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Résumeé

La viande, aliment de choix en raison de sa valeur nutritive, constitue un terrain tres favorable a la
prolifération microbienne, essentiellement des bactéries protéolytiques qui entrainent des modifications
néfastes sur I'odeur, la couleur, la texture et produisent des substances toxiques. Par ailleurs, 1’évolution
de la résistance bactérienne aux antibiotiques, prouvée actuellement par les études épidémiologiques et
scientifiques, impose la recherche de nouveaux agents d’origine naturelle tels que les huiles essentielles
(HE).

Dans ce cadre, nous avons réalisé une étude de 1’activité antibactérienne de trois HE (Mentha spicata,
Cinnamomum cassia et Eucalyptus camaldulensis) sur des souches isolées de produits carnés, au sein
du laboratoire Microbiologie et Biologie Moléculaire de la Faculté de Médecine et de Pharmacie de Fés.
Ainsi, apres avoir étudié la sensibilité aux antibiotiques de deux souches bactériennes (S.aureus et E.coli)
préalablement isolées de produits carnés, nous avons procédé a I’extraction des HE choisies et testé
ensuite leurs aspects qualitatifs et quantitatifs.

Les résultats ont montré une multi-résistante des souches testées. A 1’exception de la Norfloxacine et du
Cephoxitine, tous les antibiotiques testés sur S.aureus, ont été inefficaces. E.coli n’a révélé de sensibilité
qu’a I’Etrapeneme. Le rendement des HE trouvé est de 0,29% pour Cinnamomum cassia, 0,353% pour
Mentha spicata et 1% pour Eucalyptus camaldulensis. Concernant 1’aromatogramme, il a permis de
mettre en évidence des zones d’inhibitions de diamétres dépassant 19 mm pour S.aureus, 11mm pour
E.coli.

Les Concentrations Minimales Inhibitrices (CMI) et Bactéricides (CMB) ensuite calculées ont montré
des valeurs variant de 3,125 % a 25% pour E.coli et de 6,25 % a 100% pour S.aureus témoignant ainsi

d’une forte activité bactéricide in vitro des huiles Mentha Spicata et Cinnamomum Cassia.

La consommation abusive et anarchique des Ab pourrait étre en faveur du développement du phénomene
de la résistance bactérienne, ce qui impose la sensibilisation de la société sur leur usage rationnel et la
recherche d’alternatives efficaces et accessibles. En revanche, les HE extraites des PAM pourraient étre

une voie complémentaire de traitement des infections et notamment celles a bactéries multi-résistantes

Mots Clés: Ab, activité antibactérienne, CMB, CMI, HE, produits carnés, résistance bactérienne,

souches.
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Liste des Abréviations

Ab: Antibiotique

ADN : Acide désoxyribonucléique

BHI: Brain Heart Infusion

CASFM: Comité d’antibiogramme de La société Francaise de Microbiologie
C. Cassia : Cinnamomum cassia

CMB : Concentration Minimale Bactéricide
CMI : Concentration Minimale Inhibitrice
DMSO : Diméthylsulfoxyde

DNase : Désoxyribonucléase

E. calmodulaniss : Eucalyptus calmodulaniss
E.coli : Escherichia coli

HE : Huiles essentielles

M.Spicata : Mentha Spicata

PAM : Plante aromatique médicinale

PCA : Plate Count Agar

OMS : Organisation mondiale de la santé

ONP : I’orthonitro-phénol

ONPG : Orthonitrophényl -D-Galactopyranoside
S.aureus : Staphylococcus aureus

SCN : staphylocoques coagulase négative

TIAC : Toxi-infections alimentaires collectives
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INTRODUCTION

La viande rouge occupe une part importante dans 1’alimentation humaine. Sa production
mondiale a augmenté de 1.0 % pour s’établir a 327 millions de tonnes en 2018 (FAO, 2019). A I’échelle
nationale, la production annuelle moyenne est de 152 000 tonnes de viande bovine, 116 000 tonnes de
viande ovine, 51 000 tonnes d’abat, et de 47 000 tonnes d’autres types de viandes rouges (Cohen C. et
al, 2006).

Sur le plan nutritionnel, c’est un aliment complexe, composé de lipides et de protéines, ce
qui pourrait la rendre une denrée trés périssable et notamment a 1’état cru (Arvieux C., 1998). Cette
détérioration surtout par les microorganismes pathogenes a été incriminée dans de nombreux cas de
foyers de toxi-infections alimentaires collectives (TIAC). Ainsi, a titre d’exemple, la contamination a
I’échelle nationale des aliments d’origine animale et principalement des viandes et produits carnés était
responsable de 28% des cas de TIAC notifiés entre 2000 et 2004 (Cohen N. et al, 2006). Devant le risque
sanitaire lié a la consommation des denrées alimentaires, la qualité hygiénique de ces produits est

devenue une préoccupation prioritaire pour la santé publique (EI Marnissi B. et al, 2012).

En outre, en raison de plusieurs facteurs tels que le mauvais usage et la
surconsommation des antibiotiques aussi bien chez I’'Homme que chez I’animal, on assiste
a ’émergence et la dissémination de I’antibio-résistance des bactéries pathogenes. Cette émergence
représente en effet un probléme de santé publique important, dont la maitrise constitue un défi pour les
cliniciens, les microbiologistes, les hygiénistes et les autorités sanitaires. Ceci souligne I’urgence de la
recherche des alternatives efficaces et accessibles. L’exploitation de nouveaux produits d’origine
naturelle constitue un axe important de recherche au niveau mondial. Ainsi, les chercheurs scientifiques
tentent d'ores de trouver des alternatives efficaces et accessibles a partir de produit naturels extraits de
plantes médicinales et aromatiques qui connaissent de nos jours un regain d'intérét et jouissent d'une

popularité grandissante (Berrada S, 2016a).

Dans ce contexte et dans le cadre de notre projet de fin d’étude, nous avons réalisé au sein du
laboratoire de Microbiologie et Biologie Moléculaire de la Faculté De Médecine Et De Pharmacie De
Fés, une étude intitulée : Activité antibactérienne des huiles essentielles sur des souches isolées de

produits carnés.
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Les objectifs de 1’étude ont consisté a :

v Maitriser certaines techniques de laboratoire portant notamment sur I’extraction des HE et les
méthodes d’évaluation de leur action antibactérienne. Les HE choisies sont I’HE de Mentha spicata,
I’He de Eucalyptus camaldulensis et celle de Cinnamomum cassia

v Evaluer I’action des HE choisies sur des souches bactériennes isolées de produits carnes.

Le premier chapitre de ce mémoire, rapportera une revue bibliographique portant sur les produits carnés,
les molécules bioactives ainsi que des données sur les plantes testées. Le second chapitre va concerner
le matériel et les méthodes d’étude. Quant au 3°™ chapitre, il concerne les résultats et la discussion et

enfin une conclusion.

DIOURI ZINEB ANNEE UNIVERSITAIRE 2020-2021



1. @ONUE+ OIAZL LSACC.A ©1 MOANH.® | H.© toWPEUolt | +CoOO.lEl N +OIERELE]
UNIVERSITE SIDI MOHAMED BEN ABDELLAH DE FES FACULTE DES SCIENCES ET TECHNIQUES DE FES

owlbas A dece O om0 (Sl Aol ?\\\Hﬂ/ ‘_ynl_i ka’ PJ_L"“ aﬁu
ACTIVITES ANTIBACTERIENNES DE MOLECULES BIOACTIVES SUR DES GERMES MULTI-RESISTANTS

CHAPITRE 1

Revue
bibliographique
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I.  Produits carnés

1. Geénéralités
Les produits carnés sont des produits composés principalement de viandes et sont obtenus suite
a la transformation de celles-ci. Ils sont consommés en 1’état, éventuellement aprés cuisson ou
réchauffage ou entrent dans la garniture de plats cuisinés. La viande est en effet considérée comme
un aliment de choix en raison de sa valeur nutritive. Sa richesse en protéines et la nature de celles-
ci en font un aliment indispensable pour une ration alimentaire équilibrée. Il existe plusieurs
catégories de viande dont principalement la viande de beeuf et de veau, la viande de mouton et de

chevre, la viande de mulet, la viande lapin et de volailles (Ballin 2010).

2. Qualité hygiénique des produits carnés et indicateurs de la non-conformité
microbiologique

La qualité se définit a partir de systemes de références tels que les normes et s’obtient par
I’application de procédures bien définies et maitrisées. La qualité des produits carnés, enjeu majeur
pour I’ensemble des filieres, est considérée comme un passage obligé pour les industriels et les
distributeurs et aussi pour les consommateurs (Gouin S., 2014). La chair d'un animal sain vivant
est pratiquement stérile. Cependant, en raison de plusieurs facteurs tels que la présence d’éléments
nutritifs, 1’état de santé de I’animal et les diverses sources de contamination, les produits carnés
peuvent étre le siege d’une prolifération microbienne et des transformations qu’elle entraine. La
viande constitue un terrain trés favorable a la multiplication microbienne, essentiellement celle de
bactéries protéolytiques qui entrainent des modifications néfastes sur I'odeur, la couleur, la texture
et produisent des substances toxiques. C’est donc une matiere premiere fragile qui doit étre
strictement surveillée en raison du danger di a ces altérations et a la présence éventuelle de germes
pathogénes (Oumokhtar et al, 1998).

Les principaux contaminants de surface de la viande proviennent des conditions d’abattage
(environnement de 1’abattoir, opérations de découpe et d’éviscération...). La non-maitrise de ces
étapes est une cause fréquente de toxi-infections alimentaires et doit faire 1’objet de pratiques tres
strictes. Les conditions d'entreposage (temps et température) influent aussi sur la pénétration des
microorganismes dans les tissus. L’état de santé de 1’animal avant 1’abattage (y compris 1es stress

lors du transport, de la stabulation...) peut aussi avoir une influence sur la qualité microbiologique

de la viande (Thu H, 2008).
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Par ailleurs, la consommation de produits carnes contaminés par des toxines produites par des
microorganismes spécifiques ou par la présence de micro-organismes infectieux, conduit a des
toxi-infections alimentaires ou a des infections (Guiraud S., 2003). Ainsi, pour garantir la qualité
hygiénique et la sécurité des consommateurs, un certain nombre d’indicateurs microbiologiques
en sont recherchés. Il s’agit de la flore mésophile aérobie totale, des microorganismes témoins de
la contamination fécale et des microorganismes pathogenes et toxinogenes (Bulletin Officiel,
2004).

Etant donné que de notre étude est consacrée a 1’action antibactérienne des antibiotiques et des
plantes aromatiques et médicinales (PAM) sur des souches isolées de produits carnés, nous allons
rappeler quelques généralités sur indicateurs microbiologiques recherchés selon la réglementation
en vigueur, en insistant sur celles qu’on va tester dans la partie pratique, soit S. aureus et E.coli.

La flore mésophile aérobie totale comprend I'ensemble des bactéries, des levures et des
moisissures que I'on rencontre dans I'environnement des denrées alimentaires. Ce sont des micro-
organismes se développant sur des milieux ordinaires, en aérobiose a des températures optimales
de croissance comprise entre +20°C et +45°C. Cette microflore peut comprendre des
microorganismes pathogeénes pour ’Homme et I’animal, mais aussi des microorganismes
d’altération variés (Guiraud S., 2003).

Concernant les microorganismes témoins de la contamination fécale, ils englobent les
coliformes fécaux et totaux. Ces derniers sont des bactéries aérobies ou anaérobies facultatifs, a
Gram négatif, non sporulées, en formes de batonnets, mobiles ou non (Geneviéve Couture,
Fréderic Goulet-Grondin, Maude Michaud Dumont, n.d.).) (Bidet, n.d.). Quant aux coliformes
fécaux ou coliformes thermo-tolérants, ils indiquent une contamination fécale et sont représentés
essentiellement par Escherichia coli, puisqu’elle est présente dans le tube digestif des animaux
supérieurs et de I’Homme.

En ce qui concerne les bactéries toxinogenes, on cite entre autres les salmonelles et les
staphylocoques. Les salmonelles sont des bactéries qui appartiennent a la famille des
Enterobacteriaceae. Ce sont des bacilles Gram négatifs, aéro-anaérobies facultatifs, souvent
mobiles grace a leur ciliature péritriche et non sporulés. Elles fermentent le glucose avec
production de gaz, réduisent les nitrates en nitrites et possédent la catalase mais ne possedent pas

le cytochrome oxydase (Bornert 2000).

DIOURI ZINEB ANNEE UNIVERSITAIRE 2020-2021



owlbas A dece O om0 (Sl Aol
1. @ONUE+ OIAZL LSACC.A ©1 MOANH.® | H.©
UNIVERSITE SIDI MOHAMED BEN ABDELLAH DE FES

ould QL iadl) g . —lal) 1<
toPEUel+ | +C.OG.lgEl N +OlERELE]
FACULTE DES SCIENCES ET TECHNIQUES DE FES

ACTIVITES ANTIBACTERIENNES DE MOLECULES BIOACTI\/ES SUR DES GERMES MULTI-RESISTANTS

3. Caractéres des germes étudiés

Les souches bactériennes que nous allons décrire sont les staphylocoques et notamment
S. aureus et E.coli.

3-1- Staphylocoques

a- Généralités

Les staphylocoques sont des bactéries ubiquitaires a Gram positif, non sporulée, présentes dans
la flore résidente de la peau de I’Homme et des animaux de fagon transitoire dans les autres flores.
Morphologiquement, ce sont des cocci a Gram positif, groupés en amas ou en grappe de raisin ce.
Ils mesurent de 0,5 a 1 um de diamétre, immobiles, aéro-anaérobie facultatif. Certaines espéces
sont rencontrées chez I'Homme et I'animal (S. aureus, S. simulans, S. haemolyticus, S. warneri,
S. cohnii,S. saprophyticus). D'autres especes sont rencontrées plus particulierement chez I'Homme

(S. epidermidis, S. hominis, S. capitis, S. auricularis, S. lugdunensis) (Roger et al. 1997).

Le S. aureus ou staphylocoque doré, appartient a la famille des Micrococcaceae et au genre
Staphylococcus. Il posséde une catalase et une coagulase. Certaines souches de S. aureus
produisent de nombreuses toxines dont les SE, et qui sont responsables d’épidémies liées a cette
bactérie (ANSES 2011).

Le réservoir naturel des staphylocoques est ’Homme et les animaux a sang chaud. Eliminées
dans la nature, ces bactéries tres résistantes sont fréquemment retrouvées dans 1I’environnement.
Le site de colonisation préférentielle de S. aureus chez I’'Homme est la muqueuse nasale. En effet,
30% des adultes hébergent S. aureus de facon permanente, 50% de facon intermittente et 20% ne
sont jamais porteurs. A partir des sites de portage, S. aureus colonise les territoires cutanés en
particulier, les zones humides (aisselles, périnée) et les mains. Quant aux staphylocoques
coagulase négative (SCN), ils représentent les principaux germes commensaux de la peau. La
densité de colonisation est plus importante au niveau des zones humides comme la partie antérieure
des narines, le périnee, les creux axillaires et les plis inguinaux. lls peuvent aussi étre isolés des
muqueuses. La transmission intra ou interhumaine s’opeére généralement par contact direct
(manuportage). Plus rarement, elle peut étre indirecte a partir d’une source environnementale
(vétements, draps, matériels médicaux) (Benouda and Elhamzaui, n.d.).

b- Caractéres biochimiques et facteurs de virulence des staphylocoques

Les staphylocoques possédent les caractéristiques du genre Staphylococcus soit:

+ La présence de catalase a la différence des streptocoques qui n’en possédent pas,

4+ [’absence d’une oxydase,

+ La fermentation du glucose sans gaz.
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En outre, S.aureus posséde bien d’autres caractéristiques biochimiques propres a
I’espéce, notamment :
4+ La présence d’une coagulase libre ou staphylocoagulase (enzyme extracellulaires),
Le récepteur au fibrinogéne (RF),
La protéine de paroi chez pres de 90% de souches,
La phosphatase,
La thermonuclease ou DNase thermostable,

F F FF

La fermentation du mannitol sur la gélose de Chapman (Zdzalik et al. 2013).

Quant aux facteurs de virulence des S. aureus, on trouve:

+ Les Toxines (Hémolysines, Leucocidine, Exfoliatine, Entérotoxines): Il y a sept sérotypes
différents (A, B, C1, C2, C3,D, E)

4+ Les Antigenes : La paroi des staphylocoques contient 2 antigenes principaux: une protéine
A vis-a-vis de laquelle tout le monde a des Anticorps, et I'acide teichoique.

+ Les Enzymes telles que la coagulase, la lipase, I’hyaluronidase, la staphylokinase, et la

désox- rinonucléase (Tattevin 2011).

3-2- Escherichia coli
a- Genéralités

Escherichia coli (E.coli) est une bactérie, en forme de bacille a Gram négatif, appartenant a la
famille des Enterobacteriacaes et au genre Escherichia. Elle posséde un génome a ADN double
brin circulaire de 4,6 millions de paires de bases, qui est entierement séquencé. Elle se réplique
trés rapidement a 37°C, toutes les 20 minutes, ce qui permet de multiplier facilement de I'ADN ou
des protéines d'intérét.

Elle fait partie de la flore digestive de 'homme et des animaux. C’est I’espece prédominante de
la flore fécale humaine aéro-anaérobie, se trouve naturellement au sein de la flore intestinale, elle
en constitue méme 80 %. Toutefois, il existe plusieurs souches différentes d'E.coli et, si certaines
sont sans danger et nécessaires au bon fonctionnement du microbiote intestinal, en empéchant le
développement d'autres bactéries et en intervenant dans la production de la vitamine K, d'autres,
quoique moins nombreuses, sont plus nocives.

Ainsi, plusieurs types d’E.coli sont susceptibles de provoquer des infections, notamment

intestinales de gravité variable, les infections urinaires et les infections génitales (Jang et al. 2017).

La présence d’E.coli dans I’eau et les aliments est un indice de contamination fécale.
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b- Caractéres biochimiques et facteurs de virulence
E. coli possede les caractéristiques générales des enterobactéries. Elle est catalase positive,
cytochrome oxydase négative, fermente le glucose avec ou sans gaz, réduit les nitrates en nitrites
sous conditions anaérobiose et indole négatif (Bornert 2000).
Quant aux facteurs de virulence d’E.coli, on cite : la présence de nombreux genes qui codent
pour ces propriétés de virulence sur des structures génétiques mobiles, comme des plasmides,

des transposons, des phages ou des flots de pathogénicité (Mainil and VVan Bost 2004).

Il.  Molécules bioactives

A- Antibiotiques
1. Généralités

L’utilisation des antibiotiques (Ab) pour le traitement des infections bactériennes est un des
progrés majeurs de la médecine au XX*™ siécle. Un Ab est une substance antibactérienne d'origine
biologique, produite par des micro- ou par synthése chimique et qui est capable d'inhiber la
multiplication ou de détruire d'autres micro-organismes, sans étre toxiques pour I'Homme. Ainsi,
I’Ab est bactériostatique dans le 1°" cas et bactéricide dans le second cas. Un méme Ab peut étre
bactériostatique a faible dose et bactéricide a dose plus élevée (Yala et al., 2001 ; Mohammedi D.,
2012).

2. Classification des antibiotiques
La classification des Ab peut se faire selon plusieurs critéres, soit 1’origine, le mode d’action,

le spectre d’activité et la nature chimique.

4+ Origine : I’Ab peut étre élaboré par un micro-organisme (champignons microscopiques et
bactéries) et dans ce cas, on parle d’Ab naturel, ou produit par synthese et dans ce cas, il est
synthétique ou semi-synthétique.

4+ Mode d’action : I’Ab agit au niveau de la paroi, la membrane cytoplasmique, ou bloque la

synthese des protéines ou celle des acides nucléiques.

4+ Spectre d’activité : liste des espéces sur lesquelles les Ab sont actifs. Certains Ab ont un

spectre étroit et d’autres un spectre large.

£ Nature chimigue : la nature est trés variable, elle est basée souvent sur une structure de base

(ex : cycle B lactame) sur laquelle il y a une hémi-synthése.
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La classification selon la nature permet de classer les Ab en plusieurs familles :
les R3-lactamines, les aminosides, les phénicoles, lestétracyclines, les macrolides, les polymixines,
les quinolones, les lincosamides, les sulfamides, I’association Sulfamide/Triméthoprime,
nitrofuranes, les nitofuranes, les glycopeptides, les rifamicines et les Nitroimidazoles (Yala et al.,
2001 ; Mohammedi, 2012).

3. Mode d’action des antibiotiques

Le mécanisme d’action des Ab n’est pas toujours parfaitement élucidé. Cependant, on distingue
cing grands modes d’action : I’action sur la synthese du peptidoglycane, I’action sur la membrane
cytoplasmique, I’action sur I’ADN, I’action sur la synthese des protéines et 1’action par inhibition
compétitive. Le tableau 1 résume le mode et le niveau d’action des familles d’Ab (Yala et al.,
2001 ; Mohammedi, 2012). Le tableau ci-dessous présente les différents modes d’action des Ab

selon leur famille.
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Tableaul : Mode d’action des Ab selon la famille (Yala et al., 2001 ; Mohammedi, 2012).

Famille Exemple de sous-groupes et de composés Mode d’action
d’Ab
Pénicilline G : Benzyl Pénicilline (péniG), Au niveau de la paroi bactérienne en inhibant la derniere étape de
Clométocilline... la synthese du peptidoglycane entrainant une lyse bactérienne.
Pénicilline M : Méthicilline, Oxacilline,
Flucloxacilline......
Aminopénicillines : Amoxicilline, Ampicilline...
Carboxypénicillines : Ticarcilline...
3-lactamines, Uréidopénicilline
Sulfoxypénicillines.
Céphalosporines 1ére génération: Céphalexine...
Céphalosporines 2éme génération : Céfoxitine...
Céphalosporines 3¢™ génération  :Céftriaxone, ...
Autres céphalosporines : Céfépime, céftobiprole...
Carbapéneme: Imipéneme...
Monobactame: aztréonam...
Streptomycine, Néomycine, Gentamicine, kanamycine, |Perturbation de la synthése des protéines au niveau de la fraction
Aminosides [Tobramycine ... 30S du ribosome entrainant la destruction bactérienne.
Au niveau de la sous unité 50 S du ribosome. Ceci a pour
Phénicoles Chloramphénicol, Thiamphénicol conséquence une inhibition de la synthése des protéines.

Tétracyclines

Oxytetracycline, Chlortetracycline, Doxycycline,
Minocycline, Glycylcyclines

Inhibition de la synthese des protéines au niveau de la sous unité
30 S du ribosome

Au niveau de la membrane cytoplasmique

Polymixines Polymixine B, Polymixine E ou colistine bactérienne entrainant I'éclatement de la bactérie.
14atomes: Erythromycine, Oléandomycine,... Inhibition de la synthése protéique bactérienne, en se fixant sur
Macrolides 15atomes: Azithromycine I'unité 50 S du ribosome et bloquent ainsi la réunion du dernier

16atomes:Josamycine, Spiramycine ...

stade de la synthése.

Lincosamides

Lincomycine, clindamycine

Sur la fraction 50 S du ribosome en inhibant la phase initiale de la
synthése protéique.

Quinolones (dont les
fluoroquinolones)

ere génération Acide nalidixique,
IAcide pipémidique, Acide oxolinique, Fluméquine

eme , . .
2 geéenération
Norfloxacine, Ciprofloxacine

eme T , .
3 génération Lévofloxacine,
Sparfloxacine, gatifloxacine

Péfloxacine, Ofloxacine,

Moxifloxacine,

Inhibition de la synthése de I'ADN de la bactérie, en se fixant sur
le complexe "ADN-ADN gyrase" en empéchant
la réplication et transcription de 'ADN bactérien.

Sulfapyridine,Sulfafurazole Sulfaméthoxydiazine

Activité bactériostatique, en entrant en compétition avec le para-

Sulfamides Sulfaméthoxypyridazine Sulfaméthoxazole amino benzoique (PAB) et en blogquant ainsi l'action de la
Sulfaméthizole dihydroptéroate synthétase (DHPS).
Le Triméthoprime agit dans le blocage enzymatique de la synthese
Sulfamides+ Sulfaméthoxazole+Trimethoprime des folates, juste apreés les sulfamides.
Trimethoprim (Cotrimoxazole) Les deux molécules bloguent la synthése des folates a deux stades
e différents, ce qui renforce leur activité antibactérienne.

L 'intérét de cette association est que les mutants résistants aux deux
composants apparaissent moins rapidement

Nitrofuranes

Nitrofurantoine,
Hydroxyméthyl-nitrofurantoine,
Furazolidone, Nifuroxazide

Perturbation de la réplication de 'ADN.

Glycopeptides
(antibiopeptidiques)

Vancomycine, Gramicidine, Téicoplanine

/Action sur la paroi bactérienne en bloguant la
polymérisation du peptidoglycane par un mécanisme complexe.

Rifamycines

Rifampicine, Rifamycine SV

Blocage de la transcription par inhibition de I'ARN polymérase.

Nitroimidazoles

Métronidazole

Inhibition de la synthése des acides nucléiques en entrainant la mort
rapide de la bactérie.
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4. Résistance bactérienne aux antibiotiques

Selon la définition microbiologique du terme, une souche est dite résistante lorsqu’elle se
cultive en présence de concentration plus élevée en Ab comparativement a d’autres souches qui
lui sont phylogénétiquement liées. Par conséquent, la résistance est une propriété qui ne peut étre
¢tudiée que par comparaison d’au moins deux souches, dont I’'une de référence souvent appelée
souche sauvage et développée en laboratoire a partir d’individus prélevés dans la nature, d’une
méme espece ou d’'un méme genre cultivées dans les mémes conditions.

Selon la définition clinique, une souche est qualifiée de résistante lorsqu’elle survit a la thérapie
Ab mise en place (Moreillon 1995).
4-1- Types de résistance
Les bactéries sont résistantes aux Ab, soit naturellement soit par un mécanisme acquis.
a- Reésistance naturelle

Pour chaque classe d’Ab, il existe des espéces bactériennes sur lesquelles I’ Ab est inactif par
défaut de cible ou d’acces a la cible. On parle d’especes bactériennes naturellement résistantes et
de mécanismes de résistance intrinseques. Ce type de résistance est programmé sur le génome
bactérien, donc fixe et constant a l'intérieur du taxon. A ce titre, elle constitue un critére
d'identification (Guinoiseau et al, 2010).

b- Résistance acquise

Les bactéries peuvent également acquérir la résistance a un Ab. Cette acquisition peut étre la
conséquence d'un transfert horizontal, y compris entre espéces éloignées phylogéniquement. La
résistance acquise est due a une modification génétique qui peut étre de 2 types :

- Chromosomigue et ceci par mutation génétique affectant un géne de structure ou de régulation.
Ce phénomene est rare (10 a 20%), il se fait de maniére spontanée et reste stable dans le temps, sa
transmission se fait de manicre verticale expliquant qu’il soit spécifique d’un Ab ou d’une famille.

- Extra-chromosomique et ceci par acquisition de genes de résistance. Ce phénomeéne est plus
fréquent (80 a 90%). Les éléments génétiques sont mobiles et portés par des plasmides, des intégrons
ou des transposons pouvant se transmettre de maniére horizontale aux autres bactéries par simple
contact ou bactériophagie, expliquant qu’il puisse toucher plusieurs familles d’Ab et entrainer une
multi-résistance (Courvalin 1997).

c- Résistance mutationnelle
C’est un phénomene rare, stable, dii au hasard, transmissible uniquement de fagon verticale de

bactérie mére a des bactéries filles.
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L’Ab révéle la mutation de résistance en sélectionnant les bactéries mutantes résistantes ou plus
exactement, en détruisant les autres bactéries de 1’espece, celles restées sensibles a 1’action de

I’ATB (Aguilera-Carbo et al. 2008).

4-2- Meécanismes biochimiques de la résistance
L’origine de la résistance aux Ab peut étre due a 6 paramétres différents, soit :

- L’inactivation de I’Ab par la production d’enzymes bactériennes qui le dégradent.

- Lamodification de la cible par la bactérie qui perturbe ainsi I’interaction avec 1’Ab.

- Le mécanisme d’efflux actif qui permet a certaines bactéries de synthétiser des canaux pour
rejeter I’Ab a I’extérieur.

- La diminution de la perméabilité membranaire a 1’Ab qui de ce fait, ne peut plus atteindre sa
cible.

- La protection de la cible par un encombrement stérique ribosomal.

- Le piégeage de I’Ab par superproduction de la cible ou par la synthése de molécules capables de
le leurrer. Dans les deux cas, la molécule Ab est incapable d'interagir avec sa cible et donc
d'exercer son activité (Kone et al. 2019).

Une méme bactérie peut présenter plusieurs de ces mécanismes de résistance résumés dans la figure

ci-dessous :

Antibiotique

‘Q = -
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Figure 1 : Mécanismes de résistance bactérienne aux antibiotiques [1]
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B- Plantes aromatiques et médicinales (PAM) et huiles essentielles (HE)

1. Définition

Selon l'organisation mondiale de la santé (OMS, 2002), les plantes aromatiques medicinales
(PAMSs) sont des végétaux qui contiennent suffisamment de molécules aromatiques dans un ou
plusieurs organes producteurs (feuilles, fleurs, tiges, fruits, écorces, racines, etc), et qui peuvent
étre utilisées a des fins thérapeutiques, ou qui sont des précurseurs de la chimio-pharmaceutique.
En plus de leurs propriétés medicamenteuses, Elles peuvent avoir également des usages
alimentaires, condimentaires ou servir a la préparation de boissons hygiéniques. Quant aux HE, ce
sont des mélanges liquides tres complexes, généralement odorants, obtenus soit par entrainement
a la vapeur d’eau, de végétaux ou de parties de végétaux, soit par expression du péricarpe frais de
certains citrus. Cette définition excluant les essences obtenues par d’autres procédés d’extraction.
Les HE sont liquides a température ambiante mais aussi volatiles, ce qui les différencie des huiles
dites fixes. Elles sont liposolubles et solubles dans les solvants organiques usuels ainsi que dans
I’alcool, entrainables a la vapeur d’eau mais trés peu solubles dans 1’eau. Il faut donc
impérativement un tensioactif pour permettre leur mise en suspension dans ’eau. Elles sont
constituées de molécules a squelette carboné, le nombre d’atomes de carbone étant compris entre
5 et 22 (le plus souvent 10 ou 15) et présentent une densité en général inférieure a celle de 1’eau et
un indice de réfraction élevé. Elles sont pour la plupart colorées : ex : rougeéatre pour les huiles de
cannelle et une variété de thym, jaune pale pour les huiles de sauge sclarée et de romarin officinal.
Elles sont altérables et sensibles a 1’oxydation. Leur conservation nécessite de I’obscurité et de

I’humidité, soit au réfrigérateur dans des flacons en verre opaque (AFSSAPS 2008).

2. PAM au Maroc
Le Maroc, de par sa situation géographique, bénéficie d’un climat et un cadre favorable a la

culture d’une flore riche et variée. En effet, il occupe ainsi la premiére place parmi les pays du
Sud de la méditerranée et la deuxiéme a 1’échelle mondiale apres la Turquie pour sa richesse en
plantes endémiques. Sur les 4200 espéces, on trouve environ 800 endémiques parmi lesquelles
pres de 400 especes sont reconnues pour leur usage médicinal et aromatique, ainsi que pour leur
potentiel de développement (Projet PAM, 2015). A c6té de son contexte naturel, le Maroc dispose
d’un savoir-faire ancestral qui date depuis les temps les plus anciens permettant 1’utilisation des
PAMs en medication, aromatisation, conservation des aliments ainsi que pour I’extraction des
principes aromatiques destinés a la parfumerie familiale ou au marché.

Cette pratique de la médecine traditionnelle est liée a plusieurs parameétres : age, sexe, niveau

d’étude, situation familiale, type de maladie, famille des plantes utilisées, connaissances sur la
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toxicité des plantes, etc. En outre, plusieurs enquétes ont été menées au Maroc dans I’optique de
recenser et répertorier les PAMs les plus fréquemment utilisées et collecter les informations sur
les usages thérapeutiques pratiqués par la population locale en fonction des différentes régions du
pays et des pathologies a traiter. Plus d’une vingtaine d’espéces sont utilisées pour la production
d’HE ou d’autres extraits aromatiques destinés essentiellement a I’industrie de parfumerie et
cosmétique ainsi que pour la préparation des produits d’hygi¢ne et la formulation des arémes
(Chadouli, 2012).

3. Place des PAM dans le systéeme de santé

A cause de leurs vertus médicinales, 1’ organisation mondiale de la santé estime que la médecine
traditionnelle couvre les besoins en soins de santé primaires de 80% de la population mondiale.
Ce phénoméne n’est pas limité aux pays en développement. Le marché global des PAMs a été
estimé en 1’an 2000, a 30 Milliards de dollars. Au sein de la communauté européenne, elles
représentent une part importante du marché des produits pharmaceutiques, avec des ventes
annuelles de I'ordre de 7 milliards de dollars. Aux Etats-Unis, la vente de produits & base de PAMs
a grimpé de 200 millions de dollars en 1988 a plus de 3,3 milliards de dollars en 1997 (Gail, 2011).
L’industrie médicale mondiale utilisant les PAMs a connu en effet une augmentation exponentielle
au cours de ces dernieres décades suite a la révolution « bio », « environnement sain » et «
développement durable » (EL Karbass et al, 2014).
Les produits de la médecine traditionnelle comprennent les plantes, les matieres a base de plantes,
les préparations les produits finis a base de plantes, qui contiennent comme ingrédients actifs des
parties de plantes ou autres matiéres végétales ou une combinaison des deux. Dans certains pays,
les médicaments a base de plantes peuvent traditionnellement contenir des ingrédients actifs
naturels, organiques ou inorganiques, qui ne sont pas d’origine végétale (matieres animales et
minérales). Le médicament végeétal serait, en général, mieux toléré par I’organisme, permettant
ainsi des traitements prolongés. Les effets secondaires sont dans I’ensemble peu marqués, étant
donné I’ancienneté de la médication, et beaucoup mieux connus que dans le cas des substances

de synthése, ayant des effets toxiques inattendus (AFSSAPS 2008).

4. Activités biologiques des HE

Les propriétés médicinales des PAMs sont nombreuses : antispasmodique, expectorant,
rafraichissant, diurétique, etc. Elles sont également utilisées pour leur propriété antimicrobienne.
Cependant, en tant que sources de médicaments, les plantes restent encore sous exploitées surtout

dans le domaine de la microbiologie médicale.
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Il est certain que la plupart des Ab prescrits dérivent des microorganismes. Aujourd'hui, le
potentiel thérapeutique des produits végétaux est reconsidéré et les études qui leurs sont consacrées
abondent dans la littérature scientifique. Un grand nombre de ces composés sont de trés bons
agents antibactériens. Les études in vitro ont démontré que les substances bioactives provenant de
diverses especes vegétales présentent un spectre large d'activité sur des bactéries pathogénes et
multi résistantes (EI Ouali Lalami et al, 2013 ; Berrada et al, 2016a). Des travaux réalisés in vitro,
ont montré que I’effet microbicide de certaines HE est supérieur a celui des Ab. Ayant un champ
d’action trés large, plusieurs études ont montré que les HE et leurs composés majoritaires ont un
effet antimicrobien vis-a-vis des bactéries a Gram négatif et a Gram positif (Lis-Balchin et al,
1998 ; Karaman et al, 2001 ; Carson et al, 2006) in Berrada (2016b).

5. Procédés d’extraction des HE

La méthode d’obtention des HE intervient de facon déterminante dans le rendement en huile et
dans la composition de cette derniére. Les différentes parties de I'appareil de distillation peuvent
étre a l'origine de modifications, plus ou moins importantes, de leur composition chimique. Les
HE peuvent étre extraites par plusieurs méthodes telles que I’hydro distillation, la vapo
hydrodistillation ou la distillation a vapeur saturée, I’hydro diffusion, I’expression ou le pressage
a froid, I’enfleurage, 1’extraction par CO2 supercritique, 1’extraction assistée par micro-ondes,

I’extraction par les solvants volatils, et I’entrainement a la vapeur séche (Berrada, 2016b).

6. Techniques d’études du pouvoir antibactérien des HE

La technique utilisée pour déterminer le pouvoir antimicrobien des HEs a une grande influence
sur les résultats. Des difficultés pratiques viennent de I’insolubilité des constituants des HES dans
I’eau, de leur volatilité et de la nécessité de les tester aux faibles concentrations. Différentes
techniques permettent 1’é¢tude du pouvoir antibactérien ou aspect qualitatif des HE. Certaines se
font en milieu liquide, d’autres en milieu solide. Parmi les techniques en milieu liquide, on cite la
méthode de disques de Sarbach et la méthode de Maruzuella. Quant aux techniques en milieu
solide, on trouve la méthode de diffusion sur les disques stérilesou technique de
I’aromatogramme, la méthode des puits et la méthode de micro-atmosphére Concernant I’aspect
quantitatif, il permet de déterminer la concentration minimale inhibitrice (CMI) et se fait par la
méthode par dilution successive en milieu solide ou par la méthode en microplaque (Berrada,
2016b).
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7. Donnees botaniques des plantes étudiées
Vu I'importance et I’étendu du champ de la recherche en ce qui concerne les PAMs et alimentaires,
condimentaires et toxiques, nous avons choisi quelques plantes aromatiques et évalué 1’activité
antibactérienne de leurs HE. Les plantes choisies sont la menthe verte, 1’eucalyptus et la cannelle. Dans
cette partie, nous allons présenter les caractéristiques générales et les données botaniques des plates

choisies.

7-1-Menthe verte
La menthe verte ou menthe crépue, est une plante appartenant au regne des Plantae, a la classe des

Magnoliopsida, a I’ordre des Lamiales, a la famille des Lamiaceae et au genre Mentha et a I’espece
spicata. Son nom scientifique est Mentha spicata.
C’est une plante vivace cultivée comme plante aromatique, largement utilisée en médecine traditionnelle
pour ses propriétés biologiques attribuées essentiellement aux polyphénols, dont I’origine est incertaine,
mais il s’agit probablement d’un hybride issu de M. Longifolia L et de M .Suaveolens (EL-Haoud et al.,
2018).

Les effets thérapeutiques et les activités biologiques sont divers. La menthe verte est utilisée en effet
depuis fort longtemps comme plante médicinale. On lui attribue presque de nombreux les vertus
thérapeutiques. Elle est anesthésique, analgésique et tonique générale et elle été rapportée aussi comme
reméde pour I’inflammation, les fievres et les hémorragies. Elle est également traditionnellement utilisée
contre les affections hépatiques, cardiaques et respiratoires.(Makhloufi, Makhlouf, and Mira 2018).

7-2- Eucalyptus
Eucalyptus camaldulensis, appelé eucalyptus, est originaire d'Australie. Cette plante appartient au

regne des Plantae, a la classe des Magnoliopsida, a I’ordre des Myrtales, a la famille des Myrtaceae et
au genre Eucalyptus et a I’espéce camaldulensis.

Les noms communs incluent la gomme rouge, la gomme a macher rouge, la gomme a macher de
riviére, la gomme a macher rouge. Ses synonymes incluent Eucalyptus camaldulensis et E. rostrata.
Son nom scientifique est Eucalyptus camaldulensis et dérive de deux mots grecs eu, appelés bon et
Kalypto, qui signifie caché. L'eucalyptus est un arbre a croissance rapide, résistant a la salinité, a la
pénurie d'eau, a la sécheresse, a une gamme d'adaptations et d'applications. 1l a une large distribution
naturelle et possede une variété d'espéces.

L'eucalyptus est une famille sombre (Myrthas). Sa classe est I'Eucalyptus, qui compte 800 espéces dans
le monde, mais trois ou quatre espéces se trouvent en Australie. E.camaldulensis est un arbre vivace, a
tige unique, a gros tronc, de taille moyenne a longue jusqu'a 30 m, bien que signalé dans les rapports de

hauteur jusqu'a 45 m. Cet arbre peut durer jusqu'a 1000 ans.(EL-Haoud et al. 2018).
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Quant a ses propriétés thérapeutiques, c’est un antiseptique des voies respiratoires, expectorant,
analgésique en usage interne et externe, décongestionnant, hypoglycémiant, une action détoxifiante des
toxines diphtérique et tétanique, antimicrobien sur les bactéries Gram +, antifongique, anti-
inflammatoire, améliore les épreuves fonctionnelles respiratoires, mucolytique, antispasmodique
bronchique, fébrifuge, tropisme broncho-pulmonaire trés marqué, asséchante en forte proportion. Ses
propriétés medicinales sont surtout attribuables a I'eucalyptol (aussi appelé 1,8-cinéole) que renferment
ses feuilles. Le 1,8-cinéole que contient I’Eucalyptus s’est révélé étre efficace pour réduire la dose de

corticostéroides utilisée par des sujets souffrant d’asthme et pour combattre le rhume.(Jury et al. 2012)

7-3- Cannelle de chine

Le cannelier est un arbre de la famille des Lauraceaes, qui pousse dans des régions tropicales.
La casse ou cannelle de Chine, Cinnamomum cassia Nees ou C. aromaticum Nees, originaire de Chine
et du Japon, est une espece voisine qui possede pratiqguement les mémes propriétés thérapeutiques et qui
fournit une cannelle de qualité inférieure.(KENZA 2016)
La cannelle de Chine appartient au regne des Plantae, a la classe des Magnoliophyta, a I’ordre des
Magnoliopsida, a la famille des Laurales et au genre Lauraceae et a I’espece Cinnamomum. 1l existe
de nombreuses espéeces en fonction de leur provenance : cependant la véritable cannelle est la cannelle
de Ceylan ou Cinnamomum zeylanicum Blume ou C. verum Nees produite au Sri Lanka. Ses
désignations vernaculaires sont Cannelier (Cannelle) de Ceylan, Cannelier du Sri Lanka (MYRTEA
2021).
La cannelle de Chine est une des plantes majeures de la médecine traditionnelle chinoise. Ses utilisations
ont donné aux chercheurs, I'envie de mettre en évidence Ses propriétés biologiques (Priyanga et al.
2013). Des études in vitro et in vivo chez les animaux et les humains ont démontré de nombreux effets
thérapeutiques dont D’effet anti-inflammatoire, antimicrobien, antifongique. Antioxydant,
antidiabétique, anticancéreux et anticoagulant. On a également signalé que la cannelle avait des activités

contre les troubles neurologiques, comme les maladies de Parkinson et d'Alzheimer(KENZA 2016).
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I.  Type, lieu d’étude
11 s’agit d’une étude prospective analytique réalisée au sein du laboratoire de microbiologie et biologie

moléculaire de la faculté de médecine et de pharmacie de Fes, sur deux mois, allant de 26 Avril au 30

Juin.

I. Matériels
1. Matériels biologiques
Les tests antibactériens ont été effectués sur deux souches bactériennes isolées de produits carnés,
soit Staphylococcus aureus et Escherichia coli. Ces souches ont été conservées a la température (-80 °C)

dans des eppendorfs contenant 1y du milieu LB + Glycérol.

2. Matériels du laboratoire
Le matériel et le consommable utilisé aussi bien pour I'évaluation de l'activité antibactérienne

que pour la détermination de la concentration minimale inhibitrice, comprend le matériel de stérilisation
(autoclave et four pasteur), les étuves, les milieux de culture, la balance, le bain-marie, le réfrigérateur,
les boites de pétri en verre stériles, le bec benzen, la pince, les micropipettes réglables, les cones stériles,
les pipettes jetables, les microplaques en U, les disques commercialisés de diamétre 6 mm, les tubes
eppendorfs et les tubes a hémolyse stériles,les milieux de cultures (PCA ,BHlet muller Hinton ...... )
ainsi que les solvants (Diméthyle sulfoxyde (DMSO), Ethanol, Agar 0,2%.) (L’annexel présente la

composition des milieux de culture utilisés).

3. Molécules Bioactives
3.1.Antibiotiques

Les disques d’antibiotiques, utilisés pour les essais de diffusion sont présentés sur le tableau suivant
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Tableau 2. : Concentrations critiques et charges des disques (Dubreuil et al. 2020)

_ Concentration  Charge Diametres
Familles Noms critiques (mg/L) du disque critiques
d’antibiotiques (mm)
Amoxicilline 8 8 20 19 19
Pénicillines
Amoxicilline-acide 8 8 20-10 19 19
clavulaniques
Ampicilline Note Note 2 18 18
Céphalosporines Cefixime 1 1 5 17 17
Cefoxitine Note Note 30 22 22
Carbapenemes Imipenéme 2 4 10 22 19
Fluorogquinolones  Norfloxacine(E.coli) 0,5 0,5 10 22 22
Norfloxacine NA NA 10 17 17
(S.aureus)
Aminosides Amikacine 8 8 30 18 18
Gentamicine 1 1 10 18 18
Cephalosporines Cifoxitine Note Note 30 22 22
Macrolides Erythromocine 1 2 15 21 18

3.2.Plantes étudiées.

Trois HE ont été testées durant notre étude, sont issues de plantes médicinales aromatiques. 1l s'agit
de M.spicata, C.de chine et E.calmodulanesis.(voir annexe 2)
Ainsi, nous avons collecté les plantes M.spicata et E.calmodulansis, a 1’état frais, nous les avons
séchées al’abri de la lumiére, dans un endroit sec et aéré a température ambiante. Ensuite, nous avons
procedé a leur extraction. Quant a la plante Cinnamomum cassia, on 1’a achetée chez I’herboriste sous
forme de batonnets d’écorce séche et identifiée comme étant originaire de Chine. Lors de I’extraction

des HE, la partie aérienne de la plante est celle utilisée.
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4. Méthodes
Quoique les souches aient été identifiées préalablement, nous avons procedé a refaire les tests

d’identification microbiologique afin de les maitriser. Ainsi, aprés ensemencement sur milieu PCA, et
incubation & 37+1°C pendant 24H &, nous avons procédé a la coloration de Gram et a la galerie
biochimique classique.

4.1.Tests d’identification
a- ldentification par coloration de Gram

La coloration de Gram est une coloration différentielle dans laquelle plusieurs colorants sont
employés. C’est la coloration de base en bactériologie, elle permet une classification des bactéries selon

leur structure, leur forme et leur Gram. Son déroulement technique est présenté en annexe 3.

b- Identification biochimique
Le schéma général suivi pour I’identification biochimique des bactéries est montré en annexe 4.
Ainsi, pour les souches dont le Gram est positif et se présentant en amas, nous avons procédeé au test
oxydase, catalase, DN ase et coagulase. Quant au test ayant un Gram négatif, nous nous sommes bases
sur le test oxydase, le test Orthonitrophényl -D-Galactopyranoside (ONPG) et le test urée-indole.
» Recherche du cytochrome oxydase
Les cytochromes oxydases sont des protéines qui appartiennent a la chaine respiratoire, composée
d’une succession de transporteurs d’électrons, en particulier les cytochromes c. La recherche du
cytochrome oxydase est I’un des criteres le plus discriminatif et le plus employé pour I’identification
des bactéries, surtout celles a Gram négatif. Elle consiste a mettre en évidence la capacité de la bactérie
testée, a oxyder la forme réduite incolore de dérivés N-méthylé du paraphényléne diamine, en leurs
formes oxydées semi-quinoniques. Le mode opératoire de la recherche de I’oxydase est présenté en
annexe 5 Ainsi, si une bactérie posséde I'enzyme respiratoire, appelée cytochrome oxydase, elle peut
réaliser la réaction suivante :
Cytochrome oxydase
PDA PDA

(Chromogeéne forme réduite et incolore) (Chromogeéne forme oxydée rose violacée)

» Test de la catalase
Certaines réactions métaboliques aboutissent, dans les conditions de 1’aérobiose, a la production
du peroxyde d’hydrogene ou eau oxygénée (H202). Cependant, ce composé produit lors de la chaine
respiratoire, est un poison cellulaire qui doit étre éliminé. Sa décomposition dans 1’organisme
microbien peut étre réalisée soit par des peroxydases, soit par la catalase. En 1’absence de systeme
enzymatique destructeur, la vie en aérobie devient généralement impossible, les micro-organismes
sont alors anaérobies strictes (annexe 6).
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2H.0.——— 2H.0+0:

» Test ONPG (Orthonitrophényl -D-Galactopyranoside)

Le test a ’ONPG est une technique basée sur 1’action directe de 1’enzyme sur une molécule
chromogéne pouvant étre 1’ortho-nitrophényl-D galactopyranoside, ou le 2-naphtol-D-
galactopyranoside. Ceux-ci sont utilisés comme substrat et libérent respectivement 1’orthonitrophénol
et le B-naphtol. Ainsi, Si la bactérie posséde la B-galactosidase, on obtient du galactose et de
I’orthonitro-phénol (ONP) de couleur jaune (annexe 7).

B-galactosidase
ONPG ONP + galactose

v Test uréase

Ce test se fait sur milieu urée tryptophane, appelé improprement milieu Urée Indole. Le milieu
Urée Tryptophane est un milieu synthétique, c'est un milieu complexe qui permet de rechercher
I’'uréase et [D’indole, utiles a l'identification de nombreuses bactéries appartenant aux
Enterobacteriaceae. Les bactéries Uréase (+) hydrolysent 1’urée en ammoniac, ce qui entraine une
forte alcalinisation du milieu qui sera révélée par un virage de I’indicateur de pH, le rouge de phénol,
a sa teinte basique de couleur rouge (annexe 8).

Uréase
(NH2)2CO + H2 O ——— = 2 NH3+ CO2
v" Test indole

Aprés addition du réactif de Kovacs, le diméthyl-amino-4-benzaldéhyde contenu dans le réactif
de Kovacs réagit avec I'indole résultant de I'activité de la tryptophanase, et produit un anneau rouge
a la partie supérieure du milieu urée-indole préalablement ensemencé par la souche bactérienne
(Annexe 9).

v' Test DNase

Le milieu gélose a I’acide désoxyribonucléiquepermet la recherche de I’ADN des bactéries, et
particulierement celle des Staphylococcus aureus.

L’ajout de I’acide chlorhydrique 1N au milieu DNase permet la révélation des microorganismes
positifs & la DNase, comme Staphylococcus aureus. Ces derniers sont entourés d’une zone claire
d’ADN dépolymérisé, tandis que les parties du milieu plus éloignées de la bande d'ensemencement
sont opaques et blanchatres, sous l'effet de 'ADN polymérise. Les colonies de microorganismes
négatifs a la DNase ne présentent pas de zones plus claires en périphérie des colonies. Si la zone

autour de la strie est claire, la souche est DNase (+): sinon, elle est DNase (-) (Annexe 10).
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DNase
ADN H20 + Nucléotides ou polynucléotides

v' Test coagulase

Le plasma de lapin est un milieu idéal pour la recherche de la coagulase libre de Staphylococcus
aureus. La production de la coagulase permet de différencier les souches de Staphylococcus aureus
des autres souches (epidermis, saprophyticus, etc.). Les souches de Staphylococcus aureus
provoquent la coagulation du plasma le plus souvent au cours des 3 premiéres heures. Dans certains
cas, la coagulation est plus Iégeére et plus tardive, mais la réaction ne doit étre considérée comme

négative que si le phénomeéne n’intervient pas aprés la 24°™ h (Annexe 11).

4.2. Extraction des huiles essentielles
L’extraction a été réalisée par hydro-distillation (Voir photo en annexe 12). Avant I’emploi,
I’appareil a été nettoyé puis rincé a 1’eau distillée afin d’éliminer les poussiéres et les graisses
probablement présentes et afin d’éviter toute contamination de 1’huile au cours de I’extraction. La

méthode utilisée comprend les étapes ci-dessous.

» lere etape : Préparation du matériel et nettoyage du systeme. Pour cela, on pese 150g du matériel
végétal dans un ballon et on ajoute de I’eau distillée jusqu’a I’immersion de la plante.

» 2éme etape : Hydro-distillation : Lors de cette étape, on procéde comme suit : On met le ballon sur
un bain de sable. Le systéme refroidissant sera fixé & un support a 1’aide d’une pince. L’eau circule dans
le réfrigérant et on chauffe jusqu’au 1’ébullition pendant 3h. Les vapeurs chargées d’HE et I’eau passent
le serpentin de refroidissement ou il y aura lieu la condensation, puis la séparation de ce qui résulte
I’apparition de deux phases : la phase organique et la phase aqueuse.

» 3éme etape : Conservation de I’HE. Celle-ci se fait a I’abri de lumiére enveloppé de papier
d’aluminium et a une T° entre 2 et 8°C.

» Adéme étape : Détermination de rendement. Le rendement en huile essentielle (RHE) est défini
comme étant le rapport entre la masse d’huile essentielle obtenue aprés extraction (MHE) et masse de la
matiére végeétale utilisé (Ms). Le rendement est exprimé en pourcentage est calculé par la formule
suivante : VHE

RAtHE=—— x100 Avec : Rdt HE: Rendement en huile essentielle (%)

MVF VHE : Volume d’huile essentielle (ml)
MVF: Masse de matériel végétal frais (g)
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4.3.  Activité antibactérienne vis-a-vis des antibiotiques et des huiles essentielles
Les souches bactériennes choisies et identifiées préalablement ont été revivifiées et repiquées dans la

gélose nutritive, puis incubées a la température de développements (37C°) pendant 24 heures pour
I’obtention d’une culture jeune. Ces souches ont été ensuite utilisées pour la préparation de I’inoculum
bactérien qui a servi a I’antibiogramme et a I’aromatogramme.
Ainsi, sur gélose nutritive, des colonies identiques des souches bactériennes sont raclées a I'aide d'une
pipette Pasteur, scellée pendant 24 h. Un volume de 10 ml est déchargé dans une solution saline stérile,
la suspension bactérienne est homogénéisée, puis son opacité est réduite a 0,5 McFarland correspondant
a 108 CFU mL™. Aprés cela, la suspension est diluée pour obtenir un inoculum de 108 CFU m™, ces
résultats sert pour 1’antibiogramme ainsi que pour 1’aromatogramme.
a. Antibiogramme

L’étude de la sensibilité des souches bactériennes a été réalisée par la méthode de disque ou
antibiogramme standard. Des disques de papiers buvard imprégnés d’Abs a tester sont déposés a la
surface du milieu préalablement préparé. Pour chaque famille bactérienne, un ensemble d’Abs
spécifiques a été utilisé.
Ainsi, dans des écouvillons, quelques ml de la suspension bactérienne sont versés et agites, la tige de
1’écouvillon est bien essorée contre les bords du tube, la bactérie est ensemencée sur le milieu MH par
des stries tres serrées en 2 passages, en faisant pivoter les boites de Pétri de 90°. Les disques d’Abs sont
déposés sur la gélose, manuellement, avec une pince métallique stérile. Les boites sont incubées pendant
24 heures a 37°C.

La lecture se fait par mesure du diametre de la zone d’inhibition obtenue autour des disques
d’antibiotiques a 1’aide d’un pied a coulisse, ’absence d’une zone d’inhibition correspond a une

résistance bactérienne (Annexe 13).

b. Aromatogramme

La suspension bactérienne, préalablement préparée, est coulée sur chaque boite. Apres une
imprégnation de 5 minutes, I’excédent de 1’inoculum est éliminé par aspiration. A la surface de chaque
boite, les disques de papier filtre stériles de 6 mm de diametre (bioMérieux) sont déposés aseptiquement,
a raison de 3 disques par boite. a I’aide d’une pince stérile. Chaque disque est ensuite imprégné d’une
quantité de 10 ul des huiles essentielles de différentes concentrations. Ces disques sont déposés a la
surface de la gélose a I’aide d’une pince bactériologique stérile. Toutes les boites de Pétri sont
scellées avec du parafilm stérile afin d’éviter I’évaporation éventuelle des HES. Elles sont

maintenues a 4 °C pendant 1 heure, puis incubées a 37 °C pendant 24 heures.
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Les résultats des aromatogrammes sont exprimés exclusivement a partir de la mesure du diameétre des

halos d’inhibitions, en millimétre et enregistrée en tant que moyenne + Erreur standard.

c. Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI)
Cette technique consiste a ensemencer des souches bactériennes en présence d’une gamme de

concentration décroissante en HE. Apres incubation, I’observation de la gamme permet d’accéder a la
concentration minimale inhibitrice (CMI), qui correspond a la plus faible concentration en produit
capable d’inhiber la croissance de 90% de la population microbienne.

La méthode de microdilution en bouillon est utilisée pour évaluer la concentration minimale inhibitrice
(CMI) avec [l'utilisation de diméthylsulfoxyde (DMSO) comme émulsifiant, et le chlorure de
triphényltétrazolium (TTC) comme indicateur de croissance bactérienne. Du deuxiéme au douziéme
puits de la microplaque de 96 puits (Greiner, VWR) 20 pl de DMSO sont distribués. Plus tard, 40 ul de
de I’huile essentielle est ajouté au premier puits de test de chaque ligne de la microplaque, a partir duquel
20 ul dilution geométrique de base 2 est effectuée a partir du second au 11leme puits. Le 12éme puits
était considéré comme un controle de la croissance. Puis, 160 pl de bouillon Mueller Hinton (BMH) est
ajouté dans tous les puits. Par la suite, 20 pul d’une suspension bactérienne a 106 UFC.ml-1 sont ajoutés
a chaque puits. Aprés 18 heures d’incubation a 37°C, la lecture est effectuée par 1’ajout de 10 pL
indicateur coloré le TTC dilu¢ dans de I’eau distillée stérile a I’ordre de 0,2 g.ml-1, suivit d’une
incubation pendant 10 min a 37°C. Le TTC révele la présence de bactéries vivantes par 1’apparition
d’une coloration rouge (Sadiki et al. 2014 ; Fadil et al, 2018).

d. Determination de la Concentration Minimale Bactericide(CMB)

La CMB ou Concentration Minimale Bactéricide est la concentration de I’antibiotique la plus

faible permettant de détruire 99.99% des bactéries présentes au départ, soit une bactérie survivante sur
10000. Ainsi, si la CMB < 5 CMI, I’antibiotique est trés efficace. Au contraire si la CMB > 10 CMI, on
le considere peu efficace(“Antibiogramme (CMB),” n.d.).
La technique utilisée pour déterminer la CMB consiste a ensemence une gélose nutritive a partir des
puits de la gamme qui ne présentant pas une croissance visible. Pour chaque puits négatif, on
dépose 10uL a la surface d’une gélose nutritive que I’on étale sous forme d’une strie unique et on
I’incube a 37C pendant 24h.

e. Analyse des résultats
Gréace au logiciel Excel version (2016), nous avons déterminé les pourcentages des données

étudiées.
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Résultats et
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Résultats

Notre étude réalisée dans le cadre de 1’évaluation de ’activité antibactérienne des Ab et des HE sur des
souches isolées de produits carnés. Dans un premier temps, nous allons étaler les résultats relatifs au
rendement des HE. Ensuite, nous allons présenter les résultats relatifs a I’antibiogramme et a

I’aromatogramme.

1. Rendement
L’opération d’extraction des HE des trois plantes a permis d’avoir des rendements allant de 0,292 %

a 1%. Comme le montre le tableau suivant, Eucalyptus camaldulensis a montré un rendement de 1%.

Tableau 3 : Rendement en huile essentielle

HE Rendement
Mentha Spicata ' 0,354%
Cinnamomum cassia 0,292%
Eucalyptus camaldulensis 1%

2. Etude de la résistance des souches isolées vis-a-vis des antibiotiques
Un total de neuf Abs appartenant a différentes familles a été utilisé pour tester la sensibilité des deux

souches. En se rapportant aux recommandations du Comité de 1’ Antibiogramme de la Société Frangaise
de Microbiologie (CASFM 2021), nous avons classé les souches en résistante (R) et sensibles (S). Le
tableau suivant présente les résultats trouvés ((\Voir photos en annexe 14).

Tableau 4: Résultats de I’antibiogramme

Souches
Familles Antibiotiques E.coli S.aureus
Carbapeneme Etrapeneme S (31mm) ND
Fluoroquinolonne Norfloxacine R S (32mm)
Ampicilline ND R
Amoxiciline R ND
Péniciline
Amoxiciline / acide clavulanique R ND
Aminoside Amikacine R ND
Macrolide Erythromycine ND R
Cephalospirine Cefexime R R
Cephoxitine ND S (23mm)

ND : non déterminé
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Ainsi, E.coli amontré une résistance vis-a-vis de cing antibiotiques, soit la Norfloxacine, I’Amoxicilline,
I’ Amoxicilline/acide clavulanique, 1I’Amikacine et la Cefexime. Cependant, elle a montré une
susceptibilité a I’Etrapeneme.

Pour S.aureus, nous avons noté qu’il présente une sensibilité vis-a-vis de la Norfloxacine et de la

Cefoxitine, et une résistance a I’ Ampicilline, a I’Erythromycine et a la Cefexime.

3. Sensibilité aux HE testées

3.1.Aspect qualitatif

Comme présenté dans le tableau suivant, les résultats relatifs a 1’aspect qualitatif des HE testées ont
montré une sensibilité des souches testées vis-a-vis des 3 HE. Par ailleurs, ’HE de cannelle a montré
une bonne efficacité sur les deux souches testées, le diamétre d’inhibition (D) exprimé en mm était de
23 pour E.coli et de 35 pour S.aureus. L’huile de la menthe a inhibé la croissance d’E.coli avec un
diamétre d’inhibition de 16 mm et celle de S.aureus de 22mm, alors que 1’huile d’eucalyptus a montré
une efficacité moindre que les deux autres huiles. Le diamétre d’inhibition est de 11 mm pour E.coli et

de 19 mm pour S.aureus. (Voir photos en annexe 15).

Tableau 5 : Aspect qualitatif des HE, exprimé en diamétre d’inhibition

Diametres D(mm) D(mm) D(mm)
Souches Mentha Cinnamomum Eucalyptus
Spicata Cassia camaldulensis
E.coli 16 23 11
S.aureus 22 35 19

3.2.Aspect quantitatif
Pour I’aspect quantitatif, nous avons déterminé la concentration minimale inhibitrice (CMI) et la
concentration minimale bactéricide (CMB) des huiles testées. Les résultats trouvés sont présentés dans

le tableau suivant.
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Tableau 6 : CMI ET CMB des HE testées

E.coli S.aureus
CMI CMB | CMB /CMI | Action de CMI | CMB | CMB /CMI | Action de
I’HE I’HE

Mentha 25% PC 1 Bactéricide 100% C y1 bacteriostatique
Spicata

Cinnamomum | 3,125% | Pc 1 6,25% C y1

Cassia Bactéricide bacteriostatique
Eucalyptus 12,5% C y1 12,5% C y1

Camaldulensis bacteriostatique bactériostatique

Avec C : croissance PC : pas de croissance

Comme le montre le tableau ci-dessus, I’essai des dilutions en série dans les microplaques de 96 puits,
a révélé des valeurs de CMI allant de 3,125 % a 100% (v/v). La CMI de I’huile de menthe est de 25%
pour E.coli et 100% pour S.aureus. Quant a I’huile de cannelle, elle a été inhibitrice a la concentration
de 3,125% pour E.coli et de 6,25 % pour S.aureus. Concernant la CMI obtenu pour I’huile d’eucalyptus,
nous avons noté qu’elle était la méme pour E.coli et S.aureus, soit 12,5%.

Concernant les CMB enregistrées, la souche de S.aureus a montré une croissance en présence des trois
huiles, ce qui n’est pas le cas pour E.coli. Seule I’huile d’eucalyptus qui n’a pas montré d’effet
bactéricide sur E.coli.

Le rapport CMB / CMI permet de savoir si I’antibiotique a un effet bactéricide (CMB / CMI égale a 1)
ou bactériostatique (CMB / CMI supérieure a 1). Ainsi, I’huile de menthe et celle de cannelle ont un
effet bactéricide sur E.coli et un effet bactériostatique sur S.aureus. Pour I’huile d’eucalyptus, ’effet

était bactériostatique pour les deux souches bactériennes (Voir figure ci-dessous).

E.coli %@%&C‘.ﬂ: 3 *{f“ o @g‘a‘t’l@‘é&“@ S.aureus
zr g "‘ ,‘,,‘.f‘.v A 03 | ' A0 : VV
@e‘ii-@ ceee :004.0&3
9}0 "o'o'o'o'o'o"oﬁtw
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Figure 2 : CMI des huiles testées sur les souches d’E.coli et S.aureus.
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Discussion
Les viandes et les produits carnés sont des aliments trés périssables, fréguemment associés aux

toxi-infections alimentaires collectives. Au Maroc, 1533 cas de toxiinfection alimentaire ont été déclarés
en 2006 et l'origine carnée a été souvent incriminée. Des études antérieurs ont rapporté des épidémies
d’infections a E.coli liées a des contacts avec des bovins et des ovins ou a la consommation de viande
bovine ou ovine insuffisamment cuites- La contamination de la viande débute a I'abattoir, et se poursuit
pendant les opérations de désossage et de la préparation de la viande au niveau des boucheries. En effet,
I'opération de hachage favorise la distribution des bactéries de la surface des viandes dans le produit et
la libération du suc musculaire tres riche en substances nutritives. La conséquence de ces contaminations
serait évidemment des produits de mauvaise qualité hygiénique, des toxi-infections alimentaires graves
et des pertes économiques sérieuses.(chapman , Cornell 2000).

Par ailleurs, en raison de plusieurs facteurs tels que le mauvais usage et la surconsommation des
antibiotiques aussi bien chez I’Homme que chez I’animal, le défaut d’hygiéne, le non-respect des bonnes
pratiques et la pollution de I’environnement, on assiste a un développement de la résistance des bactéries
pathogenes (Berrada S., 2016b).

Notre étude réalisée dans le cadre de trouver des alternatives efficaces et accessibles a partir de
produits naturels extraits de plantes médicinales, a consisté a évaluer la sensibilité de souches
bactériennes isolées de produits carnés vis-a-vis des AB et de certaines HE. Les huiles testées étant
I’huile de la menthe, de cannelle et celle d’eucalyptus. Ainsi, nous avons procédé a I’extraction d’HE a

partir des plantes choisies ensuite nous avons évalué leur aspect qualitatif et quantitatif.

Ainsi, apres extraction par hydro-distillation, nous avons déterminé le rendement des 3 huiles. Nous
avons noté que le rendement de I’HE de mentha spicata est de (0,54%). Ce rendement est supérieur a
celui obtenu par d’autres auteurs, soit 0,09% (Selles et al. 2018). Pour I’HE de Cinnamomum cassia,
nous avons noté un rendement de 0,292%. Ce rendement est relativement plus faible que celui trouvé
par BOUNGAB Karima, TADJEDDINE Aichaetal (2014). et qui est de 1,5%. Concernant le rendement
de I’HE de I’Eucalyptus camaldulensis, il est de 1%. Il est plus faible a celui trouvé par Jean-Maurille
Ouamba et al qui était de 1’ordre de 3 ,59% (Belline et al. 2019). La variation des résultats relatifs au
rendement, pourrait étre attribuée non seulement a 1’origine de la plante, mais aussi aux origines
génétiques ayant évolué en raison des différences géographiques, environnementales et également a la

période de la cueillette de la matiere végétale (Selles et al., 2018).
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En ce qui concerne I’activité antibactérienne des HE et des antibiotiques, elle a été estimée en termes
de diamétre de la zone d'inhibition autour des disques contenant 1’huile ou 1’ Ab a tester vis-a-vis de deux
souches bactériennes ayant des caractéristiques morphologiques et biochimiques différentes, soit une
souche de Staphylococcus aureus et une souche Escherichia coli.

Les souches testées ont montré une résistance importante a la quasi-totalité des Abs testés. La souche
d’E.coli a montré une forte résistance a I’ Amoxicilline, 1’association Amoxiciline acide clavulanique, a
I’ Amikacine et a la Cefexime. Ces résultats sont proches a ceux de H. Gonsu Kamga, S. Koulla Shiro,
Z. Sando et al (Kamga et al. 2014) qui avaient noté une résistance élevée vis-a-vis Amoxicilline Acide
clavulanique. De sa part, Mersier et al, a constaté une résistance de I’E.coli a I’Amoxicilline acide
clavulanique (64%)(Merisier 2018). Cette résistance d’E. coli a I’ Amoxicilline pourrait étre expliquée
par ’utilisation abusive et incontrélé de ce type d’antibiotique (Amatiste et al. 2014)

La résistance d’E.coli a 1’Acide clavulanique pourrait s’expliquer par une baisse de I’activité de
I’inhibiteur des béta-lactamases, résultante d’ une hyperproduction de pénicillinases, ou de 1’inactivation
de I’inhibiteur lui-méme. En revanche, nos résultats se rapportant aux céphalosporines (Cefexime) ne
concordent pas avec ceux de Karma et al , (Kamga et al. 2014).

En ce qui concerne les S.aureus, ils ont montré une résistance assez importante a 1’Ampicilline, a la
Cefexime, a I’Erythromycine. Par ailleurs, ils restent sensibles au Norfloxacine et a la Cefoxitine. Ces
résultats sont en concordance avec ceux de retrouvés par Boisset et al (Boisset 2020).

Pour I’évaluation du potentiel antibactérien qualitatif de nos huiles, les résultats obtenus a partir de
I'aromatogramme ont montré que les HE pures possédent une activité antibactérienne tres importante
sur les deux bactéries étudiées. Il s’est avéré que les bactéries testées ont été sensibles vis-a-vis de 1’huile
de cannelle de chine. Les diamétres d’inhibition sont de I’ordre de 23mm pour E.coli et 35mm pour
S.aureus. Ces résultats sont en accord avec d’autres travaux qui ont démontré que 1’huile de cannelle a
un pouvoir antibactérien important (Picardie et al. 2014). Cette activité pourrait étre due au constituants
majoritaires de I’HE de C.cassia , soit Cinamamldéhyde, qui semble inhiber la production d’enzymes
par les bactéries et / ou causer des dommages a la paroi des bactéries. Le cinémaldehyde fait partie des
aldéhydes les plus actifs contre les bactéries Gram positif et Gram négatif , y compris les levures et les
champignons (Picardie et al. 2014).

L’huile essentielle de M. spicata a présenté une activité inhibitrice moyenne vis-a-vis de toutes les
souches testées. Le diametre des zones d’inhibition oscille entre 16mm et 22mm. Le diamétre
d’inhibition le plus élevé est obtenu avec S. aureus (22mm). Nos résultats sont similaires a ceux
rapportés par Zidi et al, (2015). Par comparaison entre les résultats, il en ressort que les bactéries Gram

positifs sont plus sensibles a I’action de 1’huile essentielle de la menthe verte que les bactéries Gram
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négatif, méme si la sensibilité de ces derniéres n’est pas négligeable. Ceci pourrait étre lié a la structure
de la paroi cellulaire (Chebaibi et al. 2016).En effet, les souches Gram négatif possédent une paroi
constituée d’une membrane externe hydrophile qui empéche la pénétration intracellulaire des molécules
hydrophobes composant la majorité des huiles essentielles (Amatiste et al. 2014). Cette caracteristique
confére aux bactéries Gram négatives une résistance ou bien une sensibilité moins importante a la
majorité des HE par rapport aux bactéries Gram positif

Ce pouvoir antibactérien pourrait étre attribué a la présence des monoterpénes oxygenés et des
hydrocarbures monoterpéniques dont la carvone, le cis-dihydrocarvéol, le limonene et le 1,8- cinéole qui
représentent généralement les composés principaux de I’HE de Mentha spicata (Boukhebti et al. 2011).
Pour I’HE d’Eucalyptus camaldulensis, elle a montré qu’elle posséde une activité inhibitrice contre nos
souches, avec des diametres de 11mm pour E.coli et de 19mm pour S.aureus. Ce résultat est similaire a
celui de Bachir Raho Ghalem et Benali Mohamed (Raho, Mohamed, and Pharmacol 2008). Cependant,
il ne concorde pas avec celui de Badr Satrani et al (Farah et al. 2001).

Pour I’huile essentielle de Eucalyptus camaldulensis, cette différence pourrait étre expliquée par le fait
que I’activité ne croit pas toujours avec 1’élévation de la quantité de I’HE déposée. L’activité semble ne
pas étre dose dépendante. Ceci pourrait s’expliquer d’une part par la dissolution plus ou moins
bonne, d’autre part par la diffusion ou la charge des boites de pétri (condition d’absorption des
germes par la gélose), ouencore la composition de I’HE (Traore et al. 2013).

En plus de I’activité anti bactérienne qualitative, une étude quantitative de ces huiles a été réalisée.les
HE présentent un profil de sensibilité important, vis-a-vis des agents oxydants.

D’apreés les résultats obtenus, il apparait que les trois HES inhibent la croissance des souches avec des
degrés de sensibilité différents. En fonction des souches, on constate, d’un coté une trés grande
sensibilité pour S.aureus avec des CMI égalent a 100% pour la menthe, 12,5 % pour Eucalyptus et 6,
25% pour cannelle. Et de I’autre c6té une sensibilité inferieure de la part de E.coli avec des CMI de 25%
pour la M .spicata, 12,5 % pour E. camaldulensis et 3,125% pour la Cannelle de chine, mais les trois
HE exercent toujours une inhibition notable.

En ce qui concerne les résultats de M.Spicata, ils concordent avec ceux de Yasser Shahbazi, soit
5ul /ml (Shahbazi et al. 2015).

Les résultats de notre étude ont révélé que I'huile essentielle de M. Spicata présentait un effet
antibactérien modéré contre les souches testées. Les bactéries Gram positif étaient plus sensibles aux
trois HE que les bactéries Gram-négatif. La faible sensibilité des bactéries a Gram négatif pourraient
étre attribuees a la présence de lipopolysaccharide, agent hydrophobe dans leur membrane externe , ce

qui offre une protection contre différents agents (Shahbazi et al. 2015).
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Les concentrations minimales bactéricides (CMB) des huiles testées, ont montré que les valeurs étaient

égales ou proches de celles de la CMI, indiquant une bonne activité bactéricide des huiles essentielles

testées.
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Conclusion, recommandations et perspectives

En guise de notre recherche, nous pouvons conclure que :

- Le rendement des HE aprés extraction, est de 0,292% pour C.Cassia, de 0,354 pour M.Spicata
et de 1% pour I’E.Calmodulensis.

- En ce qui concerne I’aspect qualitatif de ses HE étudiées, on a noté une efficacité de C.cassia et
un pouvoir bactéricide sur E.coli avec une CMI de 3.125%.

- L’HE de la menthe, a montré un effet bactéricide vis a vis de E.coli et bactériostatique pour
S.aureus

- L’HE d’eucalyptus a permis de noter une CMI de 12,5% et une action bactériostatique pour les

2 souches étudiées.

Suite a notre étude, il serait intéressant de :
- Sensibiliser la société sur I’arrét de 1’usage anarchique et abusif des antibiotiques et de ne les
utiliser qu’aprés prescription médicale.

- Rechercher de nouveaux agents d’origine naturelle tels que les HE.

En perspective, il serait utile de :
- Mener une étude sur la composition chimique des HE testées ;
- Etudier la toxicité des HE ayant prouvé leur efficacité ;.

- Etudier I’effet synergique HE-AB.
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ACTIVITES ANTIBACTERIENNES DE MOLECULES BIOACTI\[ES SUR DES GERMES MULTI-RESISTANTS

Annexe 1 : Composition, et préparation et contréles qualités des milieux de culture

Milieu PCA
Tryptone 5.0g
Extrait autolytique de levure 2,5¢
Glucose 1.0g9
Agar agar 15.0g
Milieu BHI
Extrait cceur-cervelle 17,5
Peptone pancréatique de gélatine E30,0
Chlorure de sodium g,o g
Phosphate disodique 259
Glucose. 209
Milieu Muller Hinton
Tryptone 15.0¢g
Peptone papainique de soja 50¢g
Chlorure de sodium 50¢g
Lécithine 0.79
Polysorbate (Tween 80) 509
Thiosulfate de sodium, 5 H,O 059
L-histidine 109
Agar agar bactériologique 20 g

N.B : Afin d’avoir des résultats fiables, nous avons procédé a un contrdle qualité de tous les paramétres
(milieux de cultures, mesure Température des étuves et des réfrigérateurs, contrdle de la qualité de la
verrerie et du consommable utilisé).

Les quantités des milieux de cultures préparés sont par litre d’eau distillée.
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Annexe 2 : Photos des plantes étudiées.

Eucalyptus
Camaldulensis

Mentha Spicata

Cinnammum Cassia
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Annexe 3: Coloration de Gram
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Annexe 4 : Schéma général suivi pour identification biochimique
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Annexe 5 : Recherche de La cytochrome oxydase

A partir de la culture de souche purifiée, un

inoculum bactérien est déposé sur un disque Oxydase +
d’oxydase a I’aide d’une pipette pasteur. La
réaction positive se traduit par I’apparition d’une
coloration violette a 1’endroit ou nous avons
déposé la colonie, soit immédiatement, soit aprés
Oxydase -

guelques secondes. E—

Annexe 6: Recherche de la catalase

A partir de la culture de souche purifiée, on
préléve a ’aide d’une pipette pasteur stérile une
quantité¢ suffisante de culture, qu'on met en
suspension dans une goutte d’eau oxygénée. Une Las —
réaction positive se traduit par un dégagement Catalase -
gazeux d’oxygene

Annexe 7: Recherche de PONPG

A partir d’une culture purifiée de bacille
Gram négatif et oxydase négative, on réalise une
suspension dans 1 ml d’eau distillée stérile, puis
on ajoute un disque imprégné d’ONPG et on
incube & 37+1°C pendant 18 a 24H. Une réaction
positive se traduit par un virage du milieu au
jaune

ONPG

Annexe 8: Test uréase

On ensemence le milieu urée avec I’isolat
purifié sur milieu gélosé, puis on incube a
37+£1°C pendant 18 a 24H. L’apparition d’une
couleur rouge traduit une alcalinisation du
milieu, suite a I’hydrolyse de l'urée et formation
de carbonate d'ammonium, la bactérie est Uréase
positive. La persistance de la couleur orange
montre qu’il n’y a pas eu d’alcalinisation, la
bactérie est Uréase négative.

Uréase + Uréase -
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Annexe 9: Test indole

On ajoute une goutte de Kovacs au milieu uréé-
indole, préalablement ensemencé par 1’isolat
purifié. Si formation d'un anneau rouge, le test | —— >
indole est positif ; Si absence d’un anneau rouge,
le test indole est négatif.

Indole + Indole -

Annexe 10: Test DNase

A partir d’une culture purifiée identifiée
Staphylococcus, on ensemence par épuisement
le milieu Gélosé a I’acide désoxyribonucléique
a I’aide d’une anse a fil droit, on incube a 37°C
pendant 24 h. Si apres addition de I’acide
chlorhydrique, la zone autour de la strie est
claire, la souche est DNase (+).

DNase - DNase +

Annexe 11: Test coagulase

Aprés une étape d’enrichissement
sur milieu BHI de [Iinoculum de
Staphylococcus préalablement identifié et
confirmé DNase+, on préléve 0,5 ml de ce
dernier, et on I’ajoute a 0,5 ml du plasma |——> '
de lapin et on incube a 37+1°C pendant 24 '
H. Si la coagulation se produit dans les 24 \ j
H, la souche de Staphylococcus est >
coagulase positive. Coagulase + Coagulase -

DIOURI ZINEB ANNEE UNIVERSITAIRE 2020-2021 2 |




ulbasd Mo e a0 (Sudtw d ol
+o@ANUEt @IANL CIALCCA Ol MOAHD® | H.© oW EUol+ | +CoOO.lEl N +OI1ERELHEI
UNIVERSITE SIDI MOHAMED BEN ABDELLAH DE FES FACULTE DES SCIENCES ET TECHNIQUES DE FES

ACTIVITES ANTIBACTERIENNES DE MOLECULES‘B[OACT][\/ES SUR DES GERMES MULTI-RESISTANTS

ould Clihil) g ag—tal) i<

Annexe 12: Montage d’une hydro-distillation.

Annexe 13 : Lecture de I’antibiogramme

Boftede Pet
Pas dinhibition
dy
developpemelm Davelopperment
It bactérensurla
estraistante 3 glose e
cetantbiotique
Pasiles
d antiiotiques
Réacton
hemédiaire 3
['antbiotique
Bartére
sensibled
['nfibifigue
Un antbiogramme ©Georges Dl
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Annexe 14 : Photos présentant I’antibiogramme vis-a-vis des souches testées

S.aureus

S.aureus
Annexe 15 : Photos montrant les résultats de I’aromatogramme.

S.aureus

E.coli
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