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Introduction

La phytopathologie est aux plantes ce que la médecine est a I’homme et la médecine
vétérinaire aux animaux. Chacune de ces disciplines étudie les causes, les mécanismes et le

controle de maladie affectant les organismes auxquelles elle se rapporte (Rouag, 2021)

Il est remarquable de constater que les maladies fongiques et les affections bactériennes
sont réparties de fagon inégale entre le régne végétal et le regne animal. En effet, les maladies
importantes des plantes sont dues le plus souvent a des champignons, rarement a des bacteries.
Chez I’homme par contre, c’est I’inverse qui se produit et les infections bactériennes sont les
plus nombreuses. Cette répartition inégale est la conséquence du processus normal de I'infection

qui n'est pas le méme au sein du régne animal qu'au sein du régne végétal (Terrier, 1945)

Tache compliquée si I'on considére qu'il a affaire a des douzaines de plantes cultivées
présentant un intérét économique, ainsi qu'a des milliers d'especes sauvages, et qu'en outre,
chacune d'elles est victime de douzaines et parfois méme de centaines de maladies spécifiques,
soit d'origine parasitaire, c'est-a-dire causées par des bactéries, des champignons ou des virus
filtrants, soit d'origine physiologique, donc dues a des défauts de nutrition, de température, de

lumiere, etc (Terrier, 1945).

Tout au long de leur cycle de vie, les plantes et les agents pathogenes interagissent avec
une grande variété d’organismes ; ces interactions peuvent affecter la santé des plantes d’une
maniere positive et/ou négative (Corbaz, 1990 ; Nakkeeran et al., 2005). On estime que pres
de 50% de la production agricole mondiale est perdue avant et apres la récolte. L’ inquiétude
envers les maladies phytopathogenes devient de plus en plus grave du fait de I’extension des

cultures intensives (Seitz et al., 1982 ; Alderman et al., 1996).

Les maladies parasitaires des plantes sont causées par l'action d'agents pathogéenes
(virus, bactéries, champignons, protozoaires, les phanérogames parasites, etc...). Ces parasites
sont généralement infectieux car ils envahissent I'héte et s'y multiplient et sont contagieux, par

leur transmission d'une plante infectée a une plante saine (Lepoivre, 2003).

Les bactéries sont capables de provoquer des maladies dans un large éventail de plantes
dans le monde entier. Ces organismes, appelés bactéries phytopathogenes, affectent toutes les
plantes vivrieres, colonisant soit leur surface, soit leurs tissus. Ils provoquent des symptémes
tels que des taches, des brilures, des chancres, des pourritures des tissus et/ou des désequilibres

hormonaux qui entrainent une prolifération des plantes, un rabougrissement, une ramification
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des racines et une épinastie des feuilles, entre autres. Ces problemes ont un impact sur les
plantes a un niveau qualitatif et quantitatif, affectant négativement les approvisionnements
alimentaires mondiaux (Kannan et al., 2015).

Les maladies bactériennes des plantes causent des dommages dévastateurs aux cultures
et des pertes économiques importantes. Collectivement, ils causent des pertes de plus d'un
milliard de dollars dans le monde chaque année a la chaine de production alimentaire
(Mansfield et al., 2012 ; Kannan et al., 2015).

Dans le bassin méditerranéen, 1’olivier (Olea europea. L) constitue une essence fruitiére
principale, tant par le nombre de variétés cultivées que par I’importance sociale et économique
de sa culture et de son role environnemental. Selon Gomes et al (2012), il existe plus de 805
millions d’oliviers dans le monde entier dont 98% sont concentrés sur le pourtour
méditerranéen. En fait, le patrimoine génétique oléicole mondial est trés riche en variétés. Il est
constitué de plus de 2 600 variétés différentes (Muzzalupo et al., 2014).Malheureusement,
I’olivier est sujet a différents types d’attaques d’origine fongique ou bactérienne ou ravageurs
qui peuvent réduire la capacité de production, par conséquent, causer de lourdes pertes
économique. C’est I’exemple de la tuberculose de 1’olivier, une maladie incurable, causée par
Pseudomonas savastanoi. En cas d’infestation, la seule solution est de déraciner les arbres
atteintes, les brdler afin d'éviter la propagation et de stériliser les outils de taille des oliviers
aprés chaque usage (Boulssen et Bouraoui, 2016).

La tuberculose de I’olivier est I’exemple typique de maladie bactérienne causée par la
bactérie Pseudomonas savastanoi pv savastanoi touchant ’olivier et ayant une grande
importance économique. La connaissance de I'ensemble des données de la maladie permet une
esquisse générale de cycle biologique a partir duquel des stratégies de lutte peuvent étre
élaborées dans notre pays. Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi est un pathogéne qui induise
les galles sur la tige, les rameaux et les feuilles de plusieurs plantes hotes appartenant a la
famille Oleaceae et la famille apparentée Apocynaceae (Kheddache et Bettayeb, 2018).

Pseudomonas savastanoi est une bactérie largement répandue dans le sol, I’eau et 1’air,
c’est un batonnet Gram négatif, mobile endophyte, phytopathogéne causant des excroissances,
dénommé galles, des noeuds ou des tumeurs, principalement sur les parties aériennes des
plantes, leur incidence sur les feuilles et les fruits étant rares (Benjama, 2003 ; Young, 2004).
Résident commun dans la phyllosphére d'olive. Elle a la capacité de passer d'un mode de vie
épiphytique a un mode de vie parasite a chaque fois que des blessures de nature diverse lui
permettent d’envabhir les tissus de I'hote (Ercolani, 1978).
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La lutte contre les maladies des plantes est basée sur différentes méthodes. La plupart
de ces méthodes est orientée pour protéger les plantes saines des maladies plutdt que de guérir
les plantes malades. Seules quelques infections peuvent étre contrdlées d'une fagon satisfaisante
aprés que les plantes deviennent malades. Les méthodes de lutte appliquées en agriculture
varient considérablement d'une maladie & une autres en fonction du pathogéne, de la plante hote
et de leur interaction chacun avec l'autre et avec I'environnement. Le but final de toutes les
méthodes utilisées est de combattre les maladies des plantes et alors d'accroitre la quantité et
améliorer la qualité de la production agricole (Nasraoui, 2006).

Les microorganismes pathogénes sont difficiles a contréler car ils peuvent survivre dans
le sol pour de longues périodes (Tschen, 1985). Pour lutter contre ces maladies, La méthode
classique de lutte chimique par I’application des produits phytosanitaires permettent de prévenir
des pertes importantes sur les cultures et continueront donc de jouer un role dans la protection
des cultures agricoles contre différentes menaces. Néanmoins, 1’une exposition a ces produits
peut entrainer des effets indésirables sur les étres humains et sur I’environnement a des
conséquences néfastes sur I’environnement ; entre autres, par la toxicit¢ dans la chaine
trophique, la pollution des eaux de surface et souterraine (Vereijken et Viaux, 1990 ; Roberts,
1989 ; Tooby, 1989). Une recherche sérieuse est nécessaire pour identifier des méthodes
alternatives pour la protection des végétaux, qui sont moins dépendantes des produits chimiques
et sont plus respectueuses de I'environnement (Prapagdee et al, 2008).

La lutte biologique est une méthode de lutte contre des especes nuisibles par 1’ utilisation
d’une autre espéce qui agit par prédation ou parasitisme (Boivin, 2001). Elle correspond donc
a I'utilisation d’organismes vivants dans le but de contrdler ou limiter des ravageurs et des
pathogeénes des cultures (Altieri et al., 2005 ; Eilenberg et al., 2001 ; Jourdheuil et al., 2002).
La lutte biologique a pour objectif de diminuer 1’utilisation des produits chimiques de type
pesticides, fongicides et herbicides en agriculture en favorisant 1’utilisation d’ennemis naturels,
appelé alors auxiliaires, pour défendre les cultures. Les agents majeurs de la lutte biologique
peuvent étre des arthropodes (prédateurs et parasitoides), des nématodes et des micro-
organismes tels que les bactéries et les champignons (Altieri et al., 2005 ; Boller et al., 2004 ;
Eilenberg et al., 2001).

Il était urgent de développer des méthodes de contréle et de protection plus écologiques
tout comme les approches alternatives complémentaires et innovantes. Cette démarche s'inscrit
dans le cadre du développement d'une protection intégrée, raisonnée ou biologique telle que
I'utilisation de biopesticides (Regnault, 2002). Les biopesticides d’origine végétale peuvent

constituer une solution alternative au «tout chimique» au cours de ces dernieres décennies. A
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cet effet, de nombreuses espéces végétales ont été répertoriées comme présentant une activité
biopesticide sur une large gamme d’insectes phytophages, de bactéries, de champignons et de
nématodes phytoparasites (Philogene et al., 2005). Plusieurs espéces vegétales sont connues
depuis longtemps pour leurs effets antimicrobiens. De ce fait, les plantes aromatiques et
médicinales constituent une richesse naturelle trés importante dont la valorisation demande une
parfaite connaissance des propriétés a mettre en valeur (Ouraini et al., 2007). Des alternatives
aux antibiotiques ont été développées, a partir d’extraits de plantes, de manicre a renforcer
I’immunité des animaux ou a inhiber la croissance des bactéries indésirables (Babu et a.l, 2008

; Immanuel et al., 2004).

Selon ’OMS (2008), plus de 80% de la population mondiale utilisent les plantes
médicinales pour traiter plusieurs maladies (Pierangeli et al., 2009). En effet, les substances
naturelles d'origine végétale sont douées de plusieurs activités biologiques comme l'activité
antioxydante, anti-inflammatoire, anticancéreuse, antimicrobienne (kada, 2018). Les
propriétés médicinales des plantes sont dues a des produits chimiques. Les plantes synthétisent
de nombreux composés appelés métabolites primaires qui sont indispensables a leur existence
et une gamme extraordinaire d’autres composés appelés métabolites secondaires. Ces derniers
ont pour fonction notamment la protection contre les microorganismes, les animaux et méme
d’autres plantes. Ces métabolites jouent donc un réle primordial dans la lutte contre diverses
maladies et herbivores (Cox et Balick, 1994 ; Junio et al., 2011).

D’apres les problemes les plus importantes chez les plantes sont les maladies
bactériennes, I’importance de ces maladies et la difficulté de la lutte ont été prises e compte afin
de trouver des solutions, et pour cela nous avons essayé quatre plantes pour obtenir une

efficacité contre quelques bactéries.

Dans ce contexte, 1’objectif de cette étude est I’évaluation in vitro de ’activité
antibactérienne des extraits éthanolique, méthanolique et aqueux de Lawsonia inermis, Nigella
sativa, Citrillus colonynthis et Pergularia tomentosa vis-a-vis de différentes especes

bactériennes.

Cette démarche s’inscrit dans le cadre du développement d’une protection biologique

telle que 1’utilisation des biopesticides.
Notre travail sera donc devisé en deux chapitres :

Chapitre 1 : Consacrées aux matériel et méthodes ; comprend des :




Introduction

o Généralités sur les plantes et les especes bactériennes étudies.

e Commencer par la préparation des extraits bruts des quatre plantes et se termine par les
activités antibactériennes des différentes extraits préparés et les protocoles utilisés pour
1’évaluation.

e Détermination de la concentration minimale inhibitrice CMI et de la concentration
minimale bactéricide CMB d’extraits présentant un effet inhibiteur sur les bactéries
testées.

o Effet de combinaison des extraits efficace.

e Etude de sensibilité des bactéries a I’antibiotique de référence « Chloramphénicol ».

Chapitre 2 : Cette partie présente nos résultats obtenus avec I’interprétation suivie par

discussion.

En fin une conclusion générales et des perspectives.




Chapitre I .

Matériel et méthodes
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Chapitre | : Mateériel et méthodes
1. Matériel végétale
1.1. Nigelle cultivée « Nigella sativa L »
1.1.1. Présentation

Nigella sativa L est une plante herbacée de la famille des Renonculaceae (Guignard,
2001).Du latin nigellus "noiréatre", la nigelle nous offre ses petites graines aromatiques menées
d’un noire intense communément connues sous le nom de cumin noire, black seed en anglais,
Habbat el baraka ou encore El habbah sauda dans les pays arabes, Sinoudj en Algérie (Ghedira,
2006).

1.1.2 Position systématique

La Classification botanique de Nigella Sativa selon (Guignard, 2001) :

e Sous Regne : Cormophyte

e Supra embranchement : Rhizophyte
e Embranchement : Spermaphyte

e Sous embranchement : Angiosperme
e Classe : Eudicotylédone

e Sous classe : Audicots archaiques

e Ordre : Ranunculales

e Famille : Renonculacées

e Sous famille : Helloboroidées

e Genre : Nigella

e Espece : Nigella sativa

1.1.3 Description botanique

Nigella sativa est une plante annuelle herbacée atteignant 30 a 60 cm de haut (Figure
1). Les feuilles pennatiséquées, divisées en lobes étroits, elles sont lancéolées a linéaires et
présentent des onglets nectariféres, les feuilles inférieures sont petites et pétaloides et les
supérieures sont longues (Bonnier, 1990 ; Ghedira, 2006). Les fleurs sont petites avec des
pétales et des sépales blancs, et elles ont de nombreuses étamines incrustées dans le réceptacle
(Ghedira, 2006).La plante est hermaphrodite a reproduction indépendante, et le fruit est une
capsule composée de 3 a 6 carpelles fusionnées jusqu'a la base des styles persistants (Bonnier,
1990). Chaque capsule contient plusieurs blanchatres triangulaires, et a mesure qu'ils marissent,

ils s'ouvrent et I’exposition des grains a ’air les noircit. Ses grains sont des ovoides dont la
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taille varie de 2 a 3,5 mm, avec 3 a 4 angles et un grain finement granuleux et réticulé face
supérieure (Ghedira, 2006).

Figure 1 Les différents parties de la plante de Nigella sativa; A: Plante, B: Tige, C: Fleur, D: Grains
(https://pin.it/6nxbeXr)

1.1.4 Propriétés générales de Nigella sativa

Nigella sativa est un remede naturel pour une variété de pathologies, y compris I'asthme,
I’inflammation, la toxine, l'eczéma et les troubles de préhension .Le grain ou I'huile qui en
résulte est utilisé comme diurétique, carminatif, cholagogue et vermifuge (Ghedira, 2006).
Leur popularité était raisonnée par la croyance idéologique de pouvoir guérir plusieurs
maladies. En effet, cette plante a occupé une place particuliére dans la civilisation islamique en
raison de la prophétie du Prophéte Mohamed (salut et miséricorde soit sur lui) ; "El habbah
sauda est un médicament pour toutes les maladies sauf la mort"”, ces mots sont restés un mysteére
pour la science jusqu'a l'arrivée de techniques modernes qui ont réussi a déemontrer les

propriétés thérapeutiques des grains de cette plante (Meziti, 2008).
1.2. Henné « Lawsinia inermis »
1.2.1. Présentation

Lawsonia alba, Lawsonia spinosa et Ligusturum egypticum sont tous des noms
scientifiques pour un arbuste qui appartient a la famille des Lythraceae (wichtl, 1999). La plante
doit son nom scientifique au botaniste suédois Carl Linnaeus qui I’a donnée a son assistant, le

physicien Ecossais, Issac Lawson. Inermis est un mot latin qui signifie « non armé » ou « sans
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défense » (Kazandjieva et al., 2007). Lawsonia inermis L est une plante vivace souvent connue
sous le nom de Henné en Francais, Henna en anglais et “is en arabe. C’est une espéce originaire
d’Afrique du Nord et du Sud Est Asiatique (Malekzadeh, 1968).

1.2.2 Position systematique

Lawsonia inermis est la plante la plus connue de la famille des Lythracées. Famille
connue pour sa procession d’un potentiel colorant important. D’apres (Roques, 1960) ; la

classification botanique de la L inermis est la suivante :

e Reégne : Plante

e Embranchement : Phanérogames

e Sous embranchement: Angiospermes
¢ Division: Magnoliophyta

e Classe : Magnoliopsida

e Ordre : Myrtales

e Famille: Lythraceae

e Genre: Lawsonia

e [Espeéce : Lawsonia inermis

1.2.3. Description botanique

Le henné est un arbuste ramifié et élancé aux feuilles simples, entierement glabres,
opposees qui sont elliptiques ou obovale en forme, pointues aux deux extrémités, et un pétiole
court mesurant jusqu’a 5 cm de long et de 5 a 10 mm de diametre (Figure 2). Ses panicules
sont constitués de cymes blanches, jaunes ou rouges d’un diametre d’un centimétre et d’une
longueur allant jusqu’a 20 cm. Ces fleurs ont quatre pétales et quatre sépales qui adheérent au
fruit globuleux, qui a la forme d’une capsule cylindrique d’un diamétre 5 mm et est densément

rempli de grains (Boullard, 2001 ; Ait Youssef, 2006)
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Figure 2 les différentes parties de Lawsonia inermis ; A : Plante, B : Tige, C : Feuilles, D : Fleurs et
fruits (https://pin.it/7a7MYTh)

1.2.4. Propriétés générales de Lawsonia inermis :

Le Henné est, a la fois, une plante aromatique, rituelle et médicinale (Boullard, 2001). Les
médecines ayurvédique et traditionnelle en font grand usage pour soigner aussi bien les
personnes que les animaux domestiques, dans toutes sortes de maladies de la peau, les brulures,
mais aussi comme anti diarrhéique, antiépileptique ou abortif (Forestier, 1982 ; Botineau,
2010). Les principaux constituants des plantes de Lythraceae comprennent les flavonoides,
isocoumarines , coumarines , quinoide, triterpénoides , dérivés du naphtaléne. Certains d’entre
eux présentent des anti-inflammatoires , propriétés antimycotiques, antifongiques,
antibactériennes et antiparasitaires en tant que composants primaires .(Yang et al., 2017).
Lawsonia inermis, comme beaucoup de plantes médicinales, a une variété de composés
chimiques dans ses différentes parties. Les plus importants d’entre eux sont les 1,4-
naphtoquinones, qui appartiennent a la famille des quinones et sont principalement représentés
par le 2-hydroxy-1,4-naphtoquinone, égalemen reconnu sous le nom de Lawsone (Wichtl,
1999).
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1.3. Coloquinte « Citrullus colocynthis » « vulgaris »

1.3.1 Présentation

La coloquinte est une plante qui pousse sur les sols désertiques et est assez commune dans les
climats tropicaux humides ou modérément secs. Elle est moins fréquent dans les climats
tempérés. Elle couvre une vaste zone qui comprend le désert du Sahara en Afrique du Nord,
I’ Arabie saoudite, I’Egypte et I’Inde, ainsi que les régions méditerranéennes (Batonouny et al.,
1999).

1.3.2 Position systematique

En 1998, un groupe de chercheurs (Angiosperm Phylogeny Group, APG) élabore un nouveau
systeme de classification basé sur des critéres phylogénétiques. Cette classification a été révisée
a deux reprises « APG 11 » en 2003 et « APG 111 » en 2009.

e Regne : Végétale

Sous regne : Plantes vasculaires

Super division : Spermaphytes

Division : Angiospermes

Classe : Dicotylédones

Sous classe : Dialypétales

Ordre : Violales

Famille : Cucurbitaceae

Genre : Citrullus

Espéce : Citrillus colocynthis

Noms vernaculaires

e Arabe: Amdal, Hadadja, Hadja, Hantel
o Berber: (Algérie) : Ifersil, Ikam, Tabarka, Tadjellat,
e Francais: Coloquinte, chicotin

e Anglais: Colocynth, bitter apple, wild gourd (Hammiche et al.,2013).
1.3.3 Description botanique

La coloquinte (C. colocynthis) est une plante rampante herbacée, annuelle ou vivace, ses tiges
sont angulaires, rugueuses, migrantes et rudes. Les feuilles, de 5 a 10 cm de longueur, ont un

limbe découpé en 5 a 7 lobes. Les fleurs, jaunes verdatres, monoiques a sexes séparés, solitaires,

10
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apparaissent I'été entre Mai et Aodt a l'aisselle des feuilles. Les fruits sphériques, de 7 4 10 cm
de diametre, ressemblent a une petite pasteque de couleur verte panachée de jaune . lls
deviennent completement jaunes a maturité (Figure 3). Les graines sont de petites tailles (6mm
de longueur), ovoides et aplaties, lisses, de couleur variant de I'orange au brun noirétre et ont
une saveur amere (Duke 1983).

Figure 3 Les différentes parties de la plante Citrillus colocynthis ; A : Feuilles, B : Fruits a maturité,
C : Des graines d’un fruit immature, D : Fleur femelle (Leber et al., 2020)

1.3.4 Propriétés générales de C colocynthis

L’utilisation médicale traditionnelle de C. colocynthis a déclenché une série d’études
pharmacologiques. Dans de nombreuses régions du monde, elle est utilisé pour traiter le diabete,
la constipation, le Iépre, I’asthme, la bronchite, le jaunisse, les douleurs articulaires, le cancer
et la mammite (Hussain et al., 2014). On la trouve dans les arthralgies, les myalgies et les
allergies dentaires, ainsi que dans les dermatoses, la blennorragie, les morsures de scorpion et
le coup de vent dromadaire (Leber et al., 2020). La décoction de la coloquinte serait insecticide,
il est destiné a I’¢limination des mouches, lorsqu’elle est mélangée avec du blé, peut tre utilisée
comme insecticide, notamment pour protéger les récoltes des attaques du charangon. Une
utilisation d’antimites est également indiquée (Hammiche et al., 2013).

11
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1.4. Pergularia « Pergularia tomentosa L »

1.4.1 Présentation

La famille des Asclépiadacées contient environ 355 genres et pres de 3 700 especes qui
se trouvent principalement dans les régions tropicales et subtropicales, mais avec quelques
représentants qui se trouvent principalement dans les zones tempérées (Good, 1951). La plante
Pergularia tomentosa s'est largement disséminée au Liban, en Palestine, au Pakistan et en
Arabie Saoudite (Gohar et al., 2000 ; Al-Farraj et Al-Wabel, 2007), en Egypte dans le désert,
le long de la cbte de la Mer Rouge , et en Sina (Boulos, 2000), et le Sahara algérien (Abegaz
et Demissew, 1998).

1.4.2 Position systématique

La classification de P. tomentosa présentée dans le tableau 1 est faite selon (Maman, 2003)
et in (Kemassi et al., 2008).

e Reégne : Plantes

e Embranchement : Spermaphytes

e Sous-embranchement : Angiospermes
e Classe : Magnoliopsidae

e Sous-classe : Rosidae

e Ordre : Gentianales

e Famille : Asclepiadaceae

e Genre : Pergularia

e [Espeéce : Pergularia tomentosa L.

1.4.3 Description botanique

Cette plante peut atteindre 1 m, lI'arbuste vivace environ 50- 60 cm ainsi que des tiges
ligneuses plus anciennes autour desquelles les plus jeunes s'enroulent. Des poils verts dressés
recouvrent les tiges et les feuilles sont opposées, entiéres, 1-2 cm. long, en forme de cceur, avec
de longues tiges également couvertes de poils verts. De petites fleurs a 5 pétales libres jaune-
blanchatre sont également présentes. Les fruits sont des follicules oblongs, globuleux, couverts

de soies charnues (Figure 4). Un liquide collant blanc des feuilles et des fruits est sécrété au

12
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moindre contact avec la plante. Il fleurit au printemps dans le nord du Sahara et a tout moment
de I'année dans le centre du Sahara .(Al-Mekhlafi et Masoud, 2017)

Figure 4 les différentes parties de la plantes Pergularia tomentosa ; A: Plante, B:Feuille, C: Fruit, D:
Fleurs, Pergularia tomentosa - Biodiversité végétale du sud-ouest marocain (teline.fr)

1.4.4 Propriétés générales de P tomentosa :

Pergularia tomentosa est utilisé pour la bronchite et la tuberculose et pour les morsures
de serpent. Les feuilles, le latex et les racines sont utilises a des fins médicinales. Ces printemps
et sont préparées sous forme d'infusion, décoction, poudre et mélangées a d'autres plantes et
prises par voie orale ou utilisées en usage externe.(Al-Mekhlafi et Masoud, 2017)

2. Matériel biologique

Les bactéries sont des procaryotes avec des tailles allant de 0,1 et 10 um. Elles possédent
tout le matériel cellulaire nécessaire a leur multiplication. Certaines d’entre elles peuvent étre
rencontrées sous forme de spores : ce phénomeéne de sporulation ce produit en réponse a un
environnement qui leur est peu favorable. Le pouvoir pathogéne d’une bactérie est soit
spécifique (il engendre des pathologies spécifiques), soit opportuniste (il ne s’exprime que sur
des individus affaiblis) (Mezaache, 2012)

13

——
| —



Chapitre | : Matériel et méthodes

2.1 Pseudomonas savastanoi pv. Savastanoi

2.1.1 Caracteres généraux des Pseudomonas

Le genre Pseudomonas est un grand groupe bactérien particulierement important qui
appartient a la sous-classe y des protéobactéries et comprend plus d'une centaine d'espéces
ubiquitaires (Bossis et al., 2000 ; Palleroni et Moore, 2004). C'est une bactérie mobile qui
contient de 1 a 3 flagelles polaires, c'est des bactéries a gram négatif dont leur paroi ne retient
pas la coloration, c'est une cellule de forme batonnet droit ou bacille (figure 3) de taille d'environ
de 0.7-3um de longueurs et 0.7-1um de épaisseur. Les Pseudomonas sont des aérobies stricts,
chimio hététrophes ne possedent pas de cytochrome oxydase. La majorité des Pseudomonas
pathovars cultivés sur milieu King B (King et al., 1954) Les Pseudomonas, comme d’autres
bactéries, sont caractérisées par la présence de plasmides de poids moléculaires variable, qui
sont conjugués et peuvent porter des genes de résistance (Gonzales et al., 1984). Pseudomonas
savastanoi est 1’agent causal de la tuberculose de 1’olivier, observé la premiére fois par

Savastanoi en 1870 puis au début de vingtieme siécle par Smith et Rorer 1904 (Guido, 2005).

Figure 5 Bactérie Pseudomona savastanoi (Serdoun, 2013)

2.1.2 Classification de Pseudomonas savastanoi pv. Savastanoi
Le genre Pseudomonas est classé dans la famille des pseudomonadaceae (Young et al., 1996)

e Reégne : Bacteria

e Division : Proteobacteria

o Classe : Gammaproteobacteria
e Ordre : Pseudomonadales

e Genre : Pseudomonas

e [Espeéce : Pseudomonas savastanoi

14
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2.1.3 Le cycle de vie de Pseudomonas savastanoi pv. Savastanoi
Passer par deux phases ;

a) Phase épiphyte (Quesada et al., 2012)

Pseudomonas savastanoi PV savastanoi peut étre trouve dans les tissus tumoraux ainsi que

sur les rameaux, les feuilles et les fruits. Le terme « épiphyte » est dérivé des mots grecs -épi
(sur) et phyte (plante), qui signifie « sur la plante ». Les populations d’agents pathogénes sont
plus élevées sur les rameaux que sur les feuilles parce que les agents pathogenes se développent
sur les surfaces rugueuses (Ercolani, 1993).
Les populations de Psv ont été rétablies a partir de pousses asymptomatiques avant 1’apparition
des symptbmes, suggérant que ces bactéries épiphytes étaient les sources potentielle
d’inoculum pour I’infection de plantes saines (Quesada et al., 2010). La plage de température
dans laquelle Pseudomonas Savastanoi.PV. Savastanoi peut causer la maladie est entre 5 © et
37 ° C, permettant aux bactéries de causer des infections tout I’année. Cependant, la meilleure
température pour le développement de la maladie est d’environ 22 © - 25 °C, et les périodes
subséquentes présentent un risque élevé d’infection, en particulier au printemps (Protta, 1995).
Pseudomonas savastanoi PV. Savastanoi peut infecter les oliviers a tout moment de I’année,
mais la croissance tumorale ne se produit que lorsque les circonstances sont appropriées (Kado,
1992).

b) Phase endophyte (Quesada et al., 2012)

Les bactéries endophytes sont définies comme des bactéries vivant dans les tissus végétaux
sans faire un préjudice matériel (Kado, 1992). Selon certains chercheurs, le Psv peut également
avoir une phase endophytique dans laquelle il se propage a travers les espaces intercellulaires,
ainsi que dans les zones infectieuses entourant le site d’infection initiale. (Penyalver et al.,
2006 ; Smith ,1920 ; Wilson et al, 1964 et Wilson et al., 1979). Les plaies de taille sont
sensibles a I’infection pendant au moins 14 jours. Cependant, les cicatrices foliaires sont les
voies d’entrée es plus courantes pour les agents pathogeénes, et elles peuvent rester sensibles a
I’infection jusqu’a 7 jours apres la chute des feuilles (abscission). (Boulssen et Bouraoui,
2016).
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1. Epiphytic and endophytic phase
on leaves, buds and branches

2. Wounds caused by leaf
scars, frost, pruning and
harvesting, etc.

8. High humidity level favor
the plant exudate production
with high quantity of bacteria

4. Bacteria + adequate conditions . sh s
= new knots are formed 3. Bacterial colonization
of wounds

7. Bacteria survive from
one season to the next
inside the knots

6. Bacterial spreading to W
healthy plants by rain,
wind and cultural / e .
practices 5. Bacteria + inadequate conditions =
new knots are not formed

—
e

Figure 6 Cycle pathologique du nceud d’olive causé par Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi

(Bertolini, 2003).

2.1.4 La maladie causée par Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi
» La Tuberculose de I’olivier

La tuberculose de I’olivier est une bactériose causée par Pseudomonas savastanoi, qui
infecte le systéme circulatoire de la séve pendant les périodes de températures élevées et de
fortes pluies, a la suite d’un incendie de forét causé par la gréle, le vent, la chute des feuilles, la
taille et le greffage (Campos et al., 2009). La maladie est caractérisée par des excroissances de
bois qui ressemblent a des verrues ou a des tumeurs parenchymateuses sur le bois. En cas
d’attaque sévere, les rameaux perdent leur feuillage et se désintégrent, ce qui réduit le
rendement et la qualité de I’huile d’olive (Benyoub, 2010). A Rogne, la tuberculose est
également connue sous le nom de Chancre bactérien. La tuberculosis est le nom donné a la
maladie en Espagne, Olive Knot disease en Angleterre, Rogna del olivo en Italie, Tuberculose
da oliveira au Portugal et Maradth essoul en arabe (Tombesi et al., 2007).
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Figure 7 : Le chancre bactérien de I'olivier (Serdoun, 2013)

2.1.5 Les symptomes

Le développement de tumeurs, ou « galles », aux sites d’infection est un symptome
caractéristique. Galles se forment le plus souvent au niveau des sites de développement du
bourgeonnement, a la suite d’une infection bactérienne des cicatrices foliaires ; cependant, ils
peuvent également se former a d’autres sources d’entrée d’agents pathogénes, telles que des
plaies de taille ou des plaies causées par le gel ou le gréle. L’infection des plaies fraiches par
Pseudomonas savastanoi commence par une petite cavité sur les sites d’infection résultant de
la prolifération des tissus végétaux. Pseudomonas savastanoi Pv. Savastanoi provoque une
croissance du tissu hyperplasique chez 1’hote, qui se manifeste par des tumeurs d’abord sur le
tronc, puis sur les rameaux (Figure 8), et occasionnellement sur les feuilles et les fruits (Surico,
1986 ; Lavermicocca et al., 2002 ; Young, 2004). Les bactéries peuvent se propager sur de
longues distances en raison de l'introduction et la plantation de matériel infecté, ou sur de
courtes distances transportés par les éclaboussures de pluie, aérosols chablis, insectes et
pratiques culturelles (Horne et al., 1912). Lorsque les bactéries infectent un olivier a I’automne,
les tumeurs apparaissent plusieurs mois plus tard, mais si I’infection survient au printemps, le
temps nécessaire a la croissance tumorale peut étre aussi court que deux semaines (Wilson,
1935).
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o' A = N o e/ s

Figure 8 Tumeurs dues au Pseudomona savastanoi sur l'olivier ; A : Tumeurs sur les rameaux, B : Tumeurs sur
feuille, C : Tumeurs sur tronc (Boulssen et Bouraoui 2016)

2.2. Escherishia Coli
2.2.1 Caractéres généraux d’Escherishia Coli

La famille des entérobactéries est connue pour étre un héte commun des tubes digestifs
humains et animaux, d’ou son nom (Enteros = Intestin). Elle représente un ensemble de
bactéries plutdt homogenes. Cellules bacillaires de petite taille, Gram négatif, mobiles via
flagelles ou immobiles, asporulées, aéroanaérobies facultatives, produisent des acides a partir
du glucose, catalase positive, réduisent les nitrates en nitrites (Leclerc et al., 1989). Escherishia
Coli bacille a Gram négatif appartenant a la classe des protéobactéries mesurant environ 0.5um
de diameétre et 1.0 a 3.3 pm de long, mésophile ou la température de croissance optimale est
37°C (Bergey, 2014). Cette bactérie est sporulée et a une structure flagellaire mobile (figure
12). Il existe au moins 180 sources de carbone qu’E. coli peut utiliser (Sabarly et al., 2011 ;
Orth et coll., 2011). Elle se développe préférentiellement en utilisent I’oxygéne pour réaliser
la respiration, mais elle est capable de réaliser la fermentation pour produire son énergie en
I’absence d’oxygene. De ce fait, elle est qualifiée d’aérobie facultatif. E. coli constitue une
espéce bactérienne sous-dominante du macrobiote aérobie-anaérobie facultatif intestinale de
I'Homme et des animaux. Cette bactérie représente 80 a 90 % des coliformes thermotolérants
ou coliformes fécaux (capables de fermenter le lactose a 44,5°C) qui constituent un sous-groupe
des coliformes totaux. Enfin, E. coli est une bactérie versatile qui comprend des commensaux
gastro-intestinaux, des agents pathogénes et des bactéries adaptées a I’environnement
(Tenaillon, 2010).

18

——
| —



Chapitre | : Matériel et méthodes

Figure 9 Aspect morphologique de /’Escherichia Coli. (Natural
Resources Researchlnstitute, Univesity of Minnesota; USA).

2.2.2 Classification

L’espéce Escherichia coli fait partie de la famille des Enterobacteriaceae. Elle a été étudiée
sur les niveaux phénotypique, biochimique et physiologique. Aujourd’hui, les approches basées
sur 'utilisation de I’ADN permettent des études génétiques de population et I’identification de

différentes souches d’E. coli. (Stewart et al., 2015).

e Domaine : Bacteria

e Embranchement : Proteobacteria

e Classe : Gammaproteobacteria

e Ordre : Entérobactérie

e Famille : Enterobactériaceae

e Genre : Escherichia

e Espéce : Escherichia coli (Stewart et al., 2015).
2.2.3 Cycle de vie d’ Escherichia coli

a) Habitat primaire

E. coli appartient a la microflore commensale de I’homme et de nombreux animaux. C’est
une bactérie colonisatrice du tube digestif des animaux a sang chaud (carnivores, omnivores,
herbivores et oiseaux) mais également des reptiles (Gordon et Cowling, 2003). Le tractus
digestif constitue son habitat primaire. Cette bactérie se trouve principalement dans le colon et
le caecum, avec des concentrations d’environ 106 UFC /g de contenu gastro-intestinal
(Ducluzeau et Raibaud, 1985). E. coli se niche plus particulierement dans le mucus recouvrant
les cellules épithéliales de la paroi du tube digestif qui constitue une niche écologique propice

a son développement de par ses conditions de température, d’humidité et de disponibilité en
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nutriment. Avec une concentration de 7,9 0,5 logl0 UFC/g de matiéres fécales chez I’homme,
de 6,9 0,5 log10 UFC/g de matieres fécales chez le bétail (volailles, porc, mouton, vache) et de
6,2 0,8 logl0 UFC/g de matieres fécales chez les animaux sauvages (sanglier, cerf, lapin), E.

coli représente la flore intestinale aérobie-anaérobie bactérienne (Smati et al., 2015).
b) Habitat secondaire

E. coli est rejeté dans 1’environnement via les féces a une concentration d’environ 108
UFC/g de féces (Smati et coll, 2015). On le trouve dans les eaux environnementales par des
effluents tels que I’cau usée, les lisiers ou les fumiers du bétail, ou les découragements du bétail
ou par les déjections des animaux d’¢levage ou des animaux sauvages. L’habitat secondaire
d’E. coli est défini comme tout ce qui se trouve a I’extérieur de 1’hdte dans cette étude. 11 est
plutdt défavorable & leur survie contrairement a leur environnement primaire. La bactérie E.
coli est soumise a une variété de pressions dans I’environnement, a la fois biologiques
(prédation et compétition florale) et abiotiques (lumiére, température, oligotrophie et salinité).
E. coli perd sa capacité a se développer plus ou moins rapidement dans un milieu de culture et
ne peut donc pas étre détecté a 1’aide des méthodes classiques d’identification d’E. coli. Elle
progresse vers un état viable mais non cultivable (VNC) (Darcan et al., 2009). Cependant, elle
peut conserver une certaine activité métabolique (Pommepuy et coll., 1996). Dans des
circonstances favorables, la bacterie peut retrouver sa capacité a se multiplier (Li et al., 2014).
La population d’E. coli dans I’habitat secondaire est reconstituée par des bactéries de 1’habitat
primaire. Un sous-ensemble d’E. coli peut coloniser et survivre a I’extérieur de son hote (Walk
et coll., 2007). Cette colonisatrice de la population environnementale d’E. coli est classée
comme population naturalisee (Ishii et al., 2006) ou de coliformes du microbiote
environnemental (Walk et al., 2007)

[ Warm-Blooded Animals ]

Qg Fecal release
Reinoculation

[ Soil, Sand., Sediment, Algae

W tem— Low temperature
peratures, high Low nutrients
nutrients, etc. @ Limited moisture

o Solar radiation
Self-sustaining Predation, etc.

“naturalized” populations v

) o ~ Death ]
Figure 10 Cycle de vie d’ Escherichia coli (Michaut, 2019)
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2.3. Proteus vulgaris
2.3.1. Caractéres généraux de Proteus vulgaris

Les bactéries du genre Proteus sont des bacilles (en forme de batonnets) Gram négatif
aérobies mobiles qui font partie de la famille des entérobactéries (Abbott, 2007 ; Coker et al.,
2000). Les entérobactéries mesurent habituellement de 0,3 a 1,0 um de large par 0,6 a 6,0 um
de long (Abbott, 2007). Caractérisés par leur grande mobilité, et sont vraisemblablement
d'origine tellurique. Certaines espéces d'intérét médical tels Protéus mirabilis, Protéus vulgaris,
Morganella morganii (ancien Proteus morganii), peuvent induire des infections des voies
urinaires (dans 60% des cas d'infections urinaires), des infections cutanées (surinfections des
plaies chirurgicales, brilures...), des infections des voies respiratoires (otites chroniques

suppurées, sinusites), et méme des septicémies (Berche et al., 1989).
2.3.2. Classification

e Reégne Bacteria

e Embranchement Proteobacteria

e Classe Gamma Proteobacteria

e Ordre Enterobacteriales

e Famille Enterobacteriaceae

e Genre Proteus

e Espéce Proteus vulgaris (Hauser, 1885)

Figure 11 Aspect morphologique de Proteus vulgaris

21

——
| —



Chapitre | : Matériel et méthodes

3. Méthodologie

Ce présent travail a été entrepris entre le laboratoire de la station régionale de la
protection des végétaux et le laboratoire de département des sciences agronomiques a
I’universit¢ Mohamed Khider de Biskra afin d’évaluer D’activités antibactérienne des
différentes extraits de quatre especes des plantes prélevées de la région de Biskra : la nigelle
« Nigella sativa L», Pergularia « Pergularia tomentosa », Henné « Lawsonia ennermis L » et
Coloquinte « Citrullus colocynthis » vis-a-vis de trois souches bactériennes : Pseudomonas
savastanoi , Esherichia Coli et Proteus vulgaris..L’activité antifongique des extraits a été

réalisée par la méthode de diffusion sur I’agar (méthode de disque).
3.1. Préparation des plantes

Le matériel végétal sujet d’extraction (mise a part la nigelle) utilisé a été récolté a travers la

commune de Loutaya.
3.1.1. Séchage

Les plantes sont nettoyées des impuretés, et laisser sécher a 1’abri de la lumiere pendant dix

jours (Figure 12).

Figure 12 Séchage des plantes (Original)
3.1.2. Broyag
Une fois séchées, les quatre plantes subissent un broyage a 1’aide d’un broyeur
¢électrique jusqu’a ’obtention d’une poudre fine et homogeéne. Les broyats sont stockés dans

des boites et conservés a ’abri de la lumiere et de ’humidité. Chaque boite porte le nom de

I’espéce, la partie utilisée (feuille, tige et racine) (Figure 13).
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Figure 13 Le broyat des plantes A : P.tomentosa, B : L.inermis, C : N.sativa, D :C.colonynthis
(Original)

3.2. Extraction

L'extraction est le processus de séparation des composants actifs des composants
inactifs ou inertes dans les tissus végétaux ou animaux a l'aide de solvants sélectifs, tels que
I'eau, les huiles végétales ou les graisses animales. Les produits qui en résultent sont des
liquides, des semi-solides ou des poudres quelque peu impurs, destinés uniqguement a un usage
interne ou externe. Il s'agit de préparations bien connues comme les tisanes et les huiles
médicinales (Handa, 2008).

3.2.1 Préparation des extraits méthanoliques et éthanoliques

Les extraits méthanoliques et éthanoliques sont préparés selon la méthode décrite par
Saeed Mohammadi et Naghibi (2010). 10 g de la poudre végétale de chaque plante est macérée
dans 150 ml de solvant 95% pendant 48 h. aprés macération, le solvant est filtré a travers un
papier filtre Wattman (n° 1) (Figure 14). Les filtrats sont ensuite évaporés sous vide par un
évaporateur rotatif a 40°C.Les extraits bruts obtenus sont conservées en verre hermétiqguement

fermé au froid jusqu’a leur utilisation (Figure 15).
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Figure 14 les étapes de préparation des extraits éthanoliques et méthanoliques (Original)
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Figure 15 Evaporation ; Rotavap (Original)

3.2.2. Préparation des extraits aqueux

Les extraits aqueux sont préparés selon la méthode décrite par (Lee et al., 2007) sans

utilisation d’eau bouillante.

10g de la poudre végétal a été macéré dans 150ml d’eau distillé avec agitation pendant
72h a température ambiante. Ensuite les extraits ont été filtrés par un papier Wattman (n°1).
Les filtrats ont subi une centrifugation a 300 tr/min pendant deux fois 10 min pour la séparation
des impuretés. Les extraits obtenus sont conservées en verre hermétiquement fermé au froid

jusqu’a I’utilisation (Figure 16).
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3.3. Etude de D’activité antibactérienne

L’étude de cette activité consiste a tester les effets antibactériens des extraits et les
caractériser par la détermination de leurs concentrations minimales inhibitrices (CMI) .Pour

cela, nous avons utilisé les méthodes de diffusion sur disque et de dilution en milieu solide.

L’évaluation de 1’activité bactérienne des extraits bruts méthanoliques, éthanolique et
aqueux de Nigella sativa, Lawsonia inermis, Citrillus colocynthis et Pergularia tomentosa a
été réalisé vis-a-vis de trois souches bactériennes : Pseudomonas savastanoi , Esherichia Coli
et Proteus vulgaris. L’activité anti bactérienne des extraits méthanoliques, éthanoliques et

aqueux est réalisee a partir plusieurs étapes :
a) Milieu de culture

Le mélange des composants est chauffé en agitant, porté a ébullition pendant 1 min,
introduite dans un flacon de 1 litres puis addition de 1000 ml d’eau distillée et autoclavé 20
min a 120°C. Le milieu est coulée dans des boites de Pétri de facon a obtenir une épaisseur de
4 mm (Figure 17).

Tableau 1 Composants du milieu LPGA

Composants du milieu LPGA (g/l)
Extrait de levure 5¢
Peptone 5¢
Gélose “"Agar bactériologique™ 15¢
Glucose 109
Eau distillé 11

Tableau 2 Composants du gélose nutritive

Composition gélose nutritive
Ingrédients gramme/litre
Tryptone 5,09
Extrait de viande 1,09
Extrait de levure 204¢g
Chlorure de sodium 5,09
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Figure 17 Préparation et coulage du milieu (Original)
b) Souches bactérienne testés
Les tests antibactériens ont été effectués sur des germes couramment responsables de

diverses pathologies. Les microorganismes étudiés sont rapportées dans le tableau suivant :

Tableau 3 Les microorganisme testées

Microorganismes Famille Gram Origines
Pseudomonas savastanoi Pseudomonaceae - INPV
Escherichia coli Enterobacteriaceae - Laboratoire de C.Q.C
Proteus vulgaris Enterobacteriaceae - Laboratoire de C.Q.C
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c) Ensemencement et incubation des souches

Les différentes souches bactériennes ont été repiquées par la méthode des stries dans un
milieu de gélose nutritive, puis incubées a 1’étuve a 37°C pendant 18 a 24 heures afin d’obtenir
une culture jeune et des colonies isolées. Les colonies isolées ont servi a préparer I’inoculum

(Moroh et al., 2008) (Figure 19).

Figure 19 des cultures jeunes, A : Proteus vulgaris, B: Pseudomonas savastanoi, C : Escherichia coli
(Original)

d) Preparation de la suspension bacterienne (Inoculum bacterienne)

Les colonies bien isolées sont prélevées et émulsionnées dans 10 ml d’eau
physiologique stérile a 0.9 % a I’aide d’un vortex ensuite une dilution est réalisée pour la

standardisation de la suspension bactérienne (Figure 20).
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e) Préparation des disques

Des disques de papier wattman de 6 mm de diametre sont mis dans un tube a essai bien
fermer et subissent une stérilisation de long cycle (30 min a 121°C) dans I’autoclave puis

conserver jusqu’a I'utilisation.
3.3.1. Effet antibiotique des extraits bruts
» Methode de diffusion sur disque

Pour étudier I’activité antibactérienne des extraits aqueux bruts obtenus, on a choisi la
méthode de diffusion sur disques, appelée aussi méthode de Vincent ou technique de
I’aromatogramme mise au point par Schroeder et Messing en 1949 et cité par (Rhayour,
2002). Dans cette méthode, on a utilisé des disques de papier Wattman de 6 mm de diametre,
imprégnés par un volume connu de 1’extrait brut a évaluer et déposés a la surface d’un milieu
gélosé (Agar de Muller Hinton « AMH »), préalablement ensemencé par écouvillonnage en
surface par la suspension bactérienne. Apres incubation pendant 24 h a 37° C, la lecture des
résultats a été faite par la mesure du diamétre de la zone d’inhibition en mm (Ponce et al., 2003)
(Figure 21).
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Figure 22 Préparation des témoins de contrdle négatif (Original)

> (Le choix de la dose : a été basée sur la littérature qui mentionne 1’utilisation des doses
entre 0.25 ul a 60 pl. Nous avons utilisé la dose de 5 pl).

» Les disques des controles négatifs sont imprégnés d’eau distillée, éthanol et méthanol
(Figure 22).

Cette méthode présente 1’avantage d’étre d’une grande souplesse dans le choix des
antibiotiques testés, de pouvoir s’appliquer a un trés grand nombre d’espéces bactériennes, et

d’avoir été largement évaluée par 50 ans d’utilisation mondiale (Fauchére et Avril, 2002)

3.3.2. Combinaison des extraits « Lawsonia inermis + Nigella sativa » et « Lawsonia inermis

+ Citrillus colonynthis »

C’est un test réalisé pour la détermination de 1’activité antibactérienne additive de la
combinaison des extraits le plus efficace observés pendant 1’évaluation initiale. Les procédures
suivies dans cette étude sont les mémes que celles utilisées pour déterminer 1’activité

antimicrobienne de différentes extraits préparés.
3.3.3. Détermination de la concentration minimal inhibitrice CMI et bactéricide CMB
3.3.3.1. La Concentration Minimale Inhibitrice (CMI)

L’OMS définit la Concentration Minimale Inhibitrice (CMI) comme la plus faible
concentration d’un agent antimicrobien capable de provoquer une inhibition compléte de la

croissance d’une bactérie donnée, appréciable a I’ceil nu, aprés une période d’incubation
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donnée. La concentration minimale inhibitrice divise les bactéries en trois catégories : sensible,
intermédiaire et résistante. Cette valeur peut étre déterminée par un certain nombre de méthodes
d’essai standard ; les plus couramment utilisées sont les méthodes de dilution et de diffusion
sur gélose (Mann et Markham, 1998 ; Mendoza-Yepes et al., 1997).

3.3.3.2. La concentration minimale bactéricide (CMB)

La CMB est la concentration de la substance antibactérienne permettant d’obtenir, apres
18 a 24h d’incubation a 37°C, 0,1 % de germes, c’est-a-dire une bactérie pour 1000 de
I’inoculum initial (Rodriguez-Vaquero et al., 2010). La concentration minimale bactéricide
(CMB), est la concentration de I’antimicrobien qui laisse au plus 0.01% de germes survivants.
Pour sa détermination, la gélose nutritive coulée dans des boites de pétri est ensemencée en
stries par les contenus des tubes ayant une concentration > CMI dans la série de dilution
préceédente. La CMB est déterminée aprés une incubation de 24 heures a 37°C (Biyiti et al.,
2004).

Des concentrations (2, 5, 10, 20 ul/ml) d’extraits testés sont diluées dans un volume
connu de gelose de MH en surfusion 45° C. Apres solidification, une suspension bactérienne
est déposée a la surface du milieu gélifié. L’extrait ou le composé est considéré inhibiteur
lorsqu’il y a absence de colonies visibles a I’ceil nu. La lecture des résultats se fait aprés 24h
d’incubation a 37°C par observation ou inhibition de la croissance du microorganisme testé par
rapport a la croissance sur une bofte témoin sans extrait.

3.3.4. Test de sensibilité des bactéries a ’antibiotique de référence

Ce test a été réalisé pour I’évaluation de 1’efficacité antibiotique des extraits par rapport
a un antibiotique de référence (chloramphénicol). Les étapes réalisées pour ce test sont les
mémes étapes réalisées dans 1’évaluation de I’activité antimicrobienne des divers extraits. Les
disques d’antibiotique sont déposés sur milieu Muller-Hinton préalablement ensemencé par une
bactérie par écouvillonnage, 1’antibiotique utilisée est le chloramphénicol (30 ug).Les boites
sont incubées a 37°C pendant 24h. Aprés 1’incubation les diametres des zones d’inhibition sont

mesurés en mm.
3.3.5.Analyes statistiques

L'analyse statistique a eté realisee a l'aide de SPSS pour découvrir des différences
significatives dans les effets antibactériens. Les comparaisons multiples et la détermination des
taux de signification sont faites par le test ANOVA un seul facteur suivi du test de Tukey. Les

différences sont considérées statistiguement significatives au seuil de 0.05 (p<0.05).
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Chapitre II : Résultats et Discussion

1. Résultats

1.1. Etude de Pactivité antibactérienne
1.1.1. Effet antibiotique des extraits bruts

L’activité antibactérienne in vitro de notre extraits des plantes «Lawsonia inermis,
Nigella sativa, Citrillus colonynthis et Pergularia tomentosa» a été réalisé pour évaluer la
capacité a inhiber la croissance des différentes espéces bactériennes par la méthode de diffusion
sur disques sur un milieu gélosé, qui est une technique qualitative basée sur la mesure des
diamétres d’inhibition en mm.

1.1.1.1. Effet sur Pseudomonas savastanoi pv savastanoi
a) Zone d’inhibition

Aprés une incubation de 24 h, les résultats sont enregistrés par la mesure de la zone
d’inhibition exercée par les extraits éthanoliques, méthanoliques et aqueux des déférant plantes

vis-a-vis P.savastanoi (Tableau4) (Tableau 5) (Annexe 1).

Tableau 4 Les diameétres d'inhibition des extraites contre P.savastanoi

Extrait éthanolique  Extrait méthanolique Extrait aqueux
Lawsonia inermis 15 15 6.5
Nigella sativa 7 6 6
Citrillus colonynthis 6 9.25 6.5
Pergularia tomentosa 8 7 8.25

Tableau 5 Les diameétres d'inhibition des témoins « P.savastanoi »

Ethanol Méthanol Eau distillé

Témoins 13 9.5 6
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Tableau 6 Résultat de I’effet des extraits éthanolique méthanolique et aqueux sur P.savastanoi
(Originale)

Type d’extrait

Plantes Ethanolique Méthanolique Aqueux

Lawsinia
inermis

Nigella
sativa

Citrillus
colonynthis

Pergularia
tomentosa
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Tableau 7 Résultats des contréles négatif (Original)

Ethanol Méthanol

Témoin

Les résultats révélent que I’extrait éthanolique et méthanolique de Lawsonia inermis
avec une zone d’inhibition de 15 mm exercent un effet antibactérienne remarquable sur
Pseudomonas savastanoi (Tableau 6) (Tableau 7).Cet effet est plus important que celui des
témoins ; éthanol, méthanol et eau distillé. Cela montre que I’extraits éthanolique et
méthanolique de Lawsonia inermis a eu une bonne activité inhibitrice avec une efficacité plus

forte vis-a-vis a pseudomonas savastanoi.

Cependant, une faible efficacité a été observée avec les extraits aqueux des 4 plantes

testées contre PSV avec des diameétres d’inhibition inférieure a 10 mm.

Par ailleurs, les extraits des plantes : Nigella sativa, Citrillus colonynthis et Pergularia
tomentosa, quel que soit ethanolique, méthanolique et aqueux ; ne révelent pas une activité

inhibitrice importante qui varie entre 0 a 10 mm. (Annexs 6)
b) Analyses statistiques

Les résultats de test de diffusion en milieu gélose effectués in vitro sont exprimés par le
test ANOVA pour la détermination des taux de signification suivi du test Tukey pour la

comparaison multiples des moyennes.

» Analyse de la variance par le test ANOVA
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Tableau 8 Analyse de la variance par test ANOVA(P.savastanoi)

Table de la variance

Inhibition
Somme des ddl Moyenne des F Signification
carrés carrés
Inter-groupes 1675,233 14 119,660 126,698 0,000
Intra-groupes 42,500 45 0,944
Total 1717,733 59

D’apres les résultats obtenus dans les tableaux ci-dessous on remarque que, La probabilité

p<0.05démontre que la différence entre les moyennes n’est pas due au hasard. Par conséquence

la différence entre les traitements est trés hautement significative (Tableau 8).

» Comparaison des moyennes par le Test de Tukey

Ce test a été effectué en raison d’une comparaison entre les extraits utilisés dans cette étude,

et pour donner les niveaux d’efficacité dans lesquels les extraits sont regroupées afin de

déterminer les produits les plus efficace et les moins efficaces (Tableau 9)

Tableau 9 Résultats de test Tukey de comparaison multiple des moyennes (P.savastanoi)

Inhibition
Traitement N Sous-ensemble pour alpha = 0.05
a b c
nig méth 4 6,0000?
cit éth 4 6,0000?
temoin Ed 4 6,00002
nig agx 4 6,0000?
hén agx 4 6,5000?
cit agx 4 6,5000%
nig éth 4 7,0000% 7,0000%
per méth 4 7,0000% 7,0000%°
Test de Tukey per éth 4 8,0000® 8,0000®
per agx 4 8,2500° 8,2500%
cit méth 4 9,2500"
méthanol 4 9,5000°
éthanol 4 13,0000°
hén éth 4 15,0000°¢
hén méth 4 15,0000°
Signification 0,126 0,054 0,261

Selon I’analyse statistiques de comparaison des moyennes ; Test de Tukey (Tableau)

(Annex), on remarque qu’on a obtenu trois niveau d’efficacité représentés par les groupes a, b

——
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et c. L’extrait méthanolique et aqueux de N.sativa ,I’extrait éthanolique et aqueux de
C.colonynthis ; I’extrait aqueux de L.inermis et le témoin d’eau distillé représentées le groupe
(a) qui determine les produits les plus faibles dans I’ensemble des extraits utilises, suivi par le
groupe (b) composeé de différant extraits ayant un effet moyennement faible tel que 1’extrait
éthanolique de N.sativa et P.tomentosa, I’extraits méthanolique de P.tomentosa et
C.colonynthis, I’extrait aqueux de P.tomentosa et le témoin de méthanol, I’effet de ce groupe
et plus proche que le premier groupe. En dernier, les produit les plus efficace sont classées sous
le groupe (c) qui est composé de 1’extrait éthanolique et méthanolique de L.inermis ainsi que le
témoin éthanol.

Les niveaux d’efficacité des produits signifie la sensibilité de bactérie donc a partir les

résultats consignée dans le tableau ( 9), Pseudomonas savastanoi est plus résistant.
1.1.1.2. Effet sur Escherichia coli
a) Zone d’inhibition

Apreés une incubation de 24 h, les résultats sont enregistrés par la mesure de la zone
d’inhibition exercée par les extraits éthanoliques, méthanoliques et aqueux des déférant plantes

vis-a-vis les trois bactéries testées (Tableaul0) (Tableau 11) (Annexe 2).
Tableau 10 Les diamétres d'inhibition des extraites contre E.coli

Extrait éthanolique  Extrait méthanolique Extrait aqueux

Lawsonia inermis 15 15 6

Nigella sativa 7.75 6 6

Citrillus colonynthis 11.25 11.25 6
Pergularia tomentosa 8 9 9.75

Tableau 11 Les diamétres d'inhibition des témoins « E.coli »

Ethanol Méthanol Eau distillé
Témoins 15 9.5 6
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Tableau 12 Résultat de I’effet des extraits éthanolique méthanolique et aqueux sur E.coli (Originale)

Type d’extrait

Plantes Ethanolique Méthanolique Agueux

Lawsonia
inermis

Nigella
sativa

Citrillus
colonynthis

Pergularia
tomentosa
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Tableau 13 les diametres d'inhibition des témoins (Original)

Ethanol Méthanol Aqueux

Témoin

Les résultats consignés dans le tableau (12 , 13 ) ont montré que 1’extrait éthanolique et
méthanolique de L.inermis et C.colonynthis ont une activité antibactérienne plus élevées que
celle de N.sativa et P.tomentosa .En terme de diamétre de zone d’inhibition les extraits
alcooliques de Linermis exercent une efficacité remarquable avec 15 mm suivi par
C.colonynthis avec 11.25 mm de diameétre. Concernent les extraits de N.sativa et P.tomentosa
les zone d’inhibition varient entre 6 et 9 mm de diamétre. Par contre, 1’absence d’une activité
inhibitrice a été observée avec les extraits aqueux, ce qui confirme le faible pouvoir

antibactérienne de ces extraits vis-a-vis a E coli (Tableaul2) (Tableau 13) (Annexe 7).
b) Analyses statistiques
» Analyse de la variance par le test ANOVA

Tableau 14 Analyse de la variance par test ANOVA (E.coli)

Table de la variance
Inhibition
Somme des ddi Moyenne des F Signification
carrés carrés
Inter-groupes 566,233 14 40,445 108,659 0,000
Intra-groupes 16,750 45 0,372
Total 582,983 59
( ]
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D’aprés les résultats obtenus dans les tableaux ci-dessous on remarque que, La probabilité
p<0.05démontre que la différence entre les moyennes n’est pas due au hasard. Par conséquence
la différence entre les traitements est trés hautement significative (Tableau 14).

» Comparaison des moyennes par le Test de Tukey

Ce test a été effectué en raison d’une comparaison entre les extraits utilisées dans cette
¢tude, et pour donner les niveaux d’efficacité dans lesquels les extraits sont regroupées afin de

déterminer les produits les plus efficace et les moins efficaces (Tableau 15)

Tableau 15 Résultats de test Tukey de comparaison multiple des moyennes (E.coli)

inhibition

Sous-ensemble pour alpha = 0.05

2

traitement
a b c d e f

Test de Tukey?

nig méth 6,00002

temoin Ed 6,00002

hén agx 6,0000?

nig agx 6,0000%

cit agx 6,2500% 6,2500%

nig éth 7,75000¢ 7,7500¢

per éth 8,0000% 8,0000%

per méth 9,0000%% 9,0000¢°% 9,0000¢°%

méthanol 9,5000¢% 9,5000¢%

per agx 9,7500¢ | 9,7500¢

cit éth 11,2500°

cit méth 11,2500°

hén éth

14,00009

éthanol

14,00009

e R R E R T B N I~ I = (S = I S I o

hén méth

15,00009

Signification 1,000 0,066 0,236 0,066 0,909 0,066

0,583

D’apreés les résultats enregistrer dans le tableau de comparaison des moyennes (Tableau
15) ,il existe 7 niveaux d’efficacités représentés par les groupes a, b, c, d, e, f et g ; de moins
efficace jusqu’a le plus efficace. Selon le nombre des niveaux, Escherichia coli est plus sensible
vis-a-vis nos produit testés, suivant ces résultats on prend les produits les plus efficace (bactérie
est plus sensible) et le moins efficace (bactérie est résistant). Au-dela les extraits aqueux de
N.sativa, C.colonynthis et L.inermis, I’extrait éthanolique de N.sativa et du témoin d’eau distillé
tous sont classé comme faible sous le groupe (a). Tandis que, les extraits les plus efficace

représentées par le groupe (g) qui est composé d’extraits éthanolique et méthanolique de
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L.inermis ainsi que d’éthanol comme témoin. Méme le groupe (f) a une efficacité plus proche
que le groupe (g) mais avec des valeurs plus faible, concernant les groupe restants (b, c, d et e)

ont un effet modéré.

Ce tableau (Tableau 15) montre que les extrais alcoolique de Lawsonia inermis étaient

les plus actif vis-a-vis Escherichia coli.
1.1.1.3.Effet sur Proteus vulgaris
a) Zone d’inhibition

Aprés une incubation de 24 h, les résultats sont enregistrés par la mesure de la zone
d’inhibition exercée par les extraits éthanoliques, méthanoliques et aqueux des déférant plantes
vis-a-vis P.vulgaris (Tableaul6) (Tableau 17) (Annexe 3).

Tableau 16 Les diamétres d'inhibition des extraites contre P.vulgaris

Extrait éthanolique  Extrait méthanolique Extrait aqueux

Lawsonia inermis 19.5 20.25 7.75
Nigella sativa 20.75 9.25 9

Citrillus colonynthis 7.5 9.75 7.25

Pergularia tomentosa 6 7 8.5

Tableau 17 Les diamétres d'inhibition des témoins « P.vulgaris »

Ethanol Méthanol Eau distillé
Témoins 14.5 12.75 6
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Tableau 18 Résultat de I’effet des extraits éthanolique méthanolique et aqueux sur P.vulgaris
(Originale)

Type d’extrait

Plantes Ethanolique Méthanolique Agueux

Lawsonia
inermis

Nigella
sativa

Citrillus
colonynthis

Pergularia
tomentosa
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Tableau 19 Les diamétres d'inhibition des témoins(Original)

Ethanol Méthanol

Témoin

Les diamétres des zones d’inhibition obtenus sont rapportés dans le tableau (18) (19).
La meilleure activité est présentés par les extraits alcoolique de L.inermis avec 19.5 et 20.25
mm de diameétre (extrait éthanolique et méthanolique respectivement) et de [’extraits
éthanolique de N.sativa avec un diamétre de 20.75 mm, ces deux plantes exercent un effet
considérable sur Proteus (Tableau ) (Figure ).Cet effet est plus important que celui des témoins
avec des zones d’inhibition de 14.5, 12.75 et 6 mm (Ethanol, Méthanol et Eau distillé
respectivement).Cela montre que 1’extrait éthanolique et methanolique de L.inermis et de
éthanolique de N.sativa révelent une bonne activité inhibitrice avec une plus fort efficacité vis-
a-vis Proteus. Cependant, une faible efficacité a été remarquée avec les extraits aqueux et les
extraits alcooliques de P.tomentosa et C.colonynthis avec des zones d’inhibition varient entre
6 et 8.5 mm de diamétre, ce qui confirme le pouvoir antibactérienne de ces plantes a été treés

faible contre Proteus. (Annexe 8).
b) Analyses statistiques

» Analyse de la variance par le test ANOVA

Tableau 20 Analyse de la variance par test ANOVA(P.vulgaris)

Table de la variance
Inhibition
Somme des ddl Moyenne des F Signification
carrés carres
Inter-groupes 1543,600 14 110,257 86,665 0,000
Intra-groupes 57,250 45 1,272
Total 1600,850 59
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D’aprés les résultats obtenus dans les tableaux ci-dessous on remarque que, La probabilité
p<0.05démontre que la différence entre les moyennes n’est pas due au hasard. Par conséquence
la différence entre les traitements est trés hautement significative (Tableau20).

» Comparaison des moyennes par le Test de Tukey

Ce test a ¢té effectué en raison d’une comparaison entre les extraits utilisés dans cette
¢tude, et pour donner les niveaux d’efficacité dans lesquels les extraits sont regroupées afin de

déterminer les produits les plus efficaces et les moins efficaces (Tableau 21).

Tableau 21 Résultats de test Tukey de comparaison multiple des moyennes (P.vulgaris)

inhibition
. Sous-ensemble pour alpha = 0.05
traitement N
a b c d
per éth 4 6,0000%
témoin Ed 4 6,0000?
per méth 4 7,0000% 7,0000%
cit agx 4 7,2500% 7,2500%
cit éth 4 7,5000% 7,5000%
hén agx 4 7,7500% 7,7500%
per agx 4 8,5000% 8,5000%
Test de Tukey? nig agx 4 3,0000°
nig méth 4 9,2500°
cit méth 4 9,7500°
méthanol 4 12,7500°
éthanol 4 14,5000¢
hén éth 4 19,5000
hén méth 4 20,2500¢
nig éth 4 20,7500¢
Signification 0,146 0,071 0,667 0,957

Selon I’analyse statistique test de Tukey (Tableau 21), en remarque qu’il y a 4 niveaux
d’efficacité représentés par les groupes suivante a, b, ¢ et d, de moins efficace jusqu’a le plus
efficace. Les produits les plus faibles (aucun effet) sont classés dans le groupe (a) qui comprend
I’extrait éthanolique de P.tomentosa et du témoin d’eau distillé. Certains produis ayant une
efficacité moyenne sont classés sous les deux groupe (b) et (c) avec une variation des valeurs

relevées dans le groupe (c¢) qui montre plus d’efficacité et concernant les produits les plus
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efficace sont classés dans le 4°™ niveau (d) qui est composé de 1’extrait éthanolique et

méthanolique de L.inermis et I’extrait éthanolique de N.sativa.

Ce tableau (21) confirme que les extraits éthanoliques étaient les plus actifs pour les

deux plantes Lawsonia inermis et Nigella sativa contre Proteus.

1.1.2 Combinaison des extraits « Lawsonia inermis + Nigella sativa » et « Lawsonia inermis

+ Citrillus colonynthis »

Ce test a été réalisé pour voir s’il y a un effet additif de 1’activité antibiotique des
produits les plus efficaces observés durant notre essai entre autre la combinaison de des extraits
éthanoliques de L. inermis plus N. sativa et L. inermis plus C. colocynthis. Le tableau (22) (23)

représente les résultats du test réalisé.(Annexe 4) (Annexe 5)

Tableau 22 Résultats de combinaison des extraits

Zone d’inhibition en mm

Micro-organismes L.inermis + N.sativa L.inermis + C.colonynthis
Escherichia coli 21 18.75
Proteus vulgaris 20.5 19.5
Pseudomonas savastanoi 16.75 15.75

Tableau 23 Résultats d'inhibition obtenus par combinaison des extraits (Originale)

Zone d’inhibition
Microorganisme

L.inermis + N.sativa L.inermis + C. colonynthis

Escherichia coli
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Proteus vulgaris

Pseudomonas

savastanoi

Les résultats obtenus (Tableau 22) (Tableau 23) montrent que I’association de
I’extraits éthanolique de Lawsonia inermis et Nigella sativa testée vis-a-vis les trois souches
bactériennes avec un diameétre d’inhibition de 16.75 mm sur P.savastanoi, de 20.5 mm sur
Proteus vulgaris et de 21 mm sur E coli a eu une bonne inhibitrice avec une fort efficacité cela
confirme que cet association est plus actif sur ces trois souches par rapport a 1’autre association
de I’extrait éthanolique de Lawsonia inermis et Citrillus colonynthis. Tandis que ce dernier
exercent des résultats remarquable ; une faible zone d’inhibition a été observé de 15 mm contre
P.savastanoi suivi par E.coli et Proteus vulgaris avec des zones d’inhibition de 18.75 et 19.5
mm respectivement, cet effet est considéré comme efficace. L’association entre les extraits a

révélé un effet additif dont la zone d’inhibition a augment par rapport a la zone obtenue par
I’extrait seul (Tableau 6) (Tableau 12) (Tableau 18).

1.1.3 Détermination de la concentration minimale inhibitrice CMI et bactéricide CMB

Les résultats représentées dans le tableau (24) détermine ’effet de 1’extrait éthanolique
de Lawsonia inermis et Nigella sativa testées vis-a-vis Escherichia coli a partir les
concentrations suivants : 2, 5, 10 et 20 pl/ml.
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Tableau 24 Résultas de CMI et CMB de L.inermis et N.sativa sur E.coli ( Original)

» aé_ Concentrations (ul/ml)
s E Témoin
i s 2 pliml 5 ul/ml 10 pl/ml
=

L

e

5

=

(9]

=

2

=

|

[

=

2

(%]

e

©

2

=2

L’effet bactéricide le plus important manifesté par I’extrait éthanolique de Lawsonia

inermis sur Escherichia coli et montré un pouvoir bactéricide a la concentration de 10 pl/ml

avec une CMI de 2 ul/ml. A ’opposé, I’extraits éthanolique de Nigella sativa ne révéle aucun

effet quel que soit bactéricide ou inhibitrice.

1.1.4. Test de sensibilité des bactéries a I’antibiotique de référence

Vu I'importance des résultats obtenus sur I’efficacité des extraits testés vis-a-vis des

trois especes bactériennes, une comparaison des résultats avec un antibiotique de référence a

été nécessaire pour une évaluation réelle de nos produit. Les résultats de ce testes sont gardées

dans le tableau (25) et (26) en mesurent les diamétres d’inhibition exercées par 1’antibiotique

de Chloramphénicol contre les trois bactéries.
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Tableau 25 Résultats de la sensibilité des bactéries au chloramphénicol

Zone d’inhibition en mm
Antibiotique Escherichia coli Proteus vulgaris P savastanoi

Chloramphénicol 15 20.6 18.33

Tableau 26 Résultats de la sensibilité des bactéries a I'antibiotique de chloramphénicol (Original)

Zone d’inhibition

Antibiotique
Escherichia coli Proteus Pseudomona savastanoi

Chlorampheénicol

Les résultats obtenus de la sensibilité¢ des bactéries a I’antibiotique de chloramphénicol
sont tres importantes. Par ailleurs, E.coli révélé une zone d’inhibition de 15 mm de diameétre.
Une zone d’inhibition de 18.33 mm a été mesurée pour P.savastanoi, suivi par Proteus qui a
montré de grande zone d’inhibition de 20.6 mm de diamétre. Cela indique Proteus a été le

microorganisme le plus sensible avec chloramphénicol (Tableau 25) (Tableau 26).

En comparaison avec nos résultats, on peut confirmer que ’effet antibiotique de certain
de nos extraits alcoolique et leur combinaison et beaucoup plus important que 1’effet de

I’antibiotique testé.

Le tableau ci-dessous représente une récapitulation de 1’effet des extraits sur les différentes
especes étudies (Tableau 27).
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Tableau 27 Récapitulation de I'effet des extraits sur les différentes espéces des bactéries testées

Chapitre II : Résultats et Discussion

Plantes médicinales utilisées

L.inermis

N.sativa

C.colonynthis

P.tomentosa

Types d’extraits

Microorganismes

Eth

Méth

AQgx

Eth

Méth

AQgx

Eth

Méth

AQgX

Eth

Méth

AQgX

P.savastanoi

*k*k

*k*k

E.coli

*k*%

*k%k

**

*%*

P.vulgaris

*k*k

*k%k

*k%k

() : Aucun effet, (*) : Effet faible, (**)

. Effet moyen, (***) : Effet supérieur

——
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Les extraits alcooliques de L.inermis sont les produits les plus efficaces contre les
espéces bactériennes testées dans cet essai. Mise a part I’effet de N.sativa et plus remarquable

sur Proteus vulgaris, le reste des extraits exercent un effet moyen a faible contre les bacteéries.

Parmi les trois types d’extractions testées, les extraits éthanoliques sont le plus efficace
sur I’ensemble des bactéries alors que les extraits aqueux n’ont montré aucun effet inhibiteur

sauf I’effet faible de P.tomentosa contre Escherichia coli et Proteus vulgaris.

La sensibilité des bactéries aux extraits testées n’est pas la méme, dans lesquels
Escherichia coli est la plus sensible suivi par Proteus vulgaris avec une sensibilité moyenne

tandis que Pseudomonas savastanoi semble étre la plus résistantes aux différents extraits.

2. Discussion

La recherche de nouveaux agents antimicrobiens est un axe de recherche important en

raison de la résistance acquise par plusieurs microorganismes.

L’objectif principal de la présente étude était d’évaluer la capacité des extraits de trois
plantes a inhiber la croissance bactérienne en utilisant la méthode de diffusion de disque d’agar.
L’objectif est d’explorer I’utilisation future possible de ces extraits comme alternatives aux

produits chimique et les pesticides courants et de déterminer leur capacité.

Trois types d'extraits différents ont été préparés notamment ’extrait de méthanol,
I’extrait d’éthanol et I’extrait aqueux. Les résultats ont montré qu'a I'exception des extraits
aqueux, tous les extraits de certaines plantes présentaient une activité antibactérienne contre les
espéces bactériennes utilisées dans cette étude. Cependant, les espéces bactériennes ont montré
une sensibilité différentielle pour chaque extrait. Les résultats de cette étude ont montré que les
extraits alcooliques étaient plus actifs contre les bactéries, un résultat cohérent avec (Ahmad et
al., 1998), qui a noté que l'alcool était le meilleur solvant pour extraire les substances
antimicrobiennes par rapport a I'eau.

Dans cette étude, 1’extrait de méthanol de L. inermis a présenté un degré d’efficacité
plus élevé d’activité antimicrobienne par rapport a I’extrait éthanoliques et aqueux avec une
zone d’inhibition de 20.25 mm contre Proteus. Ces résultats sont similaires a ceux obtenus a
partir d’une étude récente de (Arun et al., 2010 ; Almanama et al., 2011).Suivi par des zones

d’inhibition de 15 mm de D’extrait éthanoliques et méthanoliques de L.inermis vis-a-vis
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Escherichia coli, ce résultat est le méme obtenu par Kouadri en 2018 avec une zone
d’inhibition de 16 mm du diamétre.

Selon I’étude de Papageorgiou et al en 1999, les constituants phytochimiques de
Lawsonia inermis présentent une activité antimicrobienne uniquement contre les bactéries a
Gram positif alors qu’elles sont inefficaces contre les bactéries a Gram négatif. D’autres études
ont montré que Lawsonia inermis avait une activité antimicrobienne contre Gram positif et
Gram negatives (Iram et al., 2013, Bhuvaneshwari et al., 2002 ; Habbal et al., 2005 ;
Hussain et al., 2011). Nos résultats sont cohérents avec ceux d’une étude précédente qui a
révélé que les extraits alcooliques et huileux de henné étaient plus efficaces que les extraits de
henné a base d’eau en termes d’activité antibactérienne (Borade et al., 2011). Cela pourrait étre
di @ un manque de propriétés de solvant, qui jouent un rdle essentiel dans I’efficacité
antibactérienne (Arun et al., 2010 ; Kelmanson et al., 2002 ; Al.Maqgtari, 2014)

L’étude précédente sur les extraits de plantes bruts N.sativa et les phytoconstituants
soutient également le fait que N.sativa est actif contre divers agents pathogenes. Dans le passé,
de nombreux chercheurs ont étudié le potentiel antimicrobienne de N.sativa.ils ont constaté que
les extraits éthanoliques de N.sativa étaient actifs contre un microorganisme standard testé et
des souches de bactéries multirésistantes (Salman et al., 2005). Ainsi, N.sativa avec un
ensemble des composés polyphénoliques qui possedent une activité antibactérienne (Ani et al.,
2006). Dans notre étude, 1’extrait éthanolique a donné une zone d’inhibition plus élevée que
I’extrait méthanolique contre Proteus d’une valeur de 20.75 mm du diamétre et le reste des
résultats n’a montré aucune activité contre E.coli et P.savastanoi. Ce résultat montre plus
d’activité que celui obtenu par Shabina en 2013.

Concernant C.colonynthis ; Les extraits d’éthanol et de méthanol ont présenté une
activité antibactérienne excessive contre E. coli par rapport Proteus et P.savastanoi. En ce qui
concerne cette découverte, il a été constaté dans d’autres études que I’effet de cette plante existe
contre E.coli (Al-Snaf, 2017 ; Kapoor, 2020 ; Abed, 2021).

Nos résultats indiquent que les extraits aqueux ne montrent aucune activité contre E.
coli, Proteus et P.savastanoi. Ces résultats sont similaires a ceux obtenus a partir d’une étude
récente en ce qui concerne Lawsonia ineermis (Al.Magqtari, 2014)

Les propriétes antimicrobiennes des extraits de plantes sont influencées par un certain
nombre d’éléments, y compris I’habitat et les conditions climatiques de la plante, le solvant
d’extraction, la méthodologie et les concentrations d’essai (Trease et Evans, 1983 ; Harborne,
1998)
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Conclusion

De cette étude qui avait pour but d’évaluer in-vitro I’activité antibactérienne des extraits
bruts (éthanoliques, méthanoliques et aqueux) des différents parties de Lawsinia inermis,
Nigella sativa, Citrillus colonynthis et Pergularia tomentosa sur trois différentes espéces
bactériennes dont lesquels Escherichia coli, Pseudomonas savastanoi et Proteus .... L’étude
de I’activité antibactérienne est déterminée d’abord qualitativement par le test de diffusion en
milieu géloseé puis quantitativement par la détermination des CMI et CMB en milieu solide.il
ressort que :

D’une fagon générale, la plus part de nos extraits ont une activité antimicrobienne qui varie
d’une souche a une autre. Cette activité peut étre importante ou faible selon les plantes utilisées,

la concentration de nos extraits et la souche testée.

e Les trois bactéries étudiées ont ét¢ sensibles a I’extrait éthanolique et méthanolique de

L.inermis.

e L’extrait éthanolique et méthanolique de C.colonynthis exerce une efficacité moyenne

contre E.coli.
e L’extrait éthanolique de Nigella sativa révele un effet remargquable contre Proteus.

e [L’extrait éthanolique de L.inermis a exercé un pouvoir inhibiteur et bactéricide sur

E.coli avec des valeurs de 2 pl/ml et 10 pl/ml respectivement.

e Par contre, aucune activité n'a été déterminée concernant les extraits aqueux vis-a-vis

les bactéries testées.

L’association entre les extraits éthanolique de L.inermis avec N.sativa et de L.inermis avec
C.colonynthis a montrer un effet positif dont les zones d’inhibition a augmenter par rapport a
la zone obtenue par I’extrait seul. Cette étude suggere probablement la possibilité d'une utilité
concourante de 1’extrait de henné en association dans les traitements des infections provoquées

par les microorganismes.

La sensibilité des différentes souches aux extraits alcooliques de L.inermis revét une grande
importance dans le traitement contre ces microorganismes, car ces souches présentent des
résistances élevées vis-a-vis des antibiotiques utilises en pratique courante. Cette étude

confirme la validité des propriétés antimicrobiennes attribuées a cette plante.
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Conclusion

D’aprés nos résultats, nous pouvons confirmer que Lawsonia inermis riches en substances
biologiquement actives. Au terme de cette étude nous pouvons conclure que 1’utilisation des
plantes médicinales est d’un grand intérét dans la recherche des molécules bioactives qui sont
a ’origine de plusieurs activités biologiques telles que 1’activité antibactérienne.

Si on veut investiguer une plante connue pour des effets biologiques, utilisez la méthode
d’extraction et le solvant appropriés, ce qui nous permet d’obtenir un extrait avec une grande

quantité, une activité biologique élevée et une composition chimique diversifiée.

On peut conclure a partir de cette étude un certains nombres de perspectives

Faisant suite a ce travail. Ainsi :

e Etablir des études chimiques des extraits des plantes pour pouvoir connaitre leur
composition et comprendre leur mode d'action.

e Approfondir les investigations phytochimiques et biologiques de ces plantes afin
d’isoler les molécules responsables de cette activité observée, ce qui permettra d’élargir
les recherches.

e Evaluer les activités biologiques in vivo de ces plantes afin d’isoler les substances
responsables des activités biologiques étudiées.

e |l serait aussi tres utile de tester la toxicité de ces plantes in vivo dans le but de mettre
en place des produits naturels pour la lutte.

e Rechercher ’activité antifongique, antivirale....

e Essai d’utilisation de quelques IGR qui peuvent étre une autre alternative a la lutte

chimique.

Il sera donc intéressant de poursuivre ces travaux a grande échelle afin d’obtenir des
résultats satisfaisants et de trouver de nouvelles solutions et alternatives a 1’élimination des
ravageurs et microorganismes par des moyens biologiques, en particulier 1’utilisation de plantes
telles que I'utilisation de produits chimiques, pour réduire leurs dommages a I’homme et

I’environnement.
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Annexe 1 : Zones d’inhibition « E.Coli » (Totale des répétitions)

Temoin REP 1 Rep 2 Rep 3 Rep 4 Moy
Ethanole 15 13 14 14 14
Méthanol 9 10 10 9 9,5
Eau distllé 6 6 6 6 6
Plantes Extraits Rep 1 Rep 2 Rep 3 Rep 4 Moy
L.inermis Ethanolique 13 15 13 15 14
Meéthanolique 16 15 14 15 15
Aqueux 6 6 6 6 6
N.sativa Ethanolique 8 7 8 8 7,75
Meéthanolique 6 6 6 6 6
Aqueux 6 6 6 6 6
C.colonynthis | Ethanolique 11 11 12 11 11,25
Méthanolique 12 11 11 11 11,25
Aqueux 7 6 6 6 6,25
P.tomentosa | Ethanolique 8 7 8 9 8
Méthanolique 10 9 9 8 9
Aqueux 10 10 9 10 9,75
Annexe 2 : Zone d’inhibition « Proteus vulgaris » (Totale des répétitions)
Témoin Rep 1 Rep 2 Rep 3 Rep 4 Moy
Ethanole 15 15 14 14 14,5
Méthanole 11 14 11 15 12,75
Eau distillé 6 6 6 6 6
Plantes Extraits Rep 1 Rep 2 Rep 3 Rep 4 Moy
L.inermis Ethanolique 20 19 20 19 19,5
Méthanolique 18 20 23 20 20,25
Aqgueux 8 7 8 8 7,75
N.sativa Ethanolique 21 22 18 22 20,75
Meéthanolique 10 9 9 9 9,25
Aqueux 10 11 9 6 9
C.colonynthis | Ethanolique 7 8 7 8 7,5
Meéthanolique 10 9 10 10 9,75
Aqueux 8 7 7 7 7,25
P.tomentosa | Ethanolique 6 6 6 6 6
Meéthanolique 7 7 7 7 7
Aqueux 8 9 9 8 8,5
[ e )
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Annexe 3 : Zone d’inhibition « P.savastanoi » ( Totale des répétitions)

Témoin Rep 1 Rep 2 Rep 3 Rep 4 Moy
Ethanole 12 15 11 14 13
Méthanole 8 8 10 12 9,5
Eau distillé 6 6 6 6 6
Plantes Extraits Rep 1 Rep 2 Rep 3 Rep 4 Moy
L.inermis Ethnolique 14 14 15 17 15
Meéthanolique 15 15 15 15 15
Aqueux 7 7 6 6 6,5
N.sativa Ethanolique 6 6 9 7 7
Meéthanolique 6 6 6 6 6
Aqueux 6 6 6 6 6
C.colonynthis | Ethanolique* 6 6 6 6 6
Méthanolique 9 11 8 9 9,25
Aqueux 7 6 6 7 6,5
P.tomentosa | Ethanolique 9 9 7 7 8
Méthanolique 7 7 7 7 7
Aqueux 8 8 8 9 8,25

Annexe 4 : Combainaison ** Lawsonia + Citrillus ** (Totale des répétitions)

Bactéries Rep 1 Rep 2 Rep 3 Rep 4 Moy
E. Coli 16 23 17 19 18,75
Proteus 20 20 20 18 19,5

Pseudomonas 15 15 18 15 15,75

Annexe 5 : Combinaison ' Lawsonia + Nigella "*(Totale des répétitions)

Bactéries Repl Rep 2 Rep 3 Rep 4 Moy
E.Coli 21 24 19 20 21

Proteus 20 20 23 19 20,5

Pseudomonas 15 17 18 17 16,75
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Annexe 6 : Diagramme des moyennes de I’ensemble des extraits (Escherichia coli)
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Annexe 7 : Diagramme des moyennes de I’ensemble des extraits (Pseudomonas savastanoi)
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Annexe 8 : Diagramme de moyenne de I’ensemble des extraits (Proteus vulgaris)
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Résumé

Effet des extraits de quelques plantes spontanées sur quelques bactéries
Résumé

Les extraits éthanoliques, méthanoliques et aqueux des quatre plantes (Lawsonia inermis, Nigella sativa, Citrillus colonynthis et Pergularia
tomentosa) ont été soumis a des tests in vitro dans le but de mettre en évidence leur activité antibactérienne vis-a-vis trois bactéries (Escherichia
coli, Pseudomonas savastanoi et Proteus). Une extraction par macération a été réalisée sur les différentes parties de la plante. L’activité
antibactérienne a été évaluée par la méthode de diffusion sur gélose. La concentration minimale inhibitrice (CMI) et bactéricide (CMB) ont été
déterminées pour les extraits bruts qui possédent un effet antibactérienne. Un test d’association réalisée pour évaluer ’interaction entre les
extraits. Et pour faire une comparaison a nos extraits, un test d’antibiotique a été évalué. Les résultats montrent une activité antibactérienne
dont I’inhibition de croissance des trois bactéries testées obtenus avec les extraits alcooliques de L.inermis, les zones d’inhibition varient entre
15 et 20 mm. L’association entre les extraits a révélé un effet additif dont la zone d’inhibition & augment par rapport a la zone obtenue par
I’extrait seul. La valeur de CMI rapportée dans cette étude est > 2 pl/ml avec CMB égal a 10 pl/ml sont les résultats obtenus de 1’extrait
éthanolique de L.inermis. Nos ressort que I’alcool est le meilleur solvant de la réalisation de I’extraction. En conclusion, les résultats
éthanoliques et méthanoliques de Lawsonia inermis posséde une activité antibactérienne remarquable ainsi que sa combinaison avec la nigelle
(Nigella sativa) pourrait représenter une bonne alternative pour lutter contre les bactéries. Ces résultats doivent étre compléter par des études
in vivo afin des confirmer ’effet antibactérienne observé.

Mots clés : Plantes médicinales, Extraction, Inhibition, Activité antibactérienne, CMI, CMB.

Effect of extracts of some spontaneous plants on some bacteria

Abstract

The ethanolic, methanolic, and aqueous extracts of the four plants (Lawsonia inermis, Nigella sativa, Citrillus colonynthis, and Pergularia
tomentosa) were put through in vitro experiments in order to demonstrate their antibacterial activity against three bacteria (Escherichia coli,
Pseudomonas savastanoi, and Proteus vulgaris). An extraction by maceration was carried out on the different parts of the plant. The
antibacterial activity was evaluated by the agar diffusion method. The minimum inhibitory concentration (MIC) and bactericidal concentration
(BMC) were determined for the crude extracts that have an antibacterial effect. An association test was performed to evaluate the interaction
between the extracts. In addition, an antibiotic test was performed to compare with our extracts. The results show an antibacterial activity with
growth inhibition of the three tested bacteria obtained with the alcoholic extracts of L. inermis. The inhibition zones vary between 15 and 20
mm. The association between the extracts revealed an additive effect with an increase in the zone of inhibition compared to the zone obtained
with the extract alone. The MIC value reported in this study is 2 I/ml with BMC equal to 10 I/ml. These are the results obtained from the
ethanolic extract of L. inermis. Our results show that alcohol is the best solvent for the realization of the extraction. To summarize, the ethanolic
and methanolic products of Lawsonia inermis have remarkable antibacterial activity, and its combination with nigella (Nigella sativa) could
be a good alternative to fight bacteria.

Key words: Medicinal plants, Extraction, Inhibition, Antibacterial Activity, MIC, MBC.
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