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Résumé

Devant la problématique croissante de la résistance bactérienne aux antibiotiques,
I’investigation de thérapies naturelles alternatives apparait comme une nécessité scientifique
urgente. C’est dans ce cadre que s’inscrit la présente étude, laquelle a pour objectif d’analyser
les effets antibactériens et les interactions synergiques de deux plantes médicinales : Arbutus
unedo et Ferula communis. Le but principal de ce travail est d’évaluer I'efficacité de ces extraits
veégétaux sur des souches bactériennes pathogénes (Escherichia coli <Staphylococcus aureus et
Pseudomonas aeruginosa), de déterminer les concentrations minimales inhibitrices (CMI), et
d'analyser l'effet de leur association, afin de mieux comprendre I’éventuel synergie entre ces
deux plantes, et leur potentiel antimicrobien. Une extraction éthanolique par Soxhlet des parties
végeétales (feuilles d’A. unedo et tiges de F. communis), avec un rendements de 14,25 % pour
A. unedo et 5,25 % pour F. communis, suivie de tests de diffusion sur disque (aromatogramme)
a révéler une sensible variable des souches bactériennes testées vis-a-vis des extraits
éthanoliques des deux plantes seules et combinées (1 :1, 1 :2 et 2 :1) a des concentrations
différentes (50, 100 et 150 pl/ml). La microdilution a permis de déterminer les concentrations
minimales inhibitrices, les CMI les plus faibles ont été notées pour A. unedo contre P.
aeruginosa (1,25 pl/ml) et F. communis contre les trois souches testées (20 pl/ml). Les rapports
CMB/CMI ont révélé un effet bactéricide dans la majorité des cas isolés, excepté pour I’extrait
d’A. unedo face a P. aeruginosa, ou I’effet était bactériostatique. Le calcul de I’indice de
concentration inhibitrice fractionnaire (XFICI) a confirmé une interaction majoritairement
indifférente ou antagoniste entre les deux extraits.

Mots clés : Activité antibactérienne, Arbutus unedo, Extrait éthanolique, Ferula communis,
CMI, CMB, synergie, FICI, bactéries pathogénes, antibiothérapie alternative.



Abstract

In light of the growing issue of bacterial resistance to antibiotics, the investigation of alternative
natural therapies has become an urgent scientific necessity. This study fits within this context,
aiming to analyze the antibacterial effects and synergistic interactions of two medicinal plants:
Arbutus unedo and Ferula communis. The main objective of this work is to assess the
effectiveness of these plant extracts against pathogenic bacterial strains (Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, and Pseudomonas aeruginosa), to determine their minimum inhibitory
concentrations (MICs), and to analyze the effect of their combination in order to better
understand the potential synergy between these two plants and their antimicrobial potential.An
ethanolic extraction using a Soxhlet apparatus was carried out on the plant parts (leaves of A.
unedo and stems of F. communis), yielding 14.25% for A. unedo and 5.25% for F. communis.
Disk diffusion assays (aromatograms) revealed variable sensitivity of the tested bacterial strains
to the ethanolic extracts, both individually and in combination (ratios of 1:1, 1:2, and 2:1) at
different concentrations (50, 100, and 150 ul/ml). Microdilution tests enabled the determination
of MIC values. The lowest MICs were observed for A. unedo against P. aeruginosa (1.25 pl/ml)
and for F. communis against all three tested strains (20 pl/ml). The MBC/MIC ratios indicated
a bactericidal effect in most individual cases, except for A. unedo against P. aeruginosa, where
a bacteriostatic effect was observed. The calculation of the fractional inhibitory concentration
index (ZFICI) revealed that the interaction between the two extracts was mostly indifferent or
antagonistic.

Key words: Antibacterial activity, ethanolic extract, Arbutus unedo , Ferula communis, MIC,
MBC, synergy, FICI, pathogenic bacteria, antibiotic therapy.
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INTRODUCTION



Introduction :

Les plantes médicinales, représentent une ressource essentielle pour la médecine traditionnelle
a DI’échelle internationale. Elles renferment des substances aux propriétés thérapeutiques
avéreées, ou des précurseurs de medicaments (Bouzabata, 2015). Selon I’Organisation mondiale
de la santé (OMS), une large part de la population mondiale continue d’utiliser ces ressources
veégétales dans sa pratique de soins primaires (Azwanida, 2015). Historiquement, I’utilisation
des plantes pour leurs propriétés de guérison est une tradition qui a été perpétuée de génération

en génération (Bouzid et al., 2017).

Aujourd’hui, cette tendance connait une renaissance, alimentée par le désir croissant d’utiliser
des traitements naturels, la sensibilisation accrue aux effets secondaires des médicaments
synthétiques et les defis posés par la résistance aux antimicrobiens conventionnels. (Azwanida,
2015). Les progres de la recherche scientifique ont permis non seulement de valider certaines
pratiques anciennes, mais aussi d’identifier et de caractériser les principes actifs responsables
de ces effets, dans une dynamique de développement de thérapeutiques plus efficaces, mieux

tolérées et durables (Daira et al., 2016).

Les extraits végétaux sont aujourd’hui considérés comme des alternatives prometteuses dans la
lutte contre les bactéries multirésistantes. Leur richesse en métabolites secondaires leur confére
des propriétés antibactériennes naturelles bien documentées (Nj et al., 2021). Ces composés
bioactifs agissent souvent selon des mécanismes multiples et complémentaires, parfois en
synergie, renforcant ainsi leur efficacité et réduisant la probabilité de développement de

résistances (Vaou et al., 2021).

L'objectif principal de notre étude est d'évaluer l'activité antibactérienne des extrais
éthanoliques, ainsi que d'étudier la synergie éventuelle entre les composés présents dans chaque
extrait. L'activité antibactérienne des extraits éthanoliques est évaluée par différentes méthodes,
telles que les tests de diffusion sur gélose et les tests de dilution en milieu liquide afin de
déterminer leurs concentrations minimales inhibitrices (CMI) et bactériostatiques (CMB), le
calcul du rapport (CMB/CMI) nous a permis de déduire 1’effet de nos extraits sur les bactéries
pathogenes testées (Escherichia coli, Staphylococcus aureus et Pseudomonas aeruginosa).
Nous avons également calculé les sommes des Concentrations Fractionnelles Inhibitrices
(XFICI) des combinaisons (1:1, 1:2 et 2:1) dont les résultats fournissent une approche exacte

du potentiel synergétique de nos extraits éthanoliques testés. Cette étude est particulierement



pertinente dans le contexte actuel de la résistance croissante aux antibiotiques, ou de nouvelles

approches thérapeutiques sont nécessaires.
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1.1 Généralités sur Arbutus unedo :
Arbutus unedo L., connu sous le nom d’arbousier ou « arbre a fraises » (strawberry tree), est
un arbuste ou petit arbre sempervirent de la famille des Ericacées (Bizouard et Favier,
1962; Mereti et al., 2002). Originaire de la région méditerranéenne, il s'épanouit dans des
bioclimats qui varient du semi-aride au tres humide (Dib, 2008). Il se distingue par sa
remarquable tolérance a la sécheresse et sa grande capacité de régénération (Espirito Santo
et al., 2012). Sa longévité varie de 100 a 400 ans et il peut atteindre jusqu’a 10 métres de

hauteur (Bizouard et Favier, 1962).

L’aire de répartition de A. unedo couvre tout le bassin méditerranéen, y compris 1’ Afrique
du Nord, avec une forte présence en Corse, ou il pousse sur des terrains siliceux jusqu’a 1100
metres d’altitude (Bizouard et Favier, 1962). On le trouve également dans le Midi le centre
de la France et, plus rarement, dans certaines régions atlantiques comme 1’Irlande. Il s’adapte

a des sols variés : secs, argileux, siliceux ou calcaires (Dib, 2008 ; Vidrih et al., 2013).

L’arbousier occupe une place importante dans les pharmacopées traditionnelles
méditerranéennes. Ces feuilles et fruits sont utilisés contre [’hypertension, le diabete, les
infections urinaires et digestives (Ziyyat et al., 1997; Vidrih et al ., 2013). Des recherches
récentes ont confirmé ses propriétés médicinales antihypertensive, vasorelaxante,

antioxydante et antiagrégante plaquettaire (Dib, 2013 ; Pabuccuoglu et al., 2003).

1.1.1 Classification botanique :

Selon Guignard (2001), la classification botanique d’4. unedo est la suivante :

Tableau 1 : Classification botanique d’A. unedo

Régne Végétal
Embranchement Spermaphytes
Sous-embranchement Angiospermes
Classe Dicotylédones
Sous-classe Gamopétales
Ordre Ericales
Famille Ericacées
Genre Arbutus
Espéce Arbutus unedo




1.1.2 Description botanique d’A. unedo:

L’arbousier présente un port buissonnant ou arborescent, avec un tronc pouvant atteindre
35cm de diametre et une écorce rouge brunatre, fissurée et écailleuse. Sa racine pivotante,
tres développée, s’enfonce profondément dans le sol, rendant 1’arrachage difficile. Ses
feuilles, persistantes, épaisses, brillantes, vert foncé, sont disposées de facon alterne. Elles

mesurent 5 a 10cm et ont des bords finement dentelés (Bizouard et Favier, 1962).

La période de floraison s'étend des mois de septembre a octobre. Les fleurs, présentent des
teintes allant du blanc au rose et possedent une forme de cloche et se rassemblent en grappes
pendantes (Tardio et al., 2002 ; Celikel et al., 2008). Les fruits, baies sphériques de 1 a 3
cm de diamétre, mdrissent en méme temps que les fleurs. Leur couleur varie du vert au rouge
fonce ; la chair est moelleuse, sucrée et acidulée, riche en petites graines (Ayaz et al., 2000;
Ruiz-Rodriguez et al., 2011) (Figure 1).

B : Fruits d’arbousier a
différents stades de
maturation.

A : Ecorce

d’arbousier

C : Fleur d’arbousier. D : les feuilles d’arbousier.

Figure 1 : Les différentes parties d’A unedo (Moualek, 2018)



1.1.3 Composition chimique d’A. unedo :
Les principaux composés chimiques trouvés dans les feuilles d A. unedo sont représentés

dans le tableau 2.

Tableau 2: Principaux composés chimiques d’A. unedo

protecteurs vasculaires

Catégorie Composés principaux Roéle Références
Acides Acide gallique, acide Antioxydants, (Alarcao-E-Silva
phénoliques | chlorogénique antimicrobiens etal., 2001 ;
Ozcanetal,,
2007 ;Vidrih et
al, 2013)
Flavonoides | Quercitrin, Isoquercitrin, | Antioxydants, anti- (Alarcéo-E-Silva
(Flavonols) Hyperoside inflammatoires et al., 2001)
Tanins Proanthocyanidines B1- | Astringents, (Alarcéo-E-Silva
B3 antioxydants, et al., 2001)

Anthocyanines

Cyanidine-3-O-
glucoside, delphinidine-
dérivés

Pigments naturels,
antioxydants

(Alarcao-E-Silva
et al., 2001)

Acides gras | Acide linoléique, o- Effets nutritionnels, (Ruiz-Rodriguez
linolénique anti-inflammatoires etal., 2011 ;
Vidrih et al,
2013)

1.1.4  Activités biologique d’A. unedo:

I.1.4.1 Activité antibactérienne :

A. unedo est reconnu pour ses effets antibactériennes, ses extrait riches en composes
phénoliques, flavonoides, tanins qui inhibent la prolifération des divers bactéries
pathogenes. Des études in vitro montrent une efficacité contre Staphylococcus aureus,
20Escherichia coli Bacillus subtilis et Staphylococcus epidermidis, Enterococcus faecalis,
Bacillus cereus. Ces propriétés sont dues aux polyphénols, qui modifient la structure
cellulaire bactérienne et inhibent des enzymes essentielles (Nicholas Skandalis et al., 2017 ;
Mekchiche, Al-Ismail et Takruri, 2022).

1.1.4.2 Activité antioxydante :

La richesse des différentes parties de 1’arbousier en composés antioxydants naturels comme
flavonoides, composés phénoliques, tanins et anthocyanes, responsables d’une importante
activité antioxydante. Ces substances neutralisent les radicaux libres, inhibent la
peroxydation lipidique et chélates les ions métalliques, contribuant ainsi & la prévention du
stress oxydatif et a la protection contre de nombreuses maladies (Mekchiche, Al-Ismail et
Takruri, 2022).



1.2 Généralités sur Ferula communis L:
Le genre Ferula comporte prés de 180 especes poussant a travers le Monde, principalement
dans les régions arides. 130 especes sont communes au bassin méditerranéen et en Asie

centrale (Pimenov et al., 2004).

Parmi les espéces les plus connues F. communis, connue sous le nom de férule commune ou
fenouil geant, est une plante médicinale et aromatique, riche en latex. Elle est
traditionnellement utilisée pour ses propriétés thérapeutiques : antispasmodique, vermifuge,
aphrodisiaque, diurétique, et parfois comme dépilatoire ou insecticide (Belakhdar, 1978 ;
Hamiche et al., 2013).

1.2.1 Classification botanique :

D’apres Quezel et Santa (1963) F. communis occupe la position systématique suivante :

Tableau 2: Classification botanique de F. communis

Embranchement Spermaphytes

Sous Embranchement Angiospermes
Classe Dicotylédones
Ordre Apiales

Famille Apiaceae

Genre Ferula

Espéce Ferula communis L.

1.2.2 Description botanique de F. communis :

Plante vivace, robuste, haute de 2 a 3 métres, a racine épaisse et fusiforme, croit dans la
Méditerranée surtout au Maroc et en Algérie. Sa tige est érigée, épaisse et cylindrique, elle
porte des feuilles molles, triangulaires, de couleur vert cendré, grande (2 a 4cm de long et
0.5 a 0,8 mm de large), a segments divisés en lanieres étroitement linéaires et filiformes
(Quizel et Santa, 1963). Ses fleurs jaunes sont petites, odorantes et disposées en grandes
ombelles. Les fruits bruns et elliptiques sont formeés de deux mericarpes (Hamiche et al.
2013) (Figure 2).



Figure 2: F. communis observée au niveau du djbel zeccar, dans la région de Ain Torki
(Wilaya de Ain defla) photographie originale,2025.

1.2.3 Composition chimique de F. communis :

Les principaux composés chimiques trouvés dans F. communis sont représentés dans le

tableau 4.
Tableau 4: Principaux composés chimiques de F. communis
Catégorie Composes principaux Role Références
Coumarines | Férulénol, férutinine, Cytotoxique, Benkhalti,
prenylees lapidine, isoferprénine, anticoagulant 1993
coladine
Phénols Acide gallique, Acide Antioxydant, Rahali et al.,
férulique, acide syringique, | antimicrobien 2021
acide chlorogénique
Acides gras | Acide linoléique, acide Anti-inflammatoire, | Rahali et al.,
palmitique, acide érucique, | protecteur 2021
cardiovasculaire
Flavonoides | Quercétine, flavone, Antioxydant majeur, | Appendino
catéchine, anti-inflammatoire et al., 2006




Sesquiterpenes | Férutinine, lapidine, Antiprolifératif, Duan et al.,
coumariniques activité antitumorale | 2002

1.2.4  Activités biologique :
1.2.4.1 Activité antibactérienne :
F. communis révele un potentiel antibactérien significatif. Cette activité est principalement
attribuée a la richesse de ses extraits en composés phytochimiques tels que les flavonoides
et les phénols (Yirdaw et Kassa, 2023 ; Gamal et Atraiki, 2015). Ces molécules agissent
par divers mécanismes, incluant la perturbation des membranes bactériennes et I'inhibition
enzymatique (Yirdaw et Kassa, 2023) confirmant son intérét en médecine traditionnelle et

pour le développement de nouveaux agents antimicrobiens (Akaberi et al., 2015).

1.2.4.2 Activité antioxydante :

Les extraits de F.communis ont montré une activité antioxydante sur des rats Sprague-
Dawley. L’extrait, administré par voie orale a des doses de 1,25 % et 2,5 %, a permis
d’inhiber la peroxydation lipidique dans le foie (Soni, Rajan, et Kuttan, 1992). Selon
Halliwell et al. (1992), les réactions biochimiques générent des espéces réactives de

I’oxygene capables d’endommager des biomolécules essentielles.

1.3 Généralités sur I'extraction des composés végetaux :
Le succes de I'extraction est lié a un choix approprié de la méthode d'extraction et du solvant
utilisé, qui influencent directement le rendement, la composition phytochimique et la qualité
de I'extrait final (Azwanida, 2015).

1.3.1 L'extraction éthanolique :
L’éthanol est I'un des solvants les plus répandus pour 1’extraction de composés naturels
vegétaux précisément en raison des proprietés physicochimiques indiquées. En tant que
solvant a polarité intermédiaire mais polaire, I’éthanol se distingue par une bonne solubilité
des polyphénols, des flavonoides, des tanins, des alcaloides et des terpenes en solution. Les
avantages de [’utilisation de cet extrait solvant tiennent a la sécurité relative de son
utilisation, a la faible toxicit¢é pour I’environnement et [’utilisateur en évaporation

(Azwanida, 2015).

1.4 La Synergie antimicrobienne des Extraits de Plantes :

La synergie, dans le domaine de l'activité antimicrobienne, est un phénomene ou l'interaction

entre deux ou plusieurs substances se traduit par un effet combiné supérieur a la simple
8



somme de leurs effets individuels (Caesar et Cech, 2019). Cette potentialisation de I'effet,
ou 1+1>2, peut se manifester par une augmentation significative de I'efficacité, une réduction
des doses nécessaires de chaque agent, ou la capacité a surmonter les mécanismes de
résistance bactérienne (Alam et al., 2022; Rafiq et al., 2017). Cette interaction se distingue
de l'additivité (somme égale), de I'antagonisme (effet réduit), ou de l'indifférence. La
synergie résulte frequemment de mécanismes d'action complémentaires ou interdépendants,
tels que la perturbation des membranes bactériennes, l'inhibition des pompes d'efflux, ou la

modulation du quorum sensing (Jomehpour et al., 2016).

L'intérét majeur de la synergie réside dans sa capacité a relever les défis de la résistance aux
antimicrobiens, une menace sanitaire mondiale de plus en plus pressante (Gholizadeh
Farshi et al., 2024). Elle offre plusieurs avantages clés : elle permet de contourner la
résistance en ciblant simultanément plusieurs points faibles des bactéries (Alqudah, 2023;
Yadav et al., 2024), d'améliorer l'efficacité de substances peu actives seules en les
combinant, de réduire la toxicité et les effets indésirables des traitements en diminuant les
doses requises (Alam et al., 2022), et de valoriser les produits naturels en validant
scientifiquement les pratiques ancestrales qui utilisaient des combinaisons de plantes
(Wagner & Ulrich-Merzenich, 2009).

De nombreuses études confirment le potentiel de la synergie, notamment avec les extraits de
plantes. Des combinaisons d'extraits entre eux, comme celles d'A. unedo et Crataegus
monogyna, ont montré une activité accrue en synergie avec des antifongiques (Coimbra et
al., 2020).



11 Matériel et méthodes



11.1 Matériel :

11.1.1 Matériel non biologique
Le matériel non biologique représenté par la verrerie, les milieux de culture, les solvants, et

appareillage sont représentés au niveau de I’annexe.

11.1.2 Matériel biologique :
I1.1.2.1 Matériel végétal :
Le matériel végétal utilisé dans cette étude représenté par les feuilles de ’arbousier (A. unedo)

et les tiges de (F.communis).

e Les feuilles de L’arbousier ont été prélevées a 1’état sauvage dans une zone boisée de la
région de Ain Benian, commune de Hammam Righa de la Wilaya de Ain Defla
36.3520° Nord, 2.3890° Est, dans la matinée du 25 mars 2025.

e Les parties aériennes de F. communis ont été prélevées a 1’état sauvage au niveau du massif
montagneux de Zeccar, situé dans la commune de Ain Torki, Wilaya de Ain Defla
6.3432°Nord, 2.2843°Est, dans la matinée du 15 avril 2025. Ces derniers ont été lavées a
I’eau du robinet avec une lavette pour éliminer tous les résidus, puis les écorces ont été

coupées en petits morceaux et laissées sécher a I’air libre, a I’abri de la lumiére.

ar

Djebel Zacc

Figure 3: carte de site du récolte (A) d’A. unedo (B) F. communis sur google earth (Ain
Defla)
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I1.1.2.2 Souches bactériennes :

Le support bactérien utilisée pour tester 1’activité antibactériennes est constitué de trois souches
bactériennes de référence sous forme de lots "American Type Culture Collection "ATCC, il
s’agit de: Escherichia coli ATCC 25922, Staphylococcus aureus ATCC 25923, Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27253.

1.2 Méthodes :

11.2.1 Extraction éthanolique par Soxhlet :

Les deux extraits éthanoliques de |’4. unedo et de F. communis ont été obtenue par Soxhlet.

e Principe :
Le principe de I'extraction par Soxhlet repose sur I'immersion continue du matériel végetal
séché et broyé dans un solvant (1’éthanol), et en étant chauffé, monte sous forme de vapeur, se
condense au-dessus de I'échantillon, puis s'écoule sur la matiere végétale. Il dissout ainsi les
composes d'intérét. Une fois chargé en solutés, le solvant retourne au ballon par un siphon
(Azwanida, 2015). Ce cycle se répete, garantissant que le matériel végétal est toujours en
contact avec du solvant frais et pur, ce qui maximise I'efficacité de I'extraction des métabolites

secondaires (Luque de Castro & Garcia-Ayuso, 1998) (Figure 04).

Condenseur

Cartouche

Ballon de
distillation

Source de chaleur
électrique

Figure 4: Montage de I’appareil de Soxhlet (LOpez-Bascon & Luque de Castro, 2020)
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e Technique:
La technique consiste a préparer le matériel végeétal en le séchant et en le broyant en poudre
fine. Une masse de cette poudre (40g) est placée dans une cartouche d'extraction en cellulose.
Cette cartouche est ensuite insérée dans la chambre de I'extracteur Soxhlet. Un volume d'éthanol
(400ml) est introduit dans le ballon de distillation relié a I'extracteur. Le montage est chauffé
sur un chauffe-ballon. L'ébullition de I'éthanol et le cycle d'extraction sont maintenus pendant
2 heures jusqu'a ce que le solvant siphonnant devienne incolore, indiquant I'épuisement de
I'échantillon. L'extrait brut éthanolique, contenu dans le ballon, est ensuite récupéré. Le solvant
résiduel est évaporé sous pression réduite a basse température a l'aide d'un évaporateur rotatif
pour obtenir un extrait sec qui est ensuite séché dans 1’étuve a 40°C ensuite pesé et conserve a

I'abri de la lumiére et de I'hnumidité (Figure 5).

Feuilles séchées Poudre obtenue

& ’ Extraction par
aprés broyage Soxhletp aprés Pextraction finale

Extrait éthanolique obtenue Extrait brut

Figure 5: Représentation de I’extraction d’A. unedo par Soxhlet (Photo originale)

11.2.2 Détermination des rendements :

Le pourcentage du rendement de l'extrait éthanolique est calculé pour évaluer I'efficacité de
I'extraction. Il représente la quantité d'extrait sec obtenue par rapport a la masse initiale du

matériel végétal séché et broyé utilisée (Luque de Castro et Garcia-Ayuso, 1998).
e Le rapport est décrit selon la formule suivante :

R% = (m'/m) x 100

ou:

*  R% : pourcentage de rendement de I'extrait éthanolique
* m': masse de I'extrait sec récupéré apres I'évaporation du solvant (g)
* m: masse de la matiére végétale séchée et broyée utilisée pour I'extraction (g)
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11.2.1 Activité antibactérienne in vitro d’A. unedo et de F. communis :

I1.2.1.1 Etude qualitative : Méthode de diffusion de disque en milieu gélosé
(aromatogramme) :

a) Préparation des cultures jeunes :

Les souches bactériennes conservees sont ensemencées dans un bouillon nutritif et incubées a
I’étuve a 37°C pendant 18h a 24h. Apres incubation, un ensemencement est réalisé sur gélose
et ré-incubées encore une fois a I’étuve, les cultures obtenues dites cultures jeunes seront
utilisées pour les préparations d’inoculum bactérien. Les conditions de ’incubation et les

milieux utilisés sont appropriés pour chaque souche bactérienne.
b) Test antimicrobien par la méthode de diffusion de disque sur gélose :

L’évaluation de 1’activité antibactérienne des extraits éthanoliques est effectuée par
I’aromatogramme, ¢’est une méthode de diffusion sur milieu gélosé selon (Hudzicki 2012) ; en
suivant les recommandations de (Dolinsky 2020). Les tests ont été effectues au niveau du

laboratoire de microbiologie (PFE) de I’université Saad Dahlab Blida.

Cette technique est similaire a I’antibiogramme ou les antibiotiques sont remplacés par des
essences aromatiques. Elle permet de déterminer la sensibilité des microorganismes vis-a-vis
aux extraits éthanoliques, en déposant un disque de papier Wattman stérile de 6mm de diameétre
imbibé d’une concentration préparée d’extrait sur une gélose (Muller-Hinton) préalablement

ensemenceée par la souche bactérienne a tester (Figure 06).

Boite de Pétri

Souches test

Milieu de culture gélosé
(Agar)

Disque imbibé
d’huile
essentielle

Zone d’hinibition

— Croissance
microbie nne

Figure 7: Illustration de la méthode d’aromatogrammes sur boite de Pétri (Zaika, 1988)

c) Doses et application des disques :

La technique repose principalement sur le dép6t a 1’aide de micropipette de 10 pl de trois

concentrations (50, 100 et 150 pl/ml) des deux extraits éthanoliques testées dans 1mL de
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DMSO sur les disques de 6mm et les déposes sur les géloses appropriées (MH) (Balouiri
2016).

Les résultats sont exprimés par la mesure de diamétre de la zone d’inhibition et peuvent étre
symbolis¢ par un halo translucide autour du disque de méme couleur avec le milieu stérile
(Ponce et al., 2003). Les zones peuvent &tre mesurées a I’aide d’une régle exprimée en mm
(Tableau3).

Tableau 3: Sensibilité des souches microbiennes en fonction des zones d’inhibition
(Ponce et al., 2003).

Sensibilité Zone d’inhibition

Non sensible ou résistant | Diametre < 8 mm

Sensible (+) Diamétre compris entre 9 a 14mm
Tres sensible (++) Diamétre compris entre 15 a 19mm
Excrément sensible (+++) | Diamétre > 20 mm

11.2.1.2 Test de synergie entre les extraits testés:

Le test de synergie entre les extraits éthanoliques (EE) testées est réalisé selon la technique
de diffusion sur disque d’agar, les synergies effectuées sont dont les proportions suivantes :
(1 :1 ,1 :1 ,1 :2 et 2 :1) dont les concentrations des extraits sont respectivement :

(50pul/ml;50pl/ml), (100pl/ml; 100ul/ml), (50ul/ml;100pl/ml) et (100pl/ml;50ul/ml) .

Les résultats des tests de synergie sont €également exprimeés par la mesure de diametre de la
zone d’inhibition et symbolisés par des signes d’apres la sensibilité des souches vis-a-vis

d’extraits éthanoliques (Balouiri 2016).

On considére une synergie positive lorsque la zone de combinaison EE1; EE2 est importante

que celle de I’addition EE1+EE2 (Caesar et Cech, 2019).

11.2.2 Etude quantitative : détermination de la CMI et CMB :

a. Principe :

La concentration minimale inhibitrice (CMI) est définie comme étant la derniére ou la plus
basse concentration d’un agent antimicrobien qui peut inhiber visiblement la croissance d’un
micro-organisme aprés 24h pour les bactéries et 48h pour la levure. Son but est d’établir le
niveau de sensibilité des pathogénes envers les agents antimicrobiens en 1’occurrence les les
extraits testés.
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La CMI est la seule valeur pour laquelle il existe un consensus en termes de définition et

d’utilisation, pour I’évaluation des activités antibactériennes et antifongiques (Fontanay et

al., 2015).

La concentration minimale bactéricide (CMB) correspond a la plus faible concentration d’un
agent antimicrobien capable de tuer plus de 99,9% de population bactériennes (soit moins

de 0,1% de survivants). Elle définit I’effet bactéricide ou bactériostatique extrait testée.

b. Protocole expérimental :

e Préparation de I’inoculum bactérien :

A partir d’une culture jeune de 18 h de bactéries testées (E. coli, S. aureus, P. aeruginosa)
on prépare les solutions meres des souches a étudier en lisant I’absorbance a une longueur
d’onde de 620 nm, qui doit correspondre a une DO entre 0,2 et 0,3 pour E. coli et P.
aeruginosa, et une DO entre 0,3 et une DO de 0,4 pour S. aureus.

Ensuite, on prépare une série de dilutions allant de 10-1 a 10-4, en prélevant 1 ml de la
solution mére auquel on ajoute 9 ml de MH liquide stérile pour obtenir la dilution 102, on
procéde de la méme fagon jusqu’a la dilution 10, ¢’est cette derniére qui sera utilisée pour

la détermination de la CMI.
» Préparation des dilutions des extraits éthanoliques :

On prépare une dilution d’EE en diluant 1 ml d’EE pure (100%) dans 50 ml de milieu MH
liquide additionné de Tween 80 (0,1%) stérile dans le premier flacon (0,02mg/ml). On réalise
des dilutions de %2 au %2 (semi logarithmique), en versant la moitié de la dilution dans le
deuxieéme flacon et compléter avec 25 ml de milieu ce qui donne la dilution 1/2. On procede
de la méme manicre jusqu’a I’obtention de la derniere dilution 0,78%, ce qui correspond a

la 7¢™¢ dilution.

c. Techniques de diffusion en milieu liquide :

* Test de micro dilution sur microplaque :

L‘incorporation de I’EE dans le milieu de culture liquide se fait en utilisant un émulsifiant
(Tween 80) pour préparer les solutions d’extrait éthanolique a la concentration désirée. La
détermination de I’activité antibactérienne de I’EE se fait au moyen d’une microplaque de

96 puits. La microplaque est incubéel8 a 24h a 37°C (Figure7).
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Figure 8: illustration de micro dilution sur microplaque (plan)

e Un témoin positif ne contenant que le milieu (MH) additionné de Tween 80 plus
10ul d’inoculum est prévu pour chaque série de dilution d’EE.
e Un témoin positif contenant I’inoculum bactérien seule dans le milieu MH.
e Un témoin négatif ne contenant que le milieu (MH) additionné de Tween 80 est
également prévu.
e EEI : extrait éthanolique de . communis
e EE2: extrait éthanolique d’A.unedo
e Les souches bactériennes utilisées :
Souche 1 : E. coli
Souche 2 : S. aureus
Souche 3 : P. aeruginosa
La croissance bactérienne est estimée par lecture de la DO sur lecteur de microplaque (SFRI

IRE 96) a une longueur d’onde de 620nm.
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La CMI est ainsi déterminée par le dernier puits de la microplaque, par ordre décroissant de
concentration, qui présente la plus petite valeur de la DO correspondante a la plus petite

concentration bactérienne.

La plus faible concentration tuant 99.9% des micro-organismes en culture sur ce milieu

correspond a la CMB.
La CMB de I’EE est déduite a partir du premier puit dépourvu de bactéries
Le rapport d’activit¢ CMB/CMI est également déterminé.

e Lorsque le rapport d‘activit¢ CMB/CMI d‘une substance antimicrobienne est inférieur
ou égal a quatre (< 4), cette derniére est qualifiée de substance bactéricide
e Lorsque le rapport d‘activit¢ CMB/CMI d“une substance antimicrobienne est supérieur

a quatre (> 4), elle est dite bactériostatique (Marmonier, 1990).

d) Concentration inhibitrice fractionnaire (FIC)

La concentration inhibitrice fractionnaire a été utilisée pour déterminer l'interaction entre les
extraits en calculant I’indice de concentration inhibitrice fractionnaire (3 FIC) (Sadiki et al.,

2014) a I’aide de la formule suivante :

» Y FICI = FIC (F. communis) + FIC (A. unedo)
» FIC (F. communis) = (CMI de F. communis en combinaison (mg/ml)) / (CMI de F.
communis seule (mg/ml))

» FIC (A. unedo) = (CMI d’A. unedo en combinaison (mg/ml)) / (CMI d’A. unedo seule
(mg/ml))

Les valeurs de Y FICI sont interprétées comme Suit :

<0,5 = synergie ;

0,5 - 0,75 = synergie partielle ;
0,76 - 1,0 = effet additif ;

1,0 - 4,0 = pas d'interaction ;
>4,0 = antagonisme
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Discussion



111 Résultat et discussion :
111.1 Résultat :

I11.1.1 Détermination des rendements des extraits :
Une extraction a I'éthanol a 96 % par Soxhlet a été effectuée sur deux plantes : F. communis
et A.unedo. Apres I'évaporation du solvant et le séchage en étuve, les rendements ont été
déterminés par rapport aux masses seches utilisées. F. communis avec un rendement de

5,25%, et un rendement un plus élevé (14,25 %) pour A. unedo.

111.1.2 Activité antibactérienne in vitro des extraits d’4. unedo et de F. communis:

I11.1.2.1 Etude qualitative : Méthode de diffusion de disque en milieu gélosé :

Les résultats de ’activité antibactérienne des extraits testés par méthode de disque sur agar

(aromatogramme), ont montré une sensibilité variable selon les souches testées (Tableau 4,
Figure 8).

Concernant I’extrait éthanolique d’A. unedo vis-a-vis de E coli, des diameétres des zones
d’inhibitions de 10 mm, 9,5 mm et 9 mm ont été obtenus respectivement aux concentrations
de 50, 100 et 150 ul/ml, ce qui correspond a une souche sensible. P. aeruginosa et S. aureus
se sont avérées non sensibles a cet extrait, avec un diamétre d’inhibition constant de 8 mm

pour toutes les concentrations testées.

Tableau 4: Diamétres de la zone d’inhibition en (mm) expriment 1’activité antibactérienne
des extraits éthanoliques de |’A. unedo par méthode de diffusion des disques

Concentration de I’extrait éthanolique d’A. unedo
50ul/ml 100pul/ml 150ul/ml
E. coli 10mm + 9,5mm + ] 9mm | +
3
3 = :
< S P. aeruginosa 8mm - 8mm - 8mm -
3 E
N _c;é S. aureus 8mm - 8mm - | 8mm | -
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E. coli ATCC 25922 "\ P. aeruginosa ATCC 27253

N

Figure 9 : Différents diametres des zones d’inhibitions d’A. unedo obtenues par méthode
de disque de diffusion sur disque d’agar (aromatogramme).

Concernant les résultats de 1’activité antibactérienne de F. communis, nous avons noté une
sensibilité variable selon les souches testées. (Tableau 5, Figure 9). Pour E. coli et P.
aeruginosa, ils se sont avérées non sensibles a toutes les concentrations testées. En revanche,
pour S. aureus, les diamétres obtenus étaient de 8,5 mm a 50 pl/mL(non sensible), et de 10

mm et 9 mm (sensible) aux concentrations de 100 et 150 pl/ml.
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Tableau5: Diameétres de la zone d’inhibition en (mm) expriment 1’activité antibactérienne
des extraits éthanoliques de F. communis par méthode de diffusion des disques

Concentration de ’extrait éthanolique de F.
communis
50pl/ml 100pt/ml 150pt/ml
c E. coli 7mm - 7mm - 7mm -
g5
S = P. aeruginosa | 8mm - 7,5mm - 8mm -
35
o
w _‘E S. aureus 8,5mm - 10mm + 9mm +

E. coli ATCC 25922

~

N

S. aureus ATCC 25923

———

Figure 10 : Différents diamétres des zones d’inhibitions de F. communis obtenues par
méthode de disque de diffusion sur disque d’agar
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Figure 10: Histogramme représentant les diamétres des zones d’inhibition de I’activité

antibactérienne.

I11.1.2.2 Teste de synergie entre les extraits éthanoliques testées :

Le Tableau 4 montre que les combinaisons (1:1) et (2:1) des extraits éthanoliques ont

entrainé une légere augmentation des zones d’inhibition par rapport aux extraits seuls, en

particulier contre P. aeruginosa. Concernant S. aureus, les résultats sont similaires, tandis

qu’une légére diminution est observée chez E. coli. En revanche e, la combinaison (1:2) a

donné des diamétres plus faibles pour I’ensemble des souches testées (Figure 10).

Tableau 5: Diameétres des zones d’inhibition en (mm) expriment les diamétres de
I’association entre les deux éxstraits étudiées

Combinaisons des extraits éthanolique (A. unedo + F.
communis)
Souches bactériennes 1;1 1;1 2;1 1;2
50 ;50 100 ;100
E. coli 8mm 8mm 8mm 8mm
P. aeruginosa 10mm 9mm 10mm 8,5mm
S. aureus 9mm 9mm 9mm 7mm

de P’extrait de F. communis

23

Rapport 1:1(v:v) : le volume de I’extrait éthanolique de L’A. unedo égale le volume

Rapport 1:2 (v:2v) : un volume L’EE1 F. communis deux volumes I’EE2 d 4. unedo
Rapport 2 :1 (2v:v) : deux volume L’EE1 F. communis un volume L’EE2 d’4.unedo



— — 4 P ’

E. coli ATCC 25922 / # P.aeruginosa ATCC 27253

Figure 11: Différents diametre des zones d’inhibitions de 1’association entre les
extraits éthanoliques vis-a-vis les bactéries testées.
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Figure 12: Histogramme représentant les diamétres des zones d’inhibitions en associant
les deux extraits

111.1.2.3 Etude quantitative : détermination de la CMI et la CMB :

Le tableau 7 présente les résultats de I’étude quantitative des extraits éthanoliques testés par
la méthode de micro dilutions sur microplaques. La CMI de I’extrait éthanolique de
F.communis (EE1) envers E. coli est de 20 pl/ml, alors que pour celle d’A. unedo (EE2), elle
est de 5 pl/ml. Pour S. aureus, nous avons noté une CMI de 20 pl/MI pour les deux extraits.
Alors que pour P. aeruginosa, la CMI de I’extrait EE2 est de 1,25 ul/ml, bien inférieure a
celle d’EE1 estimée a 10 pl/ml.

Le calcul du rapport CMB/CMI réveéle un effet bactéricide (<4) pour les deux extraits testés
seuls envers toutes les souches, a I’exception de EE2 contre P. aeruginosa (rapport = 8) ou
un effet bactériostatique est observé.

Lorsque les extraits sont combinés, nous avons noté un effet bactéricide pour les
combinaisons (1:2) et (2:1) envers toutes les souches testées excepté pour la combinaison

(1.1) ou nous avons noté un effet bactériostatique (>4) pour la souche P. aeruginosa.
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Tableau 7: Valeurs de la CMI et La CMB par Microdilution

Synergie (EE1/EE2)

EE1 EE2 1.1 1.2 2.1
Souches CMI CMB CMmI CMB CMI CMB CMI CMB CMI CMB
E. coli 20ul/ml | 10pl/ml | 5ul/ml 10ul/ml | 20ul/ml | 10p/ml | 20p/ml | 20pl/ml | 20pul/ml | 2,5ul/ml
S.aureus | 20pl/ml | 2,5ul/ml | 10pt/ml | 1,25pl/ml | 20pl/ml | 1,25pl/ml | 20pl/ml | 10pl/ml | 20ul/ml 0,31
pl/ml
P. 20ul/ml | 10pl/ml | 1,25ul/ml | 10pt/ml | Spul/ml | 20ul/ml | 20ul/ml | 10p/ml | 20pl/ml | 10pl/ml
aeruginosa
Rapport CMB/CMI
E. coli 0,5 2 0,5 0,5 0,12
S. aureus 0,12 0,12 0,06 0,5 0,01
P. 0,5 8 4 0,5 0,5
aeruginosa

111.1.2.4. Calcule de la Concentration Inhibitrice Fractionnaire

Le tableau 8 présente les résultats de 1’étude de I’effet synergique entre (EE1) et (EE2),
évalués par le calcul des concentrations inhibitrices fractionnaires (FIC). Pour E coli, touts
les combinaisons testées (1:1, 1:2, 2:1) ont donné une valeur constante de XFICI égale a 5,

ce qui indique un antagonisme entre les deux extraits.

Pour S. aureus, nous avons noté dans toutes les combinaisons, une XFICI stable de 3,

indiquant un effet indifférent.

Concernant P. aeruginosa, un antagonisme a été observé pour la combinaison 1;1 une

YFICI=4,25 et 17 pour 1;2 et 2 ;1.

Tableau 08: Les valeurs de FIC et X FICI

X FICI

Souches F. communis (EE1) | A.unedo (EE2)
bactérienn

FIC | FIC | FIC | FIC | FIC FIC 1:1 1:2 2:1
es

1:1 1:2 2:1 1:1 1:2 2:1
E. coli 1 1 1 4 4 4 5 5 5
S. aureus 1 1 1 2 2 2 3 3 3
P. 4,25 17 17

) 0,25 1 1 4 16 16

Aeruginosa
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111.2 Discussion :
Les extraits éthanoliques d’A.unedo et de F. communis sont obtenus par extraction Soxhlet.
Pour A. unedo, le rendement d’extraction obtenu est 14,25 % qui sont cohérent avec celui

obtenus par Benamari et al. (2024) 16,81 % en appliquant la méme méthode.

Pour F. communis le rendement obtenu par Soxhlet est de 5,25 %, ce qui inférieur a celui
rapporté par Salleh et al. (2023), qui ont obtenu 14 % en appliquant la méme méthode. La
différence dans les résultats est en fonction de méthode d’extraction, de la région
géographique, climat, la maturité da la plante, 1’état du sol, la période de récolte et les

conditions du stockage et de séchage (Fantino, 1990 ; Banchio et al., 2007).

Les résultats de la détermination de I’activité antibactérienne des extraits éthanoliques d 'A.
unedo et de F. communis par la méthode de diffusion des disques sur agar ont montré que
I’extrait éthanolique de feuilles d’A. unedo est sensible contre E. coli, avec des diametres
des zones d’inhibitions de 10 mm a 50 pl/ml, 9,5 mm a 100 pl/mL et 9 mm a 150 pl/mL, ce
qui rejoint les observations de Kivgak et al. (2001), qui ont rapporté une zone d’inhibition
de 12mm pour I’extrait éthanolique de feuilles d’A. unedo. Nos résultats indiquent une
efficacité a faible concentration, cela pourrait s’expliquer par une perte d’activité biologique

a forte concentration, due a une saturation ou a une précipitation des composeés actifs.

Pour P. aeruginosa, nous avons observé une résistance avec une zone d’inhibition de 8 mm
a toutes les concentrations, ce qui concorde avec les résultats de Doudach et al. (2023) qui
n‘ont noté aucune inhibition avec I’extrait méthanolique de feuilles. La faible sensibilité de
P. aeruginosa pourrait s’expliquer par sa paroi externe riche en lipopolysaccharides, qui

limite la pénétration des composés actifs, surtout lorsqu’ils sont peu diffusibles.

De méme, S. aureus, a présenté une zone d’inhibition de 8 mm a toutes les concentrations,
ce qui est inferieurs a celle de Kivcak et al. (2001) qui ont noteé une activité avec une zone
d’inhibition de 18mm. L’étude de Ferreira et al (2012) a rapporté une zone d’inhibition
del2mm. Cette différence pourrait étre due a des variations dans la composition chimique
de la plante, liée a I’environnement, a la saison ou a 1’origine géographique, ou encore une

sensibilité différente de la souche utilisée.

Concernent I’extrait éthanolique de F. communis. E. coli s’est avérée non sensible avec un
diamétre de zone d’inhibition de 7mm a toutes les concentrations testées, ce résultat
corrobore avec les résultats de (Yirdaw et Kassa, 2023) qui ont montré des diamétres de

zones d’inhibition de 8mm.
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Tandis que P. aeruginosa a montré une résistance avec des diamétres d’inhibition de 8 mm
a 50 pl/mLet 150 pl/ml, et de 7,5 mm & 100 pl/ml. Des résultats semblables ont été obtenus

par (Yirdaw et Kassa, 2023) avec une zone d’inhibition de 8mm.

S. aureus s’est avéré sensible, avec des diamétres d’inhibition de 10 mm a 100 pl/mL et 9
mm & 150 pl/ml. Ces résultats sont en accord avec ceux de (Yirdaw et Kassa, 2023) et
(Nouioura et al., 2024) également rapporté des zones de 11 mm, 10mm respectivement

contre cette souche.

L’¢étude de la synergie entre les extraits vise a améliorer leur efficacité antibactérienne, ce
qui pourrait permettre de réduire les doses nécessaires pour obtenir un effet thérapeutique
efficace. Nous avons observé une légére augmentation des zones d’inibitions pour E. coli
lorsque F. communis et A. unedo ont été combinées aux proportions de 2 :1 et 1 :1 avec des
diameétres supérieurs a ceux observé lorsque chaque extrait était étudié séparément et pour

S. aureus, les résultats de ces combinaisons sont similaires a ceux obtenus séparément.

On constate également un effet antagoniste pour toutes les souches testées lorsque la
combinaison 1 :2 a été appliquée, c’est-a-dire avec une proportion plus élevée d’extrait d’A.

unedo, des diamétres des disques plus faible a ceux des extraits pris individuellement.

D’aprés Burt, (2004), cette technique de combinaison a montré qu’elle est parfois peu fiable,
c’est pourquoi une évaluation quantitative de I’activité antimicrobienne a été réalisée par la
méthode de microdilution pour déterminer la concentration minimale inhibitrice (CMI) et la

concentration minimale bactéricide (CMB) vis-a-vis les souches bactériennes testées.

Les résultats obtenus ont montré que pour I'extrait d'A. unedo, la souche P. aeruginosa
présentant la CMI la plus faible (1,25 pl/mL). En revanche, les CMI notés pour E. coli et
S.aureus, étaient de (5 pl/mL) et (10 pl/mL) respectivement. Ces résultats peuvent étre liés
a larichesse de la plante en polyphénols, notamment les flavonoides, les tanins, les quinones
et les anthocyanines (Ferreira et al., 2012 ; Dib et al., 2013). L’activité antimicrobienne de
ces composeés résulte probablement d’une combinaison de plusieurs modes d’actions,
impliquant différents cibles cellulaires (Burt, 2004). Cette action s’exerce a plusieurs
niveaux cellulaires : inhibition de la synthése des protéines, altération de I’ADN, et
perturbation des activités enzymatiques bactériennes (Luck et al., 1995). Celles-ci

n’impliquent pas seulement un mécanisme physique, mais aussi chimique et biochimique.
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Le mécanisme de cette toxicite pourrait étre associé a I'inhibition des enzymes hydrolytiques,
telles que les protéases et les hydrolases, ou a d'autres interactions pouvant inactiver les

protéines de transport et provoquer la lyse de la membrane cellulaire (Cowan, 1999).

Néanmoins, Doudach et al. (2023), ont montré des résultats supérieurs a celle qu’on a
trouvée. Ce qui pourrait s’expliquer par des différences dans 1’origine végétale, de mode

d’extraction ou les souches bactériennes utilisées.

Concernant 1’extrait éthanolique de F. communis (EE1), ce dernier a montré une CMI de
20ul/ml contre E. coli, S. aureus et P. aeruginosa. Néanmoins, (Nouioura et al., 2024) et
(Youmbai et al., 2021) ont montré des résultats inferieures a celle qu’on a trouvé. Ces
différences d’efficacité peuvent s’expliquer par plusieurs facteurs, notamment les parties de
la plante extraites, a les conditions expérimentales variées telles que les méthodes
d’extraction, les techniques d’évaluation ainsi que les souches bactériennes testées
(Djenane, 2015). L'activité antimicrobienne de F. communis pourrait étre due a la présence
de groupes hydroxyles phénoliques qui renforcent I'effet antimicrobien. Ces composés
agiraient en altérant la structure de la membrane cellulaire et en diminuant la teneur en

lipides, ce qui freine le développement des micro-organismes (El Atki et al., 2020).

Plusieurs études ont montré que les bactéries a Gram positif sont généralement plus sensibles
aux extraits naturels que les bactéries a Gram négatif, en raison de la structure plus perméable
de leur paroi cellulaire (Nazzaro et al., 2013). Nos résultats confirment partiellement cette
tendance, avec une sensibilité plus marquée de S. aureus (Gram positif), notamment face a
I'extrait de F. communis Cependant, la sensibilité observée chez E. coli (Gram négatif) a
I'extrait d'A. unedo suggere que cette différence peut varier selon le type d’extrait testé et la

nature des composés bioactifs qu’il contient.

Les resultats des tests avec différentes associations de concentrations pour les deux extraits
éthanoliques montrent des variations significatives dans les valeurs de CMI. Pour le rapport
1:1, les valeurs de la CMI de S. aureus et E. coli (20ul/ml) pour P. aeruginosa 5ul/ml. En
revanche, par rapport a 1 :2 et 2 :1 toutes les valeurs de CMI se situaient a 20ul/ml pour les

trois bactéries testées.

Pour definir le caractere bactéricide ou bactériostatique des extraits éthanolique d’A. unedo
et F. communis ; le rapport CMB/CMI été calculé. Nous avons observé un effet bactéricide
de F. communis sur toutes les bactéries testées. Pour A. unedo un effet bactéricide pour E.

coli et S. aureus a I’exception de P. aeruginosa qui a montré un effet antagoniste.
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Concernant I’association entre les deux extraits toutes les combinaisons (1 :1,1:2 et 2 :1)
ont un effet bactéricide sur toutes les souches testées a I’exception de P. aeruginosa qui a

montré un effet bactériostatique a la combinaison de 1 :1.

L’évaluation de I’effet combiné des extraits éthanoliques de F. communis (EE1) et A. unedo
(EE2) vis-a-vis des trois souches bactériennes testées a permis d’identifier la nature des
interactions en fonction des proportions utilisées (1:1, 1:2, 2:1). Les indices d’interaction
(XFICI) ont révélé des effets principalement indifférents ou antagonistes. Pour S. aureus,

une stable de ZFICI= 3, indiquant un effet indifférent.

Selon les critéres de Caesar et Cech (2019), ou I’effet combiné est simplement additif ou
neutre. Cette stabilité pourrait s’expliquer par une moindre sensibilité de S. aureus aux
mécanismes d’interférence chimique entre les composés testés, ou par une tolérance

intrinséque a ces familles de métabolites.

Pour E. coli, nous avons noté un antagonisme, avec un indice de LFICI=5 dans touts les

combinaisons.

En ce qui concerne, P. aeruginosa. un antagonisme a été observé pour la combinaison 1;1
avec une XFICI=4,25 et 17 pour 1;2 et 2 ;1. Ces résultats montrent que la présence d’A.

unedo dans le mélange annule 1’effet synergique observé avec F. communis seule.

Selon Caesar et Cech (2019), ce type d’antagonisme peut résulter de compétition pour les
mémes cibles biologiques, réactions chimiques défavorables (comme 1’oxydation croisée ou
la chélation), ou encore altération de la solubilité ou de la stabilité des composes actifs dans

le mélange.

L’association des extraits éthanoliques d’A. unedo et de F. communis n'ameéliore pas
I’activité antimicrobienne. Bien que les effets varient selon la souche bactérienne et le ratio
d’association, ils tendent globalement vers un antagonisme, en particulier lorsque 1’extrait
d’A. unedo (EE2) est dominant. Ces résultats suggérent que certains composés bioactifs
présents dans A. unedo peuvent inhiber ou interférer avec 1’action de ceux de F.communis,

réduisant ainsi I’efficacité de la combinaison.
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CONCLUSION



IV. Conclusion :
Auterme de cette étude qui a pour but d’évaluer in vitro I’activité antibactérienne des extraits
éthanoliques de Arbutus unedo et de Ferula communis contre trois souches bactériennes de
référence (Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa) en utilisant

des méthodes qualitatives et quantitatives.

Les résultats obtenus confirment le potentiel thérapeutique de ces deux plantes médicinales,
notamment a travers des valeurs de CMB/CMI indiquant une activité bactéricide pour la

majorité des cas.

Malgré 1’absence de synergie marquée entre les extraits combinés, en révélant méme des cas
d'antagonisme, notamment lorsque I'extrait d'A. unedo dominait dans les combinaisons leurs
efficacités individuelles sont indéniables. L’extrait d’A. unedo a montré une bonne activité
contre E. coli et P. aeruginosa, tandis que celui de F. communis s’est avéré plus efficace
contre S. aureus. Ces différences d’action peuvent étre attribuées a la richesse en composés

phénoliques, flavonoides et coumarines présents dans chaque extrait.

En résumé, bien que la combinaison des deux extraits n’a pas renforcé 1’effet antimicrobien,
leur emploi individuel reste prometteur dans une démarche de lutte contre les infections
bactériennes multirésistantes. Ce travail s’inscrit dans une perspective de valorisation des

ressources naturelles locales pour le développement de solutions thérapeutiques alternatives.

A la lumiere de cette recherche, il découle également des perspectives dont nous n’avions

pas I’opportunité de les réaliser dans cette étude, il s’agit de :

e Une analyse chromatographique (GC-MS ou HPLC) pour identifier les composés

bioactifs responsables des effets observés.

o Etendre I’évaluation de I’activité a d’autres souches pathogénes, notamment

fongiques et virales ;

o Réaliser des etudes toxicologiques in vivo pour évaluer la sécurité d’utilisation des

extraits a doses efficaces.

En conclusion ce travail nécessite des études supplémentaires pour explorer d’avantage les

mécanismes d'action des composes bioactifs presents dans ces extraits éthanoliques.
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Annexe :

Appareil de Soxhlet

Bec bunsen

- Balance

Portoir des tubes

- Deux flacons

Pipettes pasteur

- Becher Micropipette 20/100/1000
- Boites de pétri Etuve

- Ecouvillons Spectrophotometre

- Tube aessai Disque non imprégnée

- Eppendorf DMSO

- Emulsifiant Tween 80 Milieu GN

- Milieu Chapman Milieu MH

- Bain marie Etuve

- Embouts Ethanol 96 %

- Milieu MH liquide

Figure 11 : Les concentrations 50, 100 et 150 pl/mL des extraits éthanoliques des de

plantes




Figure 12 : Les dilutions semi logaritmique de A. unedo
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