zellagui et al., 2012). Une autre étude menée par Palici ef al. (2015) sur ’effet des extraits

flavonoiques d’Euphorbia guyoniana sur des bactéries a Gram + et Gram -, a signalée des

zones d’inhibitions relativement bonnes, notamment sur les souches bactériennes suivantes :
Moraxella catarrhalis (10,5mm) et Staphylococcus aureus (7Tmm), cependant Bacillus subtilis

se trouve résistante a la plante.
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Pour ce qui est des huiles essentielles, ces substances ont été¢ considérées comme agents
antimicrobiens efficaces. La premiere mise en €vidence de 1’action des huiles essentielles
contre les bactéries a ¢té réalisée en 1881 par Delacroix (Boyle, 1955). Depuis, de
nombreuses huiles ont été¢ définies comme antibactériennes (Burt, 2004), avec une activité
variable selon la nature de ’huile essentielle et 1a virulence de la souche bactérienne (Oussou,
2009 ; Avlessi, 2012).

A la limite de nos connaissances, la seule étude traitant 1’effet antibactérien de 1’huile
essentielle des parties aériennes d’Euphorbia guyoniana récoltée de la région de Biskra, a
montré un effet inhibiteur plus accentué sur les bactéries Gram + (Staphylococcus aureus)

avec un diametre d’inhibition de 13,8 mm, que sur les bactéries Gram —, ou aucune zone

d’inhibition n’a été observé pour Escherichia coli (Benmeddour, 2016). Ceci ne semble pas
étre en accord avec nos résultats qui démontre une grande sensibilité de Staphylococcus
aureus (22 mm) et d’Escherichia coli (28 mm). En revanche des études sur des especes de la
méme famille ont montré que I’huile essentielle des feuilles de Croton campestris A.St.-Hil.
var. laetifolius (Baill.) Mill. Arg. (Euphorbiaceae) inhibe la croissance de Staphylococcus
aureus (Babili et al., 2009). Dans le méme contexte, Thiago ef al. (2013) ont montré une
inhibition de la croissance de Pseudomonas aeruginosa exposée a I’huile essentielle de C.
campestis .

L’activité antibactérienne des composés naturels peut étre induite par une lyse des
membranes des bactéries. En effet, les flavonoides et les tanins peuvent engendrer selon
Rhayour (2002) une fuite d’ions potassium au niveau de la membrane, ce qui entraine des
1ésions irréversibles.

La différence des résultats de ’effet antibactérien des extraits (flavonoidique et HEs)
d’ Euphorbia guyoniana est probablement liée aux molécules bioactives qui les composent, et
a leurs mécanisme d’action. En effet, Cowan, (1999) note que la toxicité des composés
naturels est proportionnelle aux taux d’hydroxylation. Chabot ef al. (1992), ont signalé que
I’activité antimicrobienne est trés importante pour les substances bioactives moins polaires
(n’ayant pas de groupement hydroxyle OH sur leur cycle B). En plus de la polarité¢ des
extraits, l'effet inhibiteur peut étre lie a une synergie entre différents composés (Natarajan et
al., 2005 ; Yeo Sounta, 2014), et surtout aux conditions de séchage et de broyage de la plante
(Moussaid et al., 2012).
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Gonclusion

Afin de valoriser les vertus antibactériens de ’extrait aqueux et de I’huile essentielle
d’ Euphorbia guyoniana Boiss. & Reut, plante médicinale endémique a 1’Algérie, la présente
étude tente d’évaluer leur effet inhibiteur de la croissance des bactéries pathogenes isolées et
identifi¢es de différents sol.

Au terme de cette étude, les résultats du screening phytochimique de la plante récoltée
de la région de Ghardaia a montrée une forte teneur en saponosides, alcaloides, lipoides,
glucosides, sucres réducteurs. Elle est moyennement riche en tannins totaux, coumarines,
flavonoides, mucilages, polyphénols. Cependant, 1’espéce est dépourvue d’anthocyanes, de
leuco-anthocyanes, de Tannins catéchiques, de tanins galliques, de quinones libres, d’amidon,
d’irridoides, de protéines et de caroténoides. L’analyse des extraits flavonoiques de la plante
par IR a révélé leur richesse en liaisons -OH a fonction phénol. L’analyse de I’extrait aqueux
par HPLC, a dévoilé la présence de 41 composés flavonoiques, dont 27 ont pu étre identifiés.
En revanche un seul composé a été détecté et identifié par GC-MS de I’huile essentielle. 1l
s’agit de BIS (2-ethylhexyl) phthalate , un des constituants du latex.

L’étude microbiologique des sols choisis (poulailler, culture de pomme de terre et
écurie), a permis d’identifier grice a des examens macroscopiques, microscopiques,
biochimiques et par VITEK, 16 especes bactériennes : Acinetobacter baumannii, Citrobacter
koseri, Enterobacter aerogenes, FEnterobacter cloacae, Enterococcus faecalis, Escherichia
coli, Klebsiella pneumoniae, Morganella morganii, Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas
Sfluorescens, Proteus mirabilis, Salmonella spp, Serratia marcescens, Staphylococcus aureus,
Staphylococcus saprophyticus, Streptococcus agalactiae. Pour chaque espece 4 a 5 souches
ont €té conservees.

Quant a D’activité antibactérienne des deux extraits, il a été noté une sensibilité
marquée des souches testées, bien que les CMI des huiles essentielles n’ont pas pu étre
effectuces. 1l est claire que I’extrait aqueux flavonoique possede une activité antibactérienne
nettement plus €levée que I’huile essentielle et ce sur toutes les souches bactérienne avec une
zone d’inhibition pouvant atteindre 32 mm pour Staphylococcus aureus Les CMIs obtenues
varient de 0,07mg/ml pour Pseudomonas aeruginosa a 61,78mg/ml pour d’Escherichia coli.

I ressort du présent travail que 1’extrait aqueux flavonoidique et I’huile essentielle
d’Euphorbia guyoniana sont des produits fort intéressants et riche en possibilités
thérapeutiques. Néanmoins, Ce travail reste préliminaire et peu indicatif sur le mécanisme réel

par lequel agissent les flavonoides.
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Par conséquent, la purification et I’identification de ces compos€s actifs ayant une
activité antibactérienne restent fortement recommandées. 1l serait souhaitable également de
tester ’effet de ces extraits sur une large gamme de microorganismes (bactéries, champignons
et virus). De méme, effectuer des tests de toxicité et 1’évaluation des autres activités
biologiques (antioxydante, antidiabétique, insecticide...etc.) afin de valoriser cette espece, et

de promouvoir son intégration dans le domaine industriel.
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Annexe 01: Fiches techniques des réactifs et solutions utilisés

Fiche technique 1 : chlorure de fer anhydre a 5%

Fiche technique 2 : Hydroxyde de sodium a 20%
Hydroxyde de sodium.......... 209.

Eau distillée.................... 100m.

Fiche technique 3 : Hydroxyde de potassium a 10 %

Hydroxyde de potassium....10g.
Eau distillée.................. 100ml.

Fiche technique 5 : réactif de Drangendroff

NNEXes

Solution a : 0.85 g de nitrate de bismuth+ 40 ml d’eau distillée+ 10ml d’acide acétique.

Solution b : 8g d’iode de potassium+ 2 ml d’eau distillée.

Onmélange aetb :

15 ml de mélange + 20 ml d’acide acétique puis compléter avec I’eau distillée.
Fiche technique 4 : réactif de Stiansy

2 volume de formoal......50ml.

1volume de HCl 1N..25ml.

Fiche technique 6 : Eau physiologique

Sodium chloride................. 9.

Eau distillée................. 1000m.



%n:nexe.s'

Annexe 02 : composition des milieux de culture

Milieu de culture Composition

Hydrolysat trypsique de caséine ............... 2,5¢

Gélose nutritive Extrait de viande ... S¢g
Glucose ... g
Extrait de la levure .............................. 2,5¢
AGAT oo 15¢
Eau distillé q.s.p ...cooooooioi 1000 ml
pH=7 237°C

Gélose Mueller-Hinton

Infusion de viande de boeuf................... 300ml
Peptone de caséine.................................. 17.5g
Amidonde mais........................... 1.5¢
AGAT.. oo 10.0g




%n:nexe.s'

Annexe 03 : composition des milieux d’identification

milicux d’identification Composition
Extrait de viande de boeuf ... 3 g
TSI Extrait de levure ... 3 g
Peptone ..o 20 ¢
Chlorure de sodium ........................... 5¢g
Citrate ferrique ............ocoooiiioiie 03 g
Thiosulfate de sodium ... 0,3 g
Lactose  oooooioiee e 10 g
Glucose ..o 1 g
Saccharose..............occooviioiie 10 g
Rouge de phénol ... 0,05 g
Agar..............................c.oc... 12 g Eau
distillée q.8p oo 1000 ml pH=7,4
Peptone trypsique ou poly peptone ...... 5-T7¢g
Clark et Lubs Glucose ..o 5 ¢
Phosphate dipotassique ................ccccoevevne.n. 5 g Eau
distillée q.8.p .ooovvovvieeeee 1000 ml pH =7
Urée —Indole L-tryptophane ..................c.coocoooooiiiii 3g
KH2PO4 ..., lg
K2PO4 . lg
NaCl .o S5g
UICC oo 20¢g
Alcool a95° . 10 ml
Rouge de phénol a 1% ......................... 2,5 ml
Eaudistillée q.s.p ..cooovvieeeeee 1000 ml
Esculine Polypeptone ... 10g
Extrait de levure ... 5g
Acétate de sodium ... Sg
Tween 80 ..o 1 ml Mg
SO4 i 0.05g Mn SO4
................................................... 02 g Esculine
........................................................ 5g Citrate de fer

ammoniacal ..................... 05gpH=65




NNEXes

Citrate de simmons Chlorure de sodium........ccoeeeeeeeeeen . 5
Sulfate de megnésium7HR............ ....... 0.9
Phosphate di potassique POAH2....... ........ X
Gitrate trisodigue.........c.cceerereriene e, X
Solution bleu de bronothynol 1%... ........ ar
AR ..o oo, 159
Baudistillé...........ccooeeeeieens 1000m
Ph=7

Annexe M4 : courbe étalon de la quercétine

Quercétine (MgEQ/gE)



NNEXes

Annexe 05 : spectre d’analyse par Infrarouge des extraits flavonoidiques d’Euphorbia

guyoniana

EA : extrait aqueux, EB : Extrait butanolique, EAE : Extrait d acétate d %thyle, EED : Extrait d ¥ther diéthylique

Annexe 06 : Tests de sensibilité a I’extrait aqueux flavonoidique d"Euphorbia guyoniana

S. aureus E. coli
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Annexe 07 : Tests de sensibilité a I’huile essentielle d’Euphorbia guyoniana

E. coli
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Abstract. Fuphorbia guyoniana is a medicinal plant endemic to Algeria. It is used by local populations
for its medicinal properties. This study was to determine the antibacterial effect of the aqueous extract
from Fuphorbia guyoniana on pathogenic bacteria of telluric origin. The aqueous extract was obtained by
confrontation with organic solvents method with a yield of 1.7%. The total content of the flavonoid
extract was evaluated by the method of Aluminum Trichloride and was found to be 0.31 mg EQ/gE. The
extract obtained was characterized by Infrared Spectroscopy and revealed a richness of phenol, aldehyde
and ester then analyzed by High-Performance Liquid Chromatography, which allowed us to identify 27
flavonoid compounds. The extract was tested by the diffusion method on agar, on 12 bacterial strains
isolated from a henhouse and identified by VITEK. These strains seem to be sensitive to the flavonoids of
Euphorbia guyoniana with MICs varying from 1.47 to 61.78 mg/ml. The order of sensitivity of the
bacterial strains to the extract is represented in the following order: Staphylococcus aureus >
Streptococcus faecalis > Escherichia coli. Thus, the flavonoids of Fuphorbia guyoniana may be an
alternative to chemical control of certain pathogenic microorganisms.

Keywords: Fuphorbia guyoniana, flavonoids, antibacterial activity, HPLC, VITEK

Introduction

Within microbial communities in the soil, there may be some microorganisms that
are pathogens for plants, animals and humans (Raaijmakers, 2009). Soil is a natural
habitat that can contain some primary and opportunistic pathogenic bacteria. The
rhizosphere may contain certain opportunistic bacteria such as Burkholderia spp.,
Ochrobactrum spp. and Stenotrophomonas spp. (Berg et al,, 2005). Pseudomonas
aeruginosa 1s a highly encountered bacterium in the soil (Colinon et al., 2013). Some
primary pathogenic bacteria are natural soil inhabitants, such as Bacillus cereus and
Bacillus anthracis, which can cause serious diseases in humans (food poisoning and
pneumonia) (Ticknor et al., 2001; Reis et al., 2014). Other bacteria are highly
pathogenic to humans such as Clostridium botulinum and Clostridium tetani (Smith,
1978, 1979). There are certain categories of bacteria with a saprophyte life in soil such
as Listeria monocytogenes (Freitag et al., 2009). The importance of these pathogens
from land-based sources is growing with the increasing practice of monoculture, mainly
in the Mediterranean regions (Tramier, 1986).

Control of pathogens from land-based sources has always been difficult, however the
use of biocidal soil disinfection products such as chloropicrin and methyl bromide has
been found to be very dangerous for humans and useful organisms’ cultures.
Fortunately, these products have been definitely banned, which does not solve the
problem of the control of diseases of land-based origin. Vector control during epidemics
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is achieved through chemical insecticides, but their use continues to give rise to a high
level of contamination and ecological imbalance due to the appearance of resistance.
This is why the World Health Organization (WHO) insists on the search for new
methods of control that are basically biological.

Euphorbiaceae contains several families of chemical compounds such as alkaloids
(De Nazare et al., 2005), flavonoids, Cyanogenetic compounds (Hunsa et al., 1995),
ellagic acid (Mavar et al., 2004) Saponins (Tripathi and Tiwari, 1980) and terpenes
(Mazoir et al., 2008). Among the species endemic to Algeria, Euphorbia guyoniana had
a particular importance in the pharmacopoeia. According to Bellakhdar (1997), it is
used by many Saharan populations against poisonous bites and stings and various
infections. The latex of the plant is used to attack warts and to extirpate thorns.

This study attempts to establish for the first time the effect of the aqueous extract of a
medicinal plant (Euphorbia guyoniana) on the human bacterial pathogen in the telluric
environment for the purpose of biological control.

Materials and methods
Plant material

Experiments were carried out on the aerial and underground parts of Euphorbia
guyoniana, collected from the Ghardaia region (South Algeria) in February 2016. The
botanical identification of the species was carried out at the botanical laboratory of the
Higher National School of Agronomy (ENSA) in El-Harrach (Algeria). The whole plant
(stems, flowers, leaves and roots) was used for the preparation of the extract. The plant
material was ground after drying at ambient temperature in dark place in order to
preserve the integrity of the molecules. The obtained ground product was stored in a
hermetically sealed flask (Photo 1).

Photo 1. AerialpartofEuphorbia guyoniana

Extraction procedure

The extraction of flavonoids was carried out according to the Bruneton protocol
(1999). The principle of this technique is based on the treatment of the plant material
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with various solvents. It is based on the degree of solubility of flavonoids in organic
solvents. The recovered aqueous extract was stored in the dark in hermetically sealed
vials and subjected to chemical and biological analysis.

Colorimetric determination of the flavonoic extract

The content of Luphorbia guyoniana in flavonoids was determined by the method of
Aluminum Trichloride (AICl3) cited by Bahorun et al. (1996); Djeridane et al. (2006)
and Ayoola et al. (2008). This method is based on the formation of an aluminum
flavonoid-ion complex having a maximum absorbance at 430 nm. The concentration of
flavonoids was calculated from the calibration curve established with Quercetin and
expressed in equivalent milligrams of Quercetin per gram of extract weight (mg

EQ/gE).

Infrared spectroscopy analysis of the extract

The infrared spectrum of the aqueous extract, for a frequency range between 400 and
4000 c¢m ™', was obtained by a NICOLET 560 type spectrometer.

High performance liquid chromatography (HPL(C)

Qualitative analysis of the aqueous extract was realized using HPLC. The apparatus
consisted of a Young Line YL9100 liquid phase chromatograph, equipped with a YL
9101 quaternary pump with integrated degasifier YL 9101, a UV/Visible detector YL
9120 and a YL 9131 oven. The column used was Agilent eclips XDB C 18 (5 um) with
a length of 25 cm and an internal diameter of 4.6 mm. The mobile phase was a mixture
of ultrapure water / acetonitrile / acetic acid (50:47:2.5) in an isocratic system with a
flow rate of 1 ml/min. The volume of extract and standards injected was 20 ul. The
detection of the compounds was done with a UV detector at a wavelength of 280-
320 nm.

Isolation and identification of pathogenic bacteria

The bacteria were isolated from the soil of a henhouse in the Bouira region (Algeria).
Soil sampling was carried out by the suspension-dilution method described by
Vidhyasekaran et al. (1997). The identification of bacteria was made by fresh
macroscopic observation based on morphological criteria of the colony, microscopic
observation including methylene blue staining and Gram staining, biochemical galleries
and confirmed by VITEK.

Several bacterial strains have been identified in this soil, such as £. coli which is a
commensal bacterium of the human digestive tract as well as of many animals. At a rate
of 10" to 10° Colony Forming Unit (CFU) per gram of faeces, it accounts for 80-90% of
the most dominant species of the aerobic bacterial flora of the human intestine
(Tenaillon et al., 2010). These strains are both responsible for intestinal and extra-
intestinal infections (urinary infections, bacteremias, meningitis ...) (Locatelli., 2013). It
is mainly via the natural excretion of fecal matter by animals that these pathogenic
bacteria have been introduced into aquifers, rivers and soil (Solo-Gabriele et al., 2000;
An et al., 2002; Byappanahalli et al., 2006).

Enterococcus faecalis is also a commensal bacterium of the intestines of humans and
warm-blooded animals. It is a species found in human excreta at concentrations ranging
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from 10° to 107 per gram of faeces (Noble, 1978; Leclerc et al., 1996). It is also found in
faeces of animals such as cattle, poultry, pigs and sheep, but to a lesser extent (Leclerc
et al., 1996; Franz et al., 1999; Wheeler et al., 2001). This species is an opportunistic
pathogen, affecting only individuals with weakened immune systems, particularly in
hospitals (Morrison et al., 1997). It may cause endocarditis, bacteremia, meningitis,
urinary tract infections, intraabdominal infections and surgical wound infections
(Chenoweth and Schaberg., 1990; Jett et al., 1994). Because of its natural presence in
the intestines and fecal matter of humans and animals, this bacterium is frequently
found in soil and on plants (Mundt., 1961; Fujioka et al., 1998; Byappanahalli et al.,
2012; Valenzuela et al., 2012; Ran et al., 2013).

Staphylococcus aureus 1s a ubiquitous bactertum that is found specifically on mucous
membranes, the nasopharyngeal sphere and skin of warm-blooded animals and humans
(Ostyn et al., 2012). Staphylococci producing coagulases are essentially represented by
the species Staphylococcus aureus. In addition to food poisoning and nosocomial
infections in humans, this species may cause clinical and subclinical mastitis in
ruminants, particularly cows, which is a common reason for milk contamination (Ostyn
et al., 2012).

Evaluation of the resistance of isolated bacteria to antibiotics

The resistance of the isolated bacteria was tested by synthetic antibiotics, using the
Muller Hinton agar diffusion method. The antibiotics used are Erythromycin (E;s)
(15 meg) Ciproflaxacin (Cips) (5 mcg) Clindamycin (Cl,s) (25 mcg) Nalidixic Acid
(Na3)(30 mcg) and Carbenicillin (Cbigo) (100 mcg). Areas of inhibition were
determined according to the recommendations of the National Committee for Clinical
Laboratory Standards (NCCLS, 2006) and bacteria were classified as resistant or
susceptible to antibiotics.

Evaluation of the antibacterial activity

The evaluation of the antibacterial activity of the aqueous extract of Euphorbia
guyoniana was carried out by the diffusion method in agar medium recommended by
several authors (Belaiche, 1979; Garbonnelle et al., 1987; Joffin and Leyral, 2014; Koba
et al., 2004). Petri dishes containing the Muller Hinton agar were inoculated with a
quantity of bacterial suspension (0.5 McFarland), according to the recommendations of
the NCCLS. Sterilized paper discs of 6 mm of diameter, impregnated with 10 uL of
extract were placed on the surface of agar. The plates were kept for 2 h at 4 °C and then
incubated overnight at 37 © C. The sensitivity of the strain to the extract is manifested
by the size of the diameter of the bacterial-free zone surrounding the disc. The
antimicrobial activity was determined by measuring the Minimum Inhibitory
Concentrations (MICs). Three replicates are performed for each bacterium.

Statistical analysis

The results were expressed as mean + Standard Error of Mean (M + ESM). The
statistical analysis was performed using the Statistica software® (version 6, Genistat
Conseils Inc., Montreal). After the analysis of the variance, the comparison of the
averages is performed by the student’s test for matched samples. The test is considered
statistically significant when the value of p is <0.05, for a confidence interval of 95%.
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Results
Extraction yield onflavonoids

Agueous extract containing flavonoids was obtained with a yield of flavonoids of
1.7%. The reason of using the aqueous extract for the study of the antibacterial activity
in spite of its low rate is its richness in very polar flavonoids.

Colorimetric determination offlavonoids

The content in flavonoids is reported in equivalent mg of quercetin/g of the plant.
The concentration of the flavonoid in the aqueous extract is 0.31 mg EQ/gE.
Infrared spectroscopy analysis offlavonoic extracts

The results of the infrared characterization of the aqueous extract are shown in the
Table 1.

Table 1. Infrared analysis o ftheflavonoic extract

Wave lengh (cm-]) Bonds Nature of the bond Function
3406.58 -OH free Broad band Phenol
1609.47 Cc=0 Mean band Aldehyde
1079.29 C-0 Weak band Ester

In the aqueous extract of Euphorbia guyoniana, and referring to the work of Mabry
et al. (1970), the broad band around 3406.58 cm-1 is associated with the elongation
vibration of the OH bond (phenol function). The mean band at 1609.47 cm-l
corresponds to the elongation vibration of the C=0 bond (aldehyde function). Finally, a
weak band of 1079.29 cm-Lis associated with the elongation vibration of the C-O bond
(ester function).

HPLC

The HPLC analysis revealed the presence of 41 compounds, of which 27 could be
identified in the flavonoid extract of Euphorbia guyoniana (Fig. 1, Table 2).

Table 2. HPLC oftheflavonoid extract o fEuphorbia guyoniana

Number Rt (Min) % Compound name
01 34.203 0.4 P-coumaric acid
02 46.703 10 Rosmarinic acid
03 62.753 2.0 Quercetin
04 17.237 9.5 Gallic acid
05 27.320 0.4 caffeic acid
06 41.137 0.3 Rutin
07 50.403 19.1 Ellagic acid
08 56.103 6.6 Myricetin
09 27.320 0.4 Syringic acid
10 37.903 0.2 Ferulic acid
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Number Rt (Min) % Compound name
1 64.670 4.0 Kaempferol
12 23.520 0.3 Proanthocyanidin dimer
13 41.137 0.3 Myricetin 3-O-glucoside
14 61.787 15 Amentoflavone
15 45.320 16 Isoferulic acid
16 47.953 25 Quercetin-3-p-Ogalactoside
17 49.470 15 Luteolin-7-p-Oglucoside
18 56.103 6.6 Quercetin-3-0-a-rhamnoside
19 73.337 15 Luteolin
20 10.187 4.4 Hydroxytyrosol
21 58.370 3.0 Apigenin-7-Oglucoside
22 54.737 4.7 Apigenin-7-Orutinoside
23 49.470 15 Luteolin-7-Oglucoside
24 23.520 0.3 Salicyclic acid
25 43.053 0.3 Benzoic Acid
26 47.953 25 M-coumaric acid
27 58.370 3.0 O-coumaric acid

Figure 1. Chromatogram ofHPLC applied toflavonoids

The analysis showed that the aqueous extract of Euphorbia guyoniana is rich in
molecules with antibacterial activity. The major compounds are ellagic acid (19.1%0),
gallic acid (9.5%0), Myricetine and Quercetin-3-O-a-rhamnoside (6.6%0), Apigenin-7-
Orutinoside (4.7%), Hydroxytyrosol (4.4%) and Kaenpferol (4.0%), The other
identified molecules are present at rates of less than 3%
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Identification ofisolated bacteria

The results of the identification of isolated bacteria are shown in Tables 3 and 4.

In total, twelve bacterial strains are isolated and identified from a henhouse soil
belonging to three species: Escherichia coli (Gram negative), Staphylococcus aureus
(Gram positive) and Enterococcusfaecalis (Gram positive).

Table 3. Identification ofbacterial strains

Macroscopic Microscopic Culturing Biochemical tests
appearance appearance
Sample Fresh tG_ra_m/ Cult
. res staining ulture . .
Form Size state  Grouping media Conditions Oxidase Catalase
mode
Very small Cocci G+
01 colony Imm . . Bunch of CHAPMAN 24 hat 37 °C - +
. immobile
Pink grapes
Large colony Bacillus G- o +
02 Yellowish 3 mm mobile Isolated HEKTOEN 24 hat37°C i
o3 Largecolony oy, Bacills G pegTOEN 24hatsrec - '
Orange mobile Diplocoque
Small colony Cocci G+ o
04 Transparent Lomm ;mobile  Chain BEA ~ 24hat37°C i i
o5 Largecolony 5., Bacillus G- peproEN 24hata7ec - +
Salmon mobile Diplocoque
g ~Largecolony - Bacillus G peiroEN 2anatszec - '
Yellowish immobile  Clusters
Small col Cocci Gt
o7  °matcolony g5 mm . 9! Bunchof CHAPMAN 24hat37°C - +
Golden immobile
grapes
G+
Very small .
08 colony  05mm . Coccl  Bunchof oy \oyiaAN 2ahat37oc - +
’ immobile  grapes
Yellowish
Isolated
Small col Cocci G
o9  °mMal ooy g5mm  ~C  Chain BEA  24hat37°C - -
Whitish immobile .
Diplocoque
Il col Cocci G+
10 STt CooNy g5 mm .~ Bunchof CHAPMAN 24hat37°C - +
Yellowish immobile
grapes
Small colony
Transparent Cocci G+
1 Surrounded 15 mm . - Chain BEA 24 h at 37°C - -
immobile
by a black Isolated
halo
1o Smallicolony g, Coccl G+ BEA  24hat37°C - ;
transparent immobile  Chain

+: presence; -: absence; G+: Gram positive; G-: Gram negative
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Table 4. Biochemical galleries

Biochemical galleries

Sampl
AMPIE R Mob Gaz Glu Suc Lac H2S Urease Indol CIT LDC ODC ADH

Name of the germ

Staphylococcus
01 + - -+ + . + - + / / aureus
(Staphylococcaceaes)

Escherichia coli

02 + + + 4+ + 4+ - - + - + + .
(Enterobacteriaceae)
03 + o+ o+ o+ o+ o+ ) + i + i Escherichia coli
(Enterobacteriaceae)
04 . .+ o+ ) i i i + + Enterococcus faecalis
(Streptococcaceae)
05 + o+ o+ o+ o+ o+ ) + ) + " i Escherichia coli
(Enterobacteriaceae)
06 + o+ o+ o+ o+ + + Escherichia coli

(Enterobacteriaceae)
Staphylococcus
07 + - -+ + . + - + / / aureus
(Staphylococcaceaes)
Staphylococcus
08 + - -+ + + . + - + / / aureus
(Staphylococcaceaes)
Enterococcus faecalis
(Streptococcaceae)
Staphylococcus
10 + - -+ + . + - + / / aureus
(Staphylococcaceaes)
Enterococcusfaecalis
(Streptococcaceae)
Enterococcusfaecalis
(Streptococcaceae)

09 + - - + + + - L+ o+

n  + - -+ o+ o+ - oL+ + 4+

2 + - -+ 4+ + - L4+ 4+

+: presence; -: absence; /: unaccomplished

Antibacterial activity

Isolated strains used to evaluate antimicrobial activity showed an important
resistance to the extract, Tables 5 and 6 show the results.

The results showed that the antibacterial activity of the aqueous extract of the plant
differs from one strain to another. An important antibacterial activity of the extract is
observed for Staphylococcus aureus with zones of inhibition ranging from 21 (x 1) to
31.33 (x 15) mm, and positive Controls for Erythromycin, Ciproflaxacin And
clindamycin which showed respectively clear inhibition zones of 6 (£ 0) to 34 (x 1)
mm, 6 (£ 0.5) to 36 (= 0.5) mm and 6 (x 0) to 20 (£ 0.5) mm according to the strain
(Fig. 2). A high sensitivity of enterococcusfaecalis to the extract was noted with zones
of inhibition ranging from 22 (+ 2) to 28.33 (= 1.2) mm, and also positive controls for
Erythromycin, Ciproflaxacin, clindamycin, And nalidixic acid with inhibition zones of 6
(£ 0.5)t0 20 (= 2.6) mm, 6 (£ 0) to 34 (x 0) mm, 6 18 (= 0) mm and 6 (x 0.5) to 15 (=
0) mm respectively (Fig. 3). Finally, a lower sensitivity was observed in Escherichia
coli for the extract with an inhibition zone between 18.33 (x 1.5) and 28.66 (x 1.5) mm,
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and positive controls for Ciproflaxacin, Clindamycin and carbenicillin with inhibition
zones of40 (£ 0) to 42 (£ 1) mm, 12 (x 1) to 25 (x 0) mm, and 8 (x 0) to 32 (£ 1) mm
respectively (Fig. 4).

Table 5. Antibiotic and extract susceptibility tests

. Areas of Antibiotic Inhibition Areas of extract
Strain AR
EL C2s5 Cip5 Chim NAD inhibition
01 / 16 (S) 41 (S) 13 (S) / 28 (S)
Escherichia coli 02 / 12 (S) 42 (S) 32 (S) / 19 (S)
03 / 16 (S) 42 (S) 24 (S) / 20 (S)
04 / 25 (S) 40 (S) 8 (S) / 18 (S)
01 6(R) 6 (R) 6 (R) / / 21 ()
Staphylococcus 02 34 () 8 (S) 34 (S) / / 28 (S)
aureus 03 24(S) 18(S) 36 (S) / / 27 (S)
04 34(S) 20(9 36 (S) / / 32 (S)
01 6(R) 6 (R) 6 (R) / 6 (R) 28 (S)
Enterococcus 02 18(9) 12 (S) 16 (S) / 15 (S) 22 (S)
faecalis 03 20(S) 18(S) 34 (S) / 6 (R) 28 (S)
04  6(R) 6 (R) 6 (R) / 6 (R) 26 (S)

S: sensitive; R: resistant; /: unaccomplished

Table 6. Values ofminimum inhibitory concentrations

. MICS
Strain (mg/ml)
01 61.78
02 55.12
Escherichia coli
03 55.12
04 50.23
01 1.47
02 8.88
Staphylococcus aureus
03 3.25
04 4.75
01 23.23
. 02 25.87
Enterococcus faecalis
03 19.87
04 17.05

From the results obtained above, it is clear that the aqueous extract of Euphorbia
guyoniana IS much more active against the different microbial strains than the synthetic
antibiotics by exhibiting larger zones of inhibition. These results are confirmed by
significant tests with p < 0.05. Except for Ciproflaxacin, which exhibits slightly larger
inhibition zones on the Escherichia coli strains compared to the extract. This important
antibacterial activity is due to the richness of the extract in flavonoids, known to be
effective antibacterial substances.

APPLIED ECOLOGY AND ENVIRONMENTAL RESEARCH X(y): pp-pp.
http://www.aloki.hu « ISSN 1589 1623 (Print) « ISSN 1785 0037 (Online)
DOI: http://dx.doi.org/10.15666/aeer/.....
© 2018, ALOKI Kft., Budapest, Hungary


http://www.aloki.hu
http://dx.doi.org/10.15666/aeer/

Boumaza et al.: Effect ofthe aqueous extract ofEuphorbia guyoniana (Euphorbiaceae) on pathogenic bacteria from land-based
sources
-10 -

Zone of inhibition (mm)

Figure 2. Sensitivity o fS. aureus strains o fthe extractand antibiotics

Figure 4. Sensitivity o fE. coli to the extract and antibiotics
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Discussion

The value of the flavonoid yield of the Fuphorbia guyoniana plant found in our
study (1.7%) was higher than that obtained by Kemassi (2014) for the aqueous extract
of the same plant harvested from the Ghardaia region which was obtained by
Maceration with acetone, ie 0.082%. In addition, higher yields were noted by Herouini
et al. (2015) for the flavonoid extract of the roots (6.3%) and the aerial part (4.3%) of
Euphorbia guyoniana harvested in Oued sebseb (Algerian Sahara) obtained by reflux.
According to Haba et al. (2008), Euphorbia guyoniana is a plant rich in secondary
metabolites including diterpenes, triterpenes, steroids and aromatic compounds. The
yield of flavonoids appears to depend on the nature of the biotope and the extraction
method, knowing that the number of washes carried out in the extraction protocol could
lead to substantial losses of the aglycones, hence the disadvantages of the method of
extraction by solvent confrontation. Similar works have reported the existing of
variability in the yield values extraction of secondary metabolite depending on the
procedure of extraction (Moreira et al., 2005; Sagdic and Ozcan, 2003; Celiktas et al.,
2007; Turkmen et al., 2007).

Concerning the concentration of aqueous extract in flavonoids; Andrianarisoa and
Tsirinirindravo (2009) found a concentration of approximately 63.39 ug/ul for the
aqueous extract of the leaves of Dalechampia clematidifolia (Fuphorbiaceae) harvested
in Madagascar, which represents a significantly lower value to that found for the species
Euphorbia guyoniana.

HPLC analysis by Smara et al. (2014) on the aerial parts of the same plant
(Euphorbia guyoniana) harvested from the Oued Souf region (Algerian Sahara)
revealed the presence of a hydrolyzable tannin, a single coumarin and two flavonoids
(flavonol) namely Quercetin-30-B-D-glucuronide and kaempferol-30-f-D-glucuronide.
In our study, Quercetin is detected as a molecule, and associated with galactoside,
glucoside or rhamnoside. As for kaempferol, this compound is also identified in the free
form.

Very little study concerning the antibacterial activity of the aqueous extract of
Euphorbia guyoniana was carried out. Herouni et al. (2015) used separately the
flavonoid aqueous extracts of the aerial and subterranean parts of Euphorbia guyoniana
on Staphylococcus aureus and FEscherichia coli isolated from several infections, and
noted a less marked activity than that observed in our study. These authors obtained
zones of inhibition comprised between 7 and 8 mm.

This difference in the inhibitory effect of the bacterial growth observed may be
related to the richness of the extract tested in flavonoid compounds known for their
antibacterial activity. In the case of this study, the important antibacterial effect
observed can be attributed either to the richness of the extract of flavonoid compounds
(ellagic acid, gallic acid, Myricetine, Quercetin-3-O-a-rhamnoside, Apigenin-
Orutinoside, Hydroxytyrosol and Kaempferol) or to the virulence of the bacterial strain.

Moreover, the efficiency of an extract of a plant also depends on the extraction
method (Moreira et al., 2005; Sagdic and Ozcan, 2003; Celiktas et al., 2007; Turkmen et
al., 2007), the part of the plant used (Yeo Sounta, 2014; Natarajan et al., 2005) and the
harvest season.
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Conclusion

The evaluation of the antibacterial activity of the aqueous flavonoid extract of the
medicinal plant Euphorbia guyoniana showed a remarkable inhibitory effect on
pathogenic bacteria of telluric origin. In perspective other studies are necessary for the
development of formulations for pharmaceutical use based on this extract in order to
fight against these pathogens.
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Abstract

Guyon's Euphorbia, Euphorbia guyoniana Boiss, is a plant endemic to Algeria and used in
traditional medicine. In order to provide proof of its harmlessness and to enhance its virtues, a
phytochemical study and an évaluation of the effect of aqueous extract and essential oils on
pathogenic bacteria isolated and identified from different soils were carried out.

The phytochemical study revealed a high content of saponosides, alkaloids, lipoids,
glucosides, reducing sugars and an average content of total tannins, coumarins, flavonoids,
mucilages, polyphenols. Analysis of the aqueous extract by HPLC revealed the presence of41
flavonoid compounds, of which 27 could be identified. On the other hand GC-MS analysis of
the essential oils of the same plant revealed only the presence of a single compound forming
part of the constituents of the latex.

Antibacterial activity was tested on sixteen bacterial species isolated from stable soil, potato
and hen house and identified by biochemical galleries and VITEK. In total (77) bacteria
divided into six families were identified: Staphylococcaceae (09), Enterobacteriaceae (44),
Streptococcaceae (05), Pseudomonadaceae (10), Moraxellaceae (05) and Enterococcaceae
(04). The antibacterial test was carried out according to the solid medium diffusion method.
Both extracts showed good antimicrobial activity. The MICs obtained with the aqueous
extract ranged from 0.07 mg / ml for Pseudomonas aeruginosa to 61.78 mg / ml for
Escherichia coli.

Thus, in conclusion, the aqueous flavonoid extract and the essential oil of Euphorbia
guyoniana may constitute an alternative to the Chemical control of certain pathogenic bacteria.
Key words: Antibacterial activity, pathogenic bacteria, Euphorbia guyoniana, flavonoids,
essential oils, soil, VITEK.
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Staphylococcaceaes  ( 09), Enterobacteriaceae (44), streptococcaceae (05),

.Pseudomonadaceae ( 10), Moraxellaceae ( 05) et Enterococcaceae (04).
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