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Résumé :

Dans le cadre de la découverte de nouvelles substances naturelles bioactives ayant des
propriétés biologiques, le présent travail s’intéresse a 1’évaluation de I’effet antimicrobien des
composés phénoliques des cladodes d’ Opuntia ficus indica récolté dans la région de
Mostaganem-Algérie sur la croissance d’un germe pathogene responsable de toxi-infections
alimentaires et de maladies infectieuses a savoir Escherichia coli. L’extrait bioactif a été
obtenu par macération d’une prise d’échantillon de la plante dans de 1’éthanol aqueux, suivi
d’une filtration et une évaporation sous vide a 45°C. L’extrait hydroéthanolique récupéré a été
concentré ensuite a 0, 20, 40, 60, 80 et 100%. Les mesure et contrdles ont porté sur : test de
croissance, diamétre d’inhibition, concentration minimale inhibitrice et concentration
minimale bactéricide. Les données expérimentales ont fait 1’objet d’une analyse statistique de

variance et de comparaison des moyennes deux a deux selon le test de Newman et Keuls.

L’extrait pur, hydro-éthanolique concentré a 100% des cladodes d’Opuntia ficus indica a pu

réduire d’environ 97,8% la croissance d’E.Coli. Avec un diamétre d’inhibition de 18 mm, il a

marqué une efficacité antimicrobienne de 1’ordre de 50% par comparaison a la gentamicine ;

un puissant antibiotique a large spectre.

L’effet antimicrobien manifeste de cet extrait des raquettes de figuier de barbarie vis-a-vis de

la bactérie s’avere de type bactéricide.

Mots clés: Opuntia ficus indica, cladodes, extrait, hydroéthanolique, Escherichia coli,

activité, antimicrobien.



Abstract

Within the framework of the discovery of new bioactive natural substances having biological
properties, the present work is interested in the evaluation of the antimicrobial effect of the
phenolic compounds of the cladodes of Opuntia ficus indica harvested in the region of
Mostaganem-Algeria on the growth of a pathogen responsible for food poisoning and
infectious diseases, namely Escherichia coli. The bioactive extract was obtained by
maceration of a sample taken from the plant in agueous ethanol, followed by filtration and
evaporation under vacuum at 45°C. The hydroethanolic extract recovered was then
concentrated to 0, 20, 40, 60, 80 and 100%. The measurements and controls related to: growth
test, inhibition diameter, minimum inhibitory concentration and minimum bactericidal
concentration. The experimental data were subjected to a statistical analysis of variance and
comparison of means two by two according to the Newman and Keuls test.

The 100% concentrated hydro-ethanolic pus extract of Opuntia ficus indica cladodes was able
to reduce E.Coli growth by about 97.8%. With an inhibition diameter of 18 mm, it marked an
antimicrobial efficacy of around 50% compared to gentamicin; a powerful broad-spectrum
antibiotic.

The obvious antimicrobial effect of this extract of prickly pear prickly pear snowshoes against
bacteria is of the bactericidal type.

Key words: Opuntia ficus indica, cladodes, hydroéthanolic extract, antibacterial activity, ,
cladodes, Escherichia coli,
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: Organisation Mondiale de la Santé

: Unité Formant Colonie
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Introduction

Introduction

Depuis des milliers d'années, I'humanité utilise diverses plantes trouvées dans son
environnement, afin de traiter et soigner toutes sortes de maladies. En effet, les plantes
représentent un réservoir immense de composés potentiels attribués aux métabolites
secondaires qui ont l'avantage d'étre d'une grande diversité de structure chimique. De plus, les
extraits de plantes possédent un trés large éventail d'activités biologiques essentiellement

antimicrobiennes.

Le figuier de barbarie (Opuntia ficus indica L.) en fait un exemple typique de cette fortune
végétale encore délaissee localement suite aux attitudes d'ignorance de la population et dont la
communauté connaisseuse essaye sans répits de mettre en avant ses multiples qualités
avantageuses. Ces cactus sont de véritables survivants a la sécheresse et aux conditions
drastiques des climats arides et semi-arides, grace a leurs capacités adaptatives étonnantes
incluant des mutations morphologiques jumelées a des métamorphoses physiologiques et
métaboliques. Dés lors, ces plantes font I'objet des projets de développement agricole et de

programmes d'aménagement rural dans plusieurs pays du monde (Arba et al., 2000).

A l'égard de ses fruits délicieux, la partie végétative aplatie nommée cladode, notamment
celle en jeune stade de croissance, ne manque pas d'intérét au vu de ses qualités nutritives et
fonctionnelles mais surtout de son capital phytochimique. La vulgarisation de l'usage de ces
jeunes cladodes appelés nopals légumes, passe inévitablement par leur réhabilitation

scientifigue comme mesure informative rationnelle sur son importance socio-économique.

L’utilisation d’extrait de cladodes comme alternative de valorisation d’une partie des
composants de valeur biologique, médicinal et alimentaire peut s’avérer d’un grand intérét,
dans la mesure ou 1’on s’oriente de plus en plus vers la préparation des aliments
multifonctionnels (basse calories, absence de cholestérol, fibres, vitamines, pouvoir

antioxydant, effet positif sur la sante).

Cette ¢tude vise a suivre I’effet d’extrait de raquettes d’Opuntia ficus indica vis-a-vis de la
bactérie Escherichia coli responsable de plusieurs contaminations alimentaires et maladies

infectieuses.

Pour atteindre les objectifs assignés plusieurs hypothéses ont été posées :




Introduction

» Est-ce que I’extrait de raquette a un effet bactéricide ou bactériostatique Vis-a-vis du
germe etudié ; E coli?
» A quelle concentration cet extrait manifeste une plus grande efficacité antimicrobienne

contre la bactérie?
Le manuscrit est scindé en trois parties :

Une premiére partie bibliographique comportant deux chapitres dont le premier a été
consacré a des généralités sur le figuier de barbarie et le second d’écrit d’'une maniére
succincte et objective 1’essentielles des informations sur Escherichia coli.

La deuxiéme partie rapporte le matériel et les méthodes utilisées afin d’aboutir 1’étude
expérimentale.

La derniére partie a été orientée a la critique et a la discussion des résultats achevée par
une conclusion et des perspectives de recherche développement a entreprendre dans un

future proche sur le domaine de valorisation du figuier de barbarie en Algérie..
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Partie 1.
Synthese bibliographique :




Partie 1 .Synthése bibliographique Chapitre 1. Genéralités sur la figue de barbarie

Chapitre | .Généralités sur la figue de barbarie
1. Historique et origine

Le figuier de barbarie ou cactus nopal, est une plante grasse appartenant a la famille des
cactées et plus précisément au genre Opuntia qui est le nom Mexicain (Schweizer, 1997), une
famille qui comprend environ 1500 espéces de cactus (El kossori et al., 1998). Cultivé
principalement pour la production de fruits dans les climats chauds et nécessite une exposition
bien ensoleillée, Il peut pousser dans des climats arides et semi-arides avec une répartition
géographique englobant le Mexique, 1I’Amérique latine, I’Afrique du Sud et les pays
méditerranéens. Originaire du Mexique, ou elle est appelée nopal et figure dans les armoiries
du drapeau mexicain. Il était inconnu en Europe avant les voyages de Christophe Colomb et
fut décrit de fagon précise pour la premiére fois en 1535 par I’Espagnol Gongalo Hernandez
de Oviedo y Valdés dans son « Histoire des Indes Occidentales ». Le figuier de barbarie est
arrive en Europe vers 1552, ramené par les Espagnols. Au début du seizieme siécle, le figuier
de barbarie s’étend sur le bassin méditerranéen suite aux expansions espagnoles et aussi par le
retour des arabes a leur pays dans le nord-africain suite a leur expulsion par Philippe 111 en
1610. Les arabes ont ramené avec eux des raquettes qu’ils ont plantées autours de leurs
villages La culture du cactus est pratiquée de facon intensive et moderne avec des
programmes de recherche et de développement pour la production du fruit ou de fourrage et

méme pour des usages industriels (Keller et al., 2009).

Figure 1.Figuier de barbarie (Opuntia ficus indica)

2. Distribution geographique
La repartition géographique de la figue de barbarie est illustrée dans la carte suivante. La

couleur verte désigne le pays d’origine du figuier de barbarie (Mexique), la couleur noire
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désigne les aires de distribution : Brésil, Chili, Etats Unies, Inde, Italie, Espagne, Erythreée,
Portugal, Algérie, Tunisie, Libye, Maroc, Afrique du Sud, Ethiopie, Soudan, Tanzanie, Kenya
et Uganda ( Barbera et al., 1992 ; Nerd& Mizrahi, 1994 ; Felker et al., 2005 ; Kabas et al.
2006 ; Saleem et al., 2006 ; Snyman, 2006 ).

Figure 2.Distribution géographique du figuier de barbarie dans le monde (Orwaet al., 2009)

3. Répartition en Algérie

En Algérie, les plantations du figuier de barbarie sont réparties dans les hauts plateaux, a
Batna, Biskra et Bordj-Bou-Arreridj, Constantine, sur les hauts plateaux Algérois a 550
metres, et environs 750 metres a M’sila, Laghouat et méme a 1100 métres a Ain-Sefra. Du
centre a I’ouest, I’Opuntia occupent une superficie dépassent les 25.000 hectares par exemple,
on le trouve sur les hauteurs de Chréa, Bouarfa (wilaya de Blida), dans les wilayas de,
Boumerdés, Tipaza, Tissemsilt, Chlef, Relizane, Mostaganem, Ain-Temouchent, Oran,
Mascara, Sidi-bel Abbes, Tlemcen, dont la meilleure cueillette des figues de barbarie, est celle
qui se réalise sur les hauteurs des montagnes, spécialement en milieu rocailleux, a 1’exception

des montagnes et des zones sahariennes (Paolo et al., 2018)

Tout comme dans d’autres pays Africains, la culture suscite de I'intérét en Algérie qui a
aujourd’hui sa premiére unité de transformation de figues de Barbarie. L’installation - basée a
Sidi-Fredj et couvrant 5000 m?2 - peut transformer environ 2 tonnes a I’heure (Bouguerche et

al., 2010). Ses principales fonctions sont le conditionnement des figues de barbarie et la
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production d’huiles essentielles, de produits pharmaceutiques, de jus, de confitures et
d’aliments du bétail. L usine de transformation représente un moyen important pour améliorer

les revenus des habitants de la wilaya de Souk Ahras (Paolo et al., 2018).

4. Classification

De nombreux auteurs ont élaboré des classifications du genre Opuntia. Wallace et  Gibson

(2002) ont rapporté celle qui suit :

Régne : Plantae

Sous-régne : Spermaphyte

Division : Angiosperme

Classe : Dicotylédones

Sous- classe : Caryophyllale

Famille:Cactaceae

Sous-famille:Opuntioideae

Genre:Opuntia

Espece:Opuntia ficus indica
L’espéce peut porter un non différent selon 1’idiome local. En Espagne, outre Nopal, on
I’appelle familiérement Tuna, dans les pays francophones du bassin méditerranéen. L’Opuntia
est surnommé figuier de barbarie; en Angleterre : Pricklypear (poire a épines) (Schweizer,

1997), en Egypte : EI-Tin-el-choki et en Algérie, plus précisément en Kabylie, elle est
surnommée Akermousse.

5. Espeéces et variétés de figuier de Barbarie

Les especes les plus connues du figuier de barbarie sont | 'Opuntia inermis (Opuntia vulgaris),
trés prisée en Espagne, en Afrique du Nord et dans bien d’autres pays, O. monacanthaet O.
dilleniiprivilégiées en Chine et enfin, Opuntia ficus-indica (figuier de barbarie) espece
comestible et médicinale qui est largement distribuée (Schweizer, 1997).

La distinction entre les différents cultivars est basée sur la forme et la qualité des fruits et sur
la période de floraison et de la maturité des fruits (Schweizer, 1997; Araba et al., 2000) :

Les variétés inertes : souvent domestiquées et cultivées sur des surfaces limitées. Les
plants issus de semis sont épineux la premiére année et les aiguillons disparaissent a partir de

la deuxiéme année.
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Les variétés épineuses : caractérisées par des épines longues. Il parait que c’est une variété qui
entre en production tardivement apres la 6eéme ou la 7éme année de plantation. Il semble qu’il
n’y ait pas de variétés absolument inermes, mais a aiguillons plus ou moins rares (Schweizer,
1997; Arabaet al., 2000 ).

6. Description botanique

Le figuier de Barbarie est une plante arborescente résistante de 3 a 5 m de haut, constituée
d’ un tronc épais et ligneux et une organisation en articles aplatis, de forme elliptique ou
ovoidale de couleur vert, de longueur qui varie de 30 a 50 cm, une largeur de 15 a 30 cm et

une épaisseur de 1.5 a 3 cm appelés cladodes ou raquettes (Aknouche , 2018).

Les cladodes assurent la fonction chlorophyllienne et sont recouvertes d’une cuticule
cireuse (la cutine) qui limite la transpiration et les protége contre les prédateurs. Les cladodes,
trés fibreux, retiennent I’eau et permettent a la plante de résister a la chaleur et a la sécheresse
(Massdak, 2018). Ses fleurs, marginales sur le sommet des cladodes, sont hermaphrodites, de
couleur jaune et deviennent rougeatres a I’approche de la sénescence de la plante (figure «b).
Ses fruits sont des baies charnues ovoides ou piriformes pourvues d’épines (figure 2d). Ils
sont généralement verdatres ou jaunes a maturité (Espinosa et al., 1973). La pulpe est

toujours juteuse, de couleur jaune-orange, rouge ou pourpre parsemée de nombreuses petites

Figure 3.Description botanique du figuier de barbarie ((a)Le figuier de barbarie :b) fleur ,c)

cladode, d) fruits, e) graines, f) poudre des graines )(Aknouche, 2018).
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7. Importance économique et écologique du figuier de barbarie

L’adaptation du figuier de barbarie aux conditions désertiques et semi-désertique lui permet
de constituer une culture a intérét écologiques et socio-économiques indéniables. En effet, il
constitue un bouclier contre la désertification et 1’érosion des sols. Il est également cultivé
pour la régénération des terres. Il ne demande pas de pratiques culturales spécialisées ni
d’apport de fertilisants. Mais malgré ses attraits naturels, peu d’intérét a été accordé a cette
espece jusqu’aux années 70, avec le développement des marchés des fruits exotiques dans
plusieurs pays, les efforts se sont multipliés pour en faire une culture industrielle, soit en tant
que culture fourragere, soit en tant que culture maraichére. La production de fruits destinés a
I’alimentation humaine et son usage fourrager pour I’alimentation animale reste cependant

I’aspect le plus recherché et le plus développé (Neffar, 2012)

8. Composition :

La figue de barbarie est un fruit succulent, peu acide et riche en sucres ; ce qui le rend
délicieux et doux (Kaanane, 2000 ; Piga, 2004 ; Feugang et al., 2006 ).

La composition moyenne de la figue de barbarie est réesumée dans le tableau suivant :

Tableau 1.Composition du figuier de barbarie (Piga, 2004)

Parametres Valeur Parameétres Valeur
Pulpe (%) 43-57 Mg (mg/100g) 16.1-98.4
Graines (%) 2-10 Na (mg/1009) 0.6-1.1
Epluchure (%) 33-55 K(mg/100g9) 90-217
pH 5.3-7.1 P (mg/100g) 15-32.8
Acidité (% ac.citrique) 0.05-0.18 Proline (mg/L) 1768.7
Eau (%) 84-90 Glutamine (mg/L) 574.6
Protéines (%) 02-16 Taurine (mg/L) 572.1
Lipides (%) 0.09-0.7 Serine (mg/L) 2175
Fibres (%) 0.02-3.1 Alanine (mg/L) 96.6
Sucres totaux (%) 10-17 acide Glutamique (mg/L)  83.0
Vitamine C (mg/100g) 1 1-41 Méthionine (mg/L) 76.9
Ca (mg/100g9) 12.8-59 Lysine (mg/L) 53.3




Partie 1 .Synthése bibliographique Chapitre 1. Genéralités sur la figue de barbarie

L'Opuntia ficus-indica est caractéris¢é par un pH relativement élevé (5.3-7.1)
comparé a celui d’autres fruits, et une acidité relativement faibles (0.05-0.18%)
(Kaanane, 2000 ; Piga, 2004 ; Feugang et al., 2006).
En raison de sa haute teneur en eau, sa valeur calorique totale est faible, elle est de
50 Kcal/100g comparable a celle d’autres fruits tels que les poires, les abricots et les
oranges
(Feugang et al., 2006).

Le fruit est riche en sucres, majoritairement représentés par le glucose et le
fructose.
Le glucose, dominant, est une source dénergie immédiatement disponible pour le
cerveau, tandis que le fructose permet une amélioration de la saveur du fruit
(Schweizer, 1997,
Russel et Felker, 1987; El Kossori et al.,, 1998 ; Feugang et al., 2006). Une teneur
plus élevée en vitamine C, comparée a d’autres fruits tels que la pomme, la poire, les
raisins et la banane, a été notée (Piga, 2004). Seules des traces de vitamines B1l, B6,
niacine, riboflavine et acide pantothénique ont été trouveées (Stintzing et al., 2000 ;
Stintzing et al., 2001 in Feugang et al., 2006).
La figue de barbarie montre une composition intéressante en minéraux, particuliérement, le
potassium (90-217 mg/100g), le calcium (12.8-59 mg/100g) et le magnésium (16.1-
98.4mg/100g) (Piga, 2004 ; Feugang et al., 2006) ; des niveaux élevés d'acides aminés
libres, dont la proline (1768.7mg/L), glutamine (574.6 mg/L) et la taurine (572.1 mg/L) ont
été également rapportés (Kaanane, 2000 ; Piga, 2004 ; Feugang et al., 2006).

9. Utilisations des différentes parties du figuier de Barbarie

OFI (Opuntia ficus-indica)est une plante qui contient la majorité des éléments dont notre
organisme a besoin pour son bon fonctionnement. Elle est utilisée dans différents domaines :
en médecine, en pharmacologie, en agroalimentaire, en cosmétique ; elle est aussi utilisée

comme cloture, dans le greffage, etc.

Le tableau suivant résume quelques utilisations de différentes parties de cette plante.
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Tableau 2.Utilisation des différent partie d'OFI

(Opuntia ficus-indica) :

Partie utilisée

Domaines d’utilisation

Références

Fruit

-Substitut de 1’eau potable.

-Aliment de base en cas de famine.
-Fabrication de jus, concentres, confitures et
marmelades, etc.

-Production de pectine.

-Prévention des maladies telles que le diabéte,
certains

troubles cardio-vasculaires, les infections de
’appareil

urinaire et les troubles digestifs.

(Rabemanantsoa,
2010 ;Alimi et
al., 2010)

Fleur

-Apiculture (source nutritive trés appréciéee
par les abeilles).

-Remede contre le disfonctionnement de la
prostate et contre

les insuffisances rénales.

-Le bouilli des fleurs séchées est utilisé en
pharmacopée

traditionnelle, aux brulures et coups de soleil.

Rabemanantsoa,
2010 ;Ennouri
et al., 2005)

Cladode

-Production de conserves a base de vinaigre.
-Utilisation en tant que légumes.
-Complément alimentaire pour les bovins et
les ovins.

-Matiére premiere pour la fabrication de
shampoing, cremes

capillaires et laits hydratants pour le visage.
-Production d’adhésif.

-Barriére contre la désertification et I’érosion
des sols.

-Production d’éthanol par fermentation.
-Transformé en farine pour remplacer celle de
blé dans les

Cookies.

(Del-Valle et al.,
2005; Hadj
Sadok, 2010)

Graine

-Extraction d’huile utilisée dans les produits
cosmétiques.

-Production de farine.

-Réduction des risques de maladies cardio-
vasculaires et maladies coronariennes

(Ennouri et al.,
2006)
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9.1 Formes d’utilisation

Le figuier de barbarie est généralement consommé frais, mais d’autres formes d’utilisations

existent (Tableau).

Tableau 3.Formes d'utilisation de figuier de barbarie (Temagoult, 2017)

Forme Description Photographies
-Obtenu du fruit sans ajout d’eau ni de sucre, donne
une
délicieuse boisson qu’il faut boire fraiche, le plus

Jus rapidement possible apres sa production.
-Utilisées dans la tradition berbere, comme infusion

- pour soulager les douleurs gastro-intestinales et

JFIBUTS 1 hrévenir les ulcéres grace a ses propriétés anti-
sechées de | hfammatoires.
figuier de
barbarie | _gn macérat ou en lotion, elles seront un soin
Cosmétique anti-age.
-Contient 16.5 % de protéines et 48 % de fibres.
-Riche en acides gras essentiels, stérols et vitamine
Farinede |E . . - .
cladode -Utilisée comme exfoliant, anti-age et pour produire
Une maceration precious
-Sélection rigoureuse de fruits de tout premier choix
associée au sucre de canne
Confiture
-Extrait de la pulpe de figue de barbarie.
-1l a un ardme riche, savoureux et fruité avec une
Iégére acidité et son godt tres raffiné.
-A plusieurs qualités nutritives et cosmétiques.
Vinaigre -Stimule la flore intestinale.

-Améliore la digestion et renforce les défenses
naturelles.

msz==2]

- VINAIGRE E'
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10 .Anatomie et histologie des cladodes

10. 1. Peau

La peau est composée d’une couche épidermique continue de cellules plates, fines, en forme
de pave, et de 6 a 7 couches de cellules hypodermiques trés résistantes, avec une épaisse paroi
cellulaire ressemblant a du collenchyme lamellaire (Inglese, 2018). Ces deux couches forment
une barriere efficace pour éviter les dommages physiques et maintenir 1’intégrité mécanique.
L'épiderme d'une épaisseur de 117.33 a 120 um, constitue la couche protectrice la plus
périphérique du corps du cactus qui comporte des stomates, régule le mouvement du CO2
entrant et de 1’O2 sortant et retient 1’eau dans le corps de la plante, alors que I’hypoderme
joue le réle de premiére ligne de défense contre les champignons, les bactéries et le broutage

par de petits organismes (Mauseth, 1984; Ventura-Aguilar et al., 2017; Inglese, 2018).

La paroi externe de 1’épiderme est imprégnée et couverte d’une couche relativement épaisse
(8-20 um) d'une substance cireuse résistante a 1’eau, appelée cutine. Chimiquement, cette
couche donnant aux cladodes leur apparence glauque, est un mélange d’acides gras qui se
polymérisent spontanément en présence d’oxygene, pour se révéler, sous microscope
électronique, en agrégats de plaques semi-verticales et écailles semi-verticales (Metcalf et
Chalk, 1979;Mauseth, 1984).

Cette cire rugueuse autour des cellules épidermiques retient la vapeur d’eau dans la plante et
repousse l’eau de surface comme elle refléte les radiations solaires, réduisant ainsi la
température de la tige (Gibson et Nobel, 1986). En outre, la surface pliée de 1’épiderme, au
lieu d’une surface lisse, affecte la force, la flexibilité et la capacité du rameau a se gonfler
sans se déchirer. Ceci est expliqué par le fait que la surface plissée assure, lorsque 1’eau est
absorbée par les cladodes, un écartement des bases des cotes et une augmentation du volume
sans requérir un accroissement de superficie (Mauseth, 2000;Mauseth, 2006).

Contrairement aux plantes a graines, I’épiderme des Cactaceae persiste durant des décennies
comme un tissu vivant et est finalement remplacée par I’écorce « le périderme », via le
processus de vieillissement. La formation du périderme est également possible par les tissus
du cortex en cas de rupture de la peau par blessures (Mauseth, 2006)

Par ailleurs, I'épiderme contient des cristaux d'oxalates de calcium nommés druses. En dépit
de leur passivité physiologique et osmotique, ces cristaux peuvent devenir un moyen de
défense en rendant plus difficile la mastication de la peau par les insectes (Ventura-Aguilar
etal., 2017;Inglese, 2018).
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Figure 4.Morphologie des cladodes de barbarie, (a) : Coupe transversale (CT) de I’ensemble
de la cladode ; (b) : CT des couches extérieures de la cladode montrant la peau (S),
chlorenchyme (CH), vaisseaux conducteurs (V), parenchyme (C) ; (¢) : CT de la peau
montrant un hypoderme a parois épaisse ; (d) : CT du chlorenchyme avec des plasmides et des
cristaux oxalate (Ginestra et al., 2009).

10. 2.Cortex

L'Opuntia a un épais cortex palissadique chlorophyllien nommé chlorenchyme, recouvrant un
cortex interne moins ou non chlorophyllien appelé parenchyme (Mauseth, 2005). Le
chlorenchyme d’Opuntia est disposé en longues rangées radiales de cellules
parenchymateuses chlorophylliennes et succulentes, séparant I’hypoderme et I’anneau de
faisceaux vasculaires. C'est la partie verte qui contient les chloroplastes et assure

principalement la fonction de photosynthese (Inglese, 2018).

Le parenchyme ou "tissu blanc" est formé de cellules parenchymateuses sphéroidales
homogenes avec de petits espaces intercellulaires, dont les chloroplastes sont substitués par
d’autres organites a I'exemple des amyloplastes. En plus de son action essentielle de stockage
d'eau, cette partie est l'usine chimique qui produit les hormones, alcaloides, composes
phénoliques et autres produits formés par le métabolisme de la plante (Mauseth, 1984;Saveja
et Mauseth, 1991; Ventura-Aguilar et al., 2017; Inglese, 2018).
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Les deux parties ; verte et blanche, contiennent des idioblastes, remplis avec du mucilage ou
de cristaux plus petits que ceux des cellules épidermiques (Mauseth, 1984 ; Saveja et
Mauseth, 1991).

10. 3. Tissus vasculaires

Sous le cortex, toutes les tiges d'Opuntia, méme les cladodes les plus plats, ont un unique
anneau de faisceaux vasculaires collatéraux avec un tissu mou entre eux (eustéle),
correspondant au cambium fasciculaire ou rayons médullaires. Ces tissus vasculaires sont
connectés au tissu méristématique des aréoles et forment un réseau élaboré de faisceaux
accessoires trés finement fenestrés (Bailey, 1961; Gibson, 1976; Mauseth, 2004; Inglese,
2018).Le xyléme au nombre de 4 a 9 vaisseaux par mmz2 est simple et ses éléments de
vaisseaux de 75 pum de large, sont caractérisés par des épaississements hélicoidaux et
annulaires, avec des perforations scalariformes ou réticulées dans la paroi secondaire
(Hamilton, 1970; Jiménez-Sierra et Reyes, 2000; Pimienta-Barrios et al., 2003).
Cependant, les cellules mucilagineuses et les grains d’amidon sphéroidaux sont abondants

autour des faisceaux vasculaires (Inglese, 201

10. 4. Moelle

La moelle d’O. ficus indica est faits de larges cellules parenchymateuses sphéroidales, a fines
parois cellulaires, similaires a celles du cortex intérieur. Ses cellules les plus proches des
faisceaux vasculaires contiennent souvent de nombreux grains sphéroidaux d’amidon ou du

mucilage et quelques petites druses (Inglese, 2018).

10.5. Stomates

Les stomates abondants et régulierement distribués chez les autres Cactaceae, sont
aléatoirement distribués et peu nombreux (15-35 par mm?) chez O. ficus-indica (Mauseth,
1984;Sajeva et Mauseth, 1991).

Les cellules de garde de 40 um sont entourées par 3-4 rangées de cellules subsidiaires et
encastrées de facon a ce que le pore soit caché de la surface de la tige (fig.6). Le canal
substomatal, proéminent a travers le tissu hypodermique sclérenchymateux, se relie a la
chambre sous-stomatique située dans le chlorenchyme, ce qui forme un passage pour les

¢échanges gazeux entre I’atmosphére et le tissu photosynthétique (Inglese, 2018).
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10. 6.Cellules mucilagineuses

Les cladodes d'Opuntia ont de larges canaux doublés avec un épithélium pluristratifié, remplis
par des cellules mucilagineuses non-attachées par la lamelle moyenne, flottant librement dans
le mucilage extracellulaire. Les cellules mucilagineuses sont présentes dans tous les types de
tissus : hypodermique, cortical, vasculaire et moelle. Elles produisent des petites vésicules de
mucilage dont le contenu est déposé en dehors du cytoplasme quand sa quantité augmente.
Par la suite, la cellule productrice meurt et tous ses organites se décomposent, laissant
seulement du mucilage (fig.5). Les conduits mucilagineux sont formés par une dégradation
lysogénique des parois séparant les cellules mucilagineuses (Freeman, 1969; Gibson et
Nobel, 1986; Mauseth, 1980, 2005).

Le mucilage formé par des glucides indigestibles, constitue 14 % de la matiére séche de
cladode, il est trés glissant, complexe et aide a retenir 1’eau a I’intérieur de la plante (Gibson

et Nobel, 1986).

Figure 5. Morphologie d’un stomate entouré par des druses (& gauche) et d'un canal de
mucilage (a droite) (Olvera et Romero, 2006;Inglese, 2018).

1. 7 Epines et glochides

La présence d’épines chez O. ficus-indica, est la caractéristique particuliére des aréoles et il
est possible d’en distinguer deux types : épines et aiguillons (glochides), tous les deux
considérés en tant qu’équivalents morphologiques des feuilles, a un nombre et une durée

dépendant de leur type (fig.6) (Boke, 1944; Robinson, 1974; Anderson, 2001).
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Pour ce cactus, un nombre variable d’épines blanches se développe a partir des aréoles, mais
il y a souvent une ou deux longues épines centrales (1 a 3 cm), plus épaisses, composées par
des cellules allongées a paroi lignifée ; chacune est accompagnée par deux épines latérales
plus courtes (Gibson et Nobel, 1986; Anderson, 2001)

Généralement, ces épines sont présentes au premier stade de croissance du cladode et la
plupart tombent avec I’augmentation de la température, persistant parfois seulement a la base
des cladodes pour une longue période. Les épines sont formeées en séries et on peut noter que
pendant que leur pointe se durcit, le méristéme basal continue de s’allonger (Buxbaum,
1950;Mauseth, 1984). Elles représentent 8.4% du poids total du cladode, avec une
constitution majoritairement polysaccharidique (96%), divisée en cellulose (47.9%) et
hémicellulose (48.4%). le reste comporte la lignine, les cendres, la graisse et de trés petites
quantités de cires (Malainineet al., 2003). De plus, les épines ont une surface rugueuse qui
résulte de leur recouvrement par une cuticule de protection contre la dessiccation. Les
couches hydrophobes des épines sont empilées et décalées de maniere circulaire en raison de
la croissance de la colonne vertébrale a partir du cladode, ce qui conduit a une section mince a
I'extrémite et a une section plus grande pres du cladode (Malainineet al., 2003).

Ainsi, les cultivars sans épines se caractérisent par d’abondants dépots de cire épicuticulaire
rugueuse et cristalloide et par des épines caduques et fissurées, tandis que les cladodes
épineux présentaient une cire lisse amorphe et des épines fortes et persistantes (Salem-
Fnayouet al., 2014). Par leur présence, les épines évitent la prédation par les herbivores,
réfléchissent la lumiere, ombrent la tige, et permettent donc la réduction de la perte en eau
ainsi que la condensation du brouillard (Anderson, 2001; Jiménez-Sierra et Reyes, 2000;
Pimienta-Barrios et al., 2003).Les glochides du figuier de barbarie apparaissent
simultanément aux épines. s sont minuscules, courts et multicellulaires, en plus détre
pointues, barbelées et décidues. lls conférent leur couleur brune aux aréoles (Anderson,
2001;Inglese, 2018). Ils sont composes de microfibrilles paralleles de cellulose cristalline (a
100%) exempte d'hémicellulose, avec 0.4 mm de longueur et 6 a 10 um en diametre, ancrées
dans un gel solide, tissé et serré d’arabinose (Pritchard et Hall, 1976; Waldron et al., 1996;
Malainineet al., 2003; Vignon et al., 2004). Or, la surface des glochides est lisse, mais dure
et sclérifée ; puisque couverte d’écailles barbelées (Buxbaum, 1950). Les glochides
s'arrangent en 4-6 touffes serrées attachées aux cavités des areoles, incluant chacune 7-12
aiguillons. Quoique, le développement d'un phellogéne sur la région corticale extérieure

autour de la base de chaque touffe, rend ces glochides facilement retirables quand ils sont
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touchés ou soufflés par le vent. Leur fonction précise reste incertaine, mais ils peuvent

condenser 1’eau de I’air (Buxbaum, 1950).

Figure 6.Morphologie d'une aréole de cladode présentant deux épines, une feuille éphémere

et plusieurs glochides brunatres (Malainineet al., 2001; Salem-Fnayouet al., 2014; Inglese,)

11. Composition chimique des cladodes

La composition chimique des cladodes varie en fonction des facteurs édaphiques, 1’endroit de
la culture, la saison et I'dge de la plante. Par conséquent, les teneurs en éléments nutritifs
respectifs varient a la fois entre les espéces et les variétés et ils ne devraient pas étre pris

comme des valeurs absolues (Stintzing and Carle, 2005).

Tableau 4.Principaux composants des cladodes du figuier de Barbarie (Stintzing and
Carle,2005)

Composants Matiere séche Poids frais
(g/100g) (g/1009)

=au ) 88-95
Glucides 64-71 3.7
Cendres 19-23 1-2
Fibres i8 1o
Protéines 4-10 0.5-1
Lipides 1-4 0.0
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Les jeunes cladodes ont des valeurs élevées en glucides, en protéines, et la teneur en eau. Fait
intéressant, la fertilisation faible en azote conduit a une augmentation de la teneur en protéines
brutes, alors que pour l'alimentation des animaux et spécialement les vaches allaitantes, les
doses d'azote recommandées sont de 224kg /ha. Un supplément de 112 kg /ha de phosphate
améliore la faible teneur en phosphate des cladodes (Pimienta-Barrios et al.,1994). Au cours
de la croissance, l'ossature fibreuse est décomposée dans le parenchyme, mais se développe
dans le cortex. Cependant, les protéines totales et les fibres diminuent avec I'age. Le jus de
cladodes présente un pH de 4,6 avec 0,45% d'acidité titrable et 6,9 g /100 g de matieres séches
(Stintzing and Carle,2005).

Les cladodes ont une haute teneur en calcium et en fibres. Elles sont moins nutritives que les
épinards et plus nutritives que la laitue (Stintzing and Carle, 2005). La teneur en eau varie
entre 88 a 95%, elle donne aux cladodes une valeur alimentaire en étant pauvre en calories (27
kcal /100 g) (Murillo-Amador et al. ,2002).

11.1. Composants a faible poids moléculaire

a) Minéraux

Le potassium est le principal minéral, il occupe 60% de la teneur totale en cendres (166 mg
/100 g de poids frais), suivie par le calcium (93 mg /100 g de poids frais), sodium (2 mg /100
g de poids frais) et le fer (1,6 mg/100 g de poids frais) tandis que le magnésium n'a pas été
détecté (Munoz de chaves et al. 1995). Des études récentes ont démontré que la composition
minérale est de 50 mg /100g de poids sec, 18-57 mg /100g de poids secs pour le potassium,
11-17 mg /100 g pour le calcium et magnésium, suivie du manganese (62-103 pg /g), du fer
(59-66 ng /g), du zinc (22 a 27 pg /g) et du cuivre (8-9 pg /g). Encore une fois, ces valeurs
doivent étre considérées comme approximatives puisque les teneurs en minéraux varient avec
les especes, le site de culture et I'état physiologique du tissu de cladode. Il est a noter que le
calcium joue un réle crucial dans la rétention d'eau des tissus succulents (Stintzing and
Carle, 2005).

b) Glucides

Les glucides constituent un total de 36% a 37% de I’ensemble du poids sec des cladodes La
teneur en glucides est comprise entre 64 et 71 g /100 g par rapport au poids sec. Des
variations peuvent dues aux facteurs agronomiques et environnementaux ainsi que l'age du
cladode. Les jeunes cladodes sont plus riches en glucides (Ginestra et al. 2009).

c) Acides organiques
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L'acide malonique et I'acide citrique représentent respectivement 36 et 178 mg /100g de poids
frais. En revanche, les cladodes agées ne contiennent plus d'acide malonique. L’acide
tartrique et succinique a été trouvé seulement en état de traces. L'augmentation de l'acide
piscidique est due a I’augmentation avec l'age ; alors que l'acide phorbique a été réduit de
moitié de la valeur initiale. Les deux acides phorbique et piscidique sont rarement rencontrés
dans le nature et limités aux plantes présentant un métabolisme acide succulent (CAM) (Teles
et al. ,1984).

d) Acides aminés

Il existe 18 acides aminés compris dans les cladodes du figuier de barbarie
(Tableu.b)

(Bruckner et al. 2003). La teneur en protéine est de 11g /100 g de poids frais ou de
0,5

g/100 de poids sec (Teles et al. 1997). D’autres auteurs ont confirmé qu’elle varie
entre

77-112 mg/ g de poids sec en fonction du mois de récolte (Retamal et al. 1987). Les
principaux acides aminés sont la glutamine, suivie par la leucine, la lysine, la valine,

I'arginine, la phénylalanine et l'isoleucine (EI-Mostafa et al. 2014).

Tableau 5.Composition en acides aminés dans les cladodes du figuier de barbarie
(Bruckner et al. 2003).

Acides amines Poids frais (mgv100g)
Alanine [N

Arginime 2.4
Asparagine 1.5

Acide asparaginique =1

Acide glutamicue
A P i re
Eiycine

Histidine
Isoleucine
Leucine

Lysine
Methiomnine
Phenylalamnimne
Serine

Threomnimne
Tyrosimne

Tryptop hamne
Walire

y P
vl

R - SR N R =

WODNW==N==N0

e) Acides gras

Les analyses chromatographiques des lipides totaux extraits a partir des cladodes de cactus
montrent que la contribution totale en acide gras est de 13,87% pour l'acide palmitique (C16 :
0), 11,16% pour 1'acide oléique (C18 : 1), 34,87% pour I’acide linoléique (C18 : 2) et 32,83%
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pour l'acide linolénique (C18 : 3) (Tableu5). Ces quatre gras acides représentent ainsi plus de
90% des acides gras totaux. Les acides linoléiques etlinoléniques constituent les principaux
acides gras polyinsaturés (67,7%) (Abidi et al. 2009).

Tableau 6.La composition en acides gras dans les cladodes du figuier de Barbarie (Abidi et
al. 2009).

Acides Gras " Matiéere séche (g/100g)
Cc12 20 1.33
CcC14 O 1.96
C16 0 13.87
C16 =1 0,24
C18 0 3,33
CcC18 =1 11,16
Cci18 =2 34 .87
Cci18 =3 33.23
CcC20 0 -
c22 0 -
c22 =1 -
C24 0 -

f) Vitamines, caroténoides et chlorophylles

La teneur totale de la vitamine C (acide ascorbique et déhydroascorbique) dans 100 g de
matiére fraiche s'éléeve a 22 mg, b-caroténe a de 11,3 a 53,5 ug, thiamine a 0,14 mg,
riboflavine a 0,6 mg et niacine a 0,46 mg (Tableu.7)(Stintzing and Carle, 2005)

Tableau 7.Composition en vitamines dans les cladodes du figuier de Barbarie (Stintzing and
Carle, 2005).

Vitamines Pour 100 g de poids frais
Vitamine C totale | 7-22 mg
Niacine 0,46 mg
Riboflavine 0,60 mg
Thiamine 0,14 mg
p-Carotene 11,3-535ug

En ce qui concerne le profil des caroténoides, il y’a présence d’a-cryptoxanthine (20%), du 3-

caroténe (36%) et de la lutéine (44%) sachant que le tout englobe une somme de 229 pg/ g de

E
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poids sec .(Jaramillo-Flores et al., 2003) .Alors que la lutéine est typique des légumes verts,
aucune information n'est encore disponible chez les cactus. Elle accompagne habituellement
la chlorophylle dans les tissus végétaux verts tels que les épinards, la laitue ou les blettes
(Stintzing et Carle, 2005).

La Chlorophylle totale dans les cladodes est estimée a 12,5 mg/ 100g de poids frais, sachant
que la teneur en chlorophylle (a) est de 9,5 mg dépassant la chlorophylle (b) avec 3,0 mg
(Guevaracet al., 2001).

g) Composants phénoliques

La teneur en polyphénols totaux dans les cladodes mexicains représentent 8 a 9 mg/

100 g de poids frais (Rodrigues-Felix, 2002).

Parmi les acides phéenoliques qui ont été détectés : acide ferulique, acide p-Coumarique, acide
4-Hydroxybenzoique, acide caféique, acide salicylique, acide gallique. Les flavonoides
détectes sont : rutine, iso-quercitrine, nicotiflorine, narcissine (Tableu.8)

(Guevara-Figueroa et al. 2010).

Tableau 8.Composition en polyphénols des cladodes de I'Opuntia ficus-indica (EI-Mostafa
etal. 2014).

Polyphénols Matiere seéche (mg/ 100 mg)
Acide gallique 0,64-2.37
Coumarique 14,08-16,18
3.4- dihydroxybenzoique 0,06-5.02
4-hydroxybenzoique 0.5-4.72
Acide ferulique 0.56-34,77
Isoquercetine 2,29-39,67
Isorhamnetin-3-0-glucoside 4,58-32.21
Nicotiflorine 2,89-146.5
Rutine 2 36-26,17
MNarcissine 14,69-137.1

11.2. Composants a haut poids moléculaire

La teneur moyenne de la cellulose dans les cladodes par rapport a la matiére séche est de
11%, hémicellulose 8% et la lignine 3,9% (Ben-Thlija, 2002).

La teneur en amidon dans les cladodes fluctue en fonction des saisons et atteint une valeur

moyenne de 85 a 171 mg/ g de poids sec (Retamal et al. 1987).
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Les hydrocolloides occupent 36% du volume total du cladode, cela est di a leur grande
capacite a gonfler. Le stockage de I'eau atteint 50% de leur poids total. Il est aussi a noter que
les glucanes agissent comme source de carbone pour I’acide malique dans la CAM (Sutton et
al. 1981).

La composition moyenne du sucre dans le mucilage du figuier de Barbarie est composée de
42% d'arabinose, 22% de xylose, 21% de galactose, 8% d’acide galactose turonique et 7% de
rhamnose. La précipitation a été obtenue par addition de cation tel que le calcium, le plomb, le
baryum, l'argent, le cuivre, le fer, le cobalt ou le nickel pour viser la déstabilisation du

polyélectrolyte anionique (Nobel et al. 1992).

Il est a noter que la viscosité la plus haute du chlorenchyme a été enregistrée entre un pH 4 et
6 et étant plus faible pour le chlorenchyme. A pH entre 2 et 4, une légere augmentation a été
détectée par contre il y’a pratiquement pas de modifications de viscosité entre un pH 6 et 10.
Quand la valeur de pKa atteint 3,2 a 3,5 la molécule change de la forme globulaire a linéaire
(Majdoub et al. 2001).

Le plus souvent dans la littérature, les auteurs ne font pas de distinction entre le mucilage et
les pectines. Afin de prouver les différences chimiques de ces deux fractions
macromoléculaires, un protocole d'extraction a été proposé pour les differentier. Alors que le
mucilage ne forme pas un gel par addition de calcium, les pectines sont sensibles aux
divalents cations. Avec le moyen de 'ultrafiltration, une séparation des molécules a un haut
poids moléculaire (10%) et celle de faible poids moléculaire (90%) a été réalisee a partir d'un
extrait de cladodes. Ce dernier est composé de 80% de protéines qui avaient une solubilité
assez faible dans I’eau. Bien que la fraction de poids moléculaire élevé ait montré une légere
sensibilité vis-a-vis du calcium en solution, aucune d'augmentation de la viscosité n’a été
observée lors de I'addition du calcium pour les molécules a faible poids moléculaire. Ce n'est
que lorsque la concentration du mucilage augmente de 10 g/100 g d'eau, qu’il y’a formation
d’un gel du a des ponts intermoléculaire. 11 a été conclu que la fraction de protéines en

interaction avec polysaccharides forme des liaisons intermoléculaires (Majdoub et al. 2001).

12. Utilisation :

12 .1. Applications pharmaceutiques et cosmétiques
Traditionnellement, les cladodes de cactus contribuaient considérablement a 1’alimentation

humaine au Mexique et servent jusqu'a présent comme des agents thérapeutiques. En
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médecine populaire, elles sont utilisées pour le traitement de la gastrite, de la fatigue, de la

dyspnee et des maladies du foie suite a I'abus d'alcool (Stintzing and Carle, 2005).

Les cladodes chauffés ont été utilisées pour traiter le rhumatisme, les érythemes et les
infections chroniques de la peau, mais aussi pour améliorer la digestion et améliorer le
processus général de désintoxication (Munoz de chavez et al. 1995). Récemment, des effets
positifs des cladodes ont été démontrés sur I’hyperglycémie, I’acidose, et I’artériosclérose. Le
role des polysaccharides des cladodes dans le secteur des médicaments est intéressant comme
la réduction du cholestérol et son action préventive du diabete et les thérapies adiposes.
Depuis qu’il a été démontré que la fraction hydro colloidale est également riche en protéines,
davantage de recherches doivent étre effectuées pour prouver si les effets positifs sont dus a
des substances pectiques ou plutét aux protéines (Stintzing and Carle, 2005). Depuis que
lutéoléine est connue pour réduire considérablement le cholestérol par inhibition indirecte de
la 3-HMG-CoA réductase qui est ’enzyme clé de biosynthése du cholestérol. L'action des
flavonoides sur le métabolisme du cholestérol serait intéressante a poursuivre (Gebhardt,
2003).

Les hydrocolloides d’Opuntia pourraient étre appliqués dans les crémes similaires a 1’Aloe

vera(L.) (Eshun et al. 2004).

12.2. Applications industrielles

Les propriétés ont été exploitées, et trouvent des applications dans de nombreux domaines
industriels : en agroalimentaire, en cosmétique et dans I’industrie pharmaceutique. Grace aux
propriétés antimicrobiennes de certains polyphénols comme les flavan-3-ols, les flavanols et
les tanins, il est désormais possible de développer des conservateurs alimentaires et des
nouvelles thérapies dans de nombreuses maladies infectieuses en considérant la résistance

microbienne face a certains traitements antibiotiques (Daglia, 2012).

La capacité antioxydante des polyphénols est utilisée dans 1’alimentation pour lutter contre la
peroxydation lipidique et ainsi permettre une meilleure stabilisation des denrées alimentaires.
Ils sont également été préconisés pour améliorer la stabilite de pigments de jus colorés
(comme le jus de betterave), d’ardmes alimentaires, et rentrent dans la composition de
produits pharmaceutiques pour des utilisations par voie orale et des produits cosmétiques pour
des applications locales (Moure et al. 2001). Enfin, I’effet de certains flavonoides en
médecine humaine est de plus en plus étudié dans le traitement de certaines maladies et
particuliéerement pour le contréle du virus de I’immunodéficience, principal responsable du

SIDA (Sartori-Thiel, 2003).
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Les cladodes du figuier de Barbarie sont riches en polyphénols et principalement les
flavonoides et les acides phénoliques (EI-Mostafa et al. 2014). L’analyse des polyphénols
présents dans le jus de cladode et leurs quantifications nous donneront une approche globale

sur la composition et la concentration en polyphénols.

13. Impacts sur la santé :
Les polyphénols jouent un réle trés important sur notre santé et ils ont des activités et roles

différents :

Protection cardio-vasculaire : Les flavonols et les flavonoides sont a 1’origine d’un effet
cardio protecteur via leurs effets antioxydants (protection contre 1’oxydation des LDL),
I’inhibition de D’activité plaquettaire et leurs propriétés vasodilatatrices (Prior et al.
2001).L’action protectrice de I’acide gallique serait également due a son action antioxydante
(piégeage des radicaux libres) (Priscilla et al. 2009). Le trans-resvératrol agit sur ’agrégation
plaquettaire et la vasodilatation. En jouant sur le statut antioxydant, il régule par ailleurs
I’expression génétique et méne a une diminution de la concentration totale en lipides
(cholestérol et triglycéride) (Delmas et al. 2005).

Activité anti-cancérigene : Le xanthotumol agit sur les trois stades de la cancérogenése
(Collin et al. 2011). Le trans-resvératrol inhibe I’initiation et la croissance des tumeurs (Jang
et al., 1999). Les flavonoides pourraient réduire le risque de cancer, bien que certaines
activités procarcinogénes aient également été signalées (Collin et al.,2011).

Activité anti-inflammatoire : Les flavonoides altérent la synthése des eicosanoides
(médiateurs de I’inflammation). Ils diminuent le rapport leucotrieéne/prostacycline en
modifiant ’activité lipoxygénasique. Le trans-resveratrol montre des effets similaires (Collin
etal,.2011).

Activité oestrogenique : Les prénylflavanones ont surtout éte étudiés pour leur activité
oestrogénique. L hopéine est un phyto-oestrogene trés puissant. 1l est recommandé dans la
prévention ou le traitement des symptomes de la (postyménopause et de 1’ostéoporose (Collin
et al. 2011). Une activité oestrogénique a récemment éte signalée pour certains stilbenes, tel

que I’isomeére trans du resvératrol (Baur et al. 2006).
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Chapitre I1. Généralité sur Escherichia Coli

1-Escherichia Coli

Escherichia coli est I'une des especes bactériennes parmi les plus étudiées et les mieux
connues dans le monde microbiologique, (Whitman et al., 1998. Les E. coli font partie de la
famille des Enterobacteriaceae. Il s’agit de courts batonnets mobiles au moyen de flagelles
péritriches, Gram Négatifs, anaérobies facultatifs, non sporulés, mesurant de 2 a 4 um de long
et d’un diamétre d’environ 0,6 um (Figure 7). lls sont capables de fermenter plusieurs sucres,
mais leur fermentation du lactose avec production de gaz est caractéristique. La multiplication
a 44°C (optimum 40°C et extréme a 45,5 °C), la production d’indole et la présence d’une

activité 3-glucuronidase sont également caractéristiques.

Les especes d’E. coli sont sérotypées en se basant sur leurs 173 antigénes somatiques (O), 56
antigenes flagellaires (H) et 80 antigenes capsulaires (K) (Feng, 2001 ; Eslava et al., 2003).
Le genre Escherichia comprend cing especes : E. fergusonii, E. hermannii, E. vulneris et E.
blattae . Ces especes sont différentes les unes des autres du point de vue phénotypique et
hybridation ADN/ADN, ce dernier point est parfaitement semblable entre E. coli et Shigella
ainsi que le pouvoir pathogéne qui est identique, en effet les antigénes O de certains sérotypes

sont fortement apparentés avec ceux de I'E. coli (Pelmont, 1995 ; Nichilin, 2000).

Figure 7.Vue au microscope électronique a balayage d’une culture pure d'Escherichia coli

(Futura santé, 2019).

E




Partie 1, Synthése bibliographique Chapitre I1. Généralité sur Escherichia Coli

2-Habitat et écosysteme

Selon ’OMS, (2018) Escherichia coli (E.coli) est une bactérie commensale que 1’on trouve
couramment dans le tube digestif de 1’étre humain et des organismes a sang chaud. La plupart
des souches sont inoffensives. Certaines en revanche peuvent provoquer une intoxication
alimentaire grave. E.coli est I’espéce prédominante de la flore aérobie-anaérobie facultative
du tube digestif chez I’homme et chez de nombreuses especes animales. La combinaison des
antigenes de surface, flagellaires et capsulaires déterminent en théorie environ 700 000 E.coli
différents. La grande majorité des E. coli appartiennent a la flore commensale digestive et
certains peuvent acquérir des facteurs de virulence particuliers et donner soit des pathologies
extra-intestinales (meéningites, infections urinaires) soit des pathologies intestinales (Mariani-
Kurkdjian et E. Bingen, 2012). La seule présence des populations d’E. Coli dans Iintestin
crée une compétition pour le « territoire » et les ressources alimentaires, limitant ainsi les
invasions par d’autres espéces bactériennes. Chez les oiseaux 10% a 15% d’E. Coli pathogéne
sont inoffensifs dans le tractus intestinal. Cette bactérie occupe des la naissance la partie
distale de I’iléon, et du colon, ce pendant sa proportion est toujours faible (1000 fois moins
importante) (Barrie, 1994 ; Rollan, 1997). Sa présence dans I’eau est considérée comme un

indice de contamination fécale.

3. Cycle de vie d’E. Coli :

Le cycle de division bactérien est relié a la croissance cellulaire. Toute I'information
génétique d'E. Coli est contenu dans une molécule circulaire d'/ADN double-brin constituant
son chromosome. Pour une division bactérienne, il faut que le chromosome ait,
préalablement, été dupliqué et que les deux copies aient été physiquement séparées dans la
cellule de telle fagcon que chacune des deux cellules filles issues de la division contient un

exemplaire de ce chromosome (Picard, 2020)

Le cycle cellulaire comprend les événements situés entre deux divisions. Il comprend une
phase de croissance cellulaire de durée variable, pendant laquelle I'ADN est répliqué, et une
phase de division de durée fixe (20 min). Chez la bactérie Escherichia coli, qui répartit I'ADN
dans les deux cellules filles qui se séparent. Il commence donc, pour une cellule, lors de sa
séparation d'avec sa cellule sceur ; et finit lors de sa séparation en deux cellules filles. Le cycle
cellulaire commence par un allongement de la cellule, sans augmentation de diametre, qui
atteint ainsi 2 fois sa longueur initiale : c'est la croissance cellulaire. Comme il n'y a pas

d'augmentation de diametre on peut penser que la masse initiale double pendant cette
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croissance étant donné que la bactérie peut étre assimilée a un cylindre de diameétre constant.
Pendant cette croissance I'ADN est dupliqué et de nombreuses protéines dites de division sont
syntheétisees. Si I'on bloque la réplication de I'ADN on empéche la division et la cellule
s'allonge démesurément en formant un long filament. La division cellulaire commence
presque toujours, quelque soient les conditions de culture de la bactérie et donc quelque soit la

durée du cycle cellulaire, 20 minutes avant la fin de la réplication (Gilbert, 1996).

4-Sensibilité aux antibiotiques

Selon Clave, (2015) E. coli sont naturellement sensibles aux antibiotiques actifs sur les

Bacilles a Gram -.

1- B-lactamines :

E. coli est classé dans le groupe 1. La résistance acquise résulte de I’évolution vers
I’acquisition de pénicillinases, de céphalosporinases .Exceptionnellement des souches d’E.coli
peuvent Acquerir une carbapénémase.

2- Aminosides :

E. coli est naturellement sensible aux aminosides. Les variants a petites colonies sont souvent
résistants aux aminosides.

3- Fluoroquinolones :

Les quinolones sont actives sur E. coli. Le mécanisme de résistance acquise résulte le plus

fréquemment d’une modification de cible.
P E.Coli présente un fort taux de sensibilité pour fosfomycine-trométanol et le

nitrofurantoine.

5. Plasticité et pathogénicité

Une bacterie pathogéne est une bactérie capable de provoquer une infection chez un sujet sain
apres pénétration dans 1’organisme vivant et induire une modification de structure cellulaire
d’un ou de ses différents tissus. On parle alors de maladie bactérienne infectieuse (Nichilin,
2000).

Le pouvoir pathogene dépend de I'espéce bactérienne en cause qui conditionne le type de
maladie. C’est une notion qualitative ; alors que la virulence est une notion quantitative.
Ainsi, pour un méme pouvoir pathogéne, il peut y avoir des souches plus ou moins virulentes.
Un E. coli comporte de 4200 a 5500 genes dans son génome (Touchon et al., 2009). Elle peut

¢galement traduire un intense pouvoir d’adaptation des clones qui la composent, aux
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différents compartiments ou ils doivent survivre, se multiplier et qu’ils doivent coloniser.
Ainsi, par exemple, dans le commensalisme intestinal, ces clones doivent inhiber leurs
concurrents par leurs colicines, échapper aux prédateurs, phagocytes et amibes, par leurs
enveloppes externes et utiliser au mieux les nutriments disponibles comme le gluconate du
tube digestif (Chang et al., 2004).

Le concept de la pathogénicité bactérienne résulte d’un processus multifactoriel, impliquant
une myriade de génes de virulence qui sont le plus souvent localisés sur des éléments
génétiques transmissibles comme des transposons, des plasmides ou des bactériophages. De
plus, ils peuvent étre regroupés sur de grands blocs d’ADN chromosomique appelés ilots de
virulence, et dont leur expression est chorégraphiée par des processus de régulation. Cette
expression de génes permet une adhésion plus efficace, ou I’invasion des tissus de 1’hote, et
permet ainsi la colonisation de niches inaccessibles ou inhospitaliéres pour les E. coli
commensaux. En ce sens, la pathogénicité peut étre considérée comme un avantage sélectif, et
le succes d’une souche d'E. coli en tant que pathogéne requiert probablement 1’acquisition et
la sélection de genes de virulence, envers des recombinaisons et des transferts génétiques non
specifiques. (Contributeurs de Wikipédia,2020).

6. Resistance antimicrobienne

La résistance se définit par I’inefficacité de la dose d’antibiotique, la concentration de ce
dernier est trés inférieure a la CMI permettant d’arréter la croissance de la bactérie (Briand,
2012). Les bactéries initialement sensibles a un antibiotique, deviennent de plus en plus
résistantes. La résistance se signale au clinicien par 1’échec thérapeutique : la CMI de la
bactérie est trés au-dessus de la concentration de I’antibiotique au niveau du site infectieux.
Pour le bactériologiste, la résistance commence dés ’augmentation de la CMI par la CMI
initiale. Cette augmentation peut étre suffisamment faible pour que la bactérie soit encore
éradiquée par le traitement, mais elle doit étre surveillée car elle peut étre le prélude a une
résistance de niveau plus élevé (Briand, 2009). L'émergence rapide de I'antibiorésistance est
un probléme majeur pour la santé publique, maintenant les infections microbiennes ne seront
plus traitées avec les antibiotiques. Les données de la surveillance montre qu'il y'a une
augmentation des infections causée par des bactéries pathogenes résistantes aux antibiotiques
dans plusieurs pays (Eaess, 2007). Cette émergence de l'antibiorésistance est originalement
causée par l'usage excessif et inapproprié des antibiotiques en médecine humaine, médecine

vétérinaire, 1'élevage, l'agriculture et l'aquaculture (Tenover et Hughes, 1996).

28



Partie 1, Synthése bibliographique Chapitre I1. Généralité sur Escherichia Coli

L'augmentation des voyages touristiques et la commercialisation du produit alimentaire au
niveau mondial constituent des facteurs qui facilitent la diffusion rapide de l'antibiorésistance
(Cars et al., 2008). D’un point de vue thérapeutique, une bactérie est considérée comme
résistante lorsqu’elle posseéde I’aptitude a résister a I’action d’un antibiotique auquel elle était
préalablement sensible. La notion de « break point » est utilisée pour classer les bactéries
comme sensibles et résistantes afin de guider la thérapie (Leclercq et al., 2013).
L’affleurement de microorganismes résistants peut survenir indépendamment de la présence
d’antibiotiques. En revanche, I’augmentation et la dissémination des bactéries résistantes
survient a la suite de pression de sélection due a I’exposition aux antibiotiques. C’est donc
I’'usage abusif et/ou I’utilisation inadaptée des antibiotiques, que ce soit chez les patients ou
les, animaux ou leur relargage dans 1’environnement qui, en fin de compte, va favoriser

I’augmentation des proportions de bactéries résistantes (Roca et al., 2015).

7. Antibiorésistance chez Escherichia coli

Escherichia coli est une bactérie utilisée comme bactérie indicatrice vu que ce
microorganisme acquit l'antibiorésistance rapidement par rapport aux autres bactéries
conventionnelles. Cette espéce peut servir comme un bon indicateur de la résistance chez les

bacteries pathogenes (Miranda et al., 2005).

8. Effets antimicrobien des extraits de cladodes
Depuis plusieurs années, des maladies infectieuses, transmissibles et invisibles a 1’ceil nu ont
accompagné I’homme, mais leurs manifestations cliniques ont été tardivement distinguées et

leurs causes étaient ignorées jusqu’au milieu du 19éme siecle (naissance de la microbiologie)

(Benkaddouri, 2011)

L’apparition de la microbiologie permet d’identifier et de caractériser des microorganismes,
d’étudier leur origine, leur évolution, leurs activités et comprendre les relations qu’ils
entretiennent entre eux et avec leur milieu et donc, de trouver des solutions ou des traitements
pour ces infections. Pour cela, un grand role est attribué¢ a I’utilisation de certaines plantes
ayant des propriétés medicamenteuses pour la guérison humaine et qui peuvent avoir
¢galement des usages alimentaires. Dans le cas de I’OFI, de nombreux chercheurs ont étudié
I’activité antimicrobienne d’extraits de cladodes.

L’activité antimicrobienne, peut étre définie comme une activité biologique essentielle pour

éliminer les infections, les maladies ou les effets indésirables causés par des microorganismes
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pathogeénes, en utilisant des agents ou des extraits des parties des plantes médicinales (Ben
Abdallah, 2019).

La thérapeutique des infections microbiennes se base principalement sur l'usage des
antibiotiques, mais comme ils peuvent entrainer la sélection de souches multi-résistantes, les
chercheurs se sont orientés vers ’utilisation d’autres agents antimicrobiens (Billing et

Sherman, 1998).

Gebrekidan et Aragaw, (2017) ont affirmé que les extraits de cladodes et de fruits d’OFlI
obtenus avec le chloroforme, le méthanol et I’éthanol, possédent une grande activité
antibactérienne contre les bactéries a Gram positif et a Gram négatif, en raison de la présence
de divers constituants bioactifs dans ces extraits.

Les alcaloides ont démontré une activité antibactérienne contre les trois especes bactériennes :
Serratia marcescens, Escherichia coli et Streptococcus thermophilus. Ces composés actifs
dans ces plantes pourraient trouver place dans le traitement de diverses infections
bacteriennes chez la volaille ou ils peuvent étre utilisés comme alternative aux les

médicaments antibactériens conventionnels (Belay et al., 2015).
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Partie 2. Méthodologie expérimentale

1. Objectifs :
Ce travail expérimental consiste a suivre 1’effet antimicrobien de 1’extrait hydroéthanolique des
raquettes du figuier de barbarie (Opuntia ficus indica.) vis-a-vis d’un germe pathogene a savoir

Escherichia coli.

2. Région de prélevement et traitements préliminaires du matériel végétal :

Les échantillons de cladodes ont été prélevés durant le printemps 2022 aux mois d’avril et mai et
ceci aléatoirement au niveau de la commune de Ain Nouissy située a 20 Km de la Wilaya de
Mostaganem a environ 35.8°de latitude et 0.05° de longitude (Figure 08).

Les cladodes ont été bien lavées, désinfectés, et coupées en dés avant leurs utilisations

ultérieures.

Figure 8.Les cladodes d’Opuntia ficus indica récoltés dans la région d’Ain Nouissy a

Mostaganem Algérie.

3. Extraction des composés phénoliques :
L’extraction des principaux composés phénoliques contenus dans les raquettes a été effectuée
par la méthode décrite par (Sultana et al., 2009). Cette méthode d’extraction n’est qu’un

procédé d’extraction discontinu solide-liquide par macération et qui consiste a laisser tremper le

E
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solide dans un solvant a température ambiante durant quelques temps et a extraire les

constituants solubles par évaporation du solvant sous vide.

L’extraction des composés bioactifs de la plante a été réalisée par usage de 1’éthanol comme
solvant d’extraction. Elle a été effectuée sur une prise d’échantillon de 10 g de matiére végétale.
L’échantillon de matiére végétale a été ensuite mélangé avec 100ml de solvant aqueux (80/20,
solvant / eau, v/ v). L’extraction par macération a froid du mélange a été laissée pendant 6 heures
a température ambiante sous agitation, puis filtrée sur papier filtre Whatman ayant une porosité
de 0,2um. L’extrait pur a été enfin obtenu apres évaporation sous vide du solvant a 40 °C au rota
vapeur(BUCHI) (Figure 9 et 10).

Matiere végétale

Raquettes (10g)

[

100 ml

(80/20, vlv, Ethanol / Eau)

1L

Filtration et Evaporation sous vide a 40°C du
solvant

L

Extrait pur contient des Composés phénoliques

Macération sous agitation 6 h a température ambiante

Figure 9.Etape d’extraction des composés phénoliques des cladodes de figuier de barbarie
(Sultana et al., 2009).
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(c) (d) ()

() (i) ()

Figure 10.Etapes d’extraction des composés phénoliques a partir des cladodes

(a) Lavage (b) : Découpage(c) : Pesage (d) Macération (e) Filtration
() Evaporation (i) Extrait hydroéthanolique des cladodes.
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4. Préparation des différentes solutions expérimentales :

A partir de I’extrait pur des raquettes obtenu comme préalablement des solutions diluées a I’eau

a raison de 0, 20, 40, 60, 80 et 100% ont été préparées ; elles représentent les solutions de travail a
base de composés phénoliques de la plante objet de 1’étude.

Extrait des raquettes

0m 2ml/ 4ml 61 ml 10 ml

Eau distillée

N

10 ml 8ml bl 4l 2ml Ol

Concentrations 0% 0% 0%  60% 80% 100%

Figure 11.Préparation des différentes solutions expérimentales.

5 .Etudes des effets antimicrobiens de I’extrait de raquettes :
5.1 Activation des inocula microbiens :

L’¢tude a concerné la souche pure d’Escherichia coli achetée de [D’institut pasteur-
Algérie(ATCC25922).Elle a été tout d’abord activée avant son utilisation expérimentale. Une
prise d’échantillon microbien a été effectuée aseptiquement sur milieu gélose de conservation par

usage d’une anse a platine stérile et ensemencée dans 10 ml de bouillon nutritif, puis incubée a
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37 °C durant 03 heures jusqu’a atteindre une densité optique de 0,9 au spectrophotométre réglé a
560 nm. 0,1 ml de cette derniére solution a éte ensuite prise pour étre ensemencée en surface

d’une boite de Pétri contenant le milieu gélosé puis le mélange a été incubé a 37°C pendant 24
heures (Figure 12).

Prélévement microbien
d’Escherichia coli a ’anse de
platine

—  Ensemencement/ 10 ml Bouillon Nutritif
Incubation a 37 °C
pendant 3 heures

a7

0,1 ml de la solution mére
Ensemencement en surface

l

—

Milieux gélosé(MH)

Incubation a 37 °C/ 24 h

}
—

Colonie d’Escherichia coli.

Figure 12.Activation d’Escherichia coli.
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5.2 Méthode de contact direct :

Une colonie d’une culture jeune de 1’espéce microbienne activée comme préalablement sur
milieu solide gélosé spécifique est prélevée a I’aide d’une anse a platine stérile, puis ensemencée
dans un tube contenant 10 ml de bouillon nutritif, suivi d’une incubation a 37°C durant 03

heures.

A partir de cette dernicre solution constituant 1’inoculum microbien, des dilutions décimales
isotopiques croissantes dans 1’eau physiologique ont été effectuées allant jusqu’a 10 pour

I’espéce Escherichia coli.

Des prélévements de 01 ml de la derniére dilution décimale ont été ensuite individuellement
ajoutés a 09 ml de chaque extrait de cladode dilu¢ a 1’eau distillée, respectivement, a raison de 0,
20, 40, 60, 80 et 100%. Les mélanges des solutions ont été enfin ensemencés en triple essais (03
boites de Pétri) chacune en surface a raison de 0.1 ml sur le milieu spécifique Gélosé MH de
croissance. La lecture du nombre de colonies développé est effectuée aprés incubation des

milieux ensemencés a 38°C pendant 24 heures (Bourgeois et Leveau, 1980) (Figure 13).
5.3 Méthode des disques par diffusion sur gélose :

Les disques ont été confectionnés a partir de papier filtre (Whatman n° 3), a raison de 6mm de
diametres. Pour éviter tous risques de contaminations aux germes exogénes au cours de

I’expérimentation les disques ont été stérilisés a 120°C pendant 15 minutes dans un autoclave.

Une colonie d’espéce lactique prélevée du milieu gélosé spécifique aprés activation a été
ensemencée dans 10 ml de bouillon nutritif ; ce mélange a constitué la solution mére. Une prise
de volume de 1ml de cette derniére solution a été étalée en surface de plusieurs boites de Pétri

contenants le milieu MH solide.

Trois disques imbibés pendant 5 minutes dans chaque concentration d’extrait hydroéthanolique
de raquettes, ainsi que dans une solution contenant un puissant antibiotique dont la Gentamicine,
ont été ensuite déposés successivement a la surface de chaque boite de Pétri contenant le milieu

gélosé spécifique ensemencé au germe Escherichia coli (Prescott et al., 2003).

La lecture des diamétres d’inhibition a été effectuée aprés 1’incubation des boites de Pétri a 37°C

pendant 18 heures (Guignar, 1998) (Figure 13).
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Escherichia coli

10ml Bouillon nutritif

Incubation a 37 °C pendant 3
heures

Solution mére (inoculum microbien)

1 ml

!

Slalsls

0% 10~ pjlytions/Eau physiologique 9

ml

T ==

0%  20%% 40% 60% B0% 100%

Ll

L==3rf=jc==_1c=jf==_|f=j

o [ s— R — . o— — Y o—
D/ ./ /] 3

Ensemencement en surface

Incubation a 37°C / 24 Heures

Figure 13. Méthode de contact direct. (Bourgeois et Leveau, 1980)
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Figure 14. Dép6t des disques (Méthode des disques).

5 .4 Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI) :

La concentration minimale inhibitrice est la plus petite concentration en antibiotique, en
antifongique et /ou en principes composés actifs nécessaires pour inhiber la croissance d’un

microorganisme (Denis et al., 2011).

Dans le cas de cette étude, c’est les principes actifs des extraits de la matiére végétale des
raquettes de figuier de barbarie qui sont utilisés pour déterminer la concentration minimale

inhibitrice de I’espéce bactérienne étudiée dont Escherichia coli.

Ainsi, une colonie jeune d’Escherichia coli a €té prélevée a I’aide d’une anse a platine dans 10
ml de bouillon nutritif (BN), puis incubée pendant 03 heures a 37°C en vue d’obtenir I’inoculum.
Des prises de 0.4 ml de chaque inoculum ont été introduites respectivement dans 04 ml de

chaque extrait dilué non pas avec de 1’eau mais avec le bouillon Mueller Hinton.

Les mélanges des tubes contenant les extraits de cladodes des figuiers de barbarie préparés
a différentes concentrations (0, 20, 40, 60, 80 et 100%) et I’'inoculum de bactérie lactique ont été
ensuite incubés a 38°C pendant 24 heures (Moroh et al., 2008) et (Figure.17)
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A
O C% Stérilisation a I'autoclave
—_— —
Papier filtre Whatman n°3 Disque de 6mm de diameétre 120 °C /20 min
Trois disques ont été imbibés durant 5
minutes dans chaque concentration
d’extrait hydroéthanolique des cladode et
dans la solution de gentamicine.
HHEEEE S
SIS ISIEIE IS
(D
B 0% 20% 40% 60% 80% 100% Gentamicine

Activation des colonies dans 10
ml de Bouillon Nutritif.

Escherichia coli

}

Incubation 37°C /3h Solution meére
Ensemencement en surface Milieu MH solide

e G ]

l ...etc Milieu MH Solide

Trois disques de chaque concentration d’extrait et de I’antibiotique sont déposés en surface de
chaque boite de Pétri contenant le milieu gélosé MH, suivi d’une incubation a 38°C / 24 heures.

Figure 15.Méthode des disques par diffusion sur gélose. (Prescott et al, 2003).
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La détermination de la concentration minimale inhibitrice CMI est effectuée a partir de la
mesure de la turbidité induite par la croissance du microorganisme étudié. La CMI correspond
donc a la plus petite concentration pour laquelle il y a absence de turbidité. Par conséquent c’est

le premier tube ou la valeur di est égale a df (di = df).

Le taux de survie du microorganisme est mesuré au spectrophotometre réglé a 560 nm

comme suit :

S= 100x (df-di/DF-DI)

Avec : S: Taux de survie du microorganisme en % ; di : Densité optique dans la solution
phénolique ensemencée sans incubation ; df : Densité optique dans la solution phénolique
ensemencée apres incubation ; df-di : Différence de densité optique dans la solution phénolique
ensemencée avant et apres incubation a 37°C durant 24 heures ; Df-Di : Différence de densité
optique dans la solution ensemencée au germes et sans extrait phénoliques avant et apres
incubation a 37°C durant 18 heures (Kra et al., 2001 ; Zrihiet al., 2007).

5-5 Détermination de la concentration minimale bactéricide (CMB) :

La concentration minimale bactéricide d une espéce de germe lactique étudiée représente la plus
petite concentration d’extrait de la plante qui laisse 0,01% au moins de survivant de I’inoculum
initial aprés incubation (Moroh et al., 2008).

Pour sa détermination, le tube témoin (inoculum) a été dilué a I’eau physiologique jusqu’a 10™.
Cette dilution représente 0,01% de survie du microorganisme. Elle est ensemencée par strie de 5
cm sur une Gélose Mueller Hinton puis incubée a 38°C pendant 24 heures. Le nombre de
colonies de bactéries obtenu sur la strie de la dilutioni0“est comparé a celui de chaque tube
expérimental contenant I’inoculum, également ensemencé sur le méme milieu de culture en strie
de 5cm et incubé a 38 °C durant 18 a 24 heures. Ainsi, le premier tube expérimental dont le
nombre de colonies présent sur sa strie est inférieur ou égal a celui de la dilution10*

correspondra a la CMB. (Figure 13)
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6. Traitement statistique :

Les donnes expérimentales ont été traitées statistiquement par un logiciel software le stat box
6. 4. lls ont subi une analyse de la variance monofactorielle, ainsi qu’une comparaison des

moyennes deux a deux selon le test Newman et Keuls .La signification du facteur étudiée sur les

différentes mesures réalisées a été déterminées aux deux seuils de probabilité p<0.05 et a

p <0.01.

Escherichia coli

Prise d’une colonie

Bouillon nutritif 10 ml

Incubation 37°C/3 h
(D0O=0,9)

Solutions meéres (inoculas) 0,2 ml
(DO=0,9)

) G)D*—[D

Sisislsslsls

0% 20% 40% 60% B0%% 100%

———

Concentrations d’extrait des cladodes
dilué dans le milieu MH liquide

Incubation a 37 °C/18 h

A

1" Mesure de la turbidité a 560 nm

}

Incubation 37C°/18 324h ——— »

2 °™ Mesure de la turbidité a 560 nm

Figure 16.Détermination de la CMI. (Moroh et al.,2008).
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Escherichia coli

% Solutions meéres (inoculas)

Eau physiologique9 ml

|

03 10

Ensemencement en stries0,2ml

Milieu MH solide (0,01%
de survie)

Incubation a 37°C/18 a 24

Escherichia coli

Solutions meres (inoculas)

Extrait hydroéthanolique de raquettes dilué au bouillon MH

Ensemencement en stries

|

Incubation 37C°/18 a

hAilien MW

Figure 17.Méthode de détermination de la CMB. (Moroh et al., 2008)
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1. Résultats

1.1. Méthode de contact direct :

Le test de croissance d’Escherichia coli sur le milieu Mueller-Hinton gélosé par la méthode de contact
direct a montré une forte prolifération bactérienne dans la solution a 0% d’extrait hydroéthanolique de
raquette de figuier de barbarie (69 10° UFC/ml).Par apport a cette extrait témoin, des baisses
remarquables (P<0.01) de la croissance du germe ont été enregistré dans les solutions préparées a 20,
40 et 60% d’extrait ; soit des reductions de 1’ordre de 54 .54 ,58.85 et 76.5%respectivement.

Par ailleurs, par rapport au témoin, les plus faibles (P<0.05) taux de croissance d’E.Coli ont été
signalés dans les solutions d’extrait de cladodes de figuier de barbarie prépares a 80 et 100 ; 10 ,53%
et 3,83%, en moyenne (Tableau 9et Figure 18).

Tableau 9.Effet de I’extrait hydroéthanolique des raquettes du figuier de barbarie (Opuntia
ficus indica) sur la croissance et les taux de croissance d ’E. coli.

Taux de R .
Concentrations de | croissance | Nombre de germes Groupes E]:fEt de 1 extrait
\ . \ d’Opuntia ficus
Iextrait (%) (UFC/ml) Homogeénes indica
0% 100 69.10°
20% 45,46 32.10° b
40% 41,15 28.10° b
P<0.01
60% 23,45 160.10* b c
80% 10,53 73.10* c
100% 3,83 26.10* c

Les résultats sont exprimés en valeurs moyennes et écarts types correspondants, avec un nhombre n de répétitions égale a
03 ( n=3) ;P<0.01 ; effet hautement significatif du facteur étudié (Concentrations d’extrait hydroéthanoliquedes cladodes
d’Opuntia ficus indica ; a,b,c, d :groupes homogenes de comparaison des moyennes, deux & deux selon le test de Newman
et Keuls .
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Figure 18.Effet de I’extrait hydroéthanolique des raquettes du figuier de barbarie (Opuntia
ficus indica) sur la croissance d’Escherichia coli.

1.2. Méthode des disques :

Les observations effectuées sur les effets antimicrobiens des solutions d’extrait des cladodes
d’Opuntia ficus indica sur la croissance de la souche bactérienne testée E.Coli sont représentées
dans le (Tableau 10).

La gentamicine, antibiotique a large spectre a connu le diamétre d’inhibition le plus élevé vis-a-vis
du germe étudié (36mm) ; avec un taux d’inhibition référentiel de 100%.

Par ailleurs, les solutions préparées a 100 et 80% d’extrait hydroéthanolique riches en composés
phénoliques des raquettes de figuier de barbarie ont montré des diametres d’inhibition chez E .Coli de
18 et 10 mm, respectivement.Par rapport a la gentamicine ces deux solutions ont induit des taux
d’inhibition (P<0 ,01) de I’ordre de 50 et de 27,78 %, respectivement, chez I’espéce bactérienne
étudiée.

Toutefois, les solutions préparées a 60 ,40 et 20% d’extrait n’ont induit aucune inhibition chez E.Coli
(Figure 18).

E




Partie 3. Résultats et discussion Résultats

Tableau 10.Effet de I’extrait hydroéthanolique des raquettes du figuier de barbarie (Opuntia

ficus indica) sur les variations des diamétres et des taux d’inhibition chez E. coli

. Diamétres ye b s Effet de I’extrait
Concle’ntratl'o ns de d’inhibitions Tauxd’inhibit Groupes homogenes d’Opuntia ficus
extrait ions (%) A

(mm) indica
Antibiotique 36.00
(Gentamicine) + 100 a
01.00
18.00
100% + 50 b
08.19
10,00
80% + 27.78 c
04.58
00.00 P <001
60% * 0 d
00.00
00.00
40% + 0 d
00.00
00.00
20% * 0 d
00.00

Les résultats sont exprimeés en valeurs moyennes et écarts types correspondants, avec un nombre n de répétitions égale a 03
( n=3): P<0.01: effet hautement significatif du facteur étudié (Concentrations d’extrait hydroéthanolique des cladodes
d’Opuntia ficus indica ; a,b,c, d :groupes homogénes de comparaison des moyennes, deux a deux selon le test de Newman et

Keuls .

Antibiotique (Gentamicine)

Figure 19.Diamétres d’inhibition développés par les solutions d’extrait hydroéthanolique
d’Opuntia ficus indica chez Escherichia coli.
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1.3. Concentration minimale inhibitrice (CMI) :

D’aprés le (Tableau 11) la concentration minimale inhibitrice de la croissance d’E.Coli a été

obtenue avec la solution pur préparée a 100% d’extrait hydroéthanolique de figuier de barbarie.

Tableau 11.Evaluation de la CMI de I’extrait hydroéthanolique des cladodes d’Opuntia ficus

indica cher d ’Escherichia coli.

Concentrations de I’extrait hydroéthanolique
des cladodes d’Opuntia ficus indica (%)

Germe Paramétres 0%
270 20% 40% 60%0 80% 100%
(Témoin)
Di 0.205 0.385 0.409 0.470 0.511 0.650
Df 0.489 2.500 2.061 1.518 1.007 0.315
E .Coli
Df-Di 0.284 2.115 1.652 1.048 0.496 00
S (%) 100 744.7 851.69 369.01 174.64 00
CMI= 100 %

DI : Densité optique sans incubation ;

microorganisme en %.

1.4.CMB

La (Figure 20) représente le nombre de microorganismes développés apres 24 heures

DF :

Densité optique aprés incubation ; S: Taux de survie du

d’incubation a 37°c d’une part des différentes dilutions d’inoculas microbiens de référence allant

de 10" a 10 et d’autre part des différentes solutions de I’extrait des raquettes de figuier de barbarie

(Opuntia ficus indica) ayant servies au préalable a la détermination de la CMI du microorganisme

testé apres 24 heures d’incubation a 37°C.

La solution a 100% d’extrait de la plante étudiée a montré un nombre de germes sur la strie apres

culture inférieur a la dilution 10* de I’inoculas microbien d’E.Coli ; cette solution pure d’extrait

hydroéthanolique des cladodes d’Opuntia ficus indica représente donc la concentration minimale

bactéricide CMB contre 1’espéce microbienneE. coli.
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a/ Dilutions de I’inoculum d’E. Coli a/ Ensemencement d’E.
coli

a différentes Concentrations
d’extrait des cladodes

Figure 20. Evaluation de la CMB de I’extrait hydroéthanolique des cladodes d’Opuntia ficus
indica cher d Escherichia coli.

1 .5-Effet antimicrobien :

D’aprés le rapport CMB/CMI égal a 1,I’extrait hydroéthanoliquedes raquettes (d 'Opuntia
ficus indica) introduit un effet antibactérien de type bactéricide chez Escherichia coli
(Tableaul?).

Tableau 12.Type d’inhibition de I’extrait hydroéthanolique des cladodes d 'Opuntia ficus indica
vis-a-vis d’E. Coli.

Rapport e
Germe CMI CMB CMB/CMI Type d’inhibition
E. Coli 100% 100% 01 Bactéricide

» D’aprés (Olivier ,2007)
— CMB/CMI<02 (effet bactéricide)
—  CMB/CMI>02 (effet bactériostatique)

Normes > D’aprés( Marmonier, 1990)

— CMB/CMI<04 (effet bactéricide)
— CMB/CMI>04 (effet bactériostatique)
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2. Discussion
Les plantes médicinales constituent une source riche et diversifiée de métabolites secondaires,
qui trouvent plusieurs applications commerciales dans les différents domaines d’intéréts dont

pharmaceutiques et biomédicaux (Haddouchi et al., 2016).

Les nombreuses études menées sur les plantes riches en composés phénoliques dont les
cladodes de figuier barbarie (Opuntia ficus indica) indiquent souvent qu’elles présentent une
activité antimicrobienne certaine contre plusieurs germes pathogénes dont Staphylococcus
aureus, salmonelle, E. coli, K. pneumoniae, Phytophthora infestans et Streptococcus feacalis

(Collinet al.,; 2011Jeandet et al., 2002).

Les résultats du présent travail suggérent que la haute teneur en polyphénols composants
biologiqguement actifs contenus dans I'extrait hydroéthanolique pur concentré a 100% des
cladodes d’Opuntia ficus indica a réduit remarquablement d’environ 97.8% la prolifération
d’E.coli et comparativement & la gentamicine son efficacité antimicrobien vis-a-vis su germe

étudier était de 1’ordre de 50%.

La polarité des composés obtenus est fondamentale dans I'effet antimicrobien exprimé par la
taille des zones d'inhibition qui ont avoisiné 18 mm dans la solution phénolique préparée a
100% d’extrait de la plante. Un extrait plus diffusible mais moins actif pourrait néanmoins
donner un diametre d'inhibition plus grand qu'un extrait non diffusible mais plus actif

(Savaroglu et al., 2011).

Ces reponses antimicrobiennes de 1’extrait hydroéthanolique des cladodes d’Opuntia ficus
indica est sans doute lié a sa grande richesse en composés phénoliques ayant montré un effet

inhibiteur de type bactéricide au cours de la croissance de la bactérie objet de 1’étude (E. coli).
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A ce propos plusieurs auteurs notamment celui Chaalal (2012), ont suggéré I’existence de
nombreux composés phénoliques chez 1’espéce végétale Opuntia ficus indica dont la haute
teneur en polyphénols dans I'extrait; notamment les flavonoides, les tannins et les acides phénols,

est responsable de son effet antimicrobien important

Cependant, l'efficacité antimicrobienne des polyphénols d’Opuntia ficus indica est
multifactorielle. Elle est non seulement dépendante de leur structure et concentration, mais
aussi fortement influencée par le solvant d'extraction choisi, les conditions de culture, I'espece

microbienne testée et sa densité.

La sensibilit¢ des bactéries aux médicaments dépend de leurs caractéristiques
d'hydrophobicité ou d'hydro-solubilité, et de la composition de la membrane microbienne (De
Almeida et al., 2010). En genérale, les bactéries gram a gram positif sont plus sensibles que

les grams a gram négatif

Les bacteries a Gram négatif possedent ainsi le systéme de pompes a résistance multidrogue
(multidrugresistancepumps MDR) ou pompes efflux, qui peut induire la résistance aux agents
antimicrobiens par leur extrusion hors bactérie (Wendakoon et al., 2012 :Ramirez-Moreno

etal., 2017).

La faible activité des solutions d’extrait préparées a 20,40 et 60% peut étre dle au type de
solvant utilisés qui n’a pas extrait efficacement la totalité des composactifs de la plante, aux
phénols non libérés ou liés dans les matrices d'extraits (Avila-Nava et al., 2014), et/ou a

I'incapacité des composés extraits a diffuser dans la gélose (Kurek et al., 2011).

D’aprés les résultats obtenus dans cette étude, il apparait clair que 1’extrait de raquettes

d’Opuntia ficus indica offre une opportunité intéressante d’utiliser de nouvelles molécules




Partie 3. Résultats et discussion Discussion

bioactives comme moyen thérapeutiques pour lutter contre certains microorganismes ayant

développeé une certaine résistance aux traitements conventionnels comme les antibiotiques.
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Conclusion

Le figuier de barbarie (Opuntia ficus indica) est un cactus qui a I’aptitude de vivre
avec une faible quantité d’eau et de supporter une longue période de sécheresse. Une
valorisation de cette plante et plus précisément la formulation d’un nouveau jus extrait a partir
des cladodes, des fruits de la fleur et des grains peut contribuer sans doute au développement
des zones arides en Algérie par la création d’entreprises et d’emplois.

Au terme de cette étude et a travers les résultats obtenus il apparait que I’extrait des
cladodes du figuier de barbarie riche en composés phénolique exerce un effet de type

bactéricide a I’encontre du germe de référence étudié (Escherichia coli).

Apparemment, ’extrait utilis¢é a [’état pur manifeste une grande -efficacité

antimicrobienne vis-a-vis de ce germe. Il a réduit d’environ 97,17% la croissance d’E. coli.

Par ailleurs, I’extrait a 80% et 100% ont présenté les meilleurs diamétres d’inhibitions;

10 et 18 mm, en moyenne.

Par rapport a la gentamicine, antibiotique a large spectre, I’extrait pur a atteint une

efficacité antimicrobienne de 1’ordre de 50% contre E. Coli.

Les CMI et les CMB chez E. Coli ont été obtenus respectivement avec 1’extrait
hydroéthanolique pur concentré a 100% et qui s’avére aussi exercer un effet antimicrobien de

type bactéricide a I’égard de cette espéce bactérienne étudiée.

L’ensemble de ces propriétés biologiques conférent aux cladodes d’Opuntia ficus
indica récolté a Mostaganem-Algérie le statut de source potentielle en composés bioactifs
susceptibles de jouer le role d’intrant dans les industries pharmaceutiques, cosmétiques, voire

méme alimentaires.

En perspective, il serait important :

» D’approfondir les recherches sur une large gamme de microorganismes et d’identifier les
constituants actifs responsables de ’activité antimicrobienne.

» D’étendre I'éventail des tests antimicrobiens a d’autres activités des extraits de la plante :
anti-inflammatoires, antidiabétique, anticancéreuses et antivieillissement.

» D’élargir le spectre de recherche en étudiant la plante provenant d’autres régions du pays et
ceci a des fins comparatives.




Conclusion

» De réaliser une étude toxicologique des extraits et composés de cette plante avant de
mettre sur le marché Algérien quelque produits transformés tels les jus et confitures a base de

des constituants du figuier de barbarie

P D’¢largir les usages des composés bioactifs du figuier de barbarie dans le domaine de la
médecine douce et des produits cosmétiques.
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Annexe 01 : les milieux de culture

Muller Hinton agar ;

Infusion de viande de beeuf déshydraté..............oooiiiiiiiiiii e 300¢g
Hydrolysat de CasCINe ...........ouiiuiitiiit i e 17.5g
AMIdOn de MATS. .....oue it 5¢g
e N . ) T 13g
Eau distill@e. . .. ..o 1000ml

Bouillon nutritif :

T 0] (0] TP 05¢g
EXtrait de VIande .......o.oiiiiiit i e e Olg
EXtrait de L@VUTE. .. ... 02¢g
Chlorure de SOATUML. ...t e e eeiee e 05¢g
Eau distill@. .. ... 1000ml

Eau physiologique :
Chlorure de Sodiume..... ..ottt e 09g
Eau distill@e ..o 950¢g

PH=autoclavage 120°pendent 20min

les domaines d’utilisation

La gélose de Mueller Hinton est reconnue par tous les experts comme étant le milieu de
référence pour I’étude de la sensibilité des germes aux antibiotiques et aux sulfamides. Il
constitue un excellent milieu de base pour la fabrication de géloses au sang.

Principes

- Le choix des ingrédients est déterminé de facon a obtenir une tres faible quantité de thymine
et de thymidine (substances connues pour inhiber ’activité antibactérienne du triméthoprime),
ainsi qu’une trés faible quantité d’acide para-amino-benzoique (PABA) et de ses analogues de

structure qui sont des antagonistes de 1’activité des sulfonamides
Annexe 02 : préparation des milieux

1. Préparation du milieu Mueller-Hinton
Muller Hinton est, le milieu complexe, recommandé pour la réalisation des interactions,
nécessaire pour obtenir des résultats fiables au niveau de I'antibiogramme et préparée comme
suivant :

e Mettre 64.6 g de Muller Hinton dans 1700 ml d’eau distillée. Faire bouillir avec

agitation jusqu'a dissolution complete.
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2. Préparation du milieu gélose nutritive
Gelose nutritive préparée comme suivant :
Dissoudre 20 g de la gélose nutritive dans un litre d’eau distillée. Faire bouillir avec agitation

jusqu'a dissolution complete.

3. Préparation de I’eau physiologique
2.7g de Nacl dissoudre dans 300 ml d’eau distille dans un récipient, ce dernier ferme pendant

15 min, mettre de cote celui-ci jusqu’a ce qu’il soit refroidi a la température ambiante

Annexe 03 : Les matériels utilisés

Spectrophotométre vortex

Evaporateur retatif

E



Annexe 04 : antibiotique utilisée :

E
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