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RESUME

Les produits naturels représentent une bonne alternative pour les produits chimiques utilisés dans la
lutte en agriculture. Deux extraits de Fraxinus excelsior ; I'extrait méthanolique et éther de pétrole
ont été testés contre Bacillus sp. et Pseudomonas sp. Comparé au standard, I'extrait de I'éther de
pétrole a légerement inhibé les deux souches avec des zones d'inhibition de 9,11 + 0,64 et
10,33 £ 0,93 mm, respectivement. Par contre |'extrait méthanolique a inhibé Pseudomonas avec une
zone d'inhibition de 18,44 + 1,69 mm.

Mots-clés : Activité antibactérienne, Fraxinus excelsior, extraits de plantes médicinales.

ABSTRACT

Natural products represent a good alternative for chemicals used in agriculture in the fight. Two
extracts from Fraxinus excelsior; methanol and petroleum ether extract were tested against Bacillus
sp. and Pseudomonas sp. Compared to the standard, petroleum ether extract slightly inhibited both
strains with inhibition zones of 9.11 + 0.64 and 10.33 + 0.93 mm, respectively.
The methanol extract exhibited a good action against Pseudomonas with inhibition zone of
18.44 +1.69 mm.
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INTRODUCTION

Les bactéries et les champignons pathogenes de plantes sont économiquement d’une grande
importance dans le monde entier. lls agissent sur un grand nombre de cultures agricoles importantes
soit au cours de la saison de culture ou pendant le stockage (Rabea and Steurbaut, 2010). Le
contréle de ces contaminations et infections est particulierement important et peut étre atteint par
les pesticides synthétiques. Malheureusement, ces produits de synthése présentent de plus en plus
des problemes environnementaux (Houeto et al., 1995). En outre, la résistance a été développée
chez les agents pathogenes. L'identification de nouveaux agents capables de combattre les
pathogénes (bactéries et champignons) vont présenter une alternative aux antibiotiques ou
pesticides actuellement utilisés.

Pseudomonas aeruginosa, connu comme pathogéne pour 'Homme est également capable d’infecter
les racines d’Arabidopsis et du basilic (Ocimum basilicum), in vitro et dans le sol, et peut causer leur
mortalité en sept jours aprés I'inoculation (Walker et al. 2004). Ces auteurs ont montré que la
bactérie colonise les racines en formant des biofilms comme dans le cas des tissus humains. Il a été
également montré que Staphylococcus aureus peut infecter Arabidopsis et y libérer ses endotoxines,
identiques a celles qui sont a I'origine des contaminations du lait destiné au nouveaux nés (Prithiviraj
et al, 2005). De plus, K. pneumoniae est une bactérie Gram-négative de la famille des
Enterobacteriaceae avec une grande distribution causant des maladies chez divers groupes d’hétes
dont 'Homme, les animaux et les plantes. Cette bactérie présente des résistances importantes aux
antibiotiques (Gowsiya et al. 2014). D’autre part, Enterobacter cloacae cause la désintégration du
bulbe de I'oignon (Bishop and Davis, 1990).

Malheureusement [’utilisation intensive des produits chimiques pour traiter les maladies des plantes
peut conduire, dans certains cas a la résistance et la fréquence des isolats résistants qui deviennent
de plus en plus importants et conduire a des échecs de la lutte chimique. Dans ce contexte,
['utilisation de produits naturels, tels que les extraits de plantes apparait comme alternative
prometteuse. Plusieurs études ont montré que les plantes aromatiques et médicinales sont des
sources de grande variété de métabolites secondaires comme les tanins, alcaloides et des
flavonoides, qui possédent in vitro des propriétés antimicrobiennes (Staub, 1991 ; Leroux, 1993).

MATERIEL ET METHODES

MATERIEL BIOLOGIQUE

La plante de fréne Fraxinus sp. est récoltée dans la région de M’sila en Aolt 2010 et en Avril 2011.
Les fruits sont séchés a I'ombre, broyés en poudre puis soumis a I’extraction.

Cing souches bactériennes, Klebsiella pneumoniae ATCC 700603, Bacillus cereus ATCC 10876,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Staphylococcus aureus, ATCC 25923, et Enterobacter cloacae,
ont été utilisées dans cette étude.

METHODES

Extraction
L’extraction a partir des fruits de fréne est réalisée par macération dans le méthanol 85 % pendant
sept jours puis cing jours aprés renouvellement du solvant. Le méthanol est ensuite évaporé par
évaporation rotative (rotavapor Blichi) et I'extrait est obtenu par séchage final a 37° C. L'extrait
obtenu était visqueux, par conséquent une deuxiéme extraction (des huiles) a été réalisée par I'éther
de pétrole.

L’activité antibactérienne
A partir d’'une culture pure (18-24 heures), une suspension d’inoculum est préparée dans |'eau
physiologique a une concentration au standard de turbidité McFarland 0,5 (~10® UFC/cm?)
équivalente a 500 pl de lI'inoculum dans 5 ml d’eau physiologique stérile pour chaque souche
bactérienne utilisée. Cet inoculum est ensuite ensemencé sur des géloses de Mueller Hinton dans
des boites de Petri (Sahin et al, 2004). L'ensemencement est effectué par écouvillonnage, a partir de




la suspension bactérienne fraichement préparée. Des disques de papier Whattman stérile de 6 mm
de diametre imbibés de 15 pul d’extrait méthanolique ont été déposés a la surface de la gélose en les
appliquant délicatement avec une pince stérile. Aprés 24 heures d’incubation a 37°C, le diameétre
d’inhibition est mesuré. Le témoin négatif était le DMSO, le témoin positif était constitué des
antibiotiques, gentamycine 10ug (Bacillus, Klebsiella), ampicilline 10ug (Enterobacter), 5 mg
trimethoprime (Staphylococcus, Pseudomonas).

RESULTATS

Les résultats obtenus montrent que les deux extraits (méthanolique et éther de pétrole) du fréne ont
inhibé la croissance bactérienne de quatre souches bactériennes, Klebsiella pneumoniae ATCC
700603, Enterobacter cloacae, Staphylococcus aureus ATCC 25923 et Pseudomonas aeruginosa ATCC
27853 avec des zones d'inhibition de 9,55 ; 9,66 ; 10,11 et 18,55 mm respectivement (tableau 1). Par
contre il était inactif contre Bacillus cereus ATCC 10876. Sur la base de l'indice d’activité (Al), on
remarque que l'extrait méthanolique était tres actif contre trois souches bactériennes,
Staphylococcus aureus ATCC 25923, Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 et Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853 avec des valeurs de 0.42, 0.53 et 1.86, respectivement.

Tableau 1. Activité antibactérienne des extraits méthanolique et éther de pétrole du fréne
Table 1: (antibacterial activity of ash methanolic and petroleum ether extracts)

Bacteria strains FEPE FEME

Zl Al Z1 Al
Bacillus cereus ATCC 10876 9.11+0.51 0.25 0 0
Staphylococcus aureus ATCC 25923 10.16 £ 0.44 0.48 10.11 £ 0.77 0.42
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853  23.66+0.34  2.37 18.55+1.17 1.855
Enterobacter cloacae 8.11+0.51 0.25 9.66+0.58 0.29
Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 8.22+0.19 0.55 9.55+1.02 0.53

FEPE : extrait éther de pétrole (Fraxinus excelsior petroleum ether extract); FEME : extrait méthanolique (Fraxinus excelsior
methanolic extract). Antibiotiques utilisés: gentamycine 10 ug (Bacillus, Klebsiella), ampicilline 10 ug (Enterobacter), 5 mg
trimethoprime/25 mg sulfadiazine (Staphylococcus, Pseudomonas). Used antibiotics: 10 pg gentamicin (Bacillus,
Klebsiella), ampicillin 10 pg (Enterobacter), 5 mg trimethoprim/25 mg sulfadiazin (Staphylococcus, Pseudomonas), ZI : zone
of inhibition, Al : activity index.

DISCUSSION

Les résultats obtenus indiquent que les extraits (méthanolique et éther de pétrole) du fréne sont
doués d'activité antibactérienne importante. Cette activité a été confirmée par d'autres auteurs qui
ont testé des extraits méthanoliques du fréne. Middleton et al. (2005) rapportent que I'extrait
méthanolique de Fraxinus excelsior a inhibé la croissance des bactéries S. aureus NCTC 10788, E. coli
NCIMB 8110, K. aerogenes NCTC 9528 et P. aeruginosa NCTC 6750.

Les deux extraits du fréne étaient plus actifs contre les bactéries Gram négative a savoir
Pseudomonas aeruginosa et Klebsiella pneumoniae. Ces résultats prouvent qu’en plus de la
sensibilité rapportée par la littérature des bactéries Gram positives (Hulin et al., 1998), que les
bactéries Gram négatives peuvent étre plus sensibles lors de I'utilisation des extraits différents.
D’apres Fawzi et al. (2009) les extraits de plantes peuvent étre utilisés comme fongicides naturels
pour controler les champignons pathogénes et réduire ainsi la dépendance a I'égard des fongicides
de synthése. La présente étude montre que ces extraits peuvent également étre utilisés comme
antibactériens pour le traitement, non seulement de maladies humaines, mais aussi de pathologies
des plantes.



CONCLUSION

Les résultats obtenus au cours de ce travail montrent que les extraits sont plus actif contre les
bactéries Gram négative ce qui suggere des études plus avancées et des tests sur un grand nombre
de bactéries notamment phytopathogénes afin d'établir d'une maniere plus concrete ces résultats en
vue d'une éventuelle utilisation de ces extraits in situ.
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