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RESUME.

Objectif : L’objectif de cette étude était d’évaluer in vitro 'activité antimicrobienne de I'Extrait Total Aqueux
(ETA) d’Erygium foetidium (E. foetidium) sur la croissance de Candida albicans, Proteus mirabilis,
Echerischia coli, Shigella flexneri, Salmonella Sp, Pseudomona aeruginosa, Sphylococcus aureus,
Streptococcus Sp mais également de déterminer sa composition phytochimique.

Méthodologie et Résultats : La méthode de diffusion par puits dans la gélose a été utilisée pour déterminer
l'activité antimicrobienne. Les résultats montrent une activité de l'extrait aqueux d’E. foetidium sur P.
mirabilis, E. coli, S. flexneri, Salmonella Sp, Ps. aeruginosa, S. aureus, Streptococcus Sp mais aucune
activité sur C. albicans. Cependant, la meilleure activité a été obtenue avec P. mirabilis (19,5 mm). Aussi,
le screening phytochimique de I'Extrait Aqueux Total (EAT) et I'Extrait Ethanolique Total (EET) montre la
présence de plusieurs familles de composés chimiques comme les stérols+triterpénes, les alcaloides, les
tannins galliques, les anthraquinones libres, les sucres réducteurs, les polyphénols totaux, les flavonoides
totaux, les flavones.

Conclusion et application des résultats : En somme l'extrait aqueux d’E. foetidium présente une activité
antibactérienne & large spectre mais n'a pas d’activité antifongique. De ce fait, 'extrait queux des feuilles
de cette plante peut étre utilisée comme un antibactérien contre les infections bactériennes des régions
tropicales.

Mots clés : Erygium foetidium, antimicrobien, extrait aqueux, screening
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ABSTRACT

Objectives: The objective of this study was to evaluate the in vitro antimicrobial activity of E. foetidium
aqueous crude extract on the growth of Candida albicans, Proteus mirabilis, Echerischia coli, Shigella
flexneri, Salmonella Sp Pseudomonas aeruginosa Sphylococcus aureus, Streptococcus Sp; and to
determine its phytochemical composition.

Methodology and Results: The agar well diffusion method was used to determine the antimicrobial activity.
The results show an inhibitory effect E. foetidium aqueous crude extract on P. mirabilis, E. coli, S. flexneri,
Salmonella Sp Ps. aeruginosa, S. aureus, Streptococcus Sp with P. mirabilis being the most sensitive (19.5
mm). In contrast, no inhibitory effect was observed on C. albicans growth. The phytochemical screening
aqueous and ethanol crude extracts reveals the presence of compounds from different chemical families
such as sterols + triterpenes , alkaloids , gallic tannins , free anthraquinones, reducing sugars , total
polyphenols, total flavonoids , flavones.

Conclusion and Application of results: In summary, E. foetidium aqueous crude extract exhibits an
antibacterial broad-spectrum activity but has not antifungal activity. Therefore, the aqueous extract of the
leaves of this plant can be used as an antibacterial against bacterial infections in tropical regions.

Mots clés : Erygium foetidium, antimicrobial, aqueous extract, screening

INTRODUCTION

Face au phénoméne grandissant de I'émergence (Konaté et al. 2011;Nsi Akoué et al. 2013). En
et de la réémergence des maladies dans le 2001, plusieurs travaux dont ceux de Rate ont
monde, les pays en voie de développement sont révélé qu’approximativement 25% de prescription
les plus vulnérables. Ainsi, les maladies dans le monde pour les drogues et, 60 et 70% des
infectieuses  constituent une  préoccupation substances antibactériens et anticancéreuses sont
importante de santé publique a cause de leur des substances d'origine naturelle (Rates 2001).
fréquence et de leur gravité dans ces pays (Traoré Aussi, lusage fréquent de ces molécules a
et al. 2012). Les agents responsables de ces engendré l'appariton des  microorganismes
infections sont divers et variés comprenant aussi multirésistants, rendant les traitements inefficaces.
bien les champignons, les bactéries, les Fort de ce constant, la communauté scientifique
protozoaires que des virus. Pour lutter contre ces s'est orientée vers les substances naturelles
agressions microbiennes, le monde scientifique a notamment les plantes médicinales dans I'optiques
découvert de nombreux traitements pour soulager de trouver des nouvelles molécules qui
les patients (Traoré Y. et al. 2012). Cependant, contribueront non seulement & lutter de fagon
lacquisiton de ces médicaments s'avére efficiente aux affections microbiennes mais
extrémement difficile a cause des colts élevés et également de valoriser la médecine traditionnelle.
rend I'accessibilité aux soins médicaux caducs Naturellement, notre choix s'est dirigé vers
pour les populations pauvres. Cela a conduit les Erygium foetidium (E. foetidium) qui est une herbe
populations a avoir toujours recours a la médecine appartenant a la famille des Apiaceae (Dawilai et
traditionnelle. Effectivement, les plantes sont al. 2013; Paul et al. 2011). D’origine d’Amérique
utilisées depuis la préhistoire par 'hnomme pour de tropicale, elle a été implantée dans toute I'Asie du
besoins nutritionnels et thérapeutiques et sont la Sud-Est, ou elle est principalement utilisée pour
source majeur de drogues a cause de leur masquer le godt fort de la viande de boeuf et des
richesse en métabolites secondaires (Konaté et al. abats (Paul et al. 2011). Elle est également utilisée
2011; Nostro et al. 2000; Nsi Akoué et al. 2013). contre les inflammations, les bactéries et la
De plus, I'Organisation Mondiale de la Santé malaria (Dawilai et al. 2013; Paul et al. 2011;
(OMS) a estimé en 2007 qu'environ 80% de la Saenz et al. 1997). E. foetidum est une herbe
population des pays en voie de développement pérenne qui renferme des multiples vertus. Elle est
pouvaient étre soignées a partir des plantes prise en tisane contre la grippe et ces feuilles se
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mangent en salade, en soupe ou comme
condiment. Cette plante a déja présenté des vertus
thérapeutiques. En effet, les travaux de Séaenz
(Saenz et al. 1997), ont montré qu'E. foetidum
avait des propriétés analgésiques et anti-
inflammatoires. D’autres travaux ont rapporté que
les extraits d'E. foetidum ont de propriétés
pharmacologiques tels que les propriétés
antihelminthiques, anticonvulsantes, analgésiques,
antimalaria et antibactériennes pour des usages
traditionnels.

MATERIEL ET METHODES

Matériel végétal : Les feuilles d'Eryngium foetidium
(E. foetidium) ont été récoltées au quartier derriére
'hétel Masuku dans la ville de Franceville, au mois de
mars et de juin 2013. L'authentification botanique d’E.
foetidum a été effectuée a I'nerbier du Département de
Biologie de I'Université des Sciences et Techniques de
Masuku (USTM) au Gabon par Monsieur Yves

Tableau 1 : Microorganismes utilisés

Ainsi, dans le but de contribuer & la valorisation de
nouvelles phytomolécules antimicrobiennes, nous
nous sommes intéressés a l'activité d'E. foetidum
sur la croissance de Candida. albicans (C.
albicans),  Proteus  mirabilis  (P.  mirabilis)
Escherichia coli (E. coli) Shigella flexneri (S.
flexneri) Salmonella Sp Pseudomonas aeruginosa
(Ps. aeruginosa) Staphylococcus aureus (S.
aureus) Streptococcus Sp et de déterminer sa
composition phytochimique.

AZZIZET ISSEMBE Botaniste a I'lnstitut de Recherche
en Ecologie Tropicale (IRET).

Matériel biologique : Les microorganismes utilisés
dans cette étude sont consignés dans le tableau 1. Ce
sont des isolats cliniques fournis soit par le Centre
International de Recherche Médicale de Franceville soit
par le Centre Pasteur du Cameroun.

Microorganismes Familles Gram Provenance
Proteus mirabilis Enterobacteriaceae Gram - Pasteur Cameroun
Escherichia coli Enterobacteriaceae Gram - CIRMF
Shigella flexneri Enterobacteriaceae Gram - Pasteur Cameroun
Salmonella Sp Enterobacteriaceae Gram - Pasteur Cameroun
Pseudomonas aeruginosa Pseudomonacea Gram- Pasteur Cameroun
Staphylococcus aureus Staphylococcacea Gram + CIRMF
Streptococcus B Streptococcacea Gram + Pasteur Cameroun
Candida albicans Saccharomycetaceae Pasteur Cameroun

foetidium apres récolte.
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Préparation des milieux et solutions

Milieux de culture : Le milieu Brain Heart Infusion
(BHI) a été utilisé pour la réalisation des suspensions
microbiennes et les dilutions décimales. Il a été obtenu
par dissolution de 37 mg de poudre dans 1 L deau
distillée. Le milieu BHI gélosé a été obtenu par ajout
d’agar a 15 %o. : Le milieu Mueller Hinton (MH) gélosé
a été utilisé pour la détermination des activités
antimicrobiennes. Il a été obtenu par dissolution de 38
g de poudre dans 1 L deau distillée. Le milieu
Saboureaud supplémenté avec du Chloramphénicol a
été utilisé pour la culture de la souche de C. albicans. Il
a été préparé en dissolvant soigneusement 45,5 g de
poudre dans 1 L d'eau distillée. Tous les milieux de
culture ont été autoclavés a 121°C pendant 15 min.
Préparation des extraits végétaux aqueux : Aprés
récolte, le matériel végétal a été lavé et séché a la
température ambiante a l'abri du soleil durant deux
semaines. Ensuite, a l'aide d’'un broyeur électrique
(Blender, Warning Commercial, USA), les feuilles ont
été broyées en poudre fine. Cette derniere a été utilisée
pour la préparation de l'extrait aqueux total (EAT).
Soixante-quinze grammes (75 g) de poudre ont été
macérés dans 700 ml d'eau distillée pendant environ
18h sous agitation magnétique a la température
ambiante. Le macérat obtenu a été filtré deux fois sur
du coton puis une fois sur papier Watman N°1 et le
filtrat concentré a laide d'un évaporateur rotatif
(BUCHI, Rotavopor R-200, Switzerland) a 50°C.
Culture microbienne : A partir des stocks cryo-
conservés, le milieu BHI a été inoculé avec 50 pl puis
incubés 18 a 24h a 37°C. Aprés le temps d'incubation,
les solutions bactériennes ont été ensemencées en
stries espacées sur milieu BHI gélosé, puis incubées a
37°C pendant 18h. La culture fongique a été effectuée
par ensemencement des stocks sur gélose Sabouraud-
chloramphénicol inclinée, puis les tubes ont été incubés
a 37°C pendant 18 a 24h.

RESULTATS

Screening phytochimique : Le tableau 2 présente les
grands groupes de familles chimiques contenus dans
les deux extraits d'Erygium foetidium (E. foetidium). Le
screening phytochimique de [I'Extrait Aqueux Total
(EAT) et I'Extrait Ethanolique Total (EET) d’E. foetidium
montre la présence de plusieurs familles de composés
chimiques. Ce sont, les stérols+triterpenes, les
alcaloides, les tannins galliques, les anthraquinones
libres, les sucres réducteurs, les polyphénols totaux,
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Préparation des inoculi : L'inoculum bactérien a été
préparé en prélevant une colonie de la culture mére qui
a été introduite dans un tube stérile contenant du
sérum physiologique (NaCl a 0,09%). La densité de
cette solution a été comparée a la turbidité de la
solution de 0,5 Mac Farland. Tandis que, pour les
levures, la surface de la gélose inclinée a été raclée
puis le contenu a été introduit dans 9 ml de milieu
sérum physiologique. Enfin, deux dilutions décimales
ont été réalisées et la derniére dilution a servi
d’inoculum.

Screening phytochimique : Les composés bioactifs
de l'extrait aqueux ont été recherchés par 'usage des
procédures standard (Parekh et al. 2006; Trease and
Evans 2002). L'extrait a été testé qualitativement pour
la présence des constituants chimiques comme les
tanins, les terpénes, les saponosides, les flavonoides,
les coumarines, les alcaloides, les anthraquinones et
sucres réducteurs.

Activités antibactériennes et antifongiques :
L'activité antimicrobienne a été évaluée par la méthode
de diffusion dans la gélose. La gélose MH a été
ensemencée par inondation avec soit 2 ml de
linoculum bactérien & environ 0,5 Mac Farland soit
avec la suspension de C. albicans diluée a 107, I'excés
a été éliminé. Puis, les boites ont été séchées 15
minutes sous la hotte a flux laminaire a la température
ambiante, ensuite des puits ont été réalisés dans la
gélose (Alsarhan et al. 2013; Badole and Bodhankar
2010). Enfin, 50 pl de l'extrait aqueux ont été déposés
et les boites incubées a 37°C/24h. Les activités
antibactériennes et antifongiques ont été évaluées en
mesurant, a l'aide d'un pied a coulisse, le diamétre de
la zone d'inhibition induite par les extraits ou les
antibiotiques et I'antifongique. Chaque test a été réalisé
2 fois.

les flavonoides totaux, les flavones. Aussi, le screening
de ces extraits releve des légeres différences
qualitatives. En effet, la digitoxine présente dans 'EAT
est totalement absente dans I'EET, tandis que la
gitoxine présente dans 'EET est absente dans I'EAT.
Les résultats montrent néanmoins l'absence des

saponosides, des tannins  catéchiques, des
coumarines, de gitoxigénine et des hétero
cyanogénétiques.
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Tableau 2. Composition chimique des extraits (ETA et EHET) d’E. foetidium

Familles de composes Extrait aqueux Extrait éthanolique
Saponosides . N
Stérol+triterpenes e -+
Alcaloides ++ -+
Tannins galliques I -+
Tannins catéchiques .

Anthraquinones lib + +
Sucres réducteurs i -+
Polyphénols totaux +++ .
Flavonoides totaux +++ -+t
Flavonols - .
Flavanones ++ ++
Flavanones - -
Coumarines + +
Digitoxine 4+ )
Gitoxine . +
Gitoxigénine .

Hét. Cyanogénétique - .

Absence - ; présence faible + ; présence accentuée ++ ; présence trés accentuée +++.

Activité antimicrobienne : Les tableaux 3 et 4
présentent l'activité antimicrobienne de I'EAT d’E.
foetidium. Ces résultats montrent que la meilleure
activité bactérienne est obtenue avec Proteus mirabilis
(19,5 mm), puis Pseudomonas aeruginosa (15 mm),
Staphylococcus  aureus (15  mm).  Ensuite,
Streptococcus B, Shigella flexneri, Salmonella sp et

Escherichia coli respectivement 13,5; 13; 12,5 et 11,5
mm. Cependant, I'extrait aqueux n’a aucune activité sur
Candida albicans, qui présente un diametre de 9 mm
en présence de 'amphotéricine B. Nous pouvons tout
de méme noter que Shigella et Proteus mirabilis ont
des faibles diamétres d'inhibition en présence de
l'antibiotique testé.

Tableau 3. Activité antibactérienne

Diamétre d’inhibition (mm)

Souches Extrait total aqueux (1mg/ml) ATB
Escherichia coli 11,5 11,5
Proteus mirabilis 19,5 8
Pseudomonas aeruginosa 15 28,5
Salmonella Sp 12,5 23,5
Shigella flexneri 13 9
Staphylococcus aureus 15 24,5
Streptococcus B 13,5 23

ATB : antibioctique

Tableau 4. Activité antifongique

Diamétre d’inhibition (mm)

Souches

Extrait total aqueux

ATF

(1mg/ml) (2mg/ml)

Candida albicans

0 0

ATF : antifongique (amphotéricine B)
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DISCUSSION

Le but de ce travail était d'évaluer [lactivité
antimicrobienne  de l'extrait aqueux d’Erygium
foetidium. Toutefois, iI nous a semblé opportun de
vérifier la présence des molécules pouvant conférer
cette activitt a la plante. Ainsi, le screening
phytochimique a révélé la présence chez la plante des
principales  familles de composés chimiques
susceptibles de conférer  les propriétés
antimicrobiennes a une plante. Ce sont notamment, les
triterpénes, les alcaloides, les dérivés phénoliques, les
stérols, les anthraquinones, les flavonoides.
Evidemment, les terpénoides sont connus comme
doués de propriétés antifongiques (Merghache et al.
2012; Rana et al. 1997). Les travaux de Tene et
al.,(2009) ont montré que la butéline et l'acide 12-
oxohardwickique, isolés de Crofon macrotaschys,
toutes deux appartenant a cette famille avaient des
activités antifongiques et antimicrobiennes (Tene et al.
2009). Aussi, les travaux de Kporou Kouassi et al.,
(2009) ont révélé que l'extrait possédant uniqguement
les stérols et les triterpénes présentait une meilleure
activité antifongique (Kporou Kouassi et al. 2009).
Enfin, de nombreux travaux ont montré que les phénols
et les dérivés phénoliques possédent des activités
antimicrobiennes (Tabopda et al. 2008). Le screening
phytochimique nous permet également d’observer des
variations dans la composition chimique des deux
extraits. Les résultats obtenus ne révélent aucune
activitté de lextrait aqueux d'E. foetidium sur C.
albicans. Par contre, ils montrent une activité
antibactérienne. Cette absence d'activité antifongique
pourrait s’expliquer par le fait que la souche de C.
albicans ait développé des mécanismes de résistance
aux molécules antifongiques présentes dans l'extrait.
Parmi ces mécanismes la capacité de C. albicans a
switcher ou capacité a changer de phénotype «switch
phénotypique» (Millon et al. 2002). Effectivement, de
nombreux travaux ont révélé que la variabilité
phénotypique pourrait étre une stratégie mise en place
par certains micro-organismes pour échapper aux
mécanismes immunitaires de I'héte. Ainsi, la facilité
avec laquelle C. albicans peut changer de phénotype
peut-étre en relation avec sa résistance aux
antifongiques (Chen et al. 2003; Millon et al. 2002;
Pfaller et al. 1998; Yang et al. 2005). L'émergence des
souches C. albicans résistantes aux antifongiques
usuels rend difficiles leur éradication. En effet, plusieurs
travaux ont montré quil existait des souches
résistantes a I'Amphotéricine B, Iantifongique par
excellence, a linstar d’Aspergillus fumigatus (Chen et
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al. 2003; Traoré et al. 2012; Yang et al. 2005). Il est
également possible que les solvants utilisés lors de
I'extraction, soit a lorigine de l'absence d’activité de
I'extrait de la plantes. Indubitablement, le solvant utilisé
n'a peut-étre pas pu retenir les molécules recherchées
a cause de sa polarité. Les travaux de Traoré et al.,
(2012), sur l'activité antifongique et antibactérienne des
feuilles d'Annona senegalensis ont suggéré que
I'éthanol était un meilleur solvant que I'eau (Traoré et
al. 2012). Tandis que, ceux de Bagre et al., (2006), sur
I'évaluation et Iamélioration in vifro de [activité
antifongique de Morinda morindoides ont montré que
l'acétate d'éthyle était meilleur solvant que l'eau et
I'éthanol (Bagre et al. 2006). De plus, Il a été montré
que le solvant utilisé dans [lextraction affecte
considérablement I'activité antimicrobienne (Adejare et
al. 2013). Il aurait donc été souhaitable d'utiliser un
autre solvant afin de comparer leur activité. L'analyse
de nombreux travaux, a suggéré que lactivité
antimicrobienne des extraits de plantes nécessitait
dans la plus part de cas des fortes concentrations
(Adejare et al. 2013; Bagre et al. 2006; Biyiti et al.
2004) Ce qui laisse supposer probablement que les
concentrations de 1mg/ml et 2mg/ml utilisées étaient
certainement trop faibles et expliqueraient I'absence
d’activité. A l'analyse des résultats du tableau 3, il
ressort manifestement que I'extrait aqueux total (EAT)
d’E. foetidium a une activité antibactérienne aussi bien
sur les bactéries Gram positives (Gram+) que
négatives (Gram-), sur différentes familles bactériennes
Enterobacteriaceae, Pseudomonaceae, Staphy
lococeae et Streptococaceae, et présente a cet effet un
spectre action large. Cette activité antibactérienne large
est conférée par la présence des biomolécules comme
les alcaloides, les tanins, les flavonoides dont les
propriétés antibactériennes ont été démontrées (Moroh
et al. 2008; Tene et al. 2009). Ce qui supposerait que la
cible des molécules actives de [I'EAT seraient
éventuellement commun aux deux types de bactéries.
En outre, l'activité de 'EAT d’E. foetidium est plus
importante chez les bactériens Gram+ que chez les
Gram- (tableau 3). Ces résultats sont en accord avec
ceux des travaux Soundararajan et al, qui montrent que
les extraits d'Elaeis guineensis présentaient une
meilleure activité sur les bactéries Gram+ que sur les
Gram- (Soundararajan et al. 2012). Selon plusieurs
études, cette différence d'activité pourrait s'expliquer
par la différence de la composition pariétale des deux
types de bactéries. Effectivement, les bactéries Gram+
composée  dune paroi  exclusivement de
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peptidoglycane épais semblent étre plus favorables a la
pénétration des phytomolécules qui atteindraient
facilement leurs cibles intracellulaires. A 'opposé, les
bactéries Gram- avec leur membrane externe
composée des phospholipides qui interférerait avec les
molécules, rend leur passage a travers la paroi difficile
surtout les composé hydrophobes (Tian et al. 2009;
Soundararajan et al. 2012). Aussi, la variation de
I'activité de cet extrait trouverait une justification sur la
partie de la plante utilisée. Manifestement, il a été
prouvé que la composition et l'activité de I'extrait varie
selon que l'on travaille avec les feuilles, la tige ou les

CONCLUSION

En définitive, E. foetidium renferme des composés
chimiques susceptibles de conférer les propriétés
antimicrobiennes a une plante. Ce sont notamment, les
triterpénes, les alcaloides, les dérivés phénoliques, les
stérols, les anthraquinones, les flavonoides mais
également les terpénoides. Cependant, I'extrait aqueux
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