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Introduction

A travers le monde, de nombreuses maladies infectieuses dont souffrent les
hommes et les animaux sont d’origine hydrique. L’environnement aquatique constitue
I’habitat naturel pour les bactéries du genre Vibrio. L’espéce la plus redoutable en santé
publique est Vibrio cholerae (Tamatcho Kweyan et al ., 2009). Cette espece survit a
I’état libre dans les riviéres, les estuaires et les eaux continentales du monde entier ou en
association avec les crustacés, le phytoplancton et le poisson. Vibrio cholerae inclut les
isolats appartenant aux sérogroupes O1 et O139 et les vibrions non O1, non 0139
(Tiekoura Konan et al ., 2010).Vibrio cholerae non O1 et non 0139 sont responsables

de gastroentérites, de lésions cutanées, d’otites et de septicémie.

En 2018, 1I’Algérie a recensé cent personnes contaminées par le choléra, et les
analyses ont confirmé la contamination des eaux par la bactérie Vibrio cholerae. La pression
de sélection exercée par 1’usage des antibiotiques a favorisé 1’émergence de souches de Vibrio
cholerae résistantes aux antibiotiques dans plusieurs pays aussi bien en Afrique que dans

d’autres continents (Anné et al ., 2008).

Ces souches constituent une menace directe pour la santé humaine et 1I’environnement.
Pour limiter et minimiser ces risques et gerer la propagation de germes multirésistants aux
antibiotiques chimiques, de nombreuses recherches ont ciblé ’utilisation des probiotiques qui
sont des micro-organismes utiles .Leur présence permet notamment de contrer la prolifération
des micro-organismes nuisibles qui peuvent provoquer des maladies. Les bactéries lactiques
exercent un effet inhibiteur sur le développement de microorganismes pathogenes et la

synthese de toxines

D’autre part les plantes médicinales ont toujours joue un réle vital important dans la
phytothérapie, et sont a considérer comme des médicaments a part entiéere, avec tous les
bénéfices qu'elles peuvent apporter par de nouvelles molécules bioactives .Contrairement aux
médicaments de synthése, la plante médicinale n’apporte pas seulement un principe actif,
mais une multitude de composés aux effets thérapeutiques complémentaires (Gbohaida et al.,
2015), exercant une activité biologique importante : inflammatoire, anti-cancérigene, anti-
oxydante, antifongique et antibactérienne (Epifano., 2007)

Parmi ces plantes Atriplex halimus est la plante autochtone la plus représentée sur le
pourtour méditerranéen. C’est une plante halophyte existant dans les zones steppiques
algériennes (Nedjmi., 2010), cette espece est un arbuste fourrager autochtone qui tolére

bien les conditions d’aridité (sécheresse, salinité) (Souayah et al ., 1998)
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En Algérie, Atriplex halimus est spontanée dans les étages bioclimatiques semi-arides et
arides, connue pour son potentiel antimicrobien et appliquée en thérapeutique pour traiter
diverses infections (Emam ., 2011). Cette espéce est utilisée en pharmacopée traditionnelle
pour des fins thérapeutiques, principalement pour soigner 1I’hyperglycémie (Nedjmi., 2010)
La présente étude a pour objectif d’apprécier les risques sanitaires lié au germe
pathogene Vibrio cholerae afin de les gérer par évaluation de 1’effet des outils biologiques
naturels; les polyphénols issus de la plante médicinale Atriplex halimus d’une part et
d’autre part D’effet d’un probiotique (lactobacille), ensuite 1’association des deux
comme moyen de lutte contre les vibrions cholériques et des alternatifs a I’antibiothérapie.

Dans ce contexte

La premiere partie a porté sur une synthése bibliographique faisant rappel a trois
chapitres .Apres une présentation des risques sanitaires liés aux Vibrions cholériques, le
second chapitre est consacré a la description de la plante médicinale Atriplex halimus
suivie par un rappel sur les polyphénols comme substances bioactives .Le dernier chapitre

résume les principales caractéristiques de lactobacilles comme probiotique .

La deuxiéme partie expérimentale est consacrée a:
Premierement une appréciation de risque sanitaire lié au Vibrio cholerae par une
étude microbiologique ciblant la recherche, isolement de Vibrio cholerae  dans

I’environnement hydrique.
Caractérisation de Lactobacilus sp comme probiotique.

Une étude phytochimique permettant de valoriser la plante médicinale Atriplex
halimus vu son importance biologique et médicale, par I’extraction de ses polyphénols et une
analyse qualitative et quantitative de ces molécules bioactives, étude de son pouvoir

antioxydant et détermination de son teneurs en sels minéraux.

La derniére étude vise a tester le potentiel antibactérien des polyphénols de Atriplex
halimus sur la prolifération de I’agent causal de choléra et 1’action des probiotiques sur ce
pathogéne, ensuite 1’effet de ’association et la combinaison a la fois des extraits et de
probiotique sur cette bactérie pathogéne. Les résultats obtenus sont interprétes et discutés a
la lumiére de la littérature .Enfin cette thése est cl6turée par une conclusion et des

perspectives.
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CHAPITRE I

RISQUES SANITAIRES LIES AUX VIBRIONS
CHOLERIQUES



Chapitre | Risques sanitaires liés aux Vibrions cholériques

La santé de la population peut étre affectée par plusieurs risques sanitaires, ces
risques résultent d'agents infectieux, de produits chimiques, de produits utilisés dans le
systeme de soins, ou de dysfonctionnements des organisations de soins. Le risque dd aux
agents infectieux occupe une place importante dans le grand ensemble qu'est le risque

sanitaire.

I. Définition d’un risque sanitaire

Le risque sanitaire correspond a la probabilité de survenue d’un probléme (expression
du danger), défini au sein d’une population donnée, pendant une période déterminée (Host .,

2006).

I. 1 Risques biologiques

Les risques biologiques résultent de la manipulation d’organismes biologiques ou de
microorganismes naturellement pathogénes (bactéries, virus, champignons, parasites, ou
animaux infectés) ainsi que de la manipulation de micro-organismes génétiqguement modifiés
(pathogéne ou non). Les microorganismes ont des effets pathogénes et des virulences tres
différentes et sont susceptibles d’entrainer des désagréments, voire des maladies graves et/ou

1étales pour 1’étre humain, les animaux et les végétaux. (CUSSTR ., 2009)

I. 2 Risques chimiques

La pollution chimique est probablement fréquente, il s’agit de contamination par
composés inorganiques par exemple : sodium et chlorures, nitrates issus des engrais agricoles,
d’effluents domestiques et industriels, métaux lourds, phosphates. Les contaminants

organiques comme les détergents et produits phytosanitaires. (Festy et al ., 2003)

I. 3 Gestion des risques

Le risque peut étre géré de maniere préventive, I’action se situe avant I’apparition de
conditions défavorables a la santé (principe de prévention). Dans le cas ou ces conditions
défavorables se sont déja produites, la gestion consiste a supprimer, limiter ou réparer les
risques ou les effets. Enfin, en situation d’incertitudes ou de connaissances insuffisantes mais
en cas de suspicion de dommages graves ou irréversibles, ¢’est le principe de précaution qui

s’applique (Host ., 2006).
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I. 3 .1 Différents types d’actions pour diminuer le risque

Il existe toutefois plusieurs maniéres de le diminuer afin de préserver les populations

et les milieux. Il est d’usage de distinguer trois grands types d’actions :

e La prévention du risque : elle englobe les actions et mesures tendant a empécher la
réalisation du risque.

e La prévision du risque tente d’anticiper la réalisation effective du risque par des
procédés scientifiques, afin d’en optimiser la gestion avant, pendant et apres la crise. 11
s’agit d’un travail a court terme.

e La culture du risque (ou 1’éducation du risque) vise a favoriser la prise de conscience

du risque par les populations, notamment lorsque la crise survient (Gleyze ., 2001).

I. 4 Risques biologiques liés a ’environnement aquatique

Les maladies d’origine hydrique rencontrées chez I’homme sont liées a des
microorganismes pathogenes qui peuvent étre des bactéries, des protozoaires, des helminthes,
ou des virus. Ces pathogenes, le plus souvent d’origine entérique, peuvent survivre dans 1’eau
et infecter les humains par ingestion et/ou contact cutanéomuqueux avec des eaux
contaminées par des féces humains ou animaux (Asano et al ., 2007). Le risque dépend de la
virulence intrinséque du pathogéne, mais aussi de sa capacité a survivre dans un
environnement non optimal pour sa croissance (Drechsel et al ., 2011). Parmi ces pathogénes

on cite les vibrions.

I.5. Caractérisation et description des Vibrios

Les bactéries du genre Vibrio sont des bacilles Gram (-), mobiles grace a un
flagelle polaire monotriche contenu dans un manchon prolongeant la membrane extérieure, et
aussi grace a des flagelles latéraux peritriches présents chez certaines especes. Elles sont
anaérobies facultatives, capables d'un métabolisme respiratoire et d'un métabolisme
fermentatif (Dominique ., 1993)

Ces bactéries sont nitrate réductase positives et chimio-organotrophes, fermentant le D-
glucose comme source de carbone et d‘énergie et utilisant des ions NH4" comme source
d‘azote, croissent sur le milieu sélectif TCBS, donnent une réaction oxydase positive et
dégradent les glucides par métabolisme fermentaire ce qui permet de les distinguer des

Enterobacteriaceae qui ont une réaction d’oxydase négative et des Pseudomonaceae qui

sont aérobies strictes. (Veron &Popoff., 1989).
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1.5. 1 Morphologie et structure des Vibrios

Les bactéries appartenant a la famille des Vibrionaceae sont des bacilles droits
(Aeromonass spp.) ou incurvés « en virgule » (Vibrio spp.). Ces bacilles ont un diametre
moyen de 0,5 um, leur longueur est variable. Il est fréquent d’observer a c6té de formes
longues  (4a5um), des formes coccobacillaires trapues (1 a 1,5 um)

(Randrianarivelo ., 2010).

1.5.2 Caractéeres biochimiques

Les caracteres biochimiques essentiels pour I’identification conventionnelle des
Vibrio sont consignés dans le tableau 01 qui fait apparaitre des caractéres communs aux trois
especes (V.cholerae, V.parahaemolyitcus, V.vulnificus) et des caractéres distinctifs. Les
premiers permettent, dans une démarche de diagnostic bactériologique, de confirmer
I’appartenance des isolats aux trois especes. IlIs concernent 1’oxydase positive, la lysine
décarboxylase positive, la lipase positive et I’arginine dihydrolase négative. Les seconds
permettent de différencier les trois espéces entre elles. lls concernent la fermentation des
glucides (saccharose, lactose et arabinose), la croissance en présence NaCl a différentes
concentrations (0%, 3 % et 8% NaCl) et la sensibilité au composeé vibriostatique 0129 (El
Marrakchi., 2012).
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Tableau 01: Caracteres biochimiques des Vibrios (EI Marrakchi., 2012)

Caractéres biochimiques Vibrio cholerae Vibrio Vibrio vulnificus
parahaemolyticus
Oxydase + + +
Arginine dihydrolase - - -
Lysine décarboxylase + + +
Ornithine décarboxylase + + \
ONPG + - +
Fermentation des glucides :
Saccharose + - -
Arabinose - - +
Lactose - - +
Croissance dans Nacl %
0% + - -
3% + + +
8% - + -
Voges —proskauer \Y/ - -
Lipase + + +
Réaction au composé 0129
10 S R R
50 S S S
S : sensible R : résistant V : variable

1.5.3 Taxonomie moléculaire

Dans cette famille, les ressemblances morphologiques et biochimiques des genres ne
présupposent pas I’existence de similitude moléculaire, G+C% est de 38 a 51% pour les
Vibrio, pourcentage superposé a celui des Photobactérium 40 a 44%, et de Plesiomonas
51%, celui d’Aeromonas est sensiblement plus élevé 57 a 65 % (Veron et Popoff. , 1989)

1.6 Vibrio cholerae
e Description

Vibrio cholerae, membre de la famille des Vibrionaceae, est un anaérobie
facultatif, Gram négatif, non sporulant incurvé, environ 1,4-2,6 mm de long, capable de
métabolisme respiratoire et fermentatif; il est bien défini sur la base de tests biochimiques et
d'études d'homologie de I'ADN (Baumann, Furniss et al ., 1984). La bactérie est oxydase
positive, réduit les nitrates, mobile au moyen d'un seul flagelle polaire gainé. La
croissance de V. cholerae est stimulée par ajout de 1% de chlorure de sodium (NaCl).
Cependant, une distinction importante d'autres Vibrio spp est la capacité de V. cholerae a
se développer dans un bouillon nutritif sans NaCl ajouté.
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1.6.1. Classification et Sérogroupes de V. cholerae

Les especes du V.cholerae sont classées en sérogroupes sur la base de la nature
des glucides qui composent la partie polysaccharidique de leurs antigénes somatiques O.
En 2003, il y aurait au moins 206 sérogroupes (Faruque et al ., 2006).Seuls les sérogoupes
O1 et O139 sont associés aux épidémies et pandémies du choléra. Les souches
appartenant aux autres serogroupes (non O1 et non O139) peuvent provoquer des diarrhées
sporadiques, des abcés ou des septicémies, mais ne provoquent pas d’épidémies du choléra
(Fournier., 1996).
Parmi les souches du sérogroupe O1, on distingue trois sérotypes: Ogawa, Inaba et Hikojima
(Figurel).Les souches du sérogroupe O1 peuvent étre classées en deux biotypes en
fonction de quelques caractéres phénotypiques : le biotype classique et le biotype EI Tor
hémolytique (Huss., 2004) (Figure 01)

» Biotype et sérotype

EL serotype

L'espéce Vibrio cholerae, souches, sérotypes, biotypes

Espéces de Vibrio

~ T
Vibrio cholerae Autres Yibrio
T e
Autres Vibrio cholerae
Yibrio cholerae 0150139

Biotypes : SEIE-EEEEL : Toxine :

El Tor Dgawa .+ Toxinogene
Classique Hikojima I +" Hon-toxinogéne

Souches épidémigues .»°

Figure 01 : Biotype et sérotype de Vibrio cholerae. (Dunoyer., 2013)

1.6.2. Structure du génome

D’un point de vue génétique, et contrairement & bon nombre d’autres bactéries, les
Vibrionaceae présentent la particularité de posséder deux chromosomes circulaires de

contenu genétique et de taille dissemblables. Grace a l‘utilisation de la génomique
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facilitée notamment par la petite taille des génomes bactériens, ces chromosomes ont été
mis en évidence chez les espéces pathogenes pour I’homme par seéquencage complet
des génomes de V. cholerae (Heidelberg et al ., 2000)

1.6 .3 Ecologie de V. cholerae

Hotes naturels du milieu marin. Les Vibrios sont présents soit a 1’état libre, soit
associés a différents supports, sédiments, particules en suspension, plancton. Ils sont
¢galement retrouvés dans 1’intestin et les tissus des poissons, des crustacés et des coquillages,
et sont donc présents naturellement dans la matiere premiere de produits alimentaires (Copin
et al).

Les souches impliquées en pathologie humaine peuvent étre également isolées
d’aliments divers (pommes de terre, ceufs, 1égumes et viandes) ce qui suggere la possibilité
d’une contamination d’origine fécale, transitant par les eaux usées d’origine domestique.

(Morris., 1990)

Leur densité dans [’environnement marin évolue en fonction de divers facteurs
climatiques et environnementaux, tels que la température de surface de 1’eau, la salinité, la

turbidité, le pH, la chlorophylle A (Copin et al).

Des études, sur des expérimentations en microcosme simulant des environnements
marins, estuariens, d’eaux saumatres ou d’eaux douces, ont permis entre autres de
quantifier la relation entre 1’abondance de la bactérie et la température de I’cau : il est,
en effet, plus fréquent d’isoler la bactérie durant la période chaude. D’autres travaux ont
montré que la fréquence d’isolement de la bactérie est également reliée avec la salinité
du milieu, avec des valeurs optimales pour des salinités comprises entre 0,2 et 2%o
(Colwell and Huq., 1994)

L’espéce V. cholerae peut survivre dans un environnement moins salé que les

especes halophiles, et sa croissance est possible dans un milieu dépourvu en sel.

Son écologie est grandement dépendante des potentialités nutritionnelles du milieu
(Singleton et al ., 1982).L'association avec des organismes supérieurs joue un role
déterminant sur sa croissance, sa répartition et sa survie en milieu naturel (Nalin et al .,
1979).
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1.6.4 Pouvoir pathogéne et toxinogéne des V. cholerae

Sur la base de I’antigéne O, les vibrions cholériques, sont divisés en deux
sérotypes. Le choléra est typiquement associé au sérotype O1, mais le sérotype O139 a
aussi été responsable de plusieurs cas de choléra en Asie (Ministry of Health by ESR.

2001).Ces sérotypes produisent des facteurs de virulence :

1.6.4 .1 Facteurs de virulence « majeurs » chez V. cholerae

1. Latoxine cholérique

La pathologie due a Vibrio cholerae est provoquée principalement par une toxine
cholérique CT codée par les genes ctxA et ctxB (Reidl and Klose., 2002).

Elle est composée de deux sous-unités A et B, codées par deux geénes distincts (CtxA
et cIxB) regroupés dans un méme opéron, porté par le prophage transductible CTXD. La
sous-unité A, d’un poids moléculaire 27,2 kDa, est impliquée dans l'activité enzymatique
toxique et comporte deux domaines, Al et A2 reliés par un pont disulfure et des interactions
non-covalentes. Elle est associée, de facon non-covalente également, a un pentameére de sous-
unités B de 11,6 kDa, chacune correspondant au domaine de fixation de la toxine a la cellule
cible (Figure 02) (Labreuche., 2006).

Figure 02: Pentameére de toxine cholérique B de Vibrio cholerae . (Williams et al., 2006)
Des études génétiques ont montré que la souche de V. cholerae 0139 s’est transformée a

partir d’un biotype El Tor (Faruque et al., 2003).
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2. Toxin-Coregulated Pilus (CTP)

Le Toxin-Coregulated Pilus (TCP) est un facteur de virulence majeur dans le
processus infectieux de V. cholerae : indispensable a la colonisation du tractus intestinal de
I‘homme (Figure 03) (Tacket et al ., 1998) , le TCP sert également de récepteur au
bactériophage filamenteux CTX® dont le génome code entre autre la toxine cholérique.

La capacité des souches de V. cholerae a provoquer le choléra chez ’homme dépend
de la présence, dans leur génome de deux ensembles de génes appelés Tlots de pathogénicité.
Le premier, appelé toxin coregulated pilus (TCP), contient les génes responsables de la
synthése de facteurs permettant la colonisation des muqueuses par V. cholerae .Les géenes
contenus dans TCP codent en particulier pour la synthése de filaments bactériens favorisant

I’adhésion de la bactérie aux cellules intestinales humaines (Bompangue Nkoko ., 2009).

2
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Figure 03: Description du réle du TCP (Toxin corregulated pilus) de V. cholerae, un

exemple de pilus de type IV (Donnenberg, 2000)
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1.6.4 .2 Facteurs de virulence « accessoires » chez V. cholerae

1. Hémolysine désignée Hly A

Produite par Vibrio cholerae O1 biotype El Tor et des souches non O1. Sont
capables de produire une toxine hydrosoluble cytolytique qui a été désignée Hly A ou
hémolysine El Tor. Cette hémolysine pourrait bien jouer un réle dans la pathogénie des

gastro-enteérites causees par des souches de Vibrio cholerae (EI Marrakchi., 2012).

2. Capsule

Afin d’échapper au systéeme immunitaire de 1’h6te, certaines bactéries sécrétent une
capsule généralement constituée de polysaccharides peu solubles s’accumulant autour de la
paroi (CPS), Chez V. cholerae 1’opéron wbf codant le sérogroupe 0139 pathogene a 1’origine
d’épidémies, code également une capsule polysaccharidique impliquée dans les mécanismes
de colonisation (DE Decker., 2010).

3. Biofilm bactérien chez V. cholerae

Le biofilm se définit comme une population de bactéries adhérant a une surface et
enrobée d’une matrice d’exopolysaccharides (EPS). La premiére étape de la formation du
biofilm passe par la synthese d’EPS qui apportera plasticité au biofilm, résistance aux agents
antimicrobiens, a la phagocytose, aux espéces oxygénées réactives et a des conditions
nutritives limitantes. 1l semblerait donc que la régulation du biofilm chez V. cholerae participe

activement a la pathogénese. (Labreuche., 2006)

La capacitée a former des biofilms est répandue parmi les vibrions et joue un role

important dans la pathogénicité de V. cholerae (Faruque et al ., 2006)
4. Lipopolysaccharide

Dans le cas de Vibrio cholerae, les lipopolysaccharide (LPS) et plus particulierement
I’antigéne O sont considérés comme des facteurs de virulence puisqu’ils sont, tout d’abord
la base de la désignation des sérogroupes auxquels sont associés les caracteres virulents et
cholériques de la bactérie (Waldor et Colwell ., 1994).De plus, le LPS joue le role de

facteur d’adhésion dans la colonisation intestinale. Le fait remarquable est que la
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composition antigénique du sérogroupe 0139 est différente du sérogroupe O1, ce qui rend

les deux sérogroupes immunologiquement distincts (Faruque et al ., 2006 )

Des travaux de g@énétique bactérienne ont montré que V. cholerae 0139 résulte d’un
transfert de matériel génétique d’une souche de V. cholerae non-O1, ne produisant pas la
toxine cholérique, a une souche de V. cholerae O1, produisant la toxine cholérique. Ce
transfert a provoqué la modification de la structure chimique du lipo-polysaccharide de la
souche réceptrice, et donc la conversion du sérogroupe O1 en sérogroupe 0139, alors que
cette souche gardait sa capacité a produire la toxine cholérique et donc a provoquer le
choléra. V. cholerae 0139 posséde de plus une capsule polysaccharidique, dont la
structure de base est identiqgue a celle de la partie polysaccharidique spécifique du
lipopolysaccharide 0139. (Quilici., 2011)

1.6.5. Dose infectante et concentration

La dose infectante, c’est la quantité de bactéries requise pour que la maladie se

développe, est liée a 1’état de santé de la personne et au métabolisme de son estomac.

La dose infectieuse, déterminée expérimentalement, est de 1’ordre de 10® & 10™ bactéries
(Cash et al., 1974). L’acidité gastrique est peu propice a la survie de la bactérie dans
I’estomac. Lorsque les vibrions cholériques sont inclus dans des aliments ou que I’acidité
gastrique a été neutralisée par une solution de bicarbonate de soude, la dose infectieuse est de
I’ordre de 10* & 10° bactéries seulement. Aprés le passage de la barriére gastrique, les vibrions
se fixent dans la partie proximale de D’intestin gréle, traversent la couche de mucus et

sécretent la toxine cholérique.

-La dose & laquelle 50 pour cent des personnes sont infectées est d’environ 10 ® bactéries V.

cholerae.

-Un seul organisme infecté, par exemple un copépode ou un plancton dans les eaux de
surface, peut porter 10°-10° bactéries V. cholerae et la diarrhée d’apparence « eau de riz »
d’une personne contaminée peut contenir 10710° V. cholerae par millilitre (UNICEF.,
2013)

12
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l.6. 6 Choléra
1.6.6.1. Définition

Le choléra est une maladie diarrhéique causée par des sérogroupes toxinogenes de
la bactérie Vibrio cholerae, qui peut causer une déshydratation rapide et la mort. Le choléra
est étroitement associé a la pauvreté, un mauvais assainissement et 1’absence d’eau potable
saine. Ainsi, le fardeau du choléra est concentré en Afrique et en Asie du Sud, représentant
environ 99 % des cas dans le monde entier. Le choléra peut étre endémique et provoquer des
épidémies. Les bactéries de choléra se propagent par la contamination fécale-orale directe ou

I’ingestion d’eau ou d’aliments contaminés. (OMS., 2018).
Le choléra se manifeste de fagcon endémique et sous forme des épidémies :
e Endémie

Pays ou des cas de choléra ont été signalés au cours de trois des cing dernieres années
(OMS) ou sont présents en permanence dans une zone géographique ou un groupe de
population donnée.

e Epidémie

Pays, endémiques ou non, ou le nombre de cas de choléra dans une région donnée ou
au sein d’un groupe spécifique de personnes est supérieur aux prévisions pendant une certaine

période .

Une « flambée » est plus limitée en termes géographiques et démographiques qu’une «
épidémie », qui se caractérise par une ampleur et un degré de propagation plus important
(UNICEF., 2013).

1.6.6.2. Transmission

Vibrio cholerae se trouve dans les selles des malades et de certains sujets

(porteurs sains) qui constituent alors un des réservoirs du vibrion.

Les patients et les porteurs sains sont hautement contagieux par le vibrion présent dans les

selles et les vomissements.
Les personnes infectées peuvent transmettre la bactérie pendant 1 a 4 semaines.

Le choléra est transmis par voie féco-orale a travers :

13



Chapitre | Risques sanitaires liés aux Vibrions cholériques

L’eau et les aliments contaminés : ce sont les principaux modes de transmission.

Les mains sales : transmission directe de personnes a personnes (manuportage) (Marion et

al)

1.6.6.3. Facteurs de risque

Les facteurs favorisants sont humains et climatiques : pauvreté, conflits armés,

catastrophes naturelles (cyclones, inondations), réchauffement des eaux (phénoméne EI Nino,

en particulier en Afrique de I’Est (Jammy., 2002).

e Une forte dose infectante (10° & 10" vibrions/ml).
» L’insuffisance de I’eau potable dans les agglomérations.

* Les mauvaises conditions d’hygiéne sanitaire.
e La forte densité de la population.
 La manipulation des cadavres (Tubaya ., 2007).

1.6.6.4 Manifestations cliniques

Le choléra est une maladie diarrhéique sécrétoire. L’entérotoxine produite par V.
cholerae Ol et O139 provoque la sécrétion de quantités importantes de liquides et
d’¢électrolytes dans les intestins (Figure04). Cela entraine rapidement une diarrhée
aqueuse, une diminution de la circulation et du volume sanguin, des acidoses
métaboliques, une perte de potassium et par la suite un collapsus cardiovasculaire et la
mort. Dans des cas plus graves, la diarrhée peut rapidement causer la perte de 10%
minimum du poids du corps, suivi d’un choc hypovolémique précédant le déces.
Cependant, 75% ou plus des infections initiales avec V. cholerae O1 ou 0139 peuvent
étre asymptomatiques, suivant la dose infectieuse (Centers for Disease Control and
Prevention., 2002) (Figure04).
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Vibrions

Paroi intestinale s

Sécréte une toxine

Augmentation de la sécrétion
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dans les intestins

Source: Adaptée des CDC

Figure 04: Mécanisme d’action des vibrions cholériques. (Centers for Disease Control
and Prevention., 2002)

1.6.6.5 Choix des antibiotiques de lutte

Les options d’antibiotiques pour le choléra sont les tétracyclines, les
fluoroquinolones et les macrolides. La plupart des V. cholerae sont résistants au
chloramphénicol, au co-trimoxazole et a la furazolidone qui ne sont donc plus utilisés et
ne seront méme plus évoqués (Kitaoka et al., 2011).

La doxycycline est recommandée en traitement de premiére intention chez l'adulte (y
compris la femme enceinte) et l'enfant. Si une résistance a la doxycycline est

documentée, lI'azithromycine et la ciprofloxacine représentent des alternatives.

1.6.7 Résistance de V.cholerae

La résistance observée chez V. cholerae est médiée par des plasmides ou des
transposons. La majorité des plasmides isolés chez V. cholerae sont cryptiques, mais
certains, connus sous le nom « R-factors » codent pour des déterminants de résistance aux
antibiotiques: il s’agit de plasmides de grande taille (110-170kb) auto-tranférables, portant
des génes de résistance a I’ampicilline, au chloramphénicol, a la gentamicine, a la
kanamycine, a la streptomycine, a la spectinomycine, aux sulfamides, aux tétracyclines et
au triméthoprime (Sack.,2001).
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1.6.8 Réservoir et sensibilité

Des reservoirs potentiels peuvent jouer un rdle comme certains mollusques,
crustacés, poissons, plantes aquatiques et 1’eau saumatre. Il existe donc un risque
d’augmentation des cas de choléra di a une élévation du niveau de la mer et a une hausse de
la température atmosphérique. La bactérie est sensible a ’acidité (pH <4,5), la dessiccation, la

chaleur (>70°C) et I’irradiation par rayons gamma.
I. 7 Vibrio cholerae non-O1 et non-O139

1.7.1 Maladies et infections
Les souches de V. cholerae non-O1 et non-O139 ont été isolées du sang, de
blessures, d’otites, de la bile, du liquide péritonéal, d’expectorations et du liquide

cérébro-spinal (Madden et Cardell., 1989).

Vibrio cholerae non-O1 est responsable de gastro-entérites. Les symptdmes les plus
fréquents sont des diarrhées, parfois sanglantes, accompagnées occasionnellement de
vomissements et de crampes abdominales. Des cas d'otites ou d'infections de blessures sont
également signalés. Des septicémies ont été observées mais surtout chez des individus
immunodéprimés (Miossec., 2002).

Dans des conditions environnementales défavorables, la formation de cellules viables
mais non cultivables (VNC) a été démontrée. Ces cellules VNC sont incapables de former des
colonies par étalement sur gélose mais sont encore capables d’avoir une activité métabolique.
De plus, elles restent potentiellement pathogenes et peuvent redevenir actives lorsque les
conditions environnementales favorables sont restaurées (Alam et al ., 2002).

1.7.2 Facteurs de pathogénicité des Vibrio cholerae non-O1 et non-O139

Les vibrions non choleriques (non O1 et non O139) ne produisent pas de toxine
analogue a la toxine cholérique et sont donc incapables d’entrainer une épidémie. En
revanche, ils possédent d’autres facteurs de pathogénicité .Ces facteurs peuvent étre classés en
trois catégories (Fournier et Quilici., 2002) : les entérotoxines, une minorité de souches de
Vibrio cholerae non-O1 et non-O139 produit une entérotoxine thermostable (ST), les
hémolysines cytolysines identiques a celle produite par les souches de Vibrio cholerae O1
biotype El Tor, provoquant une augmentation de la perméabilité vasculaire, pourrait
contribuer a la capacité de certains isolats a envahir la circulation sanguine chez les

immunodéprimés(Traore ., 2013) et les capsules polysaccharidiques qui augmente la

16



Chapitre | Risques sanitaires liés aux Vibrions cholériques

résistance des bactéries a la phagocytose et leur permet de provoquer des septicémies
(Fournier et Quilici . ,2002)

Il existe aussi des V. cholerae non 01/non 0139 qui possedent une toxine de type
cholérique et qui sont isolés de malades diarrhéiques, ces vibrions ne possedent pas de
facteurs d’attachement et en général ne donnent pas lieu a diffusion (Cohen et Karib .,
2007).

Une minorité de souches de V. cholerae non-O1/non-0139 produisent également des

facteurs cytotoxiques, des enzymes exocellulaires (Traore ., 2013).

1.7.3 Voies d’exposition et dose infectante

Du fait de leur habitat, deux voies d’exposition sont a I’origine des infections a

vibrions non cholériques chez I’homme :

L’ingestion d’aliments contaminés, fruits de mer crus ou insuffisamment cuits en particulier, a
I’origine d’infections gastro-intestinales, pouvant dans certains cas entrainer des
complications extra-digestives, et le contact direct avec ’eau de mer ou I’environnement
marin, a l’origine d’infections extra-intestinales (infections de plaies, septicémies).Les
vibrions non cholériques sont le plus souvent a I’origine d’infections sporadiques, plus

rarement de toxi-infections alimentaires collectives (AFSSAPS ., 2011).

Les doses minimales infectieuses ne sont pas connues avec précision, malgré quelques
essais réalisés sur des volontaires (Morris, 1990).Trois souches de V. cholerae non-O1/non-
0139 productrices d’une toxine analogue & la toxine ST d’E. coli a provoqué une diarrhée
chez 6 personnes sur 8, & des doses variant de 10% 10° UFC dans de I’eau tamponnée, aprés

neutralisation de 1’acidité gastrique.

1.8 Autres espéces de Vibrio

Huit autres espéces de vibrions ont été isolées de cas cliniques humains. 11 s'agit de
V alginolyticus, V cincinnaliensis, V damsela, V fluvialis , V jurnissii, V hollisae, V
mimicus et V melschnikovii. Toutefois, leur implication dans les différentes pathologies
observées apparait beaucoup moins claire, et le nombre établi de cas cliniques en relation a

ces vibrions reste limité (Labreuche., 2006).

v" Vibrio parahaemolyticus

17



Chapitre | Risques sanitaires liés aux Vibrions cholériques

V. parahaemolyticus est le principal agent responsable de gastro-entérites alimentaires
liés aux produits de la mer. La contamination se fait par consommation de poissons et fruits
de mer crus, insuffisamment cuits ou re-contaminés aprés cuisson. Son pouvoir pathogéne est

dépendant des deux hémolysines entérotoxiques TDH et TRH (Helsens ., 2018).
v" Vibrio vulnificus

Vibrio wvulnificus colonise préférentiellement les eaux peu salées et chaudes. Cette
bactérie est responsable des infections d’origine alimentaire les plus graves avec un taux de
letalité supérieur a 50% pour les formes septicémiques. La contamination par V. vulnificus par
voie digestive associée a la consommation de produits de la péche et de coquillages a été
documentée aux Etats-Unis et en Asie (Helsens ., 2018).

v" Vibrio mimicus

L'habitat naturel de V. mimicus est similaire a celui de V. cholerae, c'est-a-dire
I'écosysteme aquatique, y compris I'eau de mer, I'eau douce et I'eau saumatre, ou il a été
trouvé a la fois comme bactérie libre et en association avec le zooplancton, les crustacés, les
mollusques filtreurs, les ceufs de tortues et les poissons. Les infections chez I'homme
surviennent & la suite de la consommation ou de I'exposition a ces sources (Nur Al Hasan et
al ., 2010).
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Les halophytes sont des plantes naturellement tolérantes aux sels, utilisees pour des
applications économiques, €cologiques, alimentaires et dans la production d’antioxydants et
d’autres substances bioactives (Mahi., 2015). Les Atriplex fait partie de ces plantes
halophytes.

1.1 Définition

Les Atriplex sont les espéces les plus intéressantes et les plus importantes pour les
régions seches et salées. Le genre Atriplex comprend environ 200 espéces appartenant a la
famille Chenopodiaceae (Donia Abd el Raheim, Soliman., 2013).Ces especes sont
distinguables par leur morphologie, leur cycle de développement et par leur adaptation
écologique (Barrow and Osuna., 2002).

Plusieurs espéces exprimant de fortes potentialités de croissance, de prélevement et de
stockage de sel dans leurs parties aériennes, sont intéressantes pour la fixation et le

dessalement des sols dans les zones arides et semi-arides (Mahi., 2015).

11.2 Origine et diffusion

Les Atriplex sont réparties dans les régions tempérées et subtropicales; on trouve
¢galement des exemplaires de ce genre dans les régions polaires, bien qu’en nombre trés
réduit. C’est la plante indigéne la plus représentée sur le pourtour méditerranéen, couvrant pas
moins de 80 000 ha, en Syrie, Jordanie, Egypte, Arabie saoudite, Libye et Tunisie (Martinez
et al, 2003). Certaines espéces sont spontanées en Algérie, d’autres ont été introduites
(Chouaki., 2006).

11.2.1 Atriplex en Algérie

En Algérie [I'Atriplex est spontané dans les étages bioclimatiques semi-arides et
arides. Les plus grandes superficies correspondent aux zones dites steppiques (Batna, Biskra,
Boussaada, Djelfa, Saida, M'sila, Tébessa, Tiaret) (Berri., 2009).

11.3 Caractéristiques

Les espéces du genre Atriplex sont caractérisées par le haut degré de tolérance a
I’aridité et a la salinité; et pour procurer des fourrages riches en protéines et en caroténe.
Par ailleurs, elles ont la propriété de produire une abondante biomasse foliaire et de la

maintenir active durant les périodes défavorables de I’année (Mulas., Mulas G., 2004).
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11.4 Description botanique de 1’A. halimus

A. halimus est un arbuste buissonneux, d’un aspect blanc argenté de 1 a 2 métres,
étalé, tres ample. Il est connu a 1’Ouest Algérien et au Maroc sous le nom de «Chenane »,

«Guettaf », «Aramass» (Chikhi., 2013).

Feuilles assez grandes 2- 5 cm oblongues ou ovales obtuses (Figure 05). Fruit petit

lisse

Ses fleurs trés petites sont cachées entre les bractées, en long glomérule. Les graines

sont petites et rougeatres. La floraison a lieu en Avril -Mai (Kherraze et al ., 2010).

Les tiges sont trés rameuses d’une couleur blanche-grisatre plus ou moins anguleuses

entierement feuillées (Negre ., 1961).

N Pl
fruit (3-4%4-5mm)

Feuille (1-3x0,9-1,5cm)

Figure 05: Représentation Atriplex halimus (Maalem, 2011).

I1.5 Position systématique

D’aprés Chadefaut et Emberger en 1960, la systématique d’Atriplex halimus dans le

régne végétal est la suivante :

Régne : Végétal.

Embranchement : Spermaphytes (phanérogames).
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Sous-embranchement : Angiosperme.

Classe : Dicotylédones.

Sous-classe : Apétales.

Ordre : Centrospermales.

Famille : Amarantacees(Chenopodiacees).

Genre : Atriplex.

Espece : Atriplex halimus.

Nom vernaculaire francais : Arroche halime ou pourpier de mer.
Nom anglais : Sea-orache.

Nom arabe : G’ttaf, Ghassoul el aachebi, echnane.

Nom amazigh : Elhirmess

Figure 06: Atriplex halimus.

11.6 Composition chimique

Atriplex halimus se caractérise par sa teneur élevée en cendres et fibres brutes,
teneur modérée en protéines brutes et faible teneur en matiéres grasses brutes (Gihad., 1993).

Plusieurs extraits aqueux et éthanolique de A. halimus montrent la présence des
phénols totaux, des saponines glycosides, des alcaloides, des tannins, des résines, des betaines
et des flavonoides dont les flavonols constituent la classe chimique majeure chez la plupart
des especes d’Atriplex (Abd EI-Rahman et al., 2006 ; Benhammou et al., 2009).

A.. halimus est riche en fibres alimentaires (cellulose), protéines, vitamines (B et C) et
sels minéraux (sodium, calcium, potassium, magnésium, phosphore) (Tableau 02)
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Tableau 02. Teneur en matiére séche et composition chimique des feuilles vertes d*A.halimus

(Boussaid et al ., 2001).

Matiere Composition chimique des feuilles d’Atriplex exprimée en % (MS)
seche
(MS) %

Matiére azotée totale | Cellulose brut Na Ca K P Mg

34,2 15,1 15,4 4,41 1,77 2,59 |0,21 |0,32

Parmi les principes actifs qui valorisent cette plante : phénols totaux, résines, betaines,

tannins, flavonoides, saponines, glycosides, alcaloides (Bylka et al, 2004).

11.7. Applications des Atriplex halimus
11.7.1. En thérapie

L’espéce Atriplex halimus L., est connue par ces propriétés hypoglycémiantes et
hypolipidémiante (Belhadj Tahar et al ., 2015).

Aharonson et Coll (1969) ont montré que ’extrait aqueux de /’4. halimus ainsi que le jus

pressé des feuilles provoquent un effet hypoglycémiant chez des rats normaux et diabétiques.

En médecine traditionnelle, un cocktail de minéraux chez A. halimus était bénéfique
contrdle glycémique chez les patients diabétiques (Day, 1990).
Draineur cutané et rénal, diurétique et dépuratif, il accompagne tout régime qui nécessite un

drainage des tissus et la désincrustation des déchets et toxines (Belouad, 2001).

A. halimus produit les polyphénols et autres substances bioactives potentiellement utiles pour
leurs propriétés médicinales et contribuent a la conservation naturelle des aliments
(Benhammou et al, 2009).

Gréace a leurs propriétés anti oxydantes, certains flavonoides ont un effet protecteur des tissus

du foie contre le cancer (Emam., 2011).
En effet elle agit sur la maladie du sommeil (trypanosomiase) (Bellakhdar., 1997).

Atriplex halimus est utilisée dans le traitement de ’acidité gastrique : les graines crues et

broyées, sont ingérées comme vomitif (Bellakhdar., 1997).
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11.7.2. Activités biologiques

Atriplex fournit des propriétés insecticides, par exemple contre Tribolium casteneum
et Culex Quinque fasciatus. Différents extraits organiques (acétone, éthanol, éther de pétrole,
éther et chloroforme) se sont révélés trés toxiques pour les Culex larves, une forte activité
aphicide contre Aphis gossypii avec des extraits d'éther et d'éther de pétrole .Une toxicité a
été également montrée avec l'extrait d'éthanol contre le ver de la feuille de coton (EI-
Gougary., 1998).

Comme les autres halophytes, il était utilisé dans la médecine vétérinaire pour lutter contre les
parasites internes (Bayoumi et EI-Shaer., 1990).

Les extraits des parties aériennes de L’Atriplex halimus obtenus avec du méthanol ou de
I'nexane ont montré une activité antibactérienne contre diverses bactéries pathogenes Gram
positives et négatives (Abd El Rahman et al ., 2006). En plus de leurs utilisations
traditionnelles, A.halimus possede de nombreuses propriétés biologiques, telles que les
propriétés antioxydantes de principaux meétabolites secondaires des feuilles et des tiges
(Benhammou et al ., 2009).

11.7.3. Intérét fourrager

L Atriplex halimus.L est utilisé fondamentalement comme plante fourragere.
(Alazzeh et Abu-zanat., 2004).

Cette espece est un arbuste fourrager autochtone qui tolere bien les conditions d’aridité
(sécheresse, salinité,...). Peut contribuer a la valorisation des sols marginaux et dégradés et
a ’amélioration des productions végétales et animales dans plusieurs régions démunies
(Le Houérou, 1992).

11.7.4. Phytoremédiation

Dans le sud de I’Espagne comme dans d’autres zones semi —arides, Atriplex halimus
est utilisée pour la phytoremédiation des parcours contaminés par des métaux lourd et la
population testée, en revanche, apparait particulierement sensible au cuivre (Cu) (Martinez.,
2003).
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11.7.5. Intéréts écologiques

L’Atriplex halimus joue un r6le trés important, dans le repeuplement des régions
arides et semi-arides méditerranéennes. Les formations a base de buissons fourragers
forment une bonne couverture végétale a feuillage dense qui protége le sol des
agressions climatiques, sources d’érosion (pluie, vent, gréle, etc.).lls ont une croissance

rapide, et leur exploitation peut donc commencer rapidement( Dutuit et al ., 1991).

Dotées d’une biomasse aérienne et racinaire assez importante, elles constituent un
outil efficace et relativement peu colteux dans la lutte contre 1’érosion et la désertification

des sols surtout en zones steppiques (Essafi et al ., 2007).

11.8. Richesse des halophytes en composés phénoliques

Pour certaines halophytes, I’accumulation en composés phénoliques est stimulée dans

des conditions de salinité accentuées (Sahli., 2018).

Cet enrichissement en polyphénols totaux est un mécanisme d’adaptation des plantes a
la salinité, car les composés phénoliques améliorent les effets ioniques de NaCl dans les tissus
(Parida et al. ,2004).

11.8.1 Définition des polyphénols

Les polyphénols sont des métabolites secondaires synthétisés par ’ensemble des
végétaux. lls sont présents dans les vacuoles des tissus, participent aux réactions de défense
face a différents stress biotiques ou abiotiques (pathogénes, rayonnements UV...) (Lenoir.,
2002). Les polyphénols naturels peuvent donc étre des molécules simples comme les acides
phénoliques, mais aussi des composés hautement polymérisés comme les tanins (Rezaire.,
2012).

Ils se caractérisent par la présence de groupements phénoliques (présence d’une ou plusieurs
fonctions hydroxyles sur un cycle benzénique) dans leur structure (Kuhnau., 1976). lls
résultent bio génétiquement de deux voies synthétiques principales : la voie shikimate et
acétate (Lugasi et al ., 2003).

Les phénols totaux sont des métabolites secondaires synthétisés par les plantes
pendant leur développement mais aussi comme réponse aux conditions de stress tels que les

infections, blessures, radiation UV (Atanasova et Ribarova., 2009).
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11.8.2 Classification

Les polyphénols forment un tres vaste ensemble de substances chimiques, ils peuvent

étre classifiés selon le nombre et I’arrangement de leurs atomes de carbones (Tableau 03).

Tableau 03 : Structure des squelettes des polyphénols (Crozier et al, 2006).

Nombre de| Squelctte Classification Exemple Structure de base
Carbone L
7 C,-C, Acides phénols Acide gallique QCDDH
8 C-C, Acétophénones Gallacetophénone %H;
8 C,-C. Acide phénylacétique Aeide p- hydroxypheényl- F COOH
aceligue =
. o . . COOH
9 C-C; | Acides hydroxyeinamigues Acide p - coumarique @j
0L
9 C-C, Coumarinzs Esculitine w
O
10 C-C, Naphthoquinones Juglone %:J
13 C.-C-C, Xanthones Mangiferine ﬁm
0
14 C.-C-C, Stilbénes Resveratrol g‘ﬂ
|
15 C.-C.C, Flavonoides Naringénine
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Les composés phénoliques comprennent les phénols simples, les acides phénoliques
(derivés de l'acide benzoique et de l'acide cinnamique), coumarines, flavonoides, stilbénes,
tanins hydrolysables et condensés, lignanes et lignines (Figure 07). Celles-ci composés parmi
les métabolites secondaires les plus répandus dans le regne végeétal, agissant principalement
comme phytoalexines, attractifs pour les pollinisateurs, contributeurs a la pigmentation des

plantes, antioxydants et agents de protection contre les rayons UV (Blainski., 2013).

Stilbenes Lignans Others

POLYPHENOLS
/ # Flavones

Phenolic acids -
Rl — Agst
Ferulic acid Anthocyaning Flavonoids Apigenmn
Caffeic acid > / \\ \\.\ Apigenin 7-glucoside
& ™~
Caffeic ncid derivatives Flavonols f . T
. : , Flavanols Flavanones Chalcones
Quercetin
p-Coumaric acid Catechin Naringenin
Rutin
Rosmarinic acid (quercetin3-utnie)  Enjeatechin Eriodictyol
Chlorogenic acid Hesperetin

Dihydroquercetin

Figure 07 : Classification des polyphénols avec exemples pour chaque classe (Boros et al.,
2010).

11.8.2.1 Acides-phénoliges

Le terme d’acide-phénol peut s’appliquer a tous les compos€s organiques possédant
au moins une fonction carboxylique et un hydroxyle phénolique. La pratique courante en
phytochimie conduit a réserver 1’emploi de cette dénomination aux seuls dérivés des acides

benzoique (C6-C1) et cinnamique (C6-C3) (Figure 08) (Abedini., 2014).
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OH OH

Acide cinnamigue Acide benzoigue

Figure 08 : Structures des acides benzoique et cinnamique (Abedini., 2014).

11.8.2.2 Flavonoides

Les flavonoides sont subdivisés en sous-classes selon la structure de 1’hétérocycle C
(Figure 09).0n distingue alors les 4-oxoflavonoides (flavones, isoflavones, flavonols et
flavanones), les flavanols et les proanthocyanidines, les anthocyanes ainsi que des composés

plus minoritaires, les chalcones et dihydrochalcones (Crozier et al., 2006).

Figure 09: Structure de base des flavonoides (Lhuilier., 2007).

Ils se révelent avoir de nombreuses activités biologiques, y compris antimicrobienne,
inhibition de l'adhésion mitochondriale, antiulcéreux, antiarthritique, antiangiogénique,

anticancéreux, inhibition de la protéine kinase (Biju john et al ., 2014)

11.8.2 .3 Coumarines

Les coumarines sont parmi les composés phénoliques les plus connus dans de
nombreuses especes végétales et possédent des propriétés tres diverses. lls sont capables de
prévenir la peroxydation des lipides membranaires et de capter les radicaux superoxydes et

peroxyles .Elles sont substituées en C-7 par un hydroxyle (Igor., 2002).
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11.8.2.4 Stilbénes

Les stilbénes sont des composés phéenoliques contenant au minimum deux noyaux
aromatiques reliés par une double liaison, le resvératrol et le ptérostilbene font partie de la
famille des stilbénes et sont des composés synthétisés par la plante suite a un stress. Ces
molécules peuvent s’oxyder sous 1’action d’enzymes, la stilbéne oxydase et les péroxydases

(Perret ., 2001).

11.8.2.5 Tanins

Les tanins sont un groupe des polyphénols a haut poids moléculaire. Sont des
molécules fortement hydroxylés et peuvent former des complexes insolubles lorsqu’ils sont
associes aux glucides, aux protéines et aux enzymes digestives, réduisant ainsi la
digestibilite des aliments. Ils peuvent étre liés a la cellulose et aux nombreux éléments

minéraux .On distingue: les tanins hydrolysables et condensés (Muanda ., 2010).

11.8.2.6 Lignanes et les lignines

Ils sont constitué¢s de deux unités de phénylpropane. Bien qu’ils entrent dans la
composition de certaines graines, céréales, fruits et autres Iégumes, ils sont environ 1000 fois

plus concentrés dans les graines de lins (EI Gharras., 2009).

11.8.3 Facteurs modifiants la teneur en polyphénols

La teneur en polyphénols differe qualitativement et quantitativement d'une plante a

l'autre, cela peut étre attribué a plusieurs facteurs:

-Facteurs climatiques et environnementaux: la zone géographique, la sécheresse, le sol, les
agressions et les maladies.

-Le patrimoine génétique, la période de récolte et le stade de développement de la plante.

-La méthode d'extraction et la méthode de quantification peuvent également influencer

I'estimation de la teneur en phénols (Bentabet et al ., 2014).

11.8.4 Solubilité des composés phénoliques

La solubilité des composes phénoliques dépend de leur nature chimique dans la

plante, qui varie de composés simples a fortement polymérisés. Les matiéres vegétales
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peuvent contenir des quantités variables dacides  phénoliques, phénylpropanoides,
anthocyanines, et tanins .Cette diversité structurale est responsable de la grande variabilité
des propriéetés physico-chimiques influengant I'extraction des polyphénols. La solubilité des

composés phénoliques est affectée par la polarité du solvant utilisé (Mahmoudi et al ., 2013)

11.8.5 Activités biologiques des polyphénols

Les polyphénols ont la capacité de moduler 1’activité d’un grand nombre d’enzymes et
de certains récepteurs cellulaires. En outre, "in Vitro™, un grand nombre de polyphénols sont
reconnus pour leurs propriétés antioxydantes, anti-inflammatoires, antifongiques, antivirales

et anticancéreuses (Omar J.M. Hamza et al 2006).

Les actions bénéfiques des polyphénols sur la santé humaine sont le plus souvent
attribuées a leur capacité a agir en tant qu'antioxydants (Crisan., 2013). Les polyphénols
peuvent piéger avec succes les radicaux libres via leurs groupes OH. Il existe une forte
corrélation entre le contenu de substances phénoliques et activité antioxydante totale de divers

extraits de plantes (Zam., 2013).

Les polyphénols et en particulier les flavonoides comme les xanthones, la quercetine,
la myricetine et 1’epicatechin-3-gallate ont été révélés comme des inhibiteurs éfficaces de

I’acétylcholenestérase (AChE) qui est I’enzyme cible dans le traitement de la maladie
d’Alzheimer (Brihlmann et al ., 2004).

Les polyphénols présentent d’autres activités anti-inflammatoire (Sakurai et al., 2010)

et antivirale et en particulier anti-HIV(Liu et al., 2005).

11.8.6 Polyphénols et autres pathologies

Les polyphénols ont montré des effets protecteurs dans d’autres pathologies, telle que
la sclérose en plaque, 1’ostéoporose et les pathologies liées au vieillissement cérébral (maladie

d'Alzheimer, autres types de démences, maladie de Parkinson) (Achat S ., 2014).

11.8. 7 Pouvoir antimicrobien des polyphénols contre une large gamme de
pathogénes humains

Les composes phénoliques sont largement réputés pour leur pouvoir antimicrobien
qui couvre un large éventail de pathogenes. A titre d’exemple, I’acide gallique et

I’epigallocatechine gallate  sont capables d’inhiber plusieurs souches bactériennes et
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fongiques (Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, Candida albicans, Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa, Salmonella typhi, Vibrio Cholerae, Microsporum gypseum, et
Helicobacter pylori) (Sahli., 2017).

Ces composés agissent par deux mécanismes d’actions : le premier consiste d’inhiber

la synthése d’acide nucléique dans les bactéries (Wu et al ., 2013) et le deuxieme provoque

I’endommagement des membranes cellulaires des bactéries (Tsuchiya et Linuma., 2000).
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Chapitre 111 Lactobacilles autant que probiotiques

Essentielles au maintien d'une bonne santé ; les probiotiques qui sont de bonnes
bactéries, contribuent a 1’équilibre du microbiote intestinal et participent donc a la
protection des différentes muqueuses de 1’organisme. lIs entrent aussi en jeu dans le
processus de digestion des aliments. Sont reconnus pour avoir des effets bénéfiques en
améliorant, entre autres, I'équilibre microbien. L’administration de probiotiques empéche

les agents pathogeénes de se fixer facilement et de provoquer des infections.

11 .1 Définition des probiotiques

On appelle probiotiques, des organismes vivants (bactéries et champignons) qu’on
ajoute genéralement aux aliments et qui ont un effet bénéfique sur la santé(Braegger.,
2002).La FAO (Food and Agriculture Organization) et I’OMS (Organisation mondiale de la
sant¢ ; WHO) ont établi récemment des lignes directrices pour I'utilisation du terme «
probiotiques » dans les aliments (FAO/OMS., 2002) et formulent la définition suivante : «
micro-organismes vivants qui lorsqu’ils sont administrés en quantités adéquates, exercent une

action bénéfique sur la santé de I’hdte qui les ingere».

111 .2 Modes d’action des probiotiques

Les probiotiques exercent plusieurs mécanismes pour expliquer le mode d’action. Ils
peuvent modifier ’environnement ou ils se retrouvent en modulant le pH et/ou le potentiel
d’oxydo-réduction, ce qui peut compromettre 1’établissement de pathogeéne, les probiotiques
peuvent procurer des effets bénéfiques en stimulant I’immunité non spécifique et en
modulant la réponse immunitaire humorale et cellulaire (Figure 10). Les probiotiques entrent
en compétition avec les agents pathogenes pour les sites d’adhésion situés sur les

muqueuses (DEA Laetitia Bonifait et al ., 2009).
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FigurelO : Les principaux mécanismes d'action des probiotiques (Bermudez-Brito et al.,
2012).

111 .3 Evaluation des micro-organismes probiotiques

Pour I’évaluation des micro-organismes probiotiques, le comité d’experts sur les
probiotiques de 1’Organisation des Nations Unies pour [’alimentation et 1’agriculture /
Organisation mondiale de la Sant¢é (FAO/OMS) a proposé des lignes directrices. Les
probiotiques doivent : * pouvoir survivre au passage a travers le tube digestif; * pouvoir croitre
dans I’intestin; avoir la capacité de proliférer dans I’intestin. Cela signifie qu’ils doivent étre
résistants aux sucs gastriques et capables de se développer en présence de bile, ou étre
consommés dans un véhicule alimentaire qui leur permet de survivre au passage dans

I’estomac et a I’exposition a la bile.

111 .4 Conditions de I’appellation d’une souche un probiotique

L’¢établissement de normes et de lignes directrices a constitué une étape essentielle
afin que les probiotiques soient acceptés comme des produits 1égitimes. Pour qu’une souche

bactérienne puisse acquérir 1’appellation probiotique, elle doit étre parfaitement caractérisée.

Le genre et ’espece du microorganisme doivent étre identifiés selon des méthodes acceptées
a I’échelle internationale et sa nomenclature doit étre corroborée par référence aux Listes

approuvees des noms bactériens (Approved Lists of Bacterial Names) (Reid., 2003).
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De plus, des études in vitro et in vivo doivent étre realisées pour mettre en évidence le
mécanisme d’action du probiotique, afin de prédire son champ d’utilisation et d’identifier ses

effets secondaires potentiels (DEA Laetitia Bonifait et al ., 2009).

I11 .5 Effets santé attribués aux probiotiques

Ces micro-organismes sont impliqués dans I'amélioration de la santé intestinale et
influencent positivement le développement et I'activité du systéme immunitaire. De nombreux
effets leur sont attribués: aide a la malabsorption du lactose due a l'activité lactase
bactérienne, stimulation du systéme immunitaire, lutte contre la constipation, la prévention

des infections uro-génitales (Lemetais ., 2012).

111 .5.1 Effets immunologiques des probiotiques

Les probiotiques agissent par I’activation des macrophages locaux, augmentant les
antigénes aux lymphocytes B et la production d’immunoglobulines A sécrétoire (IgA). Ils
agissent aussi sur la modulation des profils des cytokines et I’induction d’une hypo réponse

aux antigéenes alimentaires (Guarner et al ., 2008).

111 .5.2 Effets non immunologiques des probiotiques

Aprés la digestion de la nourriture, les probiotiques combattent les pathogénes, avec
I’aide des nutriments et I’abaissement du pH, leur créant un environnement défavorable. Ils
agissent aussi par la production de bactériocines, ou par I’élimination des radicaux
superoxydes. Les probiotiques stimulent la production de mucine par I’épithélium : ils
ameliorent la fonction de la barriere intestinale et rentrent en concurrence avec 1’adhésion du

pathogene, et modifient également les toxines dérivées de ces derniers (Guarner et al., 2008).

111 .5.3 Effets santé des probiotiques sur le stress oxydant

Les souches probiotiques ont été étudiées pour leur capacité a diminuer le stress
oxydant. Ces souches sont notamment capables de diminuer la peroxydation lipidique et de
piéger des radicaux libres et des molécules génotoxiques (Verdenelli et al., 2010). Le
pouvoir réducteur des bactéries lactiques permet également de prédire des capacités
antioxydantes intéressantes (Saide and Gilliland., 2005). De nombreuses études sur le
pouvoir antioxydant des bactéries probiotiques ont ét¢ menées chez I’animal. Ainsi, une étude
menée chez des rats carencés en vitamine E montre I’effet antioxydant d’extraits cellulaires de

Lactobacillus spp. SBT 2028 sur le statut antioxydant (Kaizu et al ., 1993).
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111 .5.4 Propriétés antivirales

Les probiotiques peuvent également agir sur plusieurs types de virus comme le
Rotavirus qui est I’agent pathogene le plus fréquemment retrouvé dans le cas de diarrhées
chez I’enfant (Lorrot & Vasseur., 2007). Une méta-analyse a montré que la consommation
de probiotiques permettait de réduire 1’intensité et la durée des épisodes infectieux chez des

patients souffrant des diarrhées (Allen et al ., 2004) .

111 .5.5 Propriétés antibactériennes

Les capacités d’inhibition de la croissance de souches pathogenes sont I’un des critéres
fréquemment utilisés pour sélectionner des souches probiotiques. Ces capacités
antibactériennes sont essentiellement liées a la capacité des bactéries lactiques a synthétiser
différents métabolites comme 1’ H,O,, des bactériocines, 1’acide acétique, I’acide lactique ou
I’oxyde nitrique qui sont capables de réduire la croissance bactérienne (Figurell) (Turpin .,
2011).

Lumiére intestinale Bactéries pathogénes

Epithélium intestinal

Les probiotiques peuvent inhiber le dévelopement des bactéries en produisant des facteurs antibactériens (1), en les

agglutinant (2). par compétion envers les nutriments (3). par adhésion a I'épithélium intestinal (4).

Figure 11 : Inhibition des bactéries pathogenes par les probiotiques. (Turpin ., 2011).
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111 .6 Types de microorganismes probiotiques

Plusieurs microorganismes sont utilisés comme probiotiques : Les bactéries
appartenant aux genres Lactobacillus, Streptococcus et Bifidobacterium mais également aux
genres Enterococcus, Propionibacterium (Geraldine ., 2002).

Les bacteries non lactiques :

D’autres bactéries, dont le métabolisme est différent des précédentes, font également
preuve d’intérét en tant que probiotiques. Il s’agit notamment de la souche Escherichia coli
Nissle 1917 et de bactéries sporulées dont Bacillus subtilis et B. cereus. L (Piquepaille,

2013).Des levures comme Saccharomyces boulardii.
Cependant, cette définition ignore 1’action des bactéries mortes (Geraldine ., 2002).

Les principales espéces incorporées dans les produits probiotiques sont représentées

dans le tableau 04.

Tableau 04. Principales especes utilisées comme probiotiques (Robinson, 2002) (Ronka et
al., 2003) (Ranadheera et al ., 2010).

Lactobacillus acidophilus, Bifidobacterium bifidum, Escherichia coli Nissle,

Lactobacillus casei Bifidobacterium breve, Saccharomyces boulardii,

Lactobacillus crispatus

Bifidobacterium infantis,

Streptococcus thermophilus,

Lactobacillus delbrueckii
subsp Bulgaricus,

Bifidobacterium longum,

Enterococcus faecium

Lactobacillus fermentum,

Bifidobacterium lactis,

Enterococcus faecalis

Lactobacillus gasseri,

Bifidobacterium
adolescentis,

Propionibacterium
freudenreichii

Lactobacillus johnsonii,

Bifidobacterium essensis

Pediococcus acidilactici

Lactobacillus paracasei,

Bifidobacterium
laterosporus

Leuconostoc

Lactobacillus plantarum

Bacillus subtilis

Lactobacillus reuteri

Bacillus cereus

Lactobacillus rhamnous,

Pediococcus acidilactis

Lactobacillus helveticus,

Weissella confusa

Lactobacillus lactis,

Lactobacillus brevis
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111 .7 Criblage des probiotiques potentiels par des tests in vitro

Les tests in vitro sont réalisés pour déterminer les mécanismes par lesquels les

souches probiotiques exercent leurs effets bénéfiques (Guarner et al ., 2008).
Les principaux tests utilisés sont:

- Résistance a I’acidité gastrique;

- Résistance aux sels biliaires;

- Adhérence au mucus et/ou cellules épithéliales humaines;

- Activité antimicrobienne contre les bactéries potentiellement pathogeénes;

- Activité de I’hydrolase sur les sels biliaires;

- Capacité de réduire I’adhésion des pathogénes aux surfaces;

I11 .8 Les bactéries lactiques

111 .8.1 Connaissances générales

Les bactéries lactiques constituent un groupe de micro-organismes, assez hétérogenes
sur les plans physiologique et morphologique, qui ont la particularité¢ de produire, des
quantités importantes d’acide lactique a partir de I’hydrolyse du lactose et de la fermentation
du glucose et/ou du galactose (Edima ., 2007).

Les bactéries lactiques sont des cellules procaryotes en forme de coques ou de
batonnets, Gram positif, incapables de produire la catalase (certaines souches possedent une

pseudo-catalase), généralement immobiles et asporulées (Dellagio et al ., 1994).

Leur ADN présente un pourcentage de G + C compris entre 30 et 60% (Stiles et
Holzapfel., 1997).Les bactéries lactiques sont généralement mésophiles ; certaines sont
psychrotolérantes ou thermotolérantes, elles se développent majoritairement a pH 4,0-4,5 et
certaines sont encore actives a pH 9,6 ou pH 3,2. Elles ont des tolérances trés variables vis a
vis du sel. Enfin, les bactéries lactiques possédent de faibles activités protéolytiques et
lipolytiques et ont une exigence marquée en acide aminés, dérivés de base puriques et

pyrimidiques et vitamines B (Caplice et Fitzgerald ., 1999).
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Toutes les bactéries lactiques ont un métabolisme fermentaire strictement
saccharolytique, en utilisant les glucides, elles peuvent produire soit de 1’acide lactique
exclusivement (bactéries homolactiques strictes), soit de 1’acide lactique et de 1’acide acétique
(bactéries hetérolactiques facultatives), soit de ’acide lactique, de 1’acide acétique ou de
I’éthanol et du CO2 (bactéries hétérolactiques strictes) (Figure 12) (Vandamme et al ., 1996).
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Figurel2 : Voix de fermentions des hexoses chez les bactéries lactiques. (Vandamme et al .,
1996).

111 .8.2 Niche écologique

Les bactéries lactiques sont ubiquistes, elles sont présentes dans de différentes niches
écologiques comme le lait, les produits laitiers, les végetaux, la viande, les muqueuses
humaines et animales (Drouault et Corthier ., 2001). Elles colonisent des milieux naturels
variés telles que la surface des végétaux et les muqgueuses des mammiferes : intestin,

bouches, vagin et la surface de la peau (Badis et al ., 2005) .
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111 .8.3 Classification

Les bactéries lactiques appartiennent au Phylum des Firmicutes et sont ensuite
retrouvees dans la classe des Bacilli, puis dans 1’Ordre des Lactobacillales. Celui-ci compte
six familles (Aerococcace®, Carnobacterium, Enterococcacee, Lactobacillacez,
Leuconostocacese et Streptococcacea), qui renferment elles-mémes trente-cing genres
distincts .(Seulement six d’entre eux disposeraient de propriétés probiotiques : Enterococcus,
Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Pediococcus et Streptococcus. Dans ce cadre, le
genre le plus étudié et le mieux connu est Lactobacillus (The Universal Protein Resource.,
2015).

111 .8.4 Domaines d’utilisation

Les bactéries lactiques jouent un rdle important que ce soit dans I’industrie alimentaire

ou dans le domaine thérapeutique.
- Dans I’industrie alimentaire

Les bactéries lactiques sont impliquées dans la fermentation et la bioconservation de
différents aliments (Figure 13).L’utilisation de ces derniéres a pour but I’amélioration des
caractéristiques organoleptiques des produits fermentés et I’augmentation de leur durée de
conservation sans l’utilisation de conservateurs chimiques grice aux substances

antimicrobiennes qu’elles secrétent (Dortu et Thonart., 2009).
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Figure 13: Application des bactéries lactique dans (a) les industries agroalimentaires et

(b) la biotechnologie. (Kalbaza ., 2018)
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-Dans le domaine thérapeutique

Etant des probiotiques, les bactéries lactiques apportent des bénéfices a 1’hdte en
conférant une balance de la microflore intestinale, et en jouant également un réle important
dans la maturation du systeme immunitaire (Yateem et al ,. 2008). D’autres ont cité leur
capacité de diminuer les allergies liees aux aliments grace a leur activité protéolytique (EI-
Ghaish et al ., 2011). Uehara et al (2006) ont démontré la capacité des souches de
Lactobacillus crispatus, utilisées sous forme de suppositoires pour empécher la colonisation
du vagin par les bactéries pathogenes.

Les bactéries lactiques possédent aussi des propriétés antitumorales contre le cancer
du cblon. De plus, elles sont capables de diminuer le taux de cholestérol sanguin (Bazo .,
2011).

111 .8.5 Substances a activités antimicrobiennes des bactéries lactiques

En effet, les bactéries lactiques produisent de nombreux métabolites aux propriétés
antimicrobiennes tels que les acides organiques, le peroxyde d’hydrogene, le dioxyde de

carbone, le diacétyl, la reutérine et les bactériocines.

111 .8.5.1 Acides organiques

Comme 1’acide lactique, I’acide acétique ou I’acide propionique, sont produits par les
bactéries lactiques lors du processus de fermentation alimentaire et permettent d’inhiber la
croissance des bactéries qui ne peuvent se développer a pH acide. Sous la forme indissociée,
I’acide lactique et 1’acide acétique traversent passivement la membrane cytoplasmique et,
pour de fortes concentrations d’acides, le milieu intracellulaire peut s’acidifier a un point tel,
que les fonctions cellulaires sont inhibees et le potentiel membranaire est annulée (Ammor et
al., 2006).Ainsi, I’accumulation d’acide organique est directement inhibitrice pour les

microorganismes nuisibles.

111 .8.5.2 Reutérine

La reutérine (ou 3-hydroxypropionaldehyde) est une substance antimicrobienne qui est
produite comme métabolite intermédiaire pendant la fermentation anaérobie du glycérol par
certaines especes de Lactobacillus (El-Ziney et al ., 1998).La reutérine est secrétee
spécifiguement par Lactobacillus reuteri, elle a un spectre trés large d’activité anti-

microbiennes (antibactérienne, antifongique, antivirale) (Axelsson et al., 1989).
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Elle a une action contre les bactéries (Gram-positif ou Gram-négatif), les champignons et les

protozoaires.

111 .8.5.3 Bactériocine

Est une toxine spécifique produite par une bactérie et émise dans le milieu ou
elle vit afin de se protéger, favorisant ainsi sa propre croissance au detriment des autres
bactéries présentes dans le milieu. Il s’agit d’un peptide antimicrobien qui tue ou bloque le
développement d'autres bactéries. Généralement les bactériocines produites par des bactéries
Gram positif sont inhibitrices d’autres souches Gram positif, et sont moins efficaces contre les

souches Gram négatifs (Dillensege., 2019).

I1I .8.5.4 Peroxyde d’hydrogéne

La catalase, enzyme nécessaire a la dégradation du peroxyde d’hydrogéne en
oxygene et en eau, est absente chez les bactéries lactiques. En effet, son action peut se
manifester aussi bien sur les germes indésirables que sur ceux indispensables au bon
déroulement de la fermentation. L’inhibition, se fait par 1’oxydation des lipides membranaires
des souches cibles et/ou par la destruction des structures protéiques cellulaires (Zalan et al .,
2005).

111 .8.5.5 Dioxyde de carbone

Il est formé essentiellement, au cours de la fermentation hétérolactique. En
créant un environnement anaérobie, il inhibe les microorganismes aérobies (Singh ., 2018).
Son accumulation dans la bicouche lipidique peut causer un dysfonctionnement de la

perméabilité membranaire (Ammor et al ., 2006).

111 .9 Les lactobacilles

111 .9. 1 Généralités

Le genre Lactobacillus, qui contient prés de 80 especes, représente la plus grande
famille de bactéries lactiques. Il s'agit d'une bactérie Gram positive, en forme de batonnet,
non sporulant et parfois de coccobacilles dépourvus de catalase et de cytochrome. Ces
bactéries sont caractérisées par une forte exigence en facteurs de croissance, en vitamines et
en minéraux sous forme ionique .Elles sont généralement anaérobies facultatives et leur
produit de fermentation des sucres est l'acide lactique. Les Lactobacilles se développent

quand le pH se situe entre 4,5 et 6,4. On trouve ce type de pH a la surface des plantes,
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dans les produits laitiers, la viande, l'eau, la biére, les fruits. Chez les humains, les
lactobacilles font partie de la flore normale de la bouche, du tube digestif et de I'appareil
génital féminin .Elles sont caractérisées par 1’hétérogénéité de la composition de leur
ADN: le GC% varie de 32 a 53% (Kandler et Weiss., 1986). Elles sont considérées comme
GRAS (Generally Recognized As Safe).

111 .9.2 Habitat

Les lactobacilles sont associés a de nombreux habitats différents .Certaines especes
sont des bactéries commensales de I’homme. Ils peuvent étre isolées a partir de différentes
niches écologiques principalement a partir de la bouche, de I’intestin et du vagin d’étres
humains et d‘animaux mais aussi a partir d’aliments tels que des végétaux, les viandes, les

poissons et les produits laitiers (Stiles et Holzapfel . ,1997) (Claesson et al ., 2008).

111 .9.3 Description des Lactobacilles

Les lactobacilles sont des bactéries a Gram positif, non sporulées et en général
immobiles. Les souches mobiles le sont grace a une ciliature péritriche. Ils peuvent se
présenter sous la forme de batonnets longs, fins ou trés courts ou sous la forme de
coccobacille ; ils se retrouvent isolés, groupés en paires ou en chaines parfois trés longues. La

formation de chaines de cellules est courante (De Vos et al ., 2009).

111 .9.4 Classification des lactobacilles

Originalement elles ont été classées par Orla-Jensen (1919): en trois sous genres:
Thermobacterium, Streptobacterium et Betabacterium. Ce classement avait été fait suivant
des criteres de température optimale de croissance et de produits de fermentation des

sucres. Néanmoins, les travaux de taxonomie moléculaire ont incité.

I11. 10 Distinction entre prébiotiques et probiotiques

Il est frequent de voir associé au terme probiotique celui de prébiotique. Les
prébiotiques, a la différence des probiotiques, ne sont pas des micro-organismes mais le terme
de prébiotique désigne un ingrédient alimentaire non digestible par 1’h6te mais stimulant
sélectivement la croissance et / ou I’activité de certaines bactéries du colon comme par

exemple les bifidobacteries (Gibson., 1995).

Tous les prébiotiques sont des glucides, naturels ou synthétiques, dont les plus

communs sont : I’oligofructose (présent naturellement dans le blé, les oignons, les bananes, le
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miel, [D’ail, les poireaux), I’inuline, les galacto-oligosaccharides, ou encore les
oligosaccharides du lait maternel .Le lactulose (Le lactulose est un disaccharide de synthese),
utilisé comme médicament dans le traitement de la constipation et de 1’encéphalopathie

hépatique (Lou Le Rouzic ., 2021).

II1. 11 Mécanismes d’action des prébiotiques

Les prébiotiques peuvent influencer 1’organisme de deux fagons. Ils peuvent étre
utilisés de maniere indirecte comme substrat pour certaines bactéries commensales et les
produits de cette fermentation, les acides gras a chaine courtes, peuvent ensuite influencer les
différents processus moléculaires et cellulaires des tissus de 1’hote. De nouvelles recherches
suggerent que les prébiotiques peuvent agir de maniére directe en se fixant sur les récepteurs
des cellules cibles (Selle et al ., 2018).
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Matériel et méthodes

I. Objectifs du travail

Vibrion cholérique est un germe pathogéne qui contamine I’eau causant un
déséquilibre des espéces d’origines hydriques, qui peut toucher I’étre humain par contact
directe ou indirect avec 1’environnement aquatique, et constitue un véritable risque sanitaire,
dont le contr6le reste un élement primordial afin de réduire les risques liés a sa transmission.
L’utilisation des outils biologiques comme les plantes médicinales et les probiotiques
pourraient étre une nouvelle approche alternative aux traitements par les antibiotiques afin

de pallier au phénomene de résistance.
Dans ce travail, notre propos est d'évaluer :

Le risque sanitaire de contamination des eaux de différents sites de la ville de
Mascara (Algérie) par la recherche, I’isolement des Vibrion cholérique, identification
phénotypique et sérologique des souches de Vibrio cholerae la détermination de profil de

résistance de ce germe aux antibiotiques.

Extraction des polyphénols de la plante |’'Atriplex halimus et étude de leur potentiel

antioxydant et antimicrobien.

Evaluation de I’effet antibactérien de Lactobacillus sp autant qu’un probiotique sur
Vibrio cholerae.

Test des différentes interactions et associations des extraits et probiotiques vis-a-vis
le développement de germe nuisible Vibrio cholerae pour la recherche de nouveaux
composés alternatifs naturels.

Le travail a été réalisé au laboratoire de Bioconversion- Géni-microbiologique et
Sécurité Sanitaire au sein de la Faculté des Sciences de la Nature et de la Vie de 1’Université

de Mascara.
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Il. Matériel
I1.1 Vibrio cholerae

Ces souches ont été isolées a partir des eaux de surfaces de la wilaya de Mascara
et ses communes. (Figure 14)

Le choix des sites d’échantillonnage a ¢été fait sur la base de [’utilisation
quotidienne de I’eau par les populations. Les prélévements d’eau ont été effectués
pendant la période estivale dans des flacons en verre stériles de 500 mL (& 50 cm sous la

surface d’eau). Tous les échantillons effectués ont été maintenus a 4°C.
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Figure 14: Localisation des sites de prélévements d’eaux dans la wilaya de Mascara et
ses Communes (Google Maps)
Il .2 Plante médicinale : Atriplex halimus
» Collecte de la plante A. halimus
La collecte de I’échantillon de la plante A. halimus a été effectuée dans la
région de Bouhanifia située a 26,7 Km au sud-est de la wilaya de Mascara

Algérie, durant le mois de mai au mois de juin de I’année 2015.
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Figure 15: Carte de situation géographique de Bouhanifia (Google Maps).
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L’espeéce a ¢été identifiée par Monsieur Dr Zahafi B au département de Biologie,
Faculté des Sciences de la Nature et de la Vie de 1I’Université de Mascara. La photo n°1

représente la plante d’étude.

Photo 01 : Atriplex halimus.

I1. 3 Probiotique : Lactobacillus sp
» Origine et collection des échantillons

La niche écologique utilisée, pour 1’isolement des lactobacilles est les selles fraiches
des nourrissons sains allaités aux seins et nés naturellement, a4gés de 3 a 6 mois. Les
échantillons de selles des nourrissons ont été collectés dans des récipients stériles et
acheminés, dans des glacieres directement au laboratoire pour étre analysés le jour méme.

111 .Méthodes
I11. 1 Recherche et caractérisation de Vibrio cholerae dans les eaux analysées

I1l. 1 .1 Condition de préléevement

Tous prélevement hydrique a été accompagné d’une fiche de renseignements sur
la quelle est enregistré les observations suivantes :

-Origine de I’eau.
-Adresse exacte du lieu de prélévement.

- Date et I’heure de prélevement.
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I11. 1 .2 Site de prélevement

L’¢tude a ét¢ menée sur les eaux de surface de plusieurs sites (station d’épuration,
I’eau de I’oued, Jet d’eau, eau usée) au niveau de la ville de Mascara (Algérie). Les
prélévements ont ciblé essentiellement I’eau de différents sites de la région de Mascara entre
2016 2017 selon le tableau 05:

Tableau 05 : Origine des sites des différents prélévements d’eau dans la région de

Mascara.
Nombre des échantillons Origine du prélévement
préléevés
3 Station d’épuration de Mascara (avant le traitement)
3 Oued Mascara
3 Jet d’eau Sidi said
3 Station thermale (Bouhanifia)
3 Eaux usées

1. 1 .3 Meéthode de prélevement

Des flacons stériles, sont plongés sous I’eau a une profondeur de 10 a 30cm. Ils sont
ouverts sous 1’eau, et sont remplis jusqu’au bord, ensuite, les flacons sont renfermés et
étiquetés, et transportés au laboratoire (Rodier., 1996).Les échantillons d'eaux ont été
conservés dans une glaciere dont la température est maintenue a 4°C conformément au guide

général pour la conservation et la manipulation des échantillons.

I11. 1 .4 Analyse physicochimique des échantilons d’eaux collectés

I11. 1.4.1 Mesure de la température

La température est un facteur écologique important du milieu. Elle influe sur la densité
de I'eau et joue un réle primordial dans les phénomeénes de stratification des lacs et des mers.
Une élévation de la température perturbe fortement le milieu et elle peut étre un facteur

d'accroissement de la productivité biologique (Gaujous, 1995).

La mesure de la température se fait directement sur le terrain en utilisant un thermométre a
mercure. Elle joue un rble important dans les processus bactériens comme la

nitrification et la dénitrification (Leynaud ., 1968).
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I11. 1 .4.2 Potentiel d’hydrogene (pH)

C’est un parameétre qui permet la mesure de la concentration des protons H+ dans un
milieu aqueux en déduisant sa nature (acide, basique ou neutre) (Nehme ., 2014). Cette
mesure s’effectue directement sur I’eau avec un pH métre en plongeant I'électrode de 6 a
8 cm dans I'eau. Les résultats sont exprimés en unité pH.

I11. 1 .5 Etude bactériologique quantitative
I11. 1 .5.1 Numération des Vibrios

Les prélevements d’eau ont été analysés a I’état brut ou dilués dans de I’eau
physiologique stérile & 3 % de NaCl (Boukef et al ., 2010).1ml d’échantillon est dilué dans 9
ml de solution physiologique stérile ce qui représente la solution diluée au 1/10, et a partir
de cette derniere des dilutions décimales sont realisées .Les dénombrements ont été
effectués par prise de 100 puL d’échantillon d’eau brut ou dilué (série de dilution 101,102
10°%), selon la technique de comptage en boites gélosées se basant sur I’utilisation du milieu
sélectif : Thiosulfate-Citrate-Bile Sodium (TCBS- BioRad) et milieu GNAB pour les
dénombrements des Vibrionaceae (Maugeri et al., 2004).Toutes les boites ensemencées ont
été incubées pendant 24 heures a 37°C avant leur lecture. A chaque dénombrement, la
concentration en bactéries a été estimée en nombre d’unité formant colonies (UFC) par 100 ml

d’eau selon la formule suivante (Boukef et al ., 2010) :

nombre de colonies

Nombre d'UFC par 100 mL de I'eau = - - ——
volume déposé X dilution

I11. 1 .6 Etude bactériologique qualitative
I11. 1 .6.1 Isolement du Vibrio cholerae

L’isolement de cette espéce nécessite un enrichissement (Figurel5).

I11. 1 .6.2 Enrichissement dans I’eau peptonée alcaline (EPA)

L’enrichissement dans 1’eau peptonée alcaline peut faciliter 1’isolement de V.
cholerae quand peu de micro-organismes sont présent. Vibrio spp se développe trés
rapidement dans EPA et sera présent au bout de 6 a 8 heures en quantité plus importante que
les organismes n’appartenant pas au genre Vibrio (Centers for Disease Control and

Prevention., 1994).Ce dernier a été réalisé dans du bouillon d’eau peptonée alcaline (EPA)
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ou d’eau peptonée salée hyper alcaline (EPSA), incubé a 37°C pendant 24 heures (5 ml
d’échantillon pour 10 ml d’EPSA) (Tamatcho et al., 2009)(Figurel5).

Le voile qui s’est développé a la surface de ce milieu a été ensemencé sur milieu
d’isolement (Thiosulfate Citrate Bile Saccharose: TCBS) et (la gélose nutritive alcaline
biliéce GNAB) (Quilici, 2011) (Figurel5). Les boites de culture sont ensuite incubées
pendant 24 heures & T° de 37°C. Les colonies suspectes ont été purifiées, identifiées, &

partir des caractéres morphologiques, biochimiques et sérologiques (Ndoutamia et al .,
2014) (Figurel5).

Prélévement Gram

l Etat frais

—___JEnsemencement d'un tube d'EPSA!
Isolement sur | GNA?
t-0 Gélose TCBS?

Ensemencement d'un tube d'EPSA

Isolement sur | GNA
t + 3 heures / Gélose TCBS

A 4

Ensemencement d'un tube d'EPSA
Isolement® sur: Isolement sur |GNA

t + 6 heures GNA Gélose TCBS
Gélose TCBS \

vy Vv v

Etude des colonies suspectes Isolement 5 sur:
Et ré-isolement sur GNA GNA
t + 18/24 heures : si possible, a partir de colonies suspectes Gélose TCBS

sur GNA : identification présomptive
(Oxydase, Gram, Mobilité, Agglutination)

X
Etude des souches isolées sur GNA : Etude des colonies suspectes
- identification présomptive
t +36 heures - identification par les caractéres
biochimiques

1: EPSA : eau peptonée hypersalée alcaline

2 : GNA : gélose nutritive alcaline

3 : TCBS : thiosulfatecitrate-bile-saccharose

4 : isolement a faire uniquement si la culture en EPSA at + 3 heures est négative

5 : isolement a faire uniquement si les isolements effectués at+ 3 heures etat + 6 heures sont négatifs

Figurel6: Méthode pour la recherche, identification du V. cholerae selon (Quilici, 2011).

La gélose Hektoen et la gélose nutritive (Annexe), ont éte aussi utilisée pour cette
recherche (Figurel?).
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I11. 1 .7 ldentification des Vibrio cholerae

I11. 1 .7.1 lIdentification morphologique de Vibrio cholerae

L’identification des souches isolées est réalisée  par la recherche des caractéres
morphologiques .Elle est faite sur des souches pures par la recherche de la mobilité et de la
coloration de Gram.

A partir des colonies suspectes sur GNAB on a réalisé un :

e Examen macroscopique
Apres 24 heures d'incubation dans une étuve a 37°C, les géloses sont examinées. Les
colonies bactériennes de morphologies différentes sont repérées selon leur taille, couleur,
I’aspect, opacité/transparence, régularité des contours, profil convexe/plat, autre caractére

particulier (Figurelb).

e Examen microscopique
C'est une technique rapide et facile qui permet de voir la bactérie vivante et
d'apprécier sa mobilité, sa morphologie et son mode de groupement.
» La coloration Gram
-Principe
La coloration de Gram permet de différencier la paroi bactérienne et de scinder les
bactéries en deux grands groupes. La structure des bactéries conditionne le résultat de leur
coloration de Gram. La paroi des bactéries a Gram positif est composée d’épaisses couches de
peptidoglycane sur lesquelles sont liés des acides teichoiques. Des acides lipoteichoiques sont
fixés a la membrane plasmique tandis que les bactéries a Gram négatif possedent une couche
plus fine de peptidoglycane surmontée d’une membrane externe sur laquelle sont fixés des
lipopolysaccharides. La paroi des bactéries a Gram + constitue un rempart, une barriéere
interdisant le passage de 1’alcool, celle des bactéries a Gram ~ I’autorise et le cytoplasme

coloré en violet se décolore (Pagliero ., 2006).

I11.1.7 .2 Identification biochimique de Vibrio cholerae

L’identification biochimique est réalisée sur les souches pures, par la recherche de
I’oxydase, de la lysine décarboxylase, de 1’ornithine décarboxylase, de l'uréase, de la
tryptophanase, de la Pgalactosidase et de 1’utilisation des glucides (glucose, lactose et
mannitol) (Rodier et al ., 1996) (Tableau06).
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Tableau 06 : Tests d’identification des Vibrio cholerae.

Caractere recherché

Principe

Milieu ou réactif

Type de Gram

La coloration de Gram permet de différencier
deux grands groupes de bactéries: les Gram +

-Violet de Gentiane

et les Gram — et d’observer la morphologie des -Lugol -Alcool -
bactéries. Fushine.
Test oxydase Repose sur la mise en évidence d’un enzyme | Disques

bactérienne, la phényléne diamine oxydase, a
partir d’une culture bactérienne.

Uréase

Consiste a constater 1’alcalinisation du milieu,
due a lutilisation de ['urée comme source
d’azote, par la bactérie.

Milieu urée-indole

Production

d’indole

Le milieu contient du L-tryptophane(1):sa
dégradation par les bactéries possédant une
tryptophanase s’accompagne d’une production
d’indole, révélée au moyen du réactif de
Kovacs.

Réactif de Kovacs

Production de

Tryptophanase

La dégradation du tryptophane par les bactéries
possédant une tryptophane-désaminase
s’accompagne d’une production d’acide indole-
pyruvique révélé au moyen d’une solution de
perchlorure de fer par I’apparition d’une coloration
brune.

Chlorure de fer

-Fermentation des
sucres

-Formation H,S

Le milieu TSI qui contient du saccharose en
plus du glucose et du lactose donne des
réactions de type A/A (pente alcaline, culot
acide), sans gaz, ni H2S.

TSI (Triple Sugar

Iron)

Fermentation

du mannitol

La fermentation du mannitol induit une
acidification qui provoque une coloration jaune
du milieu.

Mise en évidence

de la mobilité

La motilitt est mise en évidence par
I’apparition d’un trouble homogéne.

Mannitol mobilité

Production de

p.galactosidase

Le lactose pénétre dans la bactérie grace a une
enzyme: le lactose perméase. A lintérieur de la
bactérie, une autre enzyme, la R-galactosidase,
scinde la molécule de lactose en glucose et
galactose.

Disque d’ONPG

-Lysine
décarboxylase
-Ornithine
décarboxylase
-Arginine

didihydrolase

Différenciation des entérobactéries et autres

bacilles a Gram négatif.

Milieu de Moéller
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I11.1.7. 3 Identification des souches de Vibrio par galeries APl 20 E

Des galeries API 20 E ont éte utilisées pour confirmer 1’identification des souches
de Vibrio réalisée grace aux tests classiques. La culture de I’inoculum 0,5 Mc Farland
correspond & une concentration de (1 x 108 UFC/ml) sur la galerie APl 20E a été utilisée pour
I’identification biochimique. Le principe est basé sur I’inoculation des microtubules avec une
suspension qui réhydrate les milieux. L’incubation est a 37 °C a I’étuve pendant 24 heures au
cours duquel se déroulent les réactions biochimiques (décarboxylation, fermentation,
désamination) qui se traduisent par des produits colorés spontanés révelés par addition des
réactifs. L’identification des Vibrion cholérique est obtenue a I’aide de catalogue API 20 E
(Ndoutamia et al ., 2014).

I11.1.7 .4 Sérotypage des souches de Vibrio cholerae

La détection de Vibrion cholerae O1 s’est également effectuée par la recherche d’une
réaction (d’agglutination) entre le germe et antisérums polyvalents anti O1. Le sérogroupage
O repose sur des anticorps qui distinguent des différences structurelles au niveau de
I'antigene O stable a la chaleur (lipopolysaccharide) de la bactérie. Les tests sérologiques sont
basés sur le fait que les anticorps contenus dans le sérum, produits en réponse a I’exposition a
des antigénes bactériens, agglutinent visiblement les bactéries portant des antigénes
homologues (Isaacson ., 1975). Pour cela une suspension de croissance fraiche a partir d'une
sous-culture de 6 a 16 heures de V. cholerae a été ajoutée a une goutte de taille égale du
groupe O1 antisérum polyvalent. La suspension antisérum-culture est homogénéisée en
inclinant la lame d'avant en arriére (Figure 16). Une réaction qui se produit en 0,5 a 1 min,

indique un résultat positif (Quilici ., 2011) .

Antisérum ol

Suspension de Vibrio polyvalent
cholerae.

Homogénéisation

Figurel7: Protocole de sérotypage des souches de Vibrio cholerae.
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I11. 1.8 Profil de sensibilité des souches aux antibiotiques

Un antibiogramme a été systématiquement réalisé sur les souches isolées selon la

technique de diffusion en milieu gélosé NCCLS (2000).Les antibiotiques testés sont

regroupés dans le tableau 07 :

Tableau 07 : Antibiotiques utilisés.

Antibiotiques testés Charge des Famille
disques (pg)

Ampicilline 10 B-lactamines
Amoxicilline 30 B-lactamines
Cefazoline 30 B-lactamines
Amoxicilline-acide clavulanique 30 B-lactamines
Tétracycline 30 Tétracyclines
Erythromycine 15 Macrolides
Doxycycline 30 Tétracyclines

Acide nalidixique 30 Quinolones

Chloramphenicol 30 Phénicolés
Trimethoprime + sulfamethoxazole 1.25/23.75 Sulfamides
Colistine 10 Polymyxines
Spiramycine 100 Macrolides
Gentamicine 10 Aminosides

La lecture et I’interprétation ont été faites selon les critéres du Comité de 1’ Antibiogramme
de la Société Francaise de Microbiologie (CASFM., 2014).Le contrle de qualité a été

effectué avec la souche de référence E.coli ATCC 25922.

I11. 1.8.1 Sélection des souches productrices des béta-lactamases

Les béta-lactamases sont une famille d'enzymes (EC 3.5.3.6), responsables de la
résistance des bactéries vis-a-vis de certains antibiotiques béta-lactamines (Acoby. ,2005). Le
groupe EC3.5 rassemble des enzymes appartenant a la famille des hydrolases. Elles ont pour
particularité de catalyser des réactions d’hydrolyse dans des molécules possédant un carbone
et un azote liés par liaison simple, double ou triple. Spécifiquement EC 3.5.3.6 regroupe
I’arginine-déiminase. L'arginine dihydrolase (ADH) ou arginine désiminase est une hydrolase

qui catalyse la réaction suivante :
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L-arginine +H,O —= L-citrulline +NH;3
ADH

» Détection par méthode iodométrique

-Principe

Il repose sur la combinaison de l'acide provenant de l'attaque de la pénicilline G
(substrat antibiotique) avec l'iode d'un complexe lugol amidon. En présence de béta -
lactamase, I'amidon reste incolore et en Il'absence d'attaque de la pénicilline, lI'amidon se

combine avec l'iode et donne une coloration bleue.
-Méthode

- La pénicilline G est dissoute dans du tampon phosphate stérile 0,1 M (pH 6,0) pour obtenir
une concentration de 6 mg/l ;

- 1 g d'amidon est ajouté dans 100 ml d'eau distillée stérile, et mis dans un bain marie jusqu'a
la dissolution.

- La solution de lugol est préparée en dissolvant 2,03 g d'iode et 53,2 g d'iodure de potassium
(KT) dans un petit volume d'eau distillée, puis complétée a 100 ml, conservée dans un flacon

de verre coloré.

Pour détecter la bactérie productrice de béta-lactamases, on dépose 0,1 ml de la solution de
Péni G dans un puits d'une plagque de microdilution ou dans des tubes a hémolyse, et on ajoute
2 gouttes de solution d'amidon et une goutte de lugol ; cette solution est mélangée a une
suspension de germes. Si la souche produit une béta-lactamase, la decoloration est obtenue
aprés 10 minutes (Catlin,.1975).
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Analyse physicochimique - T° et pH

Dénombrement des Fibrios

Enrichissement dans bouillon
EPSA (10ml), incubation a
37°C /24h

Ensemencement du voile sur
milieux de culture et incubation
337°C /24h

\ GNAB TCES HEKTOEN GN }

[

Identification morphologique, biochimique des colonies suspecte.

Identification par galeries API 20 E et sérotypage.

Anfibiogramme et Criblage des souches productrices des béta-
lactamases

Figurel8: Protocole d’isolement, identification et antibiorésistance des Vibrio cholerae.

I11. 1.9 Croissance de Vibrio cholerae en présence du Sel (NaCl)

Etant donné que la plante Atriplex halimus est type hypersalé , on veut tester
I’effet de sel sur la croissance des souches de Vibrio cholerae. Les sels minéraux sont
dosés dans I’expérience (Voir page p 62).

Pour étudier la capacité des isolats a croitre dans un milieu hyper-salé. Les
souches de Vibrio cholerae sont cultivées dans des bouillons nutritifs ajustés a une
concentration de NaCl (13,37 %).Apres une incubation a 37°C pendant 24 heures, la lecture

des tubes se fait en sélectionnant les tubes troubles (Lamari ., 2014).
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I11. 1. 10 Purification et conservation

La purification consiste a avoir une culture pure par repiquages successifs d’une
colonie isolée sur milieu GNAB.

La conservation des souches de Vibrion a été faite par inoculation en stries en tube
inclinés de milieu gélosé (GN) et incuber a une température de 37°C /24h permettant la
croissance. Les cultures pures sont conservées a une basse température (+4°C) (Guiraud
,1998). Les souches de Vibrio cholerae isolées a partir des échantillons environnementaux
peuvent étre conservées sur des boites de gélose GNA pour des conservations a court terme
ou congelé a -80°C (dans un bouillon nutritif stérile a 10% de glycérol) pour une conservation

a long terme.

I11. 2 Etude phytochimique de la plante A. halimus
I11. 2 .1 Extraction des polyphénols

> Préparation de poudre de plante
La plante est débarrassée de ses impuretés, ensuite séchée a 1’abri de la lumicre a une
température ambiante. La partie aérienne (les feuilles) d’Atriplex halimus est ensuite
réduite en une poudre fine a I’aide d’un broyeur. La poudre ainsi obtenue va servir a la

réalisation des différentes opérations d'extractions et analyses.

I11. 2 .1.1 Extrait méthanolique

Les feuilles A. halimus (1 g) ont été réduites en poudre et extraites pendant 24 h avec
20 ml de méthanol pur a température ambiante, apres la filtration par filtre millipore, le
solvant a été évaporé sous vide a 50°C (Benhammou et al, 2013) .L’extrait a été conservé

dans des flacons opaques bien scellés a température + 4°C.
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Poudre de feuilles de
la plante (1g)

Ajout de méthanol
(20ml) et Filtration

e

) Fil
| l Macérat I Hltrat

Evaporation & 50°

| Extrait méthanolique

Figurel9: Procedure d’extraction méthanolique. (Benhammou et al, 2013)

I11. 2 .1.2 Extrait aqueux

Une macération aqueuse a également été effectuée sur 100 g de poudre de feuilles
avec 1000 ml d’eau distillée et placée sous agitation pendant 24h.Aprés filtration sur papier

wattman, I’extrait a été séché a I’étuve a 50°C( Binta ., 2003).

Poudre de feuilles
de la plante (100g)

Ajout de I’eau distillée
(100ml) et Filtration

Filtrat

Séchage de I’extrait a
50°

Figure 20: Procedure de macération aqueuse. (Binta ., 2003).
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I11. 2. 2 Stérilisation des extraits

Les deux extraits méthanolique et aqueux ont été stérilisés par des filtres stériles

(porosité de filtre : 0.22um) pour servir a réaliser diverses analyses.

I11. 2. 3 Détermination des rendements d’extraction

Le rendement est déterminé par le calcul du poids de I’extrait sec aprés évaporation
sur le poids de la matiere végétale seche utilisée pour I’extraction, multiplié par 100%
(Bené K etal ., 2015).

Rd% = (m1 x 100) / mO
m1l : masse en gramme de I’extrait finale ;
mO0 : masse en gramme de la matiere végétale seche ;

Rd : rendement.

I11. 2. 4 Détermination du pH pour ’extrait méthanolique et I’extrait aqueux

Le potentiel d’hydrogene (pH) désigne la mesure de 1’activité chimique des protons
(les ions hydrogene) en solution. Notamment, le pH nous informe sur ’acidité ou 1’alcalinité
d’une solution. La mesure du pH a été effectuée par le biais du pH-meétre en immergeant
I’électrode dans I’extrait d’Atriplex halimus aprés étalonnage a 1’aide d’une solution tampon
(AFNOR ., 1986).

I11. 2. 5 Analyses phytochimiques qualitatives

Le screening phytochimique consiste a réaliser une analyse chimique qualitative
basée sur des réactions de coloration ,de précipitation ou de floculation plus ou moins
spécifiques a chaque classe de principes actif .1l consiste a détecter la présence des
differentes grandes familles des métabolites secondaires de la plante a étudier. Les groupes
phytochimiques contenus dans chaque extraits ont été recherchés selon les méthodes
standard décrites par: (Rizk., 1982) (Bruneton, 1999) (Ranarivelo., 2004).

I11. 2. 5. 1 Détection des flavonoides

I mL de de I’extrait de plante est additionné de 0,5 mL de HCI concentré et de
quelques grains de tournures de magnésium. Apreés 10 min, I’apparition d’une coloration

rouge indique la présence de flavonoides.
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I11. 2. 5. 2 Test des saponosides

Deux millilitres (2 mL) de I’extrait de plante ont été versés dans un tube a essai, puis
le tube a été agité vigoureusement. 5 minutes apres, la présence d’une mousse persistante met
en évidence la présence des saponosides.

I11. 2. 5. 3 Test des tannins

Deux millilitres (2 mL) de I’extrait de plante ont été versés dans un tube, puis 2 mL du
trichlorure de fer (FeCl3) a 1 % ont été ajoutés. Lorsque le mélange donne une coloration
verdatre ou bleu noirétre, les tannins sont présents.

I11. 2. 5. 4 Test des polyphénols

Deux millilitres (2 mL) de I’extrait de plante ont été transférés dans un tube, ensuite 1
mL du réactif de Folin Ciocalteu (RFC) et 1 mL de bicarbonate de sodium (Na2CO3) ont été
ajoutés. Lorsque le mélange donne une coloration vert foncé, cela indique la présence des
polyphénols.
I11. 2. 5.5 Test des alcaloides

Les alcaloides ont ¢ét¢ mis en évidence par le réactif de Mayer. L’ajout de quelques
gouttes de ce réactif 4 2 mL de la solution d’extrait de plante entraine la formation d’un
précipité rouge orangé en présence des alcaloides.

I11. 2. 5. 6 Test des composés Anthracéniques

Deux millilitres (2 mL) de I’extrait de plante ont été transférés dans un tube et 2 mL
d’hydroxyle d’ammoniaque (NH4OH) ont ét¢ ajoutés et le tube a été agité. Lorsque le
mélange donne une coloration rouge, nous avons la présence des composes anthracéniques.

I11. 2. 5. 7 Test des stérols/ terpénoides

Deux millilitres (2 mL) de I’extrait de plante ont été mis dans un tube et 2 mL d’acide
sulfurique (H2SO4) ont été ajoutés. L’apparition d’un anneau rouge brun ou violet, indique
la présence des stérols ou des terpénoides.

I11. 2. 5. 8 Test des sucres réducteurs

Deux millilitres (2 mL) de I’extrait de plante ont été transférés dans un tube, puis 2
mL de liqueur de Fehling ont été ajoutés. Le tube a été chauffé jusqu'a 1’ébullition, puis

refroidit. L’apparition d’un précipité rouge brique, révéle la présence des sucres réducteurs.
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I11. 2. 6 Analyses phytochimiques quantitatives
I11. 2. 6.1 Détermination de la teneur totale en composés phénoliques

La teneur en composés phénoliques totaux dans les extraits méthanolique et aqueux
a été déterminée par spectrométrie en utilisant le test de réactif "Folin-Ciocalteu™ (Sigma
Aldrich, France).Un volume de 200 ml de I’extrait a ét¢ mélangé avec 1 ml de réactif de
Folin-Ciocalteu dilué 10 fois dans de 1’eau et 0,8 ml de solution de carbonate de sodium a
7,5% dans un tube a essai. Apres 30 min d’agitation, I’absorbance a été mesurée a 765 nm en
utilisant un spectrophotometre UV-vis Jenway 6405. L’acide gallique a été utilisé comme
étalon. La teneur totale en composés phénoliques a été exprimée en milligrammes
d'équivalents d’acide gallique par gramme de poids sec (mg GAE / g de maticre végétale

seche) (Singleton et Rossi ., 1965). .
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Figure 21 : Courbe d’étalonnage de ’acide gallique

I11. 2. 6.2 Dosage des flavonoides

La teneur totale en flavonoides a été mesurée par le dosage colorimétrique au
chlorure d’aluminium (Zhishen et a ., 1999) .Une aliquote (1 ml) d’extraits ou de solutions
étalon de quercétine a été ajoutée a une fiole jaugée de 10 ml contenant 4 ml d'eau distillée.
Au flacon, on a ajouté 0,30 ml de NaNO; a 5%, aprés cing minutes, on a additionné 0,3 ml
d’AlICl; & 10%. Aprés 5 minutes, 2 ml de NaOH 1M ont été ajoutés et le volume a été
complété jusqu'a 10 ml avec de I’eau distillée. La solution a été mélangée et I'absorbance a
été mesuree a 510 nm. La teneur totale en flavonoides a été exprimée en mg d'equivalent

quercétine (QE /g de matiere végétale seche).
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Figure 22: Courbe d’étalonnage de la quercétine.

I11. 2. 6.3 Teneur en tanins condensés

On a utilisé la méthode a la vanilline-HCI pour déterminer la teneur en tanins
condensés, pour cela un volume de 0,1 ml des aliquotes de chaque extrait a été mélangé avec
3 ml de vanilline a 4% et 1,5 ml de réactif HCI, le mélange est incubé pendant 20 minutes a
température ambiante et I'absorbance a été lue a 500 nm. La catéchine a été utilisée comme
standard et les résultats obtenus ont été exprimés en mg d'équivalent catéchine / g de poids
sec (Price etal ., 1978).
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Figure 23: Courbe d’étalonnage de la catéchine.
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I11. 2. 7 Techniques chromatographiques

I11. 2. 7.1 Chromatographie sur couche mince (CCM)

La CCM est une méthode de séparation physico-chimique faisant intervenir une
phase stationnaire ou adsorbant et une phase mobile ou éluant. L identité d"une substance
inconnue peut étre orientée en comparant son Rf avec celui d"un authentique témoin (Drissa.,
2003).

Le support utilisé dans cette étude, est une plaque de gel de silice.

Une concentration de 1mg/ml est préparée pour chaque extrait de la plante.

Les témoins utilisés sont : acide gallique, quercétine, catéchine.

Pour la migration des composés, divers systémes constitué¢s d’un mélange binaire, tertiaire ou
quaternaire de solvants d’élution ont été utilisés.

L’analyse chromatographique sur couche mince de I’extrait a été effectuée par un systéme

de séparation BAW (Butanol/Acide acétique/Eau: 40/50/10).

e Rapport frontal (Rf)
Le rapport frontal d’un composé organique en CCM est calculé a partir de la relation

suivante :

Rf=distance parcourue par la substance sur celle parcourue par le front du solvant.
(Drissa., 2003).
e Révélation
Apres le développement, les plaques ont été séchées. Les taches de migration seront
alors visualisées a I’oeil nu ou sous irradiation UV. Les substances chimiques ont été révélées
sous lampes UV 254 et 366 nm.
I11. 2. 7 .2 Chromatographie en phase liquide a haute performance (HPLC)

L’analyse qualitative des extraits aqueux et méthanoliques d’Atriplex halimus a été
réalisée par HPLC. La chromatographie en phase liquide a haute performance base sa
technique sur la pression de la phase mobile (I’éluant). Elle se différencie de la
chromatographie sur colonne du fait que I’élution se fait par une pompe qui confere une forte
pression agissant sur la séparation des composés (Snyder et al, 2011).

Les analyses LC—PDA ont été réalisées sur un chromatographe Agilent 1100 équipé
d'un détecteur a barrette de diodes .La separation a été realisee sur une colonne Ascentis

Express C18 (15 cm x 4,6 mm de diameétre intérieur garnie de 2,7 m) (Supelco, Bellefonte,
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PA, USA). L'eau/acide acétique (0,075 %) a pH 3 (solvant A) et le méthanol/acide acétique
(0,075 % ; solvant B) ont été sélectionnés comme phase mobile, en mode gradient linéaire : 0-
5min : 5 % B, 5-60min : 5-100%. Le débit était de 0,8 ml/min et divisé en 0,35 ml/min en

MS. Le volume d'injection etait de 2 pL. Les chromatogrammes ont été extraits a 280 nm.
I11. 2. 8 Détermination de la teneur en éléments minéraux d’Atriplex halimus

-Principe

En soumettant une substance-végétale a I'incinération, on obtient un résidu de
cendres constitués par les éléments minéraux (Didier ., 1996 ).
- Mode opératoire

L'incinération est opérée sur 100 g de poudre végétale dans des capsules de silice.
Les eléments minéraux étudiés ont été dosés dans le résidu d’une prise d’essai de 500 mg de
produit calcinée a 500° C pendant 6 a 8 heures. Apres calcination, les cendres sont reprises
au bain de sable par 5 cc de HCI pur, évaporés a sec pour insolubiliser la silice. Puis
I’hydrolyse est effectuée en reprenant par 3 cc de HNO3 a 10 % et en portant a 1’ébullition
pendant 5 minutes (cette hydrolyse est importante pour le dosage du phosphore) (Figure23).

Apreés filtration on complete a 100 cc avec de 1’eau bi-distillée (Guéguen ., 1959).
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Dosage des sels minéraux

Filtration et ajout de 100 cc
de 1’eau bi-distillée

500mg de cendres +5cc de Hel

Figure 24: Protocole de dosage des sels minéraux. (Guéguen ., 1959).

Le sodium, le potassium, le calcium sont dosés par spectrophotométrie de flamme, par

passage direct de la solution obtenue aprés incinération ; on établit une comparaison avec

des solutions standards contenant 1’élément a doser. Aprés avoir établi a partir d’'une gamme

¢talon une courbe d’étalonnage qui permet de traduire la relation entre la DO et la

concentration pour chaque élément : Na+, K et Ca.

I11. 2. 9 Evaluation de P’activité anti-oxydante

Le DPPH (2,2-Diphényl-1-picrylhydrazyl) est un radical libre stable qui absorbe a

517nm. En présence de composés anti-radicalaires, le DPPH de couleur violette se réduit en

2,2 Diphenyl-1-picryl hydrazine de couleur jaune (Figure24) (Maataoui et al., 2006).

Les absorbances mesurées servent a calculer le pourcentage d’inhibition du radical

DPPH, qui est proportionnel au pouvoir antiradicalaire de I’échantillon (Parejo et al., 2003).

63



Matériel et méthodes

ON- :mg — OZNQ:NNg

DPPH DPPH-H

Figure 25: Forme libre et réduite du DPPH.

» Mode opératoire

La capacité de piégeage du 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle (DPPH) de I’extrait
méthanolique et de ’extrait aqueux a été évaluée selon Béné et al (2015). Dix (10) ul de
chaque échantillon a différentes concentrations ont été ajoutés a 1990 pl de solution de
DPPH (Sigma Aldrich, France) (0, 025 mg / ml de méthanol). Aprés 30 min d’incubation
dans I’obscurité a température ambiante, I’absorbance a été mesurée a 517 nm contre
une ¢ébauche de méthanol absolu. L’acide ascorbique a été utilis¢é comme témoin positif
(Benalia et al ., 2015).Les résultats ont été exprimés en tenant compte de la moyenne de
trois mesures obtenues pour chaque extrait, dont le pourcentage de réduction du DPPH est

calculé selon la formule suivante:

% de ’activité antioxydante= [Abs contrdle — Abs échantillon / Abs contrdle] x 100

I11. 2.10 Détermination de IC50

La valeur IC50 est la concentration qui assure la réduction de 50% du DPPH
déterminée graphiquement pour chaque extrait a partir de la courbe du pourcentage de
réduction en fonction de la concentration (Samarth et al., 2008)

I11.3 Le probiotique : Lactobacillus sp.

111.3 .1 Isolement des souches

Le milieu de De Man Rogosa Sharp (MRS) (Annexe), c¢’est un milieu adapté a la
recherche spécifique des lactobacilles est utilisé pour I’isolement de ces bactéries (Guiraud

et Rosec., 2004). Les lactobacilles sont généralement des aéro-anaérobies ; leur incubation en
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anaérobiose a été assurée par la mise des boites de Pétri en jarres fermés avec un indicateur
de CO, a 37°C pendant 24 & 72 h (Bahri ., 2014).

111.3.2 Purification des isolats de bactéries lactiques

Plusieurs repiquages successifs ont été réalisés sur gelose et bouillon MRS afin de
purifier les souches de bactéries lactiques jusqu’a 1’obtention des colonies bien distinctes et
homogénes et bien développées. Aprés observation microscopique seul les bactéries a
Gram+, catalase- et non sporulées sont retenues et repiquées sur bouillon MRS jusqu'a

I’obtention d’une culture pure.

111.3 .3 Identification des lactobacilles

L’identification est basée sur la détermination des caractéres morphologiques et
biochimiques.

I11. 3.3.1 Etudes des caractéres morphologiques

a) Examen macroscopique

Permet de décrire I’aspect des colonies obtenues sur milieux gélosés MRS en tenant
compte des critéres suivants : la taille, la forme, la consistance, le contour, la viscosité, la
pigmentation et la couleur de la colonie, sa texture et son relief.
b) Examen microscopique

L’examen microscopique est révelé par :
b.1 Observation a I’état frais

Une préparation a 1’état frais permet d’examiner la mobilité et le mode de groupement
des bacteéries.
b.2 Coloration de Gram

Les colonies obtenues sur milieux gélosés MRS sont soumises a une coloration de
Gram, a fin de déterminer la composition de leur parois ainsi que la forme des cellules
(coques et bacilles), leur arrangement (Guiraud., 2003).
111.3 .3 .2 Etude des caracteres biochimiques et physiologiques
> Epreuve de la catalase

La recherche de I’enzyme catalase est le deuxiéme test de pré-identification. La
catalase est une enzyme dont la fonction principale, est la décomposition de I’eau
oxygenée en oxygene moléculaire et en eau (Bourgeois et Leveau., 1980). Son action a éeté

mise en évidence par contact de la colonie avec une solution fraiche d’eau oxygénée. La
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présence de I’enzyme se manifeste par un dégagement gazeux abondant (du dioxygeéne)
(Marchal et al, 1982).
> Recherche de type fermentaire

La production du CO, a partir du glucose est mise en évidence sur milieu MRS
contenant la cloche de Durham. Le milieu est réparti dans des tubes a essais a raison de 10ml,
stérilisés a 120°C durant 15 min. Apres inoculation avec la souche étudiée, le développement
d’une souche hétérofermentaire se traduit par 1’apparition du gaz dans la cloche du Durham,
qui est absent chez les homofermentaires (Gibson et Abd el Malek., 1945).
» Croissance a différentes températures

Les souches sont ensemencées dans des bouillons MRS a 15 et 45°C pendant 48
heures. L’apparition de trouble indique la croissance des souches (Hariti et al ., 2009).
> Recherche de ’activité arginine dihydrolase ADH

Le milieu Moéller (Annexe), contenant 0, 5 % de L-arginine a été utilisé dans ce test
pour mettre en évidence la présence de ’enzyme arginine di-hydrolase chez les bactéries
sélectionnées.
Le test est considéré comme positif (dégradation de D’arginine et accumulation de
I’ammoniaque)
» Profil de fermentation des sucres

Les bactéries lactiques sont connues pour leur capacité de fermentation des glucides.
Chaqgue souche fermente des sucres différents. En nous basant sur ce critére d'identification
nous pouvons sélectionner les bactéries lactiques (Wood et Holzapfel., 1995). L’étude du
profil fermentaire des sucres des souches isolées a été réalisee sur milieu MRS liquide sans
sucre ni extrait de viande, additionné de 1 % de sucre a tester et 0,029/l de pourpe de
bromocrésol (Tourneur., 1972), inoculé par 0,1 ml de la suspension de la souche a tester.
Pour créer les conditions de I’anaérobiose, une couche de I’huile de vaseline stérile a été
ajoutée a la surface du milieu. Les sucres test sont : glucose, lactose, fructose, saccharose,
xylose, arabinose, maltose, raffinose, mannose, cellobiose et mannitol. Aprés 24h
d’incubation a 37°C, le développement de la culture et le virage de ’indicateur coloré au
jaune traduit la fermentation de sucré testé.
I11. 3.4 Conservation
111.3 .4 .1 Conservation a court terme

Les souches sont ensemencées sur gélose MRS incliné en tube. Apres incubation a
37°C pendant 18 heures, ces cultures sont gardées a + 4°C. Les repiquages des cultures se fait

tous les trois semaines (Saidi et al ., 2002).
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111.3 .4 .2 Conservation a long terme

Pour la préservation des souches de lactobacilles, les isolats ont été également
conservés dans des congélateurs a -20°C dans des tubes stériles contenant 12 % de glycérol
sur les milieux liquides MRS (Bazo., 2011).

I11.3 .5 Détermination du potentiel probiotique des lactobacilles

Une souche est dite a potentiel probiotique, si elle réagit positivement aux tests ci-

dessous

I11.3 .5.1 Résistance au pH acide

La résistance des souches lactiques aux conditions de pH bas a été évaluée selon la
méthode décrite par Maragkoudakis et al. (2006) et Guo et al. (2010) avec quelques
modifications. Les cellules d’une culture jeune de chaque souche sont recueillies par
centrifugation (3000g, 15 min). Les culots sont lavés deux fois avec une solution stérile du
PBS (pH 7.2) et remises en suspension. 1 ml de chaque suspension est ajouté a 9 ml d'une
solution de PBS stérile dont le pH est ajusté a 2.0 et 3.0 respectivement par du HCI (4N). Les
suspensions sont agitées au vortex pendant 10s et ensuite incubées a 37°C pendant 3 h. La
viabilité des bactéries est déterminée par des dilutions en cascade et dénombrement sur gélose
MRS.

I11. 3.5.2 Tolérance aux sels biliaires

Pour exercer leurs effets bénéfiques dans le tractus gastro-intestinal (TGI), les LAB
doivent résister a la toxicité des sels biliaires qui a été testée en suivant les étapes du
protocole décrit par Ruiz et al. (2016).

Des bouillons MRS sont ensemencés chacun par une souche lactique, puis centrifugés a
4500 g pendant 15 min. Les cellules bactériennes sont lavées 2 fois en utilisant le tampon
PBS (pH 7,2). Ensuite, les culots bactériens sont récupérés dans des tubes contenant le
tampon PBS ajusté a pH 8 avec une concentration de 0,3 % des sels biliaires. La DO de
chaque suspension bactérienne a été ajustée (=10 ® UFC/mL) et les tubes sont incubés & 37°C
pendant 4 h qui refléte le temps de passage des aliments dans le duodénum. Les résultats ont
été¢ exprimés en nombre de cellules viables (UFC/mL) aprés 4 h par rapport a I’inoculum

initial.
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111.3. 5.3 Test d’auto-agregation

L’auto agrégation a été réalisée selon la méthode de Xu et al (2009) avec des
modifications mineures. Les cellules d’une culture bactérienne fraiche sont récupérées par
centrifugation a 4000 g pendant 10 min, le culot bactérien est lavé deux fois avec du tampon
PBS et remis en suspension dans la méme solution. La densité optique de la suspension est
ajustée (AOh) = 0,5+ 0,02 a 600 nm. La suspension bactérienne (3 ml) est agitée par vortex
pendant 10 s. Apres incubation a 37°C pendant 2 h, la densité optique du surnageant est
mesurée & 600 nm (A2 h) et le pourcentage d'auto-agrégation est exprimé en ;

% Autoagrégation = 1 - (A2 h/A0 h) x 100.

AOh : La densité optique de la suspension. A2 h : La densité optique du surnageant.

111.3.5.4 Test d"hydrophobicité

L'hydrophobicité est déterminée selon la méthode décrite par lyer et al (2010) : des
cultures jeunes de 18h ont été préparées dans le bouillon MRS. Le culot bactérien a été
récupéré par centrifugation a froid a 12000 rpm/5min suivi de deux lavages successifs puis
suspendu dans 1.2 ml de tampon urée phosphate magnésium (pH 6.5). La densité optique

initiale de la suspension a été ajustée approximativement a 1.0 a 450nm (DO initiale).

Ensuite 0.6 ml du xyléne a été ajouté doucement a 3 ml de la suspension bactérienne puis
incubée a 37°C pendant 10 min. Les tubes sont vortexés pendant 2 min puis laissés au repos
pendant 15 min pour la séparation de deux phases.

La densité optique de la phase aqueuse est ensuite mesurée c’est la densité optique finale
((DO finale). L’hydrophobicité est présentée par la différence de la densité optique calculée

selon I’équation suivante :

% Hydrophobicité = DO initiale- DO finale /DO initiale x100.

I11. 3.5.5 Etude de ’antibiorésistance

La méthode de I'antibiogramme en milieu solide a été appliquée, des pre-cultures
ont été préparées dans du bouillon MRS et incubées a 37°C pendant 18heures. (1 ml) de
chaque inoculum bactérien (10 UFC/ml) a été inondé sur une couche de milieu MRS solide.

Les boites ont été laissées sécher a température de laboratoire. Chaque boite recoit sept
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disques d'antibiotiques a savoir: Ampicilline (10 pg), Pénicilline (10U/I), gentamycine (10
Mg), Chloramphénicol (30ug) et Vancomycine (30 ug), Acide Nalidixique (30 ug). Apres
incubation & 37°C pendant 24h, les diamétres des zones d’inhibition ont été mesurés (Leroy
et al., 2007).

I11. 4 Réveélation de potentiel antibactérien des extraits de I’Atriplex halimus vis-a-
vis V.cholerae
» Préparation de I’inoculum

En premier lieu une suspension bactérienne d’une opacit¢ de 0.5 Mc Farland est
préparée a partir d’'une culture pure et jeune (agée de 18 heures). Cette opacité, équivalente a
une densité optique de 0.08 — 0.1 & 625 nm (1 x 10° UFC/ml) (Chaouche et al ., 2016).Une

suspension de 10°> UFC/ml est obtenue aprés une série de dilution.

I11. 4. 1 Méthode de diffusion par disque

La méthode de diffusion a partir d’un disque solide a été utilisée pour mettre en
évidence D’activité antibactérienne. Les extraits bruts méthanoliques et agueux ont été
solubilisés dans du DMSO pour obtenir des concentrations de 6.25 mg/ml a 200 mg/ml.

La gélose de Mueller-Hinton (Annexe) est coulée dans des boites de Pétri. La surface de
gélose est inondée par 1 ml de suspension bactérienne (10° UFC/ml) .Des disques de papier
buvard de 6 mm de diamétre (Bio Mérieux) imbibés de 50 ul de chaque extrait (méthanolique
et aqueux) ont été déposés a la surface de la gélose. Le DMSO est utilisée comme contréle
négatif alors que la gentamycine sert comme un contréle positif. Les boites sont ensuite
fermées et laissées diffuser a la température ambiante pendant 30 mn et mises a 1’étuve a
une température de 37°C pendant 24 heures (Celiktas et al., 2007). L’appréciation de
I’efficacité des extraits a été faite selon le critére de Ponce et al (2003). Ainsi, une substance
est dite inefficace si le diameétre d’inhibition est inférieur & 8 mm alors qu’elle est dite efficace

si le diametre est supérieur a 8 mm.

I11. 4. 2 Détermination des parameétres antibactériens

I11. 4.2.1 Détermination de la Concentration Minimale Inhibitrice (CMI)

La Concentration Minimale Inhibitrice (CMI) de facon générale est la plus faible

concentration d’antimicrobien capable d’inhiber toute croissance visible aprés un temps

d’incubation de 18 a 24 heures (Moroh et al. 2008).
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Une microplaque de 96 puits contenant chacun 100 pl du milieu du test Muller Hinton est
utilisée auquel on rajoute une série de dilution binaire de I’extrait (méthanolique et aqueux) a
tester dont la concentration de départ est de 200 mg/ml. L’inoculation est la derniére étape
dans la préparation de microplaque, une suspension bactérienne d’une opacité de 0,5 Mc
Farland équivalent de 1x10® UFC/ml est ajoutée dans chaque puits de microplaque.
(Figure25)

La plus faible concentration de chaque fraction ne montrant aucune croissance sera
considérée comme la concentration minimale inhibitrice (CMI). Il est a noter que la

Gentamycine est utilisée comme un témoin positif (Chikhi., 2013).
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Figure26: Technique de détermination des CMI par la méthode de microdilution.

Souches de V.chole

I11. 4.2.2 Détermination de la concentration minimale bactéricide (CMB)

A partir de la concentration minimale inhibitrice(CMI) la concentration minimale
bactéricide (CMB) a été déterminée, en ensemencant par étalement de 100 pL des
échantillons des puits n’ayant montré aucune croissance microbienne visible a I’ceil nu dans
les microplaques aprés 18 h a 24 h d’incubation sur bouillon Muller Hinton. La plus petite
concentration qui ne laisse que 0,01% de bactéries survivantes (99,99% de destruction)
aprés un temps d’exposition a ’extrait de 18 h a 24 h correspond a la CMB de I’extrait sur

la souche testée. (Boris ., 2019)
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I11.4.2. 3 Le rapport CMB/CMI

Il permet de préciser le pouvoir antibiotique de la substance (Fauchere., 2002).
Lorsque la CMB de I’extrait est égale a sa CMI ou si le rapport CMB/CMI est inférieur ou
¢gal a 4 D’extrait est bactéricide tandis qu’il est qualifié bactériostatique quand sa CMB est
supérieure a sa CMI ou si le rapport CMB/CMI est plus élevé que 4 (Kamanzi . ,2002).

I11. 4. 3 Méthode par « bioautographie »

C’est une technique qui permet la détection de composés antimicrobiens au sein
d’un extrait de plante. La méthode est similaire a la méthode de I’antibiogramme, mais dont
I’extrait a tester diffuse dans 1’agar inoculé a partir de la plaque de chromatographie .La
technique utilisée est la bioautographie par immersion. La plague CCM contenant le spot de
la solution de I’extrait méthanolique ou aqueux est placée dans une boite de Pétri, puis
recouverte du milieu gélosé Muller Hinton. Apres solidification, les bactéries sont
ensemenceées et la boite de Pétri est ensuite incubée a 37°C pendant 24h (Tasdemir et al .,
2004).Afin de permettre une meilleure diffusion des composés, les boites peuvent rester a
basse température durant quelques heures avant incubation. La présence d’une bande claire
entourant le spot sur la plague indique la présence d’activité antibactérienne (Abdini ., 2018).
Pour observer les résultats, une solution de para-iodonitrotétrazolium (INT) a 2 mg/ml est
vaporisée sur la surface de la gélose et incubée de nouveau pendant quatre heures. L’INT est
alors transformée par une déshydrogénase en un composé d’une couleur rouge foncé.
L’inhibition de la croissance bactérienne est révélée par la présence de zones claires (Abdini
., 2018).

I11. 5 Etude des interactions bactériennes entre le probiotique et Vibrion cholérique

Deux méthodes sont utilisées, directe qui repose sur un contact cellulaire et indirecte
qui consiste a tester le surnageant de cultures bactériennes lactiques sur la cellule bactérienne

indicatrice par méthode des puits.

I11. 5.1 Méthode directe de Tagg et Mc Given (1971)

Cette méthode permet de tester 1’effet inhibiteur de la culture lactique par contact
direct vis-a-vis les souches indicatrices (Vibrion cholérique).
Les cultures inhibitrices de lactobacilles sont cultivées en milieu MRS liquides, tandis que la

souche pathogene est cultivée dans le bouillon nutritif, puis incubées pendant 18h a 37°C.
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Des puits de 6 mm de diametre sont creusés stérilement a 1’aide d’un emporte-piece sur la
surface du milieu Muller Hinton inoculé préalablement par écouvillonnage avec la culture
indicatrice (pathogeéne) et remplis avec 100 pl de culture lactique (Figure26)

Ensuite, Les cultures sont portées a incubation a 37 C° pendant 24h, un résultat positif se
traduit par la présence de zones d’inhibition formées autour des puits (Hwanhlem et al .,
2011).

I11. 5.2 Méthode indirecte

Il s’agit de détecter des zones d’inhibition aprés co-culture entre le surnageant de la
souche lactique productrice de substances antimicrobiennes avec la souche pathogéne.
Les lactobacilles ont été cultivées dans un bouillon MRS pendant 16 h a 37 ° C et le bouillon
a été centrifugé a 9 000 tr /min pendant 10 minutes et le surnageant a ensuite été stérilisé par
filtration en utilisant des filtres ayant taille des pores de 0,2 um et stockés a 4 © C jusqu'a une
utilisation ultérieure. Pour effectuer un test de diffusion de puits d'agar ; une aliquote de 100
ul de l'agent pathogene indicateur a été ensemencée sur la gélose et une aliquote (100 pul) du
surnageant brut de la culture lactique a tester a été versée dans les puits (Figure26) .Les boites
prétes sont par la suite incubées a une températures de +4 C° pendant 4h afin de permettre une
bonne diffusion de la substance (Doumandji et al ., 2010).Ensuite, les boites ont été incubées
a 37 ° C pendant 24 h et le diamétre de la zone d'inhibition autour de chaque puits était

mesuré en millimétres (Barefoot S.F. et Klaenhammer T.R. ,1983).
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Centrifugation

I

Souche indicatrice Culture de Lactobacillus sp  Surnagent
(10° UFC/ml) (10° UFC/ml)

(Vibrion cholérigue) 100 wl 100 pl

sy INCUbAtion a 37 C° pendant 24h

Milieu Mueller-Hinton

Figure 27 : Schéma récapitulatif de I’activité antibactérienne de Lactobacillus sp vis-a-vis
Vibrio cholerae.

111.6 Détermination de D’activité antibactérienne de D’association des extraits
d’Atriplex halimus et de Lactobacillus. sp contre V.cholerae.

I11.6. 1 Méthode de diffusion par puits (test préliminaire)

Des concentrations de 16,25 mg/ml a 200 mg/ml sont préparées par la solubilisation
des extraits bruts méthanoliques et aqueux dans du DMSO. Les boites de Pétri sont remplies
de 15 ml de gélose Mueller-Hinton dans lesquelles est ensemenceé un millilitre de la
suspension bactérienne (V.cholerae 10° UFC/ml).) , en surfusion et sont ensuite séchées
pendant 10 minutes puis la surface de la gélose est inondée par 0.1ml de I’inoculum
(Lactobacillus sp) (10° UFC/ml). A ’aide d’un emporte-piéce stérile, on pratique des cavités
dans la gélose, ensuite chaque cavité est remplie par 50 ul de I’extrait a tester a différentes
concentrations. Les boites de Pétri avant de les incuber a 37°C pendant 24h sont placées a
4°C pendant 4 heures pour faciliter la diffusion de I’extrait. L activité inhibitrice du produit

se manifeste par la formation d’une auréole d’inhibition autour du puits.
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I11.6 .2 Association des extraits et surnagent de lactobacilles

On introduit dans la gélose Mueller-Hinton ensemencée par le germe V.cholerae (10°
UFC/ml) des puits ; le premier est rempli par la concentration minimale inhibitrice de chaque
extrait sur la souche ciblée, le deuxiéme est rempli par 50 ul de surnagent et le dernier puits
contient le mélange de méme volume de probiotique (surnagent) et les extraits. Les boites

ont été incubées & 37°C pendant 24h, ensuite les diametres de chaque aureole ont été mesurés.

V. Analyse statistique

Toutes les expérimentations ont été réalisées en duplicata .Les résultats sont exprimés

en X + SEM (Erreur Standard de Mesure).Les fréquences sont représentées en % .Une différence
de Log 1 UFC/ml est considérée comme significative. Les données ont été analysees par le

Test ANOVA et Student. Les données ont été traitées a I’aide du logiciel Excel 2003.
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I .1 Analyse physico-chimique des sites de prélevements

| .1.1 Température et pH des eaux analysées

Les analyses physico-chimiques ont concerné les paramétres suivants : la température
et le pH. Ces caractéristiques physico-chimiques des eaux étudiées sont regroupées dans le
tableau 08.

Tableau 08: Valeurs moyennes de température et de pH des stations analyseées.

Origine de prélevement Température pH
(T°C)

S1: Station d’épuration de 22,5+ 0,12 7.65+0,11** *
Mascara (avant le traitement)
S2 : Oued Mascara 20+ 0,50 7.57+0,38** *
S3: Jet d’eau 19+ 0,31 7.92+ 0,33** *
S4 : Station thermale 25+ 0,02 8.09+ 0,01** *
(Bouhanifia)
S5 : Eaux usées 22+ 1,1 7,75+ 0,25 ** *
***:p<0,001

D’aprés les résultats illustrés dans le tableau 08, il y avait une différence significative
des valeurs des températures des cingq stations avec (p<0, 001), y compris le potentiel
d’hydrogene (pH).

La température enregistrée au niveau des eaux de différents prélevements oscille
entre 19°C et 25°C. La température de 1’eau constitue un facteur important dans
I’environnement aquatique qui régit presque la totalité des réactions physiques, chimiques et
biologiques (Chapman et al ., 1996). Les variations de la température ont des effets
importants car elles influencent le développement des micro-organismes (Liss and Allen.,
1992). Les vibrions se développent lorsque la température augmente (> 15°C) et dans les
milieux humides alcalins et salés (Miossec ., 2002).

Les valeurs du pH des eaux examinées varient de 7,57 a 8,09. Cette gamme favorise la

croissance des vibrions puisque ces bactéries sont alcalophiles proliférent quand le milieu
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est alqualin. Selon Cohen et Karib (2007) ces bactéries croient a valeurs de pH allant de
75a9,2.

Ces résultats sont similaire a ceux trouvé par Benfetta et al (2017) qui ont enregistré
des valeurs du pH neutres a basiques variant de 7 a 8,4 dans les stations d’épurations de la
wilaya de Mascara. La gamme de pH biologique se situe entre 6,5 et 8,5 (Maiga et al., 2006),
donc la distribution des Vibrios dans 1’environnement aquatique est sous 1’effet des variations

de température, de pH, plus la pluviométrie et la matiere organique.

| .2 Dénombrement des Vibrio

Le tableau 9 représente la concentration des Vibrio sp recherchés dans les eaux

prospectées.

Tableau 09: Concentrations des Vibrio sp dans les prélevements hydriques.

Sites de prélevement Vibrio sp (UFC/100 ml)
s1 2,5x10°
S2 8x10°
S3 3,4x10°
sS4 2x10°
S5 11x10°

Les résultats relatifs aux dénombrements des vibrions dans I’eau ont montré que ces
bactéries ont été réparties entre 25x10% et 11x10° (UFC /100mL). Le taux le plus élevé a été
enregistré dans les eaux usées. Les eaux usées domestiques rejetées aprés consommation
contiennent des polluants, notamment organiques qui favorisent la croissance bactérienne.
En effet, certaines eaux usées contiennent une charge polluante importante (Allalgua et al,
2014).

| .3 Caractérisation des vibrions cholériques

| .3.1 Isolement et identification

Les analyses bactériologiques ont permis I’identification de genres bactériens
appartenant aux familles et aux pourcentages suivants : des Enterobacteriaceae 70%, des

Aeromonadaceae 10% et des Vibrionaceae 20% (Figure27).
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m Enterobactereaceae

> m Aeromonadaceae

Vibrionaceae

Figure 28:Taux de bactéries isolées exprimé par famille bactérienne.

Dans la famille des Enterobacteriaceae c’est principalement : E coli, Salmonella sp,
Enterobacter qui ont été isolées, pour les Aeromonadaceae nos échantillons étaient
contaminés par Aeromonas hydrophyla. Notre isolement révele la présence de diversité de
germes qui sont d’une part des indicateurs de contamination et d’autre part sont dotes de
pouvoir pathogéne et peuvent engendrer plusieurs maladies a transmission hydrique. Donc

I’eau est la principale source d’exposition humaine aux risques microbiologiques.

I .3.1.1 Aspect macroscopique et microscopique

Aprés 24h, les colonies de Vibrio cholerae étaient reconnaissables sur GNAB par
leur forme ronde, aspect translucide et bleuté et aux bords réguliers.

Les vibrions sont visibles sous forme des bacilles & Gram négatif en virgule et
mobiles a 1’état frais.

L’identification des Vibrionaceae a permis de quantifier 40% de Vibrio cholerae

et 60% des Vibrio non cholérique dont Vibrio mimicus (Figure 28).

m V. cholerae

m Vibrion non cholérique

Figure29: Pourcentage des souches de Vibrio isolées.
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1.3.1.2 Test d’agglutination

L’ensemble des

examens macroscopiques, microscopiques

et [’identification

biochimiques confirment que 40% de souches sont Vibrio cholerae. Par contre le test de

latex réalisé montre que ces souches identifiées sont non auto agglutinables appartenant

aux Vibrio cholerae non O1. L’aspect macroscopique et microscopique de Vibrio cholerae

non O1 est démontré dans la photo 02.
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Photo 02: Aspect macroscopique et microscopique apres coloration de Gram de V.cholerae
non 01. (Gx100).

Ces souches typiquement aquatiques sont réparties comme suit :

Tableau 10 : Nombre et fréquence d’isolement des Vibrio sp dans les différents sites d’eaux

analysées.

Nombre et pourcentage de souches de Vibrio

Sites de prélevement Vibrio.sp totaux | Vibrio non cholérique | Vibrio cholerae non O1
Station d’épuration de 02 (20%) 02(33,33%) 00(00%)
Mascara (avant le

traitement)

Oued Mascara 02(20%) 01(16,66%) 01(25%)

Jet d’eau Sidi said 01(10%) 00(00%) 01(25%)
Station thermale 02(20%) 01(16,66%) 01(25%)
(Bouhanifia)

Eaux usées 03(30%) 02(33,33%) 01(25%)
Fréquence des souches 100% 60% 40%
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Etant donné que sur le plan statistiqgue, nous avons enregistré une variabilité dans
le nombre et le pourcentage des souches isolées dans les lieux cités précédemment (voir
annexe).

La présence de Vibrio cholerae non Ol dans I’eau de oued, jet d’eau, station
thermale et eau usee (25%) est une menace pour la santé publique, et il a été décrit que des
V. cholerae non-O1 et non-0139 se retrouvent dans des environnements aquatiques dans le
monde entier, en particulier dans des eaux faiblement saumatres, et malgré qu’ils soient
halophiles, ils proliférent aussi dans les eaux douces (Croci et al ., 2001).

Le danger lié a ce germe réside dans son habitude a résister a conditions
environnementales car ces bactéries ont la capacité de s’adapter a des stress provoqués par la
variation de certains facteurs du milieu, comme la température, le pH ou le manque de
ressources nutritives. Cette adaptation va se traduire par des changements métaboliques et
phénotypiques qui vont conditionner leur survie ; ce qui peut étre comparé a un phénomene de
dormance. Les cellules sont dites alors « Viables mais Non Cultivables » (VNC) (Guegan.,
2006).

Dans ce travail, les souches étaient isolées entre le mois de mai et juin ou la
température est plus au moins élevée, selon certains auteurs , la prévalence et la
concentration des Vibrio cholerae non O1 est étroitement liée a la température de 1’eau, le
développement de cette espéce étant important en période estivale (Croci et al ., 2001).

Vivre en communauté pour cette bactérie aggravent sa virulence ,ce qui est signalé
par Thomas ( 2004) qui déclare que V. cholerae non-O1 peut acquérir des génes de
virulence ou des ilots de pathogénicité lorsque coexistent d’importantes populations de
bactéries ou de bactériophages, car le milieu hydrique est un réservoir universel et permanent
de vibrions cholériques pathogénes .

Tous les humains sont supposés sensibles a une gastroentérite en cas d'ingestion d'un
nombre suffisant de V. cholerae non-O1/non-O139 dans des aliments appropriés, ou
susceptibles de voir leur blessure s’infecter si celle-ci est exposée a 1’eau ou des coquillages
ou crustacés contenant des vibrions. Une septicémie se développe le plus couramment

chez des populations immunodéprimés (Boore et al ., 2004).

En 1992, dans le Sud de I’Inde, une épidémie de choléra était associée a un nouveau
sérotype de Vibrio cholerae non O:1; il est baptisé O : 139 (selon le schéma de Sakazaki),
synonyme de Bengal, en relation avec son lieu d’isolement initial (cote du golfe de Bengal)
(Albert ., 1994).
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En Algérie entre le 07 Aodt et le 15 septembre 2018, nous avons assisté dans
certaines localités isolées dans les wilayas de Bouira, Blida, Tipaza a I’apparition de cas de
gastro entérite aigué avec diarrhées profuses cholériformes survenant chez des personnes
vivant au sein d’'une méme famille. L’identification du germe en cause par I’institut Pasteur
Algérien a révélé la présence de Vibrio cholerae O1 Sérotype Ogawa chez 83 patients dont

deux (02) déces ont été déplorés depuis la déclaration des premiers cas.
I .4 Profil de sensibilité des souches aux antibiotiques

La lecture et Iinterprétation ont ¢été faites selon les criteres du Comité de
I’ Antibiogramme de la Société Frangaise de Microbiologie (CASFM, 2014). Les résultats de

I’antibiorésistance des vibrions cholériques sont regroupés dans la figure 29.
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Figure30: Pourcentage de résistance des souches Vibrio cholerae isolées aux antibiotiques.

L’étude de la sensibilité des bactéries isolées aux antibiotiques a révelé des profils
variables et trés inquiétants. Ainsi on constate une résistance a 100% pour 1’ampicilline, la
tétracycline et un taux de 75% a I’amoxicilline, érythromycine, doxycycline, amoxicilline-
acide clavulanique, spiramycine et colistine. Les isolats étaient frequemment résistants au
cefazoline, acide nalidaxique et 1’association sulfamétoxazole-trimatoprime avec une

fréquence de 50%. Le chloramphénicol est touché par 25% de résistance par nos souches.
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La grande majorité des souches de V. cholerae résistant pour I’ampicilline possédent
des genes de la béta-lactamase. Celui-ci leur confere une grande résistance pour les
antibiotiques de la famille des béta-lactames.

Selon Guevard (2007) cette résistance est due a de multiples mécanismes dont la

résistance plasmidique, transférable et chromosomique.

Selon Urassa entre 1997 et 1999, il y a eu une augmentation significative de la
proportion d'isolats de V. cholerae 01 résistants a la tétracycline alors que V. cholerae des
échantillons d'eau et de sédiments a Hong Kong en 2006 étaient sensible a la tétracycline et
au chloramphénicol (Wang et al ., 2006), par opposition aux études faites par Adeyemi en
2008 qui a marqué une résistance a ces antibiotiques.

Le taux de bactérie Vibrio cholerae O1 Multi- Résistante (BMR) était globalement de 27% en
2002 et de 91% en 2006 (Anné et al ., 2008).

Ces différences observées peuvent étre en raison du fait que les antibiotiques de
premiére génération, y compris l'ampicilline, le chloramphénicol et la tétracycline ont été

completement abusés dans cet environnement.

Malheureusement actuellement la tétracycline et la doxycycline sont les
antibiotiques communément utilisés en thérapie humaine et les plus prescrits en cas d’une
infection par Vibrion cholérique.

On constate que la gentamycine est trés active contre toutes les souches isolées de
différents échantillons analysés, ces résultats sont semblables avec les études faites par
Tiekoura et al (2010) qui déclare que Vibrio cholerae demeure sensible aux aminosides, et
aux quinolones.

| .4.1 Production de béta—lactamases

L’augmentation de la résistance aux béta—lactamines est due a la production de
béta—lactamases, ainsi la sécrétion de cette enzyme chez les souches de Vibrio cholerae est de
50%.(Photo 03).Eddabra (2011) a décelé que 46,56% des souches de Vibrio totaux
possedent une resistance acquise caractérisée essentiellement par production de pénicillinase a
bas niveau ou cephalosporinase a bas niveau ; parmi cette population sécrétrice de cette
enzyme Vibrio cholerae non O1. La résistance aux B-lactamines est probablement causée par

la production de béta—lactamases de type pénicillinase.
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B-lactamase -

. -

Photo 03 : Détermination des béta —lactamases.

I .5 Croissance de Vibrio cholerae en présence du Sel (NaCl) :

La mise en culture des souches en présence de concentration en NaCl qui égale a
13, 37% nous a permis de voir leurs aptitudes a croitre en présence de cette concentration.

Les résultats obtenus montrent que les souches Vibrio cholerae 2 et 4 résistent a cette
concentration donc leur sensibilité aux extraits de plantes est due aux principes actifs de la
plante mais non pas a sa salinité par contre la croissance de Vibrio cholerae 3 et 1 est

inhibée.

I1. Etude phytochimique d’Atriplex halimus
I1. 1. Caractéristiques des extraits

I1. 1.1Extrait méthanolique

L’extrait méthanolique obtenu est de couleur verte foncée avec un aspect visqueux
présentant des formes en cristaux avec un rendement de 18% et un pH de 6,28. Une étude
qui a été faite par Belyagoubi et al (2009) indique un rendement de 24% de la méme espéece

et de la méme partie utilisée pour I’extraction (feuillage) mais d’une région différente.
I1. 1.2Extrait aqueux

L’extrait aqueux a un rendement de 13,05% est de couleur marron avec un aspect
poudreux apres 1’évaporation de I’eau .Son pH est de 7,93. Ces résultats sont différents a
ceux de nos collaborateur Khaldi et al (2015) qui ont décelé un rendement de 0,052% a
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partir d’une plante isolée de la méme région. Cette différence en rendement dépend du

génotype, la physiologie, la période de la cueillette et la technique d’extraction utilisée.

I1. 2 Screening phytochimique

Des investigations phytochimiques ont permis de mettre en évidence des classes
majeures de composés chimiques appartenant a des métabolismes secondaires. Les résultats
du criblage phytochimique des extraits méthanoliques et aqueux sont résumés dans le tableau

suivant :

Tableaull: Screening phytochimique des deux extraits.

Phytoconstituents Extrait méthanolique Extrait aqueux
Tannins +++ ++
Flavonoides +++ ++
Alcaloides + -
Quinones + +
Sucres réducteurs +++ -
Saponines + +++
Coumarines + -
Terpénoides - -

+++ : Abondant. - : Absent

Plusieurs familles de phytoconstituants ont été détectées. Ce sont des alcaloides, des
tanins, des flavonoides, et des saponines. Cependant, I'extrait aqueux est trés riche en
saponosides alors que ces métabolites sont en faible quantité dans I'extrait méthanolique. De
méme les résultats trouvés par Sekkoum (2011) ont montré que 1’ Atriplex halimus.L contient
des saponines, des tanins et sont dépourvu d'alcaloides. Ces molécules sont donc a l'origine de
propriétés biologiques trés importantes. Une étude réalisée par Niekerk et al (2004) montre
que les composes actifs étaient les tannins, les saponines, les résines, les flavonoides dont les
flavonols constituent la classe chimique majeure .Les résultats mettent également en evidence
la présence de sucres reducteurs dans I'extrait méthanolique, contrairement a I'extrait aqueux
ou ces composés sont absents. Nos résultats ne sont pas cohérents avec ceux de Chikhi
(2014) qui a détecté en plus de ces métabolites dans I'extrait aqueux, la présence de

triterpénoides.
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Les résultats de I'analyse phytochimique de I'extrait méthanolique sont presque similaires a
ceux trouvés par ( Rahman SMA et al ., 2011) qui ont détecté des quantités plus élevées de
flavonoides, glycosides et alcaloides, suivis par les stéroides et les saponines, tandis que les
tanins et I'anthroquinone étaient entierement absent.

I1. 3 Analyses phytochimiques quantitatives

I1. 3.1 Teneur en poly phénols des deux extraits

Les résultats de dosage montrent que [’extrait methanolique est plus riche en
polyphénols, que I’extrait aqueux avec une teneur de 8,4 = 0,04 mg EAG (d’équivalent
d’acide gallique) /g de matiere séche (Tableaul2). Cette concentration obtenue avec les
feuilles d’Atriplex halimus différent relativement avec ceux de Belyagoubi et al (2009) qui
ont trouvé une teneur en polyphénols de I’ordre de 10,12 + 2,24 mg EAG/g.

Cette ¢tude montre que I’extrait aqueux contient une concentration de polyphénols
totaux d’environ 6,2 + 0,31 mg EAG/g, d’aprés Chikhi (2014) cet extrait contient une teneur
d’environ 12,47ug EAG/mg.

L’extrait méthanolique renferme une concentration en flavonoides de 2 ,22+0,13 mg
d’équivalent de quercétine par gramme de maticre séche, alors quelle est de 1,16+ 0,52 dans
I’extrait aqueux.

Concernant les tannins, ces composés phytochimiques étaient plus abondants dans I’extrait
méthanolique avec une concentration de 1,27+0,14 mg d’équivalent d’acide tannique par

gramme de matiére seche.

La variabilit¢ des teneurs en polyphénols chez ces especes végétales est due
probablement a la composition phénolique des extraits, aux facteurs génotypiques, les
conditions biotiques, 1’étape physiologique et abiotiques (facteurs édaphiques), la nature du
sol, le type du microclimat, et aussi des étages bioclimatiques ou poussent ces plantes.
(Belhadj Tahar ., 2015)

Enfin, le dosage démontre que les deux extraits contiennent des composés phénoliques avec la
prédominance de ces derniers dans 1’extrait méthanolique en raison de sa solubilité plus

élevée dans le méthanol (Bylka., 2001)
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Tableau 12: Teneurs de I’extrait méthanolique et aqueux d’A. halimus en polyphénols

totaux, flavonoides et tannins condensés.

poly phénols (a) Flavonoides(b) Tannins (c)
Extrait 8,4+0,04 2,22+0,13 1,27+0,14
methanolique
Extrait aqueux 6,2+0,31 1,16+ 0,52 0,75+ 0,23

(a) mg d’équivalent d’acide gallique par gramme de matiére séche.
(b) mg d’équivalent de quercétine par gramme de maticre seche.
(c) mg d’équivalent d’acide tannique par gramme de maticre seche.

1.4 Détermination des phytoconstituants par chromatographie sur couche mince

L’examen par chromatographie sur couche mince (CCM) des deux extraits obtenus
précédemment, en utilisant le systéme d’¢lution (butanol, acide acétique, eau), a donné une
bonne séparation des molécules, les profils CCM de ces extraits montrent que les deux
extraits methanolique et aqueux sont riches en substances bioactives qui ont été présentées
sous forme de taches révélées sous les lampes UV a 254 et 365 nm.

La séparation des molécules résulte de la combinaison de trois paramétres ; la nature du
support chromatographique, le solvant d’¢lution et les propriétés chimiques des composés
phénoliques. Il ressort que certains ¢éluants sont plus efficaces que d’autres, d’ou le choix
porté sur le systeme : butanol/ acide acétique/ eau (40/50/10 : VV/V/V). Pour la révélation des
chromatogrammes, nous avons opté pour 1’observation sous la lampe UV. Apres détection
des spots, nous nous sommes basées sur la comparaison des rapports frontaux des spots
obtenus par les extraits avec ceux des témoins afin d’identifier les molécules qui leurs

correspondent (Tableau 13).

Tableau 13: Rapports frontaux des extraits et des témoins.

Extrait aqueux Extrait Acide gallique  Quercétine Catéchine
(EA) méthanolique(EM)  (Ag) Q) ©)

0,17 0,14 0,17 / /

0,48 0,48 / 0,48 /

0,62 0,62 / / /

0,75 0,95 / / 0,95

85



Résultats et discussion

La comparaison avec les standards phénoliques a démontré la présence de la
quercétine qui est un flavonoide majeur dans les deux extraits. L’acide gallique a été identifié
dans I’extrait aqueux. La catéchine était présente dans 1’extrait méthanolique. CeS COMpPOSés
phénoliques sont des phytoconstituants trés importants de la plante a cause de leur capacité
de piégeage de radicaux libres. Les flavonoides sont le principal groupe de  composés
polyphénoliques qui possedent cette propriété (Yanishlieva-Maslarova., 2001). Selon Ybert

et al (2000) les flavonoides possedent des propriétés anti inflammatoires et antivirales.

A 254 nm, nous avons observé des spots visibles. A 365 nm des spots colorés ont été apparus,
particulierement des taches franches de couleur bleu violet et bleu clair avec des Rf respectifs
de 0,62 et 0,75 dans le solvant BAW (Photo 04) .Selon Bruneton (2003), la fluorescence
bleue a 365nm pourrait indiquer la présence des coumarines ou des stérols et triterpénes. Une
tache rouge est apparue dans I’extrait méthanolique révélée par la lampe UV a 365 nm. Dialy
(2005) déclare que les bandes colorées en bleu qui apparaissent sous UV a 365nm
correspondraient aux acide phénols alors que la tache rouge apparue a 365 nm correspondrait

aux anthocyanidine -3-glycoside.

Photo 04: Chromatographie sur couche mince des extraits de la plante Atriplex halimus.

Ag: Acide galligue Q : Quercétine C: Catéchine EM : Extrait méthanolique EA : Extrait aqueux.
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11.5 Identifiction des molécules bioactives par HPLC

La technique de HPLC a permet d’identifier huit molécules bioactives dans I’extrait
méthanolique et six composants dans I’extrait aqueux sous forme de profils
chromatographique différents.

Les pics des chromatogrammes obtenus ont été identifiés par comparaison des temps de
rétention des extraits par rapport a ceux des standards. Les chromatogrammes sont représentés

dans les figures 30 et 31.

Datafile Name:hamdi meth.lcd
Sample Name:hamdi meth
Sample ID:hamdi meth
AU(x100)
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Figure 31: Chromatogramme typique de I’extrait méthanolique réalisé par HPLC-DAD.

Datafile Name:hamdi Aq.lcd
Sample Name:hamdi Aq
Sample ID:hamdi Aq
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0,75~
0,50;
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R D I e L I
0,0 5,0 10,0 15,0 20,0 25,0 30,0 35,0 40,0 45,0 min

Figure 32: Chromatogramme typique de I’extrait aqueux réalisé par HPLC-DAD.
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L’étude phytochimique par HPLC des extraits des feuilles de 1’Atriplex halimus a
montré que l’extrait méthanolique présente plus de composés phénoliques identifiés et
quantifiés comparativement a I’extrait aqueux. L’analyse a révélé des composés phénoliques
qui sont spécifiques pour chacun. Les molécules bioactives extraites sont illustrées dans ces
tableaux :

Tableau 14: Identité des métabolites secondaires dans 1’extrait méthanolique de /’Atriplex

halimus.
-
18,046 229 282 334 577 269 Apigénine 7-O-néohespéridoside
18,815 283 313 337 163 Acide 3-p-coumaroylquinique
21,605 212 292 341 Cafeoyl hexoside
23,916 285 325 367 Acide 4-O-féruloylquinique
24,644 234 296 334 431 Apigénine 7-O-rutinoside
32,739 251 348 593 Kaempférol-3-O-rutinoside
35,470 268 326 353 Acide 4-caféoylquinique
36,191 268 337 431 Apigénine-6-C--D-glucoside
(Isovitexin)

Tableau 15 : Identité des métabolites secondaires dans 1’extrait aqueux de [’Atriplex

halimus
5,449 271 169 Acide gallique
6,273 260 441 Dérivé d'acide quinique
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9,727 253 301 Acide ellagique

10,914 267 197 Acide syringique

30,218 254 354 609 Rutine

31,004 254 310 325 Acide p-coumarique -O-glucosyl ester

L’extrait méthanolique est constitué¢ principalement de composants appartient a la
classe des flavones (Apigénine 7-O-néohespéridoside, Apigénine-6-C--D-glucoside,
Apigénine 7-O-rutinoside), Acide 3-p-coumaroylquinique, Caféoyl hexoside qui est un
Phénylpropanoides, Acide 4-O-féruloylquinique, Kaempférol-3-O-rutinoside qui appartient a
la classe des flavonols et acide 4-caféoylquinique.

Alors que I’extrait aqueux est caractérisé par des composés phénoliques notant I’acide
gallique qui appartient de la famille des acides hydroxybenzoique, L’acide ellagique est
un polyphénol antioxydant . L'acide syringique ; un composé aromatique naturel de la famille
des acides hydroxybenzoiques .Larutine est un bioflavonoide, acide p-coumarique -O-
glucosyl ester .Dérivé d'acide quinique qui est un acide hydroxycinnamique. Ces molécules
sont responsables de nombreuses vertus pharmacologiques. Emam (2011) a montré la
richesse de I’A. halimus d’Egypte (Wadi-surd) en flavonoides et en acide gallique. Les
recherches menées par Sahar Salah El Din (2015) sur la fraction d'acide phénolique de
Atriplex lindleyia a conduit a I'identification de cinq composants avec la prédominance de
I’acide ellagique (26,4 %) et la catéchine (31,3 %) respectivement.

L'identification chromatographique menée sur l'extrait butanolique de l'espece Atriplex
halimus faite par Belhadj-Tahar en 2015 a permis de caractériser les principaux composés
phénoliques, il s'agit des acides phénols et des flavonoides. L’analyse par HPLC-SM des
composés phénoliques a permis I’identification de la quercétine, l'acide gallique, l'acide
ferulique, la catéchine, la quercétine-3-O-sulphate-7-O o arabinopyranoside, I'acide

syringique, I'acide shikimique, et le kampferol-3-O-sulphate-7-O-a arabinopyranoside.

Une étude réalisée par Rabab M (2012) a décelé que I’extrait polaire d'Atriplex
lindleyi Mog. susp. Gonfler est riche en flavonoides et les glycosides flavonoides qui sont
utiles en medecine comme antidiabétiques et médicament antioxydant.

Le kaempférol 3-O-sulphate-7-O-arabinopyranoside et quercétine 3-O-sulphate-7-O-
arabinopyranoside ont été isolés dans les feuilles d’A. hortensias (Bylka et al ., 2001).
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Al-Jaber et al (1991) ont décelé la naringine, naringenine 7-O-glucoside, isorhamnetine 3
O-rhamnosyl (1-6) glucopyranoside et isorhamnetine 7-O-glucopyranoside dans 1’espéce
A farinosa.

I1 .6 Dosage des sels minéraux d’Atriplex halimus

Les résultats de la teneur en macroéléments sont regroupés dans le tableaul6 :

Tableau 16 : Composition en quelques éléments minéraux des feuilles de 1’ Atriplex halimus.

Les feuilles de notre plante renferment une concentration en sodium de
5,260/100g, alors le potassium son taux est de 2,929/ 100g.Le calcium se trouve dans cette
plante halophyte par une concentration de 0,71g / 100 g .Une étude faite par Boussaid et al
(2001) a décelé des concentrations de 4,41g/ 100g pour le sodium, 0,159/ 100g pour le
potassium et un taux de 1,77g/ 100g pour le calcium .D’autre part une étude récente faite
par Zouadi (2020) a trouvé les teneurs suivantes en sodium,potassium calcium
respectivement : 7,23--3,47-3,27g/ 100g. Ces différences de valeurs de sels minéraux
d’Atriplex halimus dépend de plusieurs paramétres tels que le climat, 1’age de la plante et la
saison de cueillette (Abbade et al ., 2004). Plusieurs auteurs ont signalé la richesse de I’A.
halimus en fibres alimentaires (cellulose), protéines, vitamines (B et C) et les sels minéraux
(sodium, calcium, potassium, magnésium, phosphore) (Roux., 2005 et Emam ., 2011). La
nature du sol influe également sur 1’absorption des éléments minéraux de Gtaff (Zouadi .,
2020).

1.7 Evaluation du pouvoir antioxydant des extraits d’ Atriplex halimus

L’activité antioxydante des extraits d’A. halimus a été évaluée in vitro par la méthode
de réduction de radical libre DPPH. Les résultats obtenus confirment que les deux extraits
de [’Atriplex halimus possedent un potentiel antioxydant .L’extrait méthanolique est doté
d’un pouvoir antioxydant avec, ICso = 4,13 £ 0,07 mg/ml tandis que I’extrait aqueux affiche

une ICsp=5,5 3 £ 0,05 mg/ml.

90



Résultats et discussion

Nos résultats sont compatibles avec ceux obtenus par Khaldi et al (2015).Cette
capacité de réduction des radicaux est due principalement, a leur profil chimique riche en
composés phénoliques.

La fraction d'acétate d'éthyle d’A. halimus L a une bonne aptitude a piéger le radical
DPPH.Cette activité est probablement due a l'abondance des flavonols (kaempférol,

quercétine..) qui représentent la classe majeure des especes Atriplex (Belhadj Tahar., 2015).

I11. Isolement et caractérisation des lactobacilles entant que probiotique.
I11. 1 Détermination des bactéries lactiques

L’isolement des bactéries lactiques sur milieu MRS gélosé a conduit & une
diversité de souches.

I11.1.1 Identification des Lactobacillus sp.

L’identification des différents isolats est basée sur différents tests morphologiques et
biochimiques. Ces tests ont permis de savoir I’appartenance ou non des isolats au genre
Lactobacillus.

I11.1.1.1 Etude des caractéres morphologiques

» Examen macroscopique

L’observation macroscopique des colonies isolées sur gélose MRS, a permet de les
décrire. Les colonies isolées et purifiées sont apparues de tailles variables d’environ 1 a 2 mm
de diametre avec une couleur blanchéatre ou laiteuse. Par contre, une croissance bactérienne au
fond du tube en milieu liquide se traduit par un trouble assez dense (consistant par rapport au
témoin.

» Examen microscopique

L’aspect microscopique des candidats isolés aprés coloration de Gram révele des cellules
en forme de batonnets a Gram positif. Ces batonnets sont associés en paires ou en courtes
chainettes (Photo 05).
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Photo 05: Aspect macroscopique (a) et microscopique (b) apres coloration de Gram de

Lactobacillus sp. (Gx100).

I11.1.1.2 Caractérisations physiologiques et biochimiques

Les tests physiologiques et biochimiques des isolats ont permis d’établir une

identification des bacilles Gram positive, catalase négative. Six souches de lactobacilles ont

été décelées .Selon la classification de Orla —Jensen (1919) trois souches appartiennent au

Groupe 1 ; obligatoirement

homofermentaire (Thermobacteria) et trois souches sont

hétérofermentaires obligatoires appartiennent au Groupe Il (Betabacteria).Le tableau 17

démontre les résultats des tests d’identification.

Tableaul7 : Caractéristiques phénotypiques et physiologiques des souches du genre
Lactobacillus.

Souches  Forme et Catalase Production Croissance a ADH
Gram de Gaz 15° 45

LB1 Bacilles G+ - = - + -
LB2 Bacilles G+ - - - + R
LB3 Bacilles G+ - + - + +
LB4 Bacilles G+ - + - + +
LB5 Bacilles G+ - + + - +
LB6 Bacilles G+ - - - + R

> Profil fermentaire des sucres

L’identification des espéces de lactobacilles est basée essentiellement sur la

fermentation des sucres (Stiles et Holzapfel., 1997).Un total de 11 sucres a été utilisé pour

I’ensemble des isolats, afin d’établir leur profil fermentaire, qui sont les suivants : Glucose,

Galactose, Lactose, Maltose, Mannitol, Saccharose, Fructose, Xylose, Arabinose, Mannose, et
Cellebiose (Tableau 18).
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Tableaul8: Caractérisation des souches de Lactobacillus basée sur le critere de

fermentation des sucres.

Fermentation des L.acidophilus | L.salivarius | L. fermentum L. brevis
glucides Lbl et Lb6 Lb2 Lb3 et Lb4 Lb5
Glucose + + + +
Galactose + + + +
Lactose + + + +
Maltose + + + +
Mannitol - + - -
Saccharose + + + +
Fructose A + + A
Xylose - - + +
Arabinose - - + +
Mannose + - + -
Cellobiose + - - -

+ : réaction positive, - : réaction négative
La détermination des principales caractéristiques physiologiques et biochimiques et

une comparaison de nos résultats avec ceux rapportés a plusieurs auteurs. (Wood ET
Holzapfel ., 1995) (Car et al ., 2002, Batt et al., 2014 et Carvalho et al., 2014) ont permis
de mettre en évidences six especes différentes appartenant au genre Lactobacillus. Les
souches sélectionnées sont:

-Lb1 est représentée par Lactobacillus acidophilus 1.

-La souche Lb2 c’est I’espéce Lactobacillus salivarius.

-Lb3 appartenant a I’espéce Lactobacillus fermentum1.

-Lb4 appartenant a I’espéce Lactobacillus fermentum2.

-Lb5 est identifiee comme Lactobacillus brevis.

-Lb6 est représentée par Lactobacillus acidophilus 2.
I11.1. 2 Evaluation du potentiel probiotique des lactobacilles
11.1.2.1 pH

Les résultats de 1’étude de ’habilité des souches de lactobacilles & survivre dans les

conditions gastriques simulées sont présentés dans le tableaul9 :

Tableaul9: Viabilité (Log UFC) des souches de Lactobacillus sp a pH faible d’une part et en

présence de 0,3% bile d’une autre part.

Souche (LogUFC) (Log UFC) a (Log UFC) a 0.3% bile
initial pH 2 pH 3 (Log UFC)
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L.acidophilus 1 8,00 0 7,95 7,74
L.salivarius 8,00 4.36 7,66 7,25
Lactobacillus 8,00 0 7,39 7,45
Fermentum 1

Lactobacillus 8,00 5,42 7,96 7,55

Fermentum 2

Lactobacillus 8,00 0 7,47 79
brevis

Lactobacillus 8,00 0 0 0
acidophilus2

D’aprés les résultats récapitulés dans le tableaul9, Il apparait que le pH 2, a un effet
inhibiteur sur presque la totalité de nos isolats. Car sur les 6 souches de lactobacilles testées,
2 ont résisté aprés 3 h d’incubation et 4 souches ont été complétement inhibées.

A pH 3 la viabilité de toutes les souches a été maintenue, apres une exposition de 3h
puisque cinq souches tolerent cette acidité .Une seule souche n’a pas pu supporter ce milieu
acide. Le pH du suc gastrique est souvent maintenu a 3, un pH 2 pendant 3 h est souvent
utilisé comme une condition extréme de simuler les conditions dans I'estomac (Guo et al.,
2010).

Wang et al. (2010) ont déclaré la survie de 11 souches de Lactobacillus isolées des selles de

nourrissons et de la choucroute Taiwanaise a pH 3, et seulement 7 isolats ont survécu a pH 2.

111.1. 2 .2 Sels biliaires

Les sels biliaires sont I'une des barrieres a franchir par les bactéries lactiques pour
gagner leur site. Les résultats mentionnés dans le tableau montrent que la viabilité de la
majorité des lactobacilles testés n’a pas été affectée par la bile .Cing souches pourraient
résister avec des réductions dans leur nombre (UFC /ml). Alors que, la souche Lactobacillus
acidophilus 2 n’a pas survécu du tout (Tableau 19).

Une concentration de 0,3% est souvent considérée comme critique pour la sélection des
souches résistantes (Guo et al., 2010).
L’effet de la bile sur la viabilité des lactobacilles a été étudié par plusieurs auteurs Ren et al.

(2014) ont révélé que les souches de Lactobacillus étudiées pour leur potentiel probiotique ont

94



Résultats et discussion

présenté une excellente tolérance a la bile a des concentrations de 0,3% et 0,5%, ils ont méme
présenté une résistance a 1% de sels biliaires.

Guo et al. (2010) ont constaté qu’une concentration de 0.3% de sels biliaire n’a présenté
aucun effet sur la totalité des bactéries lactiques obtenues a partir des excréments d'animaux,
et la plupart d'entre eux ont méme développé en présence de 1% bile. Les probiotiques
doivent résister aux barrieres physiologiques du tube digestif qui sont représentées
principalement par 1’acidité corrosive de I’estomac et la toxicité des sels biliaires (Buntin et
al., 2008).

I11.1. 2.3 Hydrophobicité

L’hydrophobicit¢ de la paroi cellulaire est I'une des propriétés physico-chimiques
qui facilite le premier contact entre le microorganisme et les cellules hotes (Guglielmotti et al
., 2007). Toutes les souches ont présenté des valeurs élevées d’hydrophobicité comprises entre
25% et 95 %. Une faible hydrophobicité a été enregistré par Lactobacillus fermentum 1(Lb3).
(Figure32)

Une étude conduite par Guglielmotti et al (2007), a montré que des especes de Lactobacillus
ont révélé une hydrophobicité qui varie entre 5% et 63%.
Kaushik et al. (2009) a suggéré que I'hydrophobicité permet aux probiotiques d’adhérer et de

résider dans les intestins de 1’hote plus longtemps pour délivrer leurs effets bénéfiques.
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Lb1 : Lactobacillus acidophilus 1. Lb2 : Lactobacillus salivarius. Lb3 : Lactobacillus fermentum1
Lb4 : Lactobacillus fermentum 2. Lb5 : Lactobacillus brevis.. Lb 6: Lactobacillus acidophilus 2

Figure 33 : Pourcentage d’hydrophobicité.
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I11.1. 2.4 Auto agrégation

Le pourcentage d’auto-agrégation des isolats est présenté dans la figure33:
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Lb1 : Lactobacillus acidophilus 1. Lb2 : Lactobacillus salivarius. Lb3 : Lactobacillus fermentum1
Lb4 : Lactobacillus fermentum 2. Lb5 : Lactobacillus brevis.. Lb 6: Lactobacillus acidophilus 2

Figure 34: Pourcentage d’auto-agrégation.

L’auto-agrégation la plus importante est observée chez la souche L. brevis (Lb5)
dont le pourcentage atteint 90 % et on constate une diminution relative du pourcentage avec
le reste des isolats. L’auto- agrégation est la capacité des bactéries a interagir de maniére non
spécifique pour former un biofilm sur les cellules de la muqueuse intestinale afin d’empécher
la colonisation des pathogéne (Boris et al ., 1998), elle joue un role important dans 1’adhésion
aux cellules intestinale (Dunne et al.,2001).

(Kassaa et al., 2014) ont rapporté des valeurs d’auto-agrégation de 30 & 76 % de différentes
souches de lactobacilles. L’étude de I’adhérence a la surface abiotique des bactéries lactiques
ayant un effet anti-Vibrio constitue une étape importante dans le processus de sélection des
bactéries probiotiques. En effet, les souches adhérentes peuvent coloniser I’intestin et entrent

en antagonisme avec les bactéries pathogenes (Servin et Coconnier, 2003).

111.1. 2.5 Antibiorésistance des lactobacilles

La sensibilité des souches de lactobacilles a une gamme d’antibiotiques a été évaluée

par la méthode de diffusion en disques. Les résultats sont mentionneés dans le tableau 20.

Tableau 20 : Sensibilité aux antibiotiques des souches de Lactobacillus sp.
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AM P CH G VA AN
Lbl S S S S R R
Lb2 S S S S R R
Lb4 S S S S R R
Lb5 S S S S R R

AM : Ampicilline, P: Pénicilline, CH: Chloramphénicol, G: Gentamycine, VA:

Vancomycine, AN : Acide nalidaxique, S : Sensible, R : Résistante.

Les quatre souches de lactobacilles testées étaient sensibles aux béta-lactamines.
Plusieurs auteurs signalent que les lactobacilles sont généralement sensibles aux antibiotiques
inhibiteurs de la paroi bactérienne telles que les béta-lactamines comme la pénicilline,
I’ampicilline (Charteris et al ., 1998, Danielsen et Wind., 2003 ).

Toutes les souches ont été résistantes a l'acide nalidixique. Ces résultats s’accordent
avec les travaux de Peres et al (2014) qui ont montré des résistances a cet antibiotique ainsi

qu’a la streptomycine.

La gentamycine exerce un effet inhibiteur sur nos isolats alors que la résistance des

lactobacilles aux aminosides a été signalée par Katala et al. (2001).

Les quatre especes étaient résistantes a la vancomycine. Selon (Elisha et Courvalin.,
1995) les especes hétérofermentaires de lactobacilles sont naturellement résistantes a la

vancomycine, alors que les especes homofermentaires sont sensibles a cet antibiotique.

IV Evaluation du potentiel antibactérien des extraits de plante et de Lactobacillus sp
IV .1 Activité antibactérienne des extraits de la plante Atriplex halimus

1V .1.1 Déterminations des diameétres des zones d’inhibition.

Les résultats de 1’activité antibactérienne des extraits méthanolique et aqueux de

plante contre quatre souches de Vibrio cholerae sont illustrés dans la figure34.
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Figure 35. Effet de I’extrait méthanolique et I’extrait aqueux de 1’Atriplex halimus sur les

différentes souches. (* : p <0,05)

L’analyse Anova a deux facteurs valide la différence significative entre 1’extrait
méthanolique et aqueux a I’encontre des souches de vibrions cholériques (p<0,05) (voir
annexe)

L'extrait méthanolique a révélé son efficacité sur toutes les souches quelle que soit
la dose. Cependant, a partir de la dose de 12,5mg/ml, cet extrait est actif sur Vibrio
cholerael. La zone d'inhibition de 10 £ 0,50 a été constatée a cette concentration.

La souche Vibrio cholerae 2 demeure plus sensible a cet extrait puisque elle a enregistré des
zones d’inhibitions comprise entre 10 et 15 mm. De méme, l'extrait aqueux a prouvé une
activité anti-Vibrio, mais moins efficace que celle de I’extrait méthanolique puisque cette
activité disparait avec la dose de 12,5 mg/ml. Cet extrait s’est révélé puissant sur ces souches
a des teneurs allant de 25 a 200 mg/ml montrant des zones d'inhibitions variantes entre 10 a
14mm (Figure34).

Ces premiers résultats affirment que les deux extraits sont doué¢s d’un effet

antibactérien intéressant, démontré dans la photo06.
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Photo 06: Effet antibactérien de I’extrait aqueux (A) et I’extrait méthanolique (B)
d’A.halimus sur V.cholerae.

En effet Rahman et al en 2011, déclarent que les extraits d’A. halimus ont été tres
actifs contre Listeria ivanovii LI14 (pVS2) donnant une grande zone d'inhibition (40 mm). Les
travaux meneés dans notre laboratoire par Khaldi et al (2015) sur ces deux extraits, mettent en
évidence le pouvoir antimicrobien a une teneur de 600 mg/ml de 1’extrait méthanolique sur
des souches ; Gram positif (Staphylococcus aureus) et Gram négatif (Salmonella, Shegilla
sp.) alors que la méme concentration de I'extrait aqueux exerce un effet inhibiteur sur E. coli

avec un diamétre de 8 mm.

IV .1.2 Détermination des CMI par la méthode de microdilution

Les différents extraits détiennent des activités antimicrobiennes selon leur nature, et
leur effet inhibiteur est décelé par la réduction de la croissance des souches.

D’aprés les courbes obtenues (Figure35) les extraits (aqueux et méthanolique)
d’Atriplex halimus ont montré une activité inhibitrice sur les souches testées. V. cholerae 1 a
été inhibée a une CMI de 100 mg/ml pour I’extrait aqueux et une CMI de 50mg/ml pour
I’extrait méthanolique, respectivement.

Pour la souche V3 les valeurs de CMI étaient plus élevées par rapport aux autres
isolats avec 100 mg/ml pour I’extrait methanolique et de 200 mg/ml pour I’extrait aqueux.
Notre étude concorde avec celle de Khaldi et al(2015) qui ont montré que 1’extrait aqueux

et méthanolique ont un effet bactériostatique avec une concentration minimale inhibitrice de
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200 mg/ml sur Staphylococcus aureus, Salmonella et Clostridium. Ces hautes concentrations
expliquent et confirment la multi résistance de cette souche a divers antibiotiques.
La souche Vibrio cholerae 2 a été inhibée a une CMI de 100 mg/ml pour I’extrait

aqueux et une CMI de 25 mg/ml pour I’extrait méthanolique.
L’extrait aqueux exerce un pouvoir inhibiteur sur Vibrio cholerae 4 avec une CMI de 200
mg/ml alors que la CMI est de 50 mg/ml pour I’extrait méthanolique (Figure35).

Atriplex halimus produit des polyphénols et autres substances bioactives
potentiellement utiles et ayant des propriétés médicinales (Donia Abd el Raheim M et al .,
2012) et qui peuvent étre une alternative thérapeutique pour pallier a 1’émergence de la

résistance aux antibiotique.

Dans ce méme contexte Aeromonas hydrophila, Serratia marcescens, S. aureus et E.
coli (souche clinique), se sont avérés étre les plus difficiles & inhiber avec tous les extraits sauf
I'extrait d'acétate d'éthyle d'Atriplex parvifolia, qui posséde une activité antibactérienne
contre toutes les souches bactériennes, avec des valeurs de CMI allant de 0,156 a 1,25 mg/ml.
(Ben Sassi et al ., 2007)
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Figure 36: Cinétique de croissance des souches Vibrio cholerae non ol en présence de 1’extrait aqueux

(a droite) et I’extrait méthanolique (a gauche) a différentes concentrations.

Les différents parameétres antibactériens obtenus pour chaque extrait végétal testé
sont représentés dans le tableau21.
Chaque extrait possede un pouvoir inhibiteur a des activités variables qui sont relativement
liees a leur composition en substances bioactives et la virulence de la souche bactérienne.

Tableau2l : Valeurs moyennes des parametres antibactériens des extraits sur Vibrio cholerae

non ol.
Souches Extrait méthanolique Extrait aqueux

CMI CMB | CMB/CMI | CMI CMB | CMB/CMI Effet
Vibrio 50 100 2 100 200 2 Bactéricide
cholerae 1
Vibrio 50 50 1 200 200 1 Bactéricide
cholerae 2
Vibrio 100 100 1 200 200 1 Bactéricide
cholerae 3
Vibrio 25 100 4 100 100 1 Bactéricide
cholerae 4

La concentration minimale bactéricide est comprise entre 50 et 200 mg/ml. La
concentration minimale bactéricide la plus importante est celle indiquee sur V2 avec un CMB
de 50 mg/ ml pour I'extrait méthanolique. L’extrait aqueux était également trés performant

par son spectre large, et sa faible CMB vis-a-vis V4. La CMB est de 100mg/ml.
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C 1:200mg/ml &

Photo 07 : Action de I’extrait méthanolique et aqueux d’Atriplex halimus sur la croissance in

vitro de la souche Vibrio cholerae 2 et4 respectivement.

Ce pouvoir antimicrobien de nos extraits a une relation étroite avec leur richesse en
métabolites secondaires citant : les acides phénoliques, coumarines, tannins et surtout les
flavonoides. Les flavonoides en raison de leur richesse en groupes phénoliques sont capables
de se fixer sur certaines protéines et enzymes modifiant ainsi les equilibres enzymatiques.
(Ozawa et al ., 1987).La variation de I’effet entre les deux extraits est peut étre due a la teneur
en polyphénols. Cette divergence dans les résultats explique le réle que peuvent jouer les
facteurs environnementaux et climatiques sur la composition biochimique et sur la qualité de
I’extrait de I’espece végétale. L activité d’une substance végétale dépend de plusieurs facteurs

dont le mode d’extraction et la concentration en principes actifs (Wagner ., 1993)

IV .1. 4 Le rapport CMB/CMI

Ces différents ratios obtenus varient de 1 a 4 pour les deux extraits végétaux. En
général, les deux extraits aqueux et méthanolique ont une activité bactéricide vis-a-vis Vibrio
cholerae non O1 (Tableau 21).

Bien que ces souches microbiennes soient reconnues comme étant résistantes a plusieurs
antibiotiques, les résultats de I’activité antibactérienne suggeérent que les deux extraits d’A.
halimus constitueraient un moyen préventif ou de lutte contre les affections microbiennes.

Cela pourrait expliquer 1’utilisation de cette plante par la population dans le cadre des troubles
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digestifs, des douleurs abdominales et des diarrhées. Les germes tels que Vibrio cholerae
sont des entéropathogénes qui sont souvent a l’origine des gastroentérites et quelques
maladies (Mariani-Kurkdjian et al ., 2016).
1V .1. 5 Méthode par « bioautographie »

Pour la méthode de bioautographie contre la bactérie a Gram négatif Vibrio cholerae
nous constatons la présence d’une couleur jaune autour des fractions des extraits
méthanolique et aqueux et qui contiennent majoritairement les composés phénoliques. Ce qui
signifie que ces métabolites présentent une activité inhibitrice contre cette souche.

L’inhibition est montrée dans la photo 08.

Photo 08 : Bioautographie des extraits de /’Atriplex halimus contre Vibrio cholerae.

Les résultats rassemblés dans le tableau 22, sont exprimés de (+) a (+++) selon les
zones d’inhibition observées autour des composés .L’extrait méthanolique a démontré une
activité modérée alors que 1’extrait aqueux a exercé une faible activité.

Les intensités et nombres de taches observées sur la CCM de « bioautographie »
préliminaire d’activité antibactérienne des extraits, avec le systéme ¢éluant de développement
formé du mélange butanol /acide acétique /eau (4:5:1) (v/v/v), permettent d’émettre que les
feuilles d’Atriplex halimus dispose d’une forte présence de substances naturelles a activité

antimicrobienne.
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Tableau22: Résultats de Bioautographie des composés isolés de d’Atriplex halimus.

Extraits Nombre de spots jaunes Activité antimicrobienne
Meéthanolique 3 ++
Aqueux 2 +

Activité modérée (++) ; faible activité (+)

V.2 Etude des intéractions entre Lactobacilus sp et la souche Vibrio cholerae non ol

Quatre souches de Lactobacilus sp Lbl, 2, 4,5 ont été sélectionnées pour tester leur
pouvoir antimicrobien. L’effet inhibiteur des espéces de Lactobacillus sp sélectionnées
comme probiotique a été testé sur la croissance de quatre souche de Vibrion cholérique, le

diamétre d’inhibition de la culture et chaque surnagent est présenté dans le tableau 23.

Tableau 23: Diamétre (mm) de la zone d’inhibition de la culture et surnagent des

lactobacilles vis a vis Vibrio cholerae non ol.

Souches Lactobacillus Lactobacillus Lactobacillus Lactobacillus brevis
pathogénes acidophilus 1 salivarius fermentum 2

Culture surnagent Culture surnagent | Culture surnagent Culture surnagent

(mm)

V1 6+ 0,23 6+ 0,75 8+ 0,61 8+ 0,55 00+ 0,12 | 00x2,14 | 8+2724 09+ 0,68
V2 11+ 0,5 9+ 0,33 00+ 0,27 | 4+0,42 8+ 0,62 9+ 0,94 10+ 1,21 | 10£ 2,65
V3 8+ 0,6 8+ 0,75 8+ 1,15 10+ 158 | 10+1,87 | 10+1,66 | 9% 3,22 10+ 1,62
V4 10£0,54 | 9+ 2,11 12+£3,14 | 12+151 | 11+£2,13 | 12+£1,32 | 11+0,28 | 12+ 2,37

V : Vibrio cholerae non O1

L’inhibition était plus importante vis-a-vis V4 avec des diamétres d’inhibitions entre
9 et 12 mm tandis que V1 représente 1’espéce la plus résistante a I’effet de Lactobacillus et le
surnagent.
Le potentiel antimicrobien des lactobacilles a 1’encontre des bactéries pathogénes peut étre
associe a de nombreux eélements. La capacité de compétition des bactéries lactiques résulte de
la production des divers composés antimicrobiens dans le but d’inhiber la prolifération des
microorganismes. Des nombreuses substances a activité antagoniste produites par les

bactéries lactiques ont régulierement été mises en évidence (Rodrigues et al ., 2002 ).

105



Résultats et discussion

On remarque que le spectre d’activité de ces souches a été élargi par le contact entre le
surnagent et les Vibrion par apport a la coculture (lactobacille et Vibrion).Une des
caractéristiques intéressantes des lactobacilles est leur capacité de ralentir et d’inhiber
I’activité et la croissance des bactéries pathogénes par la production de facteurs inhibiteurs
(Yateem et al ., 2008). Les lactobacilles, d’origine humaine, peuvent produire des substances
antimicrobiennes, actives in vitro, et in vivo, sur les pathogénes. Ces substances sont les
acides organiques, le peroxyde d’hydrogéne et les bactériocines (Servin, 2004) ou encore la
reutérine, diacétyle (Guetarni et al ., 2017).

La souche Lactobacillus brevis (Lb5) a manifesté une forte activité antagoniste contre tous les

germes nuisibles avec une moyenne des zones d’inhibitions de 8 a 12 mm.

V4

Lb5
Lb4

' Lbl

Photo 09 : Evaluation de l'activité antibactérienne de surnageant de Lactobacillus sp sur les
souches de Vibrio cholerae.

106



Résultats et discussion

V. Détermination de ’activité antibactérienne de ’association des extraits d’Atriplex

halimus et de Lactobacillus. sp contre V.cholerae.

V. 1 Effets de I’association des extraits et Lactobacillus sp. contre V.cholerae

Les résultats de 1’association des extraits testés avec le probiotique sont démontrés
dans le tableau 24.
Tableau 24 : Diamétre des zones d’inhibitions (mm) des associations entre les extraits et la

souche Lactobacillus sp.

Mode d’inhibition (mm) V1 V2 V3 V4

Lactobacillus brevis 8+ 0,03 10+ 0,50 09+ 0,21 11+ 0,02
Extrait méthanolique 12+ 0,04 15+ 0,43 12+ 0,1 14+ 0,8
Extrait aqueux 11+ 0,45 12+ 0,15 11+ 0,23 11+ 0,17
Association extrait 11,5£0,54 17+0,11** 13+ 0,09** 14+ 0,61

méthanolique et

lactobacille
Association extrait aqueux  11+0,71 14+ 0,38** 12+ 0,43 12+ 0,50
et lactobacille
(**: p<0,01)

L’analyse de variance a deux facteur valide la différence significative entre les
modes d’inhibitions exercés ; par la souche de lactobacille seule et chaque extrait séparément,
ensuite la combinaison entre eux (p<0,01). Ce test a révélé que la combinaison entre les
extraits de la plante et la souche Lactobacillus brevis contre les vibrions (V1, 3,4) n’a pas un
effet supplémentaire, car les diameétres d’inhibitions restent presque les mémes en utilisant les
extraits seuls sans probiotique. De ce fait, on peut déduire qu’il n’y a pas une grande
différence entre 1’association et 1’utilisation de 1’extrait seul contre V.cholerae, par contre
I’association a inhibé fortement V.cholerae.2 avec un diameétre de 17mm, lorsque 1’extrait
méthanolique est utilis¢ avec le probiotique, donc les extraits augmentent [’activité
antibactérienne de Lactobacillus brevis. Cette association pourrait étre utilisée pour éradiquer
ce pathogene. La présence des extraits de plante favorise la prolifération des bonnes bacteries
(probiotique).Donc l'utilisation des extraits en quantité d'au moins 100 mg /ml a potentialisé
I'effet anti-pathogéne de bactéries lactobacille (10°UFC/ml) vis a-vis I’agent nuisible. Il a été

rapporté que l'utilisation de probiotiques améliore la qualité de l'eau, et réduit les vibrions
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pathogenes (Dalmin et al ., 2001).Leurs modes d’actions sont multiples et plus ou moins
directement dirigés vers la santé de I’animal, le milieu d’¢élevage, ’eau et le sol soit en
colonisant le milieu plus vite qu’un agent pathogéne, soit en intervenant dans le recyclage de
la matiere organique dans les bassins de production. D’autres agissent par exclusion
compétitive avec les bactéries pathogeénes dans I’hote (émission de substance antibiotiques,
compeétition stérique, vis-a-vis des nutriments et de 1’oxygeéne disponibles) (DE Decker.,
2010)

V. 2 Association des extraits et surnagent de lactobacilles

Les résultats de 1’association entre les extraits et le surnagent sont représentes dans
le de le tableau 25.
Tableau 25:Diamétre des zones d’inhibitions (mm) des associations entre les extraits et le

surnagent de lactobacilles.

Mode d’inhibition (mm) V1 V2 V3 V4
Surnagent de L. brevis 9+ 0,23 10+ 0,02 10+ 0,51 12+ 0,06
Extrait méthanolique 12+ 0,17 15+ 0,80 12+ 0,09 14+ 0,35
Extrait aqueux 11+ 0,56 | 12,5+ 0,03 11+ 0,48 10+ 0,09

Association extrait 12,5+0,65 | 17,5+0,54** 13+ 0,20 ** 15,5+ 0,13**
méthanolique et
surnagent
Association extrait 11+ 0,47 | 13,5+0,61** 12+ 0,91** 14+ 0,66**
aqueux et surnagent
(**: p< 0,01)

D’apres les résultats mentionnés dans le tableau 25, on a constaté 1’existence de
différence significative entre 1’effet antimicrobien induit par le surnagent de Lactobacillus
brevis seul et étre associé avec les extrait de |'A¢riplex halimus (p<0,01).

Cette étude a pu montrer que 1’effet est synergique, vérifié par la combinaison des
differents extraits avec le surnagent contre les quatre souches testées surtout avec les
combinaisons contenant 1’extrait méthanolique.

On constate a I’élargissement du spectre d’activités du a I’association envers le
vibrion cholérique ; la comparaison des diamétres des zones d’inhibitions exercés par le
surnagent seul et chaqu’ un des extraits par apport aux diametres de combinaisons a prouvé
que I’action antimicrobienne a été augmentée par un effet synergétique. En revanche aucun

effet n’a été enregistré contre V1 par 1’association.
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L’effet inhibiteur de surnagent s'exprime via différents mécanismes : abaissement du pH,
production de peroxyde d'hydrogéne (H,0,), production d'acide lactique et/ou d'acide
acétique, production et sécrétion de bactériocines, de peptides, d'acides organiques, d'acides
gras a courtes chaines, inhibition de I'adhésion et de I'expansion des pathogenes (Servin,
2004).

Photo 10: Synergie entre 1’extrait méthanolique de Atriplex halimus et le surnagent de la

souche Lactobacillus brevis contre la souche V.cholerae.2.
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Conclusion

L’eau constitue un environnement favorable pour le développement de nombreux
microorganismes : virus, parasites, bactéries et parmi ces derniers le vibrion cholérique qui
trouve le milieu aquatique un foyer convenable pour exprimer sa pathogénicité , donc ce
germe nécessite la gestion de son risque sanitaire .Cette étude nous avons permis d’isoler
I’agent étiologique Vibrio cholerae dans les eaux courantes et de tester 1’effet antimicrobien
des biomolécules naturelles extraites a partir de plante médicinale Atriplex halimus
Parallélement aux travaux consacrés a la recherche de nouvelles molécules & activité
antibactérienne, on s’est penché sur un deuxiéme axe d’étude en se basant sur I’étude de
caractére probiotique de Lactobacilles isolés des selles infantiles et 1’évaluation de leur
activité antibactérienne , ensuite 1’association entre les extraits de la plante et le probiotique
dans le but de la recherche de nouveaux inhibiteurs.

Les premiers résultats révelent que toutes les souches isolées appartiennent a 1’espéce
Vibrio cholerae non ol et sont multi résistantes aux antibiotiques. L'extraction de la partie
aérienne de la plante a permis d'obtenir des extraits riches en substances naturelles

bioactives tels que : les flavonoides, les tanins, les saponines et les quinones.

En outre les deux extraits de I’Atriplex halimus possédent un potentiel antioxydant dd
a l'abondance des composés phénoliques. Le dosage des sels minéraux de feuilles de cette

plante halophyte a montré sa richesse en sodium, calcium et potassium.

L’activité antimicrobienne des extraits de 1’Atriplex halimus est mise en évidence par
les différents tests microbiologiques comme la méthode de diffusions sur milieux solides, la
microdilution, la bioautographie. Les tests d’efficacités des extraits affirment que les
extraits : aqueux et méthanolique posseédent une activité antimicrobienne sur Vibrio cholerae

non ol.

Six souches de lactobacilles ont été isolées a partir des selles de nourrissons.
L’évaluation des aptitudes probiotiques de ces souches a permis de sélectionner quatre

souches a potentiel probiotique qui différent entre eux.

Notre recherche suggere la forte potentialité d’activité antimicrobienne exercée par

Lactobacillus brevis sur les quatre souches de Vibrio cholerae non o1.

L’association des extraits de plante et le probiotique ¢élargie le spectre d’activité sur
les candidats pathogeénes .L’ensemble de ces résultats ne constituent qu’un moyen de gestion

sanitaire et une premiere étape dans la recherche de substances d'origine naturelle

109



Conclusion

biologiquement actives agissant comme de puissants antimicrobiens. Les résultats obtenus
confirment une fois de plus I’efficacité des extraits des plantes médicinales et leur pouvoir
antiseptique qui vient rivaliser celui des antibiotiques. Ainsi, la combinaison de ces deux
stratégies de recherche devrait contribuer a élargir I’arsenal thérapeutique dont nous disposons
pour lutter contre les maladies d’origine hydrique et le probléme récurrent de résistance des
bactéries.

A T’essor de la présente étude, il serait intéressant de sensibiliser les populations sur
les dangers liés a 1’utilisation des eaux non traitées et insister sur les mesures d’hygiéne et sur

le développement de I’éducation sanitaire.

Mener une étude plus approfondie sur les extraits de Atriplex halimus par isolement,
purification et identification de ses composants bioactives et 1’étude de leur pouvoir
antimicrobien sur d’autres souches d’origine diverses. Confirmer par des tests « in Vivo »
I’intérét thérapeutique.

Des études complémentaires seront également importantes afin d’évaluer les différentes
associations bénéfiques entre les extraits de plante et les probiotiques afin de gérer et
minimiser le risque de la transmission des microorganismes pathogeénes de 1I’environnement

hydrique et prévenir les pathologies gastriques dues a I’ingestion de I’eau contaminée.
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La composition des milieux de culture (g/l)

% La gélose au Thiosulfate-Citrate-Bile-Saccharose (TCBS)

Formule type

Pour 1 litre de milieu :

= POIYPEPLONE ... 10,0

- Extrait autolytique de IeVUre..........ccooiiiiiii 5,0

Y (010] 1 10 1) 20,0
- Bile de boeuf bactériologique ...........cceveererieine e, 5,0

e O (0] -1 (=30 (=TT Lo 11U o .3,0

- Citrate de SOIUM.......ccociiiiiiiiie e 10,0

- Thiosulfate de SOAIUM........cccceiiiiiiiiee e 10,0

- Chlorure de SOAIUM.........coeiiiiiiei e 10,0

- Citrate ferriqgue ammoniacal ..........ccccecevierieie e 1,0

- Bleu de bromothymol ..........cccooeiiiiie e .0, 04
-Bleu de thymol .......oovei e 0,04

- Agar agar bactériologiQUe...........ccveiveiieiiieiccecce e 14,0

pH 8,6

SPEPIONE. ...t 10
- Chlorure de SOAIUIM ...ttt 10

pH 8,6



s Eau peptonée salée alcaline ((EP SA)

SPePIONE. .. 20
- Chlorure de SOAIUIM ...ttt 30
pH 8,6

« Agar GNAB

-Peptone de viande...........coooiiiiiiiii e 10
-Extrait de viande. ... ... 3
-Chlorure de sodium............coiuiiiiiii 5

-Bile de baeuf desséchée..........oooiiiiiiiiii 2
A0 ) 18
pH 8,6

++ Gélose nutritive

SPEPLONE. .o 5
-Extrait de viande............coooiiiiiii 1
SEXtrait de levure ......o.oviiiiniii e 2
- Chlorure de sodium ..........coooviiniiiiiiii e 5
SABAT 15



«» Gélose Hektoen

-Protéose PePtONE ........oviirieit i 12
-Extrait de levure. ... ..o 3
-Chlorure de sodium ... 5
-Thiosulfate de SOdiUM ... 5
SSeIS DIlIAINES ..o 9
-Citrate de ferammoniacal ... 1,5
SSAlICINE. L. 2
SLACTOSE. ..t 12
=SACCNATOSE . ..ueitit e 12
-Fuchsine acide ..........cooiiii i 0,1
- Bleu de bromothymol ... 0, 065
AT 14
pH 7,5

-Chlorure de sodium...... ..o 8
-Chlorure de potasSiUm.........oveiriii e 0,2
-Phosphate diSodiqUe. .........oviiii i 1,15
-Phosphate monopotasSiqQUE .........c.evvieeiniiiiiieieieee e, 0,2
pH=7,3

SPEPONE ... 10
-Extraitde viande ... 10
-Extraitde Levure ... 5)
SGIUCOSE ..o, 20
-Phosphate dipotassiqUe ..........ooveueiriiritiiei i eeeeaan, 2

SACEtAte dE SOAIUIM ...ttt e e e, 5



-Tween 80 (polysorbate 80) ........c.ovvviiiiiiiiiiiieeeeee e
-Citrate d’ammonium ..........
-Sulfate de magnésium ........

-Sulfate de manganeése ........

-Peptone..............ooiiiiil

-Extrait de viande...............

-Extrait de levure...................
L-ornithine (monochlorhydrate)
L-arginine (monochlorhydrate)
L-lysine (monochlorhydrate)
GluCoSe.....ccveieiie e
Bromocrésol pourpre.............
ELNANOL. .......cveceeeceeee e e,

Chlorure de sodium...............

pH=6,8

+» Gélose Mueller Hinton

+* Milieu De Moeller

.................................................... 5 (suivant le cas)


http://www.nutriment.wikibis.com/ornithine.php
http://www.nutrition.wikibis.com/arginine.php
http://www.nutriment.wikibis.com/lysine.php
http://www.paincroquant.com/glucose.php
http://www.chimie-analytique.wikibis.com/pourpre_de_bromocresol.php
http://www.paincroquant.com/ethanol.php
http://fr.wikipedia.org/wiki/Chlorure_de_sodium
http://www.bonne-mesure.com/potentiel_hydrogene.php

Coloration de Gram

Mode opératoire
[0 Réaliser un frottis ou un étalement.

[J Fixer la préparation a la flamme (normalement on fixe avec de 1’alcool et on flambe),

sécher soigneusement puis laisser refroidir la lame.

[ Immerger les lames dans la solution de Cristal violet pendant 1mm.
[ Lavage a I'eau en transvasant les lames.

[ Immerger les lames dans du Lugol en les agitant.

[J Laver a nouveau a 1'eau.

1 Décolorer jusqu'a disparition de la couleur violette dans l'alcool en faisant couler goutte a
goutte sur la lame inclinée ou en immergeant les lames pendant une dizaine de secondes dans

le décolorant.

) Laver a I'eau.

[J Contre colorer avec la solution de safranine diluée pendant 20 a 30 secondes.
[J Laver a I'eau et sécher a l'air.

[J Observer a I’objectif X100, en immersion avec de ['huile.

Résultat

Les bactéries Gram + sont colorées en violet fonce, les bactéries Gram ™ sont colorées

en rose, ceci étant du a une différence de composition de la paroi.



Analyses statistiques

Valeurs moyennes de pH et température des stations analysées

Sample mean | 95% conf. Interval t p (same mean)
pH 7.796 (7.5353 8.0567) 83.03 1.26E-07
Température | 21.7 (18.801 24.599) 20.785 3.17E-05

Comparaison des souches

Nombre et pourcentage de souches de Vibrio est tres variable (Fig 1.).

025,
0204
015;
0.104
005
0.00-

Vilb_sp ot Wib_non_cholEnoue Vib_cholsres_non_01
Figure : 01

Comparaison de souches/milieu
Tab: Anova des deux parameétres

Sum Sq Df F value Pr(>F)
Extrait 72.52 1 5.8544 |0.02018*
Souche 70.56 3 1.8988 |0.014533
Extrait:Souche 9.9 3 0.2663 |0.0 4929*
Residuals 495.5 40
Signif. codes: Q™** | 0.001™* | 0.01™" |0.05"




Comparaison de Mode/Diamétre

Tab: Anova des modes/diametre

Df SumSq Mean Sq F value Pr(>F)

Mode 4 47.88 11.95 5.361 0.00695**
Diamétre 3 12.64 4,18 2.66 0.061
Mode-Diamétre 6 19.22 6.55 3.658 0.00145**
Signif. codes: Q "Ex 0.001 "** 0.01 "' 0.05"'
Comparaison Diamétre des zones d’inhibitions (mm).
Tab: Anova des extraits/diamétre

Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)
Extrait 4 47.88 11.969 491 0.00987 **
Diametre 3 13.98 3.41 1.15 0.0816
Extrait-Diamétre 3 18.88 5.713 2.314 0.00647**
Signif. codes: Q M 0.001 "** 0.01 "+ 0.05"'
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Pouvoir antimicrobien des extraits de I’Atriplex halimus contre ’agent

pathogéne Vibrio cholerae

Antimicrobial Potency of Atriplex halimus Extracts against the Pathogen Vibrio cholerae

A. Hamdi - A. Tir Touil

© Lavoisier SAS 2022

Résumé Le genre bactérien Vibrio fait partie des bactéries
ubiquistes des eaux et des zones coticres, certaines especes
sont pathogénes pour I’homme et les animaux aquatiques.
Parmi elles, Vibrio cholerae est reconnue pour son impact
clinique, sanitaire et économique. La propagation de clones
multirésistants aux antibiotiques est une menace pour la
santé publique. Dans ce travail, notre objectif est d’évaluer
le risque de contamination des eaux de différents sites de la
ville de Mascara (Algérie) par vibrion cholérique, de déter-
miner sa résistance aux antibiotiques et de rechercher de
nouveaux composés alternatifs naturels actifs issus de la
plante médicinale Atriplex halimus, sur cet agent pathogeéne.
Les premiers résultats révelent la présence de Vibrio cholerae
dans les eaux prélevées. Ces souches étaient multirésistantes
a la plupart des antibiotiques surtout a I’ampicilline, a la
tétracycline, a I’amoxicilline, a 1I’érythromycine et a la doxy-
cycline. Les extraits aqueux et méthanolique de la plante
possédent une activité antibactérienne contre Vibrio chole-
rae. L’extrait aqueux exerce un effet inhibiteur avec une
teneur de 100 a 200 pl/ml, alors que I’extrait méthanolique
est actif avec des concentrations plus faibles de 1’ordre de
25 a 100 pl/ml. Ces résultats encouragent la conduite a
I’identification de substances bioactives, capables de restau-
rer 1’activité de plusieurs classes d’antibiotiques synthéti-
ques sur ces souches multirésistantes.

Mots clés Vibrio cholerae - Atriplex halimus - Composés
phénoliques - Substance bioactive - Effet antibactérien

Abstract The bacterial genus Vibrio is one of the ubiquitous
bacteria in coastal areas and waters. Among its strains
Vibrio cholerae which is recognized for its clinical, health,

A. Hamdi (><) - A. Tir Touil
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and economic impact. The spread of multi-drug resistant clo-
nes is a threat to public health. The aim of this study was to
search for Vibrio cholerae in water and then valorize a medi-
cinal plant, Atriplex halimus, by testing the antibacterial
effect of these extracts on the isolates of Vibrio cholerae
detected. Water samples from different sites in Mascara
(Algeria) were taken. Vibrio cholerae strains were identified
after isolation by biochemical testing and serotyping. Anti-
biotic resistance was determined by an antibiogram, and the
antimicrobial potency of extracts of the medicinal plant A#i-
plex halimus was tested by the method of diffusion on agar
and microdilution in liquid medium. The first results bring to
light the presence of Vibrio cholerae in the water sampled.
These strains were multiresistant to most antibiotics, espe-
cially ampicillin, tetracycline, amoxicillin, erythromycin,
and doxycycline. The two extracts of the plant have antibac-
terial activity against Vibrio cholerae. The aqueous extract
has an inhibitory effect with a content of 100 to 200 pg/ml
while the methanolic extract displays lower concentrations
of the order of 25 to 100 pg/ml. These results encourage the
identification of bioactive substances capable of restoring
the activity of several classes of synthetic antibiotics on
these multiresistant strains.

Keywords Vibrio cholerae - Atriplex halimus - Phenolic
compound - Bioactive substance - Antibacterial effect

Introduction

A travers le monde, de nombreuses maladies infectieuses
dont souffrent les hommes et les animaux sont d’origine
hydrique. L’environnement aquatique constitue 1’habitat
naturel pour les bactéries du genre Vibrio. L’espece la plus
redoutable en santé publique est Vibrio cholerae [1]. Cette
espéce survit a 1’état libre dans les riviéres, les estuaires et les
eaux continentales du monde entier ou en association avec
les crustacés, le phytoplancton et le poisson. Vibrio cholerae
inclut les isolats appartenant aux sérogroupes O1 et O139 et
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les vibrions non O1, non O139 [2]. Vibrio cholera non O1 et
non O139 sont responsables de gastroentérites, de 1ésions
cutanées, d’otites et de septicémie. Les septicémies a
Vibrio cholerae non Ol/non O139 sont observées chez les
immunodéprimés ou chez les sujets présentant des atteintes
de I’appareil digestif (contamination endogéne).

En Algérie en 2018, 100 personnes ont été contaminées
par le choléra, et les analyses ont confirmé la contamination
des eaux par la bactérie Vibrio cholerae.

La pression de sélection exercée par 1’usage des antibio-
tiques a favorisé 1’émergence de souches de Vibrio cholerae
résistantes aux antibiotiques dans plusieurs pays aussi bien
en Afrique que dans d’autres continents [3]. Contrairement
aux médicaments de synthése, la plante médicinale n’ap-
porte pas seulement un principe actif, mais une multitude
de composés aux effets thérapeutiques complémentaires
[4]. Parmi ces plantes Atriplex halimus est la plante autoch-
tone la plus représentée sur le pourtour méditerranéen. En
Algérie, Atriplex halimus est spontanée dans les étages bio-
climatiques semi-arides et arides. Cette plante est utilisée en
pharmacopée traditionnelle pour des fins thérapeutiques,
principalement pour soigner I’hyperglycémie [5].

Compte tenu de I'importance biologique et médicale de
cette espece et dans le but de sa valorisation, notre étude s’est
portée sur ’effet des polyphénols de I’ Atriplex halimus sur la
bactérie pathogene Vibrio cholerae afin de gérer le risque de
la contamination et I’émergence de germes par la recherche
d’une alternative a I’antibiothérapie.

Matériel et méthodes

Etude bactériologique

L’étude a été menée sur les eaux de surface (station d’épura-
tion, I’eau de 1’oued, jet d’eau, eau usée) dans la ville de
Mascara (Algérie). Les prélévements, effectués en 2016—
2017, viennent essentiellement de 1’eau de différents sites
de la région de Mascara (Tableau 1).

Tableau 1 Origine des différents prélevements d’eau

dans la région de Mascara

Préléevements Origine du prélévement

3 Station d’épuration de Mascara
(avant le traitement)

3 Oued Mascara

3 Jet d’eau

3 Station thermale (Bouhanifia)

3 Eaux usées

I!avoisier

Recherche, isolement et identification
du Vibrion cholerae

Comme I’isolement de cette espéce nécessite un enrichisse-
ment ; ce dernier a été réalisé dans du bouillon d’eau pepto-
née salée hyperalcaline (EPSA), incubé a 37 °C pendant
24 heures (5 ml d’échantillon pour 10 ml d’EPSA) [2].

Le voile qui s’est développé a la surface de ce milieu a été
ensemencé sur milieu d’isolement (Thiosulfate Citrate Bile
Saccharose: TCBS) et la gélose nutritive alcaline biliée
GNAB (Sigma-Aldrich, France). Les boites de culture sont
ensuite incubées pendant 24 heures a 37 °C. Les colonies
suspectes ont été purifiées, identifiées, a partir des caractéres
morphologiques et a 1’aide de tests classiques (microsco-
piques) et la galerie API 20E [6]. La détection de Vibrion cho-
lerae sérogroupe Ol s’est effectuée par la recherche d’une
réaction (d’agglutination) entre le germe et les antisérums
polyvalents anti-O1 [7].

La gélose Hektoen et la gélose nutritive ont également été
utilisées pour cette recherche.

Profil de sensibilité des souches aux antibiotiques

Un antibiogramme a été systématiquement réalisé sur les
souches isolées selon la technique de diffusion en milieu
gélosé [8].

Les antibiotiques testés étaient : ampicilline (10 pg), amo-
xicilline (30 pg), céfazoline (10 pg), amoxicilline—acide cla-
vulanique (30 pg), tétracycline (30 pg), érythromycine
(15 pg), doxycycline (30 pg), acide nalidixique (30 pg),
chloramphénicol (30 pg), sulfaméthoxazole—triméthoprime
(25 pg), colistine (10 pg), spriramycine (10 pug), gentamicine
(10 pg). La lecture et I’interprétation ont été faites selon les
critéres du comité de I’antibiogramme de la Société francaise
de microbiologie [9]. Le contréle de qualité a été effectué
avec la souche de référence Escherichia coli ATCC 25922.

Collecte et préparation d’extraits de plante

La collecte de I’échantillon de la plante Atriplex halimus a
été effectuée dans la région de Bouhanifia située a 26,7 km
au sud-est de la wilaya de Mascara, Algérie.

Extrait méthanolique

Les feuilles Atriplex halimus (1 g) ont été réduites en poudre
et extraites pendant 24 heures avec 20 ml de méthanol a
température ambiante ; apres la filtration par filtre millipore,
le solvant a été évaporé sous vide a 50 °C [10]. L’extrait a été
conservé dans des flacons opaques bien scellés a tempéra-
ture +4 °C.
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Extrait aqueux

Une macération aqueuse a également été effectuée sur 100 g
de poudre de feuilles avec 1 000 ml d’eau distillée et placée
sous agitation pendant 24 heures. Apres filtration sur papier
Wattman, I’extrait a été séché a I’étuve a 50 °C [11].

Le rendement est déterminé par le calcul du poids de
I’extrait sec aprés évaporation sur le poids de la maticre
végétale seche utilisée pour I’extraction, multiplié par
100 % [12].

Rd% = (m; % 100) / m,

m; : masse en gramme de 1’extrait final ;

my : masse en gramme de la matiére végétale séche ;

Rd : rendement.

Détermination de la teneur totale en composés
phénoliques

La teneur en composés phénoliques totaux dans les extraits
méthanolique et aqueux a été déterminée par spectrométrie en
utilisant le test de réactif « Folin-Ciocalteu » (Sigma-Aldrich,
France). Un volume de 200 ml de I’extrait a ét¢ mélangé avec
1 ml de réactif de Folin-Ciocalteu dilué 10 fois dans de ’eau
et 0,8 ml de solution de carbonate de sodium a 7,5 % dans un
tube a essai. Aprés 30 minutes d’agitation, I’absorbance a été
mesurée a 765 nm en utilisant un spectrophotomeétre UV-vis
Jenway 6405. L’acide gallique a été utilis¢ comme étalon. La
teneur totale en composés phénoliques a été exprimée en mil-
ligrammes d’équivalents d’acide gallique par gramme de
poids sec (mg GAE/g DW) [13].

Dosage des flavonoides

La teneur totale en flavonoides a été mesurée par le dosage
colorimétrique au chlorure d’aluminium [14]. Une aliquote
(1 ml) d’extraits ou de solutions étalon de quercétine a été
ajoutée a une fiole jaugée de 10 ml contenant 4 ml d’eau
distillée. Au flacon, on a ajouté 0,30 ml de NaNO, a 5 %,
apres cinq minutes, on a additionné 0,3 ml d’AICl; a 10 %.
Apres cinq minutes, 2 ml de NaOH 1M ont été ajoutés, et le
volume a été complété jusqu’a 10 ml avec de I’eau distillée.
La solution a été mélangée et I’absorbance a été¢ mesurée a
510 nm. La teneur totale en flavonoides a été exprimée en
milligrammes d’équivalents quercétine (QE/g de matiére
végétale seche).

Teneur en tanins condensés

On a utilisé la méthode a la vanilline-HCI pour déterminer la
teneur en tanins condensés ; pour cela, un volume de 0,1 ml
des aliquotes de chaque extrait a ét¢ mélangé avec 3 ml de
vanilline a 4 % et 1,5 ml de réactif HCI, le mélange est
incubé pendant 20 minutes a température ambiante, et 1’ab-

sorbance a été lue a 500 nm. La catéchine a été utilisée
comme standard, et les résultats obtenus ont été exprimés
en milligrammes d’équivalents catéchine (mg EC/g de poids
sec) [15].

Evaluation de activité antioxydante

La capacité de piégeage du 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle
(DPPH) de l’extrait méthanolique et de I’extrait aqueux
(AQ) a été évaluée selon Béné et al. [12]. Dix (10) ul de
chaque échantillon a différentes concentrations ont été ajou-
tés a 1 990 pl de solution de DPPH (Sigma-Aldrich, France)
[0,025 mg/ml de méthanol]. Apreés 30 minutes d’incubation
dans I’obscurité a température ambiante, I’absorbance a été
mesurée a 517 nm contre une ébauche de méthanol absolu.
Les concentrations d’extraits fournissant 50 % d’inhibition
(ICs¢) de DPPH ont été déterminées a partir du graphique.
L’acide ascorbique a été utilisé comme témoin positif [16].

Evaluation de P’activité antibactérienne des extraits
aqueux et méthanolique contre Vibrio cholerae

En premier lieu, une suspension bactérienne d’une opacité de
0,5 McFarland est préparée a partir d’une culture pure et jeune
(agée de 18 heures). Cette opacité est équivalente a une den-
sité optique de 0,08-0,1 4 625 nm (1 x 10® UFC/ml) [17].

Méthode de diffusion en gélose

La méthode de diffusion a partir d’un disque solide a été
utilisée pour mettre en évidence 1’activité antibactérienne.
La gélose de Mueller-Hinton est coulée dans des boites de
Pétri. La surface de gélose est inondée par 1 ml de suspen-
sion bactérienne. Des disques de papier buvard de 6 mm de
diamétre (BioMérieux) imbibés de 50 pl de chaque extrait
ont ét¢ déposés a la surface de la gélose. Les boites sont
ensuite fermées et laissées diffuser a la température ambiante
pendant 30 minutes et mises a I’étuve a une température de
37 °C pendant 24 heures [18]. L’appréciation de I’efficacité
des extraits a été faite selon le critére de Ponce et al. [19].
Ainsi, une substance est dite inefficace si le diamétre d’inhi-
bition est inférieur a 8§ mm, alors qu’elle est dite efficace si le
diametre est supérieur a § mm.

Détermination de la concentration minimale inhibitrice

La concentration minimale inhibitrice (CMI) de facon géné-
rale est la plus faible concentration d’antimicrobien capable
d’inhiber toute croissance visible aprés un temps d’incuba-
tion de 18 a 24 heures [20].

Une microplaque de 96 puits contenant chacun 100 pl du
milieu du test Muller-Hinton est utilisée auquel on rajoute
une série de dilution au 1 /2 de I’extrait a tester dont la
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concentration de départ est de 400 mg/ml. L’inoculation est
la derniére étape dans la préparation de microplaque, une
suspension bactérienne d’une opacité de 0,5 McFarland
équivalent de 1 x 10® UFC/ml est ajoutée dans chaque puits
de microplaque. La plus faible concentration de chaque frac-
tion ne montrant aucune croissance sera considérée comme
la CML. 1l est a noter que la gentamicine est utilisée comme
un témoin positif [21].

Analyse statistique

Toutes les expérimentations ont €té réalisées en duplicata.
Les résultats sont exprimés en x + sem. Les fréquences sont
représentées en pourcentage (%).

Résultats et discussion
Isolement des bactéries

Les analyses bactériologiques ont permis 1’identification de
genres bactériens appartenant aux familles et aux pourcenta-
ges suivants : des Enterobacteriaceae 70 %, des Aeromona-
daceae 10 % et des Vibrionaceae 20 % (Fig. 1).

L’identification des Vibrionaceae a permis de quantifier
40 % de Vibrio cholerae et 60 % des vibrions non choléri-
ques, dont Vibrio vulnifucus, Vibrio alginolyticus.

Le test de latex réalisé montre que ces souches identifiées
sont non autoagglutinables appartenant aux Vibrio cholerae
non O1.

La présence de Vibrio cholerae non O1 dans I’eau d’oued,
de jet d’eau, de station thermale et d’eau usée est une menace
pour la santé publique, et il a été décrit que des Vibrio chole-
rae non Ol et non 0139 se retrouvent dans des environne-

m Enterobactereaceae

B deromonadaceae

u Vibrionaceae

Fig. 1 Taux de bactéries isolées exprimé par famille bactérienne

ments aquatiques dans le monde entier, en particulier dans
des eaux faiblement saumatres ; et malgré qu’ils soient halo-
philes, ils proliféerent aussi dans les eaux douces [22].

Profil de sensibilité des souches

La lecture et I’interprétation ont été faites selon les critéres
du comité de I’antibiogramme de la Société francaise de
microbiologie [9]. Les résultats de I’antibiorésistance des
vibrions cholériques sont regroupés sur la figure 2.

L’étude de la sensibilité des bactéries isolées aux antibio-
tiques a révélé des profils variables et trés inquiétants. Ainsi,
on constate une résistance a 100 % pour I’ampicilline, la
tétracycline et un taux de 75 % a I’amoxicilline, érythromy-
cine, doxycycline, amoxicilline—acide clavulanique, spira-
mycine et colistine. Les isolats étaient fréquemment résis-
tants au céfazoline, acide nalidaxique et I’association
sulfaméthoxazole—triméthoprime avec une fréquence de
50 %. Le chloramphénicol est touché par 25 % de résistance
par nos souches.

Ces différences observées peuvent étre en raison du fait
que les antibiotiques de premicre génération, y compris
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Fig. 2 Pourcentage de résistance des souches Vibrio cholerae aux antibiotiques
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I’ampicilline, le chloramphénicol et la tétracycline ont été
completement abusés dans cet environnement. Malheureuse-
ment, actuellement, la tétracycline et la doxycycline sont les
antibiotiques communément utilisés en thérapie humaine et les
plus prescrits en cas d’une infection par vibrion cholérique.

Etude phytochimique des extraits de I’Atriplex halimus
Extrait méthanolique

L’extrait méthanolique obtenu est de couleur verte foncée,
avec un aspect visqueux présentant des formes en cristaux
avec un rendement de 18 %. Une étude qui a été faite par
Belyagoubi-Benhammou et al. [23] indique un rendement de
24 % de la méme espéce et de la méme partie utilisée pour
I’extraction (feuillage), mais d’une région différente.

Extrait aqueux

L’extrait aqueux a un rendement de 13,05 % et est de couleur
marron, avec un aspect poudreux apres 1’évaporation de
I’eau. Ces résultats sont différents de ceux de nos collabora-
teurs Khaldi et al. [24] qui ont décelé un rendement de
0,052 % a partir d’une plante isolée de la méme région. Cette
différence en rendement dépend du génotype, de la physio-
logie et de la technique d’extraction utilisée.

Teneur en polyphénols des deux extraits

Les résultats de dosage montrent que 1’extrait méthanolique
est plus riche en polyphénols, flavonoides, tannins que
I’extrait aqueux avec des teneurs de 8,4 +0,04 ; de 2,22 +
0,13 et de 1,27 + 0,14 mg EAG (d’équivalents d’acide gal-
lique)/g de matiére séche respectivement (Tableau 2). Ces
concentrations obtenues avec les feuilles d’Atriplex halimus

Tableau 2 Teneurs des extraits aqueux et méthanolique d’Atri-
plex halimus en polyphénols totaux, flavonoides et tannins

condensés

Polyphénols® Flavonoides® Tannins®
Extrait 8,4 +0,04 2,22 +0,13 1,27 £0,14
méthanoli-
que
Extrait 6,2+0,31 1,16 £0,52 0,75 +0,23
aqueux

% mg d’équivalents d’acide gallique par gramme de matiére

séche
 mg d’équivalents de quercétine par gramme de matiére séche
¢ mg d’équivalents d’acide tannique par gramme de matiére
séche

différent relativement avec celles de Belyagoubi-Benhammou
et al. [23] qui ont trouvé une teneur en polyphénols de I’ordre
de 10,12 £ 2,24 mg EAG/g.

Cette étude montre que ’extrait aqueux contient une
concentration de polyphénols totaux d’environ 6,2 +
0,31 mg EAG/g ; d’aprés Chikhi [21], cet extrait contient
une teneur d’environ 12,47 ng EAG/mg.

La variabilité des teneurs en polyphénols chez ces espéces
végétales est due probablement a la composition phénolique
des extraits, aux facteurs génotypiques, les conditions bioti-
ques, 1’étape physiologique et abiotiques (facteurs édaphi-
ques), la nature du sol, le type du microclimat et aussi des
étages bioclimatiques ou poussent ces plantes [25].

Enfin, le dosage démontre que les deux extraits contien-
nent des composés phénoliques avec la prédominance de ces
derniers dans ’extrait méthanolique en raison de sa solubi-
lité plus élevée dans le méthanol [26].

Evaluation du pouvoir antioxydant des extraits
d’Atriplex halimus

L’activité antioxydante des extraits d’A#riplex halimus a été
évaluée in vitro par la méthode de réduction de radicaux
libres DPPH. Les résultats obtenus confirment que les deux
extraits d’Atriplex halimus possédent un potentiel antioxy-
dant. L’extrait méthanolique est doté d’un pouvoir antioxy-
dant avec, IC5o=4,13 £0,07 mg/ml tandis que D’extrait
aqueux affiche une ICsy = 5,53 + 0,05 mg/ml.

Nos résultats sont compatibles avec ceux obtenus par
Khaldi et al. [24]. Cette capacité de réduction des radicaux
est due, principalement, a leur profil chimique riche en com-
posés phénoliques.

La fraction d’acétate d’éthyle d’Atriplex halimus L. a une
bonne aptitude a piéger le radical DPPH. Cette activité est
probablement due a 1’abondance des flavonols (kaempférol,
quercétine...) qui représentent la classe majeure des espéces
Atriplex [25].

Activité antibactérienne des extraits de la plante
Atriplex halimus

Déterminations des diameétres des zones d’inhibition

Les résultats de I’activité antibactérienne des extraits métha-
nolique et aqueux de plante contre quatre souches de
Vibrio cholerae sont illustrés sur les figures 3, 4.

L’extrait méthanolique a révélé son efficacité sur toutes
les souches quelle que soit la dose. Cependant, a partir de
la dose de 12,5 mg/ml, cet extrait est actif sur Vibrio chole-
rae 1. La zone d’inhibition de 10 + 0,50 a été constatée a
cette concentration.
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Fig. 3 Effet de I’extrait méthanolique de I’Atriplex halimus sur les différentes souches

10 -

Diameétres d’ inhibition (mm)

o N B~ O ®
I

V1 V2

H6.25gm/ml
® 12.50mg/ml
u 25mg/ml

® 50mg/ml

¥ 100mg/ml

= 200mg/ml

V3 V4

Souches de Vibrio cholerae

Fig. 4 Effet de ’extrait aqueux de I’Ariplex halimus sur les différentes souches. Les valeurs ont été exprimées en moyenne + ET de trois

expériences indépendantes

La souche Vibrio cholerae 2 demeure plus sensible a cet
extrait puisque elle a enregistré des zones d’inhibition com-
prises entre 10 et 15 mm.

De méme, I’extrait aqueux a prouvé une activité antivi-
brio, mais moins efficace que celle de 1’extrait méthanolique
puisque cette activité disparait avec la dose de 12,5 mg/ml.
Cet extrait s’est révélé puissant sur ces souches a des teneurs
allant de 25 a 200 mg/ml, montrant des zones d’inhibition
variantes entre 10 a 14 mm (Fig. 4).

Ces premiers résultats affirment que les deux extraits
sont doués d’un effet antibactérien intéressant. En effet,
Salwa et al. [27] déclarent que les extraits d’Atriplex hali-
mus ont été trés actifs contre Listeria ivanovii L14 (pVS2)
donnant une grande zone d’inhibition (40 mm). Les travaux
menés dans notre laboratoire par Khaldi et al. [24] sur ces
deux extraits mettent en évidence le pouvoir antimicrobien
a une teneur de 600 mg/ml de I’extrait méthanolique sur des
souches ; Gram positif (Staphylococcus aureus) et Gram
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négatif (Salmonella, Shegilla sp.), alors que la méme
concentration de I’extrait aqueux exerce un effet inhibiteur
sur Escherichia coli avec un diametre de 8 mm.

Détermination des CMI par la méthode
de microdilution

Les différents extraits détiennent des activités antimicrobien-
nes selon leur nature, et leur effet inhibiteur est décelé par la
réduction de la croissance des souches.

D’apres les courbes obtenues (Fig. 5), les extraits (aqueux
et méthanolique) d’Atriplex halimus ont montré une activité
inhibitrice sur les souches testées. Vibrio cholerae 1 a été
inhibée a une CMI de 100 mg/ml pour I’extrait aqueux et
une CMI de 50 mg/ml pour I’extrait méthanolique,
respectivement.

Pour la souche V3, les valeurs de CMI étaient plus éle-
vées par rapport aux autres isolats avec 100 mg/ml pour
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Fig. 5 Cinétique de croissance des souches Vibrio cholerae non Ol en présence de 1’extrait aqueux (a droite) et 1’extrait méthanolique

(a gauche) a différentes concentrations

I’extrait méthanolique et de 200 mg/ml pour I’extrait
aqueux, notre étude concorde avec les résultats de Khaldi
et al. [24] qui ont montré que les extraits aqueux et métha-
nolique ont un effet bactériostatique avec une CMI de

200 mg/ml sur Staphylococcus aureus, Salmonella et
Clostridium. Ces hautes concentrations expliquent et
confirment la multirésistance de cette souche a divers
antibiotiques.
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Les deux extraits sont doués d’un pouvoir inhibiteur sur
les souches Vibrio cholerae 2 et 4, avec une CMI allant de
25 a 200 mg/ml (Fig. 5).

Atriplex halimus produit des polyphénols et autres sub-
stances bioactives potentiellement utiles et ayant des pro-
priétés médicinales [28] et qui peuvent étre une alternative
thérapeutique pour pallier I’émergence de la résistance aux
antibiotiques.

Conclusion

L’eau constitue un environnement favorable pour le déve-
loppement de nombreux microorganismes : virus, parasites,
bactéries, et parmi ces derniers le vibrion cholérique qui
trouve dans le milieu aquatique un foyer convenable pour
exprimer sa pathogénicité, donc ce germe nécessite la ges-
tion de son risque sanitaire. Cette étude nous a permis d’iso-
ler I’agent étiologique Vibrio cholerae dans les eaux couran-
tes et de tester l’effet antimicrobien des biomolécules
naturelles extraites a partir de plante médicinale Atriplex hali-
mus. Les premiers résultats révélent que toutes les souches
isolées appartiennent au genre Vibrio cholerae non O1 et
sont multirésistantes aux antibiotiques. Les tests d’efficacité
des extraits affirment que les extraits, aqueux et méthano-
lique, posseédent une activité antimicrobienne sur Vibrio cho-
lerae. L’ensemble de ces résultats ne constituent qu’un
moyen de gestion sanitaire et une premicre étape dans la
recherche de substances d’origine naturelle biologiquement
actives agissant comme de puissants antimicrobiens.

Liens d’intéréts : les auteurs déclarent ne pas avoir de lien
d’intérét.
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Résumé

Le genre bactérien Vibrio fait partie des bactéries ubiquistes des eaux et des
zones cotieres, certaines especes sont pathogenes pour I’homme et les animaux
aquatiques. Parmi elles, Vibrio cholerae est reconnue pour son impact clinique,
sanitaire et économique. La propagation de clones multirésistants aux antibiotiques est
une menace pour la santé publique. De ce fait plusieurs scientifiques sont a la
recherche de nouveaux agents antimicrobiens et commencent a porter une attention
particuliere aux plantes médicinales puisque elles contiennent des biomolécules
naturelles actives. Dans un autre contexte les probiotiques par leur effets bénéfiques
sur la santé constituent une autre stratégie de lutte contre les micro-organismes
néfastes. Dans ce travail, notre objectif est d’évaluer le risque de contamination des
eaux de différents sites de la ville de Mascara (Algérie) par vibrion cholérique,
déterminer la résistance de ces souches aux antibiotiques et gérer le risque sanitaire par
la recherche de nouveaux composés alternatifs naturels actifs issus de la plante
médicinale Atriplex halimus, et tester I’activité antibactérienne des probiotiques sur
cet agent pathogene et enfin I’effet de 1’association de ces deux derniers sur Vibrio
cholerae. Les premiers résultats révelent la présence de Vibrio cholerae non O1 dans
les eaux prélevées. Ces souches étaient multirésistantes a la plupart des antibiotiques
en particulier a I’ampicilline, a la tétracycline, a I’amoxicilline, a 1’érythromycine et a
la doxycycline. Les teneurs en phénols totaux, flavonoides et en tanins condensés sont
¢levées dans I’extrait méthanolique comparativement a 1’extrait aqueux. Les résultats
obtenus confirment que les deux extraits de I’Atriplex halimus possedent un potentiel
antioxydant, I’extrait méthanolique est doté d’un pouvoir antioxydant avec, ICsy = 4,13
+ 0,07 mg/ml tandis que I’extrait aqueux affiche une ICsy = 5,5 3 £ 0,05 mg/ml. Les
deux extraits de la plante possédent une activité antibactérienne contre Vibrio
cholerae. L’extrait aqueux exerce un effet inhibiteur avec une CMI de 100 a 200
ul/ml, alors que I’extrait méthanolique est actif avec des concentrations plus faibles de
I’ordre de 25 a 100 ul/ml. L’étude de I’effet de Lactobacillus sp a montré une activité
inhibitrice envers V.cholerae. En ce qui concerne 1’association entre les extraits
d’Atriplex halimus et Lactobacillus sp.(probiotique), les résultats revelent des effets
inhibiteurs contre le pathogene avec des diametres variant selon I’extrait. De ce fait,
on peut déduire qu’il y a un élargissement du spectre d’activité di a 1’association
contre V.cholerae. Ces résultats encouragent la conduite a [I’identification de
substances bioactives, capables de restaurer 1’activit¢ de plusieurs  classes
d’antibiotiques synthétiques sur ces souches multirésistantes.

Mots clés : Vibrio cholerae- Atriplex halimus, Composés phénoliques, Lactobacillus
sp, effet antibactérien.




Abstract

Some species of the bacterial genus Vibrio is part of the ubiquitous
bacteria of waters and coastal areas are pathogenic for both humans and aquatic
animals. The, Vibrio cholerae is being recognized for its negative clinical,
health and economic impact. However, the recent spread of multidrug-resistant
clones represents a real menace for the public health. Hence, many scientists are
searching for new antimicrobial agents within phytochemicals produced by
medicinal plants .On another hand, the probiotics, having beneficial effects on
health, constitute another strategy to fight pathogenic microorganisms .our aim
is not only to evaluate the risk of water contamination ,by the Vibrio cholerae,
of different sites of the city of Mascara (Algeria) ,but also to determine its
resistance to antibiotics .we will also try to find new active natural alternative
compounds found in some medicinal plants , mainly , Atriplex halimus, then
test the antibacterial activity of the probiotics on this pathogenic agent by
determining the effect of the combination of these later on the Vibrio cholerae.
The first results reveal the presence of Vibrio cholerae non O1 in the sampled
water. These strains were multi-resistant to most antibiotics, especially
ampicillin, tetracycline, amoxicillin, erythromycin and doxycycline. The
contents of total phenols, flavonoids and condensed tannins are higher in the
methanolic extract than in the aqueous extract. The results obtained confirm that
the two extracts of Atriplex halimus have an antioxidant potential, the
methanolic extract has an antioxidant power with, 1C50 = 4.13 £ 0.07 mg / ml
while the aqueous extract reveals an IC50 = 5.5 3 + 0.05 mg/ml. Both plant
extracts possess antibacterial activity against the Vibrio cholerae. The aqueous
extract exerts an inhibitory effect with a MIC of 100 to 200 pl/ml, whereas the
methanolic extract is active with lower concentrations of the order of 25 to 100
ul/ml. The study of the effect of Lactobacillus sp showed an inhibitory activity
towards V.cholerae. Regarding the association between the extracts of Atriplex
halimus and Lactobacillus sp. (probiotic), the results reveal inhibitory effects
against the pathogen with diameters varying according to the extract. thus, it can
be deduced that there is a broadening of the spectrum of activity due to the
association used against V.cholerae. These results encourage the identification
of bioactive substances capable of restoring the activity of several classes of
synthetic antibiotics on these multiresistant strains.

Keywords: Vibrio cholerae- Atriplex halimus, Phenolic compounds,
Lactobacillus sp, antibacterial effect.
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