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Introduction générale

Malgré les énormes progres réalisés en médecine humaine, les maladies infectieuses causées
par des microorganismes constituent toujours une menace majeure pour la santé¢ publique
(Mishra et al., 2013), et ceci en raison de la grande capacit¢ des microorganismes a
développer une résistance aux antibiotiques conventionnels ( Segura-Ramirez et Silva
Junior, 2010). Il est donc essentiel de rechercher de nouvelles substances antimicrobiennes

provenant d'autres sources, y compris des plantes (Luis e al., 2014).

En effet, les sources végétales et les produits a base de plantespourraient étre une
source naturelle nouvelle pour de nouveaux agents antimicrobiens avec un mécanisme
d'action potentiellement nouveau (Braga et al., 2005 in Sadiq et al., 2017). De plus, les
plantes ont été toujours utilisées en raison de leur disponibilité, elles sont peu coliteuses et

possédant des effets secondaires minimes (Ahmad et al., 2017).

Plusieurs espéces végétales ont été étudiées pour leur activité antibactérienne ( Christenhusz
et Byng, 2016 in Chassagneal .,2021) comme par exemple Origanum vulgare, Origanum
majorana, Thymus zygis, Rosmarinus officinalis, Thymus vulgaris et Clinopodium taxifolium
(Chassagne et al.,2021). L’espece Ceratoniasiliqua connue sous le nom de la caroube a été
aussi étudiée et elle a montré une bonne activité antibactériennes (Ouis et Hariri ,.2018).
Dans ce contexte, 1’objectif de notre travail est de rechercher in vitro des propriétés
antibactériennes au niveau des gousses de la plante Ceratoniasiliqua. Les propriétés
antibactériennes ont été testées vis-a-vis de 3 souches de référence Escherichia coli (E. coli),
Pseudomonas aerogenosa (P. aerogenosa) et Staphylococcus aureus (S. aureus) sur milieu
Miieller-Hinton Agar (méthode de diffusion par disque et par puits) et sur milieu Miieller-
Hinton liquide (méthode de mesure de la DO de croissance bactérienne et la détermination de

la concertation minimale inhibitrice (CMI).

Les résultats obtenus montrent la présence de propriétés antibactériennes au niveau
des gousses de Ceratoniasiliqua. Par contre, il est & noter que cette activité n’a pas été

détectée sur milieu Miieller-Hinton Agar mais seulement sur milieu Miieller-Hinton liquide.
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1 Les propriétés biologiques

Les infections microbiennes, l'inflammation et les dommages oxydatifs sont des symptomes
cliniques relativement typiques de nombreuses maladies (Tian et al., 2018). Dans ce cas les
activités biologiques sont potentiellement importantes (Nicolaou ez al., 2012) telles que les
activités antimicrobiennes, anti-inflammatoires antioxydants et anticancéreuses (Awad et
al.,, 2014 ; Li et al .,2015 in Tian ef al , 2018). La nature est un précieux réservoir de
substances qui peuvent étre explorées afin de développer de nouveaux produits
pharmaceutiques (Barbosa et al., 2016). L’avantage des produits naturels c’est qu’ils
possedent des propriétés chimiques et biologiques importantes avec une moindre toxicité

(Strohl , 2000 ; Rollinger et al ., 2006 in Patra et al ., 2018) .

Des produits naturels biologiquement actifs produits par des plantes, des animaux, des
insectes, des champignons, des bactéries et des protozoaires ont été isolés pour étre utilisés
dans la découverte de produits pharmaceutiques (Strohl, 2000 ;Rollinger et al., 2006 in
Jouda et al. , 2016).

Les humains ont toujours souffert de nombreuses maladies causées parfois par des infections
d’origine microbienne (des bactéries, des champignons, des virus et des parasites)
(Wink ,2015), telles que la gastro-entérite et les allergies (Ryskaliyeva et al., 2019),
l'infection au VIH, la tuberculose, le paludisme (Ocampo et al. , 2014),0u les infections des

voies urinaires (Petri, 1998 ; Costa-Reis et al., 2013 in Cano et al., 2020).

Depuis toujours, I’homme s’est tourné vers la nature pour trouver des sources précieuses de

médicaments (Fenical, 1997 ; Shen , 2015 in Choudhary et al., 2017).

Dans 1’ensemble les antibiotiques existants pour le traitement des maladies infectieuses sont
désormais inefficaces face a la résistance des bactéries (Peraman er al .,2021) et ceci en

raison de :

e [l'utilisation intensive des antibiotiques en médecine humaine, vétérinaire, en
aquaculture et en agriculture (French., 2005 in Borges et al., 2016).

e [L’automédication, la posologie irrégulieére ou interrompue ou le partage d'antibiotique
(wall, 2019).

e Le taux ¢élevé de mutations spontanées et la recombinaison génétique des

microorganismes (Guilhelmelli ez al., 2013 in Amorim-Carmo et al .,2019).
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e [a raret¢é des nouveaux antimicrobiens actifs contre les bactéries multi-résistantes

(Cowan, 1999 in Dzotam et al., 2015).

2 Mode d’action des antibiotiques

L'un des plus grands défis de santé publique du 21e siccle est la prévention et le traitement
des infections bactériennes (Poolman ,2020). Les maladies causées par des infections
bactériennes ont soulevé des préoccupations dans le monde entier (Varadiet al., 2017 in Xu
et al . , 2019), et elles sont classées parmi les principales causes de déces chez 'homme
(Organisation mondiale de la santé 2019 in Vlazaki et al., 2019). Selon 1’Organisation
Mondiale de la Santé(2016) la tuberculose qui est considérée comme la premiére cause de
déces parmi les infections bactériennes (2,3% des décés mondiaux), suivie des maladies
bactériennes diarrhéiques (2%), de la méningite (0,5%), des maladies bactériennes a
transmission sexuelle (syphilis, chlamydia et gonorrhée, 0,2%) et de 1’encéphalite (0,2%)

(Cano et al. ,2020).

Depuis plus de 70 ans, les agents antimicrobiens sont indispensables pour le controle des

infections bactériennes en médecine humaine et vétérinaire (Schwarz et al., 2016).

Les agents antimicrobiens, tels que les antibactériens, les antifongiques, les antiviraux et les
antiparasitaires (Matica et al., 2019), sont toutes substances ayant la capacité de ralentir ou
d'inhiber la croissance des microorganismes ou méme les tuer (Zhou et al., 2015) comme par
exemple, les antibiotiques bactéricides provoquent la mort cellulaire des bactéries et les
antibiotiques bactériostatiques qui inhibent la croissance cellulaire des bactéries (Lobritz et
al. , 2015). Parmi les agents antimicrobiens largement utilisés dans le passé et continueront
d'étre utilisés on peut citer les antibiotiques, les désinfectants, les conservateurs (Reichel ef
al.,, 2014 ; Zhang et al., 2014 ; Altman, 2014 in Zhou et al., 2015), les antiseptiques (
Rudramurthy ez al. , 2016).

Les agents antimicrobiens ont des mécanismes d'action tels que la perturbation de la
membrane cellulaire, I’inhibition de la synthése des acides nucléiques (ADN / ARN),
I’inhibition de la synthése des protéines par action sur les ribosomes, la perturbation de la
régulation des enzymes impliquées dans la biosynthése de la paroi cellulaire (Matica et al. ,

2019).

Par exemple, de nombreux antibiotiques tels que les pénicillines, les céphalosporines, la

fosfomycine, la bacitracine, la cyclosérine, la vancomycine inhibent sélectivement la synthése
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de la couche de peptidoglycane (Awad et al., 2012 in Rudramurthy et al.,2016), les
quinolones agissent en inhibant I'ADN gyrase et la topoisomérase IV (impliqués par exemple
dans la réplication de 'ADN (Rudramurthy et al., 2016) ce qui causent la mort des bactéries
(Jubeh et al., 2020), ainsi, la gentamicine et l'amikacine qui inhibent la biosynthése des
protéines par la liaison irréversible covalente a la sous-unité 30S des ribosomes bactériens
(Davis, 1987 in Zharkova et al., 2019). De méme pour les antifongiques tels que les
polyenes et les azoles qui ciblent les stérols et leur biosynthese, les analogues de la pyrimidine
perturbent la biosynthése des acides nucléiques et les échinocandines interférent avec la

biosynthese de la paroi cellulaire (Dorsaz et al., 2017).

Comme cité¢ précédemment, une grande attention devrait étre accordée aux produits naturels
(Liu et al ., 2017 ).Cela a mené a de nombreux travaux afin de découvrir des propriétés
antimicrobiennes provenant de différentes sources naturelles: les animaux, les

microorganismes et les plantes (Njateng et al ., 2017).

3 Les propriétés antimicrobiennes chez les organismes vivants

Les infections microbiennes se développent a un niveau alarmant (Abioye et al., 2017 ;
Catteau et al ., 2015 in Rodrigues et al .,2019) et sont devenues une menace clinique
importante, avec une morbidité et une mortalité associées significatives (Lage et al .,2018).
En raison de la capacit¢ des microorganismes a acquérir et a transmettre du matériel de
résistance génétique, conduisant a 1'évolution constante de micro-organismes multi résistants
qui menacent la santé¢ publique (Kacem ef al ., 2016 ; Grundmann et al ., 2011 in
Rodrigues ef al .,2019 ). La tuberculose, les infections des voies urinaires, la méningite, la
dermatite, l'otite moyenne causée par des souches bactériennes et fongiques sont parmi les
maladies difficiles (Sadiq et al.,2016) a traiter (Ogawara ,2018). Les antimicrobiens utilisés
comme médicaments englobent un large éventail de substances chimiques peuvent étre des
produits naturels ou des analogues semi-synthétiques dérivés d'un produit naturel actif
( Manyi-Loh et al ,2018 ; Barbosa et al , 2016). De plus, il peut s'agir de composés
entierement synthétiques congus en utilisant des produits naturels comme modeles ( Paterson
et Anderson , 2005 ; Koehn et Carter ; Newman et Cragg ; Harvey et al. , 2015 ; Gbenou
et al. ,2013 in Barbosa et al , 2016).

Cependant, plusieurs problémes existent dans la découverte des nouveaux antibiotiques et
autres agents antimicrobiens (Basavegowda et al. , 2020)., tels que la toxicité, la sélectivité

des médicaments et la détection intelligente de la cible (Saravanakumar et al .,2019).
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Malheureusement, le développement de plusieurs mécanismes de résistance des
microorganismes vis-a-vis des antibiotiques a provoqué I’inefficacité des antibiotiques
disponibles actuellement et I'industrie pharmaceutique détient peu de nouveaux antibiotiques

a proposer ( Kipre et al. ,2017).

Les principaux avantages de l'utilisation de plantes médicinales sont leur faible coft, leur prix
abordable et généralement moins d'effets secondaires (Cabanillas, 2011) et n'induisent pas de
résistance aux microorganismes, contrairement aux antibiotiques synthétiques (Tofighir et ,
al. ,2015). De ce fait, les plantes deviennent une alternative peu cotiteuse et efficace (Baptista

et al.2018).

Plusieurs agents antimicrobiens, destinés a traiter les maladies infectieuses ont été découverts
par criblage de composés naturels obtenus a partir de microorganismes, d’animaux et de

végetaux (Barbosa et al., 2016).

3.1 Les propriétés antimicrobiennes chez les microorganismes

La vie microbienne fascine I'humanité depuis des siécles. (Toghueo et Boyom, 2020) Les
microorganismes sont utilisés dans divers secteurs comme par exemple la production de
carburants alternatifs, de nouvelles cultures pour nourrir la population et aussi pour la
production de médicaments destinés a lutter contre les maladies infecticuses émergentes

(Lennon et Locey 2018 in Toghueo et Boyom, 2020 ).

Les microorganismes ont toujours été extrémement importants pour la santé humaine, les
bactéries, levures et moisissures permettent la production d'antibiotiques, d’hormones,
d'acides aminés et d'autres composés thérapeutiques ( Franco-Duarte et al ,2019) grace a

leur riche source de métabolites biologiques (Gunatilaka,2006).

Les agents antimicrobiens ont été principalement isolés de bactéries et des champignons
(Cowan , 1999 in Hintz et al,2015).Aprés la découverte du métabolite fongiqueen 1928, le
pénicilline a marqué le début des produits naturels et pharmaceutiques d'origine microbienne
(Peyrat et al ,2019), des recherches approfondies ont ét¢ lancées pour obtenir de nouveaux
médicaments antimicrobiens a partir de différentes sources ( Zorofchian Moghadamtousi et

al ,2014).

Les microorganismes vivants dans le sol peuvent étre considérés comme des usines chimiques

produisant des métabolites secondaires (Zakeri et Wright , 2008 in Zakeri et Lu , 2013).Le
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sol abrite plus de 10° de microorganismes/gramme (Gunatilaka,2006). Cela a conduit a une
recherche étendue sur ces microorganismes pour la découverte des antibiotiques (Wright,
2007 in Zakeri et Lu , 2013), citant par exemple les actinomyceétes, le groupe le plus
important dans le domaine de la biotechnologie, en tant que producteurs d’antibiotiques
(Subramani et Sipkema , 2019 in Messaoudi et al., 2020), ou encore des souches de
Streptomyces (Waksman et al.,1949 in Nicault et al.,2021) ou de Pseudonocardia
(Schultz,1999 ;Currie,2001 ;Ishak ez al.,2011 ;Cafaro et al., 2011 ;Mueller,2012 ;Caldera
et al., 2019 in Efimenko et al., 2020) qui sont utilisées pour la production de composés

d’antibiotiques.

Le milieu marin est aussi trés prometteur pour la découverte de nouveaux composés bioactifs
(Abdelmohsenetal ,2010) par exemple, les cyanobactéries par leur activité antibactérienne
peuvent étre des sources d'antibiotiques utiles (Barzkar et al.,2019) ou le champignon
marin Pestalotia sp qui a montré une puissante activité antimicrobienne contre le

Staphylococus aureus multi-résistant (Zhang et al , 2009).

3.2 Les propriétés antimicrobiennes chez les animaux

Les animaux et leurs produits dérivés ne sont pas seulement utilisés dans les médecines
traditionnelles pour traiter des maladies humaines (Mozhui ef al., 2021), mais sont également
de plus en plus valorisés comme matieéres premieres dans la préparation de médicaments

modernes (Altaf ef al ,2017).

Les composés bioactifs sont des substances qui peuvent €tre produites biologiquement par des
animaux (Lage et al , 2018) tels que les peptides antimicrobiens, dont certains d’entre eux ont
¢été identifiés comme une défense de premicre ligne chez divers organismes hotes (Hancock
et Sahl , 2006 ; Mygind et al. , 2005 in Seo et al ,2012), comme par exemple les peptides
(HNP-1, HNP-2 et HNP-3) des neutrophiles humains, appelés « défensines »,qui ont
démontré une effet antibactérien contre Staphylococcus  aureus , Pseudomonas
aeruginosa et Escherichia coli (Ganz et al., 1985 ;Guani-Guerra et al., 2010 ; Lehrer ,
2004 in Tornesello et al., 2020). Aussi,les peptides antimicrobiens des poissons du tilapia
( Oreochromisniloticus ) agissent contre les agents pathogénes humains et également contrdle
les infections bactériennes telles que l'acné et les infections liées aux cathéters ( Pan et al
,2017), ou encore, le peptide arénicine, isolé du polychéte marin Arenicola marina ,présentait

une activité antibactérienne significative contre Pseudomonas aeruginosa et Staphylococcus
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aureus (Kang et al ,2015) et le peptide p3bv de l'abeille PLA2 qui a démontré une activité
anti-VIH (El-Seedi, et al , 2020).

En paralléle, les venins d'animaux ne sont pas composés que de toxines mais aussi de
composants pharmacologiquement actifs, y compris des protéines, des peptides et des
enzymes ayant des activités biologiques spécifiques (Mohamed Abd El-Aziz et al ,2019).
Plusieurs protéines et peptides bioactifs ont été signalés a partir du venin de différentes
especes (Utkin , 2015 ;Undheim et al. , 2010 ; King ,2011 ;Ruder et al , 2013 ;Dutertre
et al. , 2014 ;Pennington et al.,2018 ;Koh et Kini , 2012 ;Waheed et al. ,
2017 ;Mirshafiey . , 2007in Munawar et al.,2018) telles que les serpents, les scorpions, les
araignées, les insectes, les amphibiens et les escargots coniques (Mohamed Abd El-Aziz et

al 2019).

Des ¢études ont montré que des peptides du venin possédaient une activité antimicrobienne
(Amorim-Carmo et al 2019). Par exemple, des activités antimicrobiennes des venins de
serpents ont été détectées (Koh et al. , 2006 ; KasaiKasai et al.,2015 ; Gomes et al. , 2010 ;
Iwanaga, Suzuki, 1979 ; Chellapandi,. 2014 ; Roi , 2011 in Kunalan ef al ,2018).
Le veninextrait du serpent Ophiophagus hannah peut empécherla croissance de
Pseudomonas  aeruginosa, Salmonella  enteritidis, Escherichia  coli et Staphylococcus

aureus (Phua et al ., 2012 ; San et al .,2010 in Rheubert ez al ,2020).

Aussi, les molécules antimicrobiennes du venin des araignées Loxosceles ont été bien
étudiées en raison de leur potentiel biotechnologique (Gremski et al ,2014 ;Chaim et al ,

2011 in Segura-Ramirez et Silva Junior, 2018).

D’autres animaux ou leurs dérivés peuvent aussi avoir des propriétés antimicrobiennes, par
exemple, la graisse et le sang, la chair des oiseaux ont été utilisés pour traitement des
infections cutanées (Altaf ef al , 2017). Le plasma du crocodile est aussi efficace comme
substance antibactérienne contre Staphylococcus aureus, Salmonella typhi, Escherichia coli et
Vibriocholerae (Kommanee et al, 2012), aussi le lait de chamelle a des propriétés
antimicrobiennes (El-Salam et & EI-Shibiny , 2013 ; EI-Agamy,2009 in Berhe ez al,2017),
I’activité antimicrobienne serait due a la présence, entre autres, du lysozyme, de la
lactoferrine, de la lactoperoxydase et des immunoglobulines (Malacarne et al ,2002 ;:

Elagamy ,2000 ; : Konuspayeva et al ,2007in Berhe ez al ,2017).
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L'acide laurique des graisses de mouche soldat noire posséde également une activité
antimicrobienne ¢élevée contre les Bacteroides pathogénes et les especes de Clostridium
(Matsue et al ,2019 in Dabbou et al ,2020).0u encore, l'urine de vache, de mouton et de
chevre était efficace dans le traitement des maladies de la peau, la syphilis, la tuberculose et
des infections buccales (Alves et al.,2012; Alves et al,2012; Lohani ,2011; vijaya kumar et
al., 2015 in Altaf et al.2017 ).

3.3 Les propriétés antimicrobiennes des végétaux

Bien que les sources les plus importantes d'agents antimicrobiens soient les moisissures, les
actinomycetes et les bactéries (Luis et al , 2014), ’utilisation des plantes pour le traitement

des maladies est une source bien ancienne ( Silva et Fernandes Junior , 2010).

Depuis I'Antiquité, les plantes médicinales jouaient un réle important pour la santé¢ de la
population et elle peut représenter une source importante de nouveaux antimicrobiens (Sabo

et Knezevic , 2019).

Le regne végétal comprend de nombreuses espéces de plantes contenant des
substances a valeur médicinale, qui doivent encore étre explorée (Ullah et al,. 2013). Plus de
300 000 extraits de plantes doivent étre criblés pour leurs propriétés antioxydantes et

antimicrobiennes (Sofrata et al, 2011 ; Takebe et al, 2013 in Karygianni et al , 2019).

Les plantes ont développé des mécanismes sophistiqués pour se défendre contre les facteurs
de stress biotiques tels que les microorganismes pathogenes et les arthropodes herbivores
(Pappas et al , 2018).Une question de longue date en biologie végétale est de savoir comment
les plantes percoivent et repoussent les attaques de nombreux agents pathogeénes potentiel(
Tang et al , 2017) et de ravageurs, y compris les virus, les bactéries, les champignons et les
oomycectes (Bentham et al , 2020).Plusieurs plantes médicinales telles que Rhamnus
prinoides , Calpurniaaurea , Peterollobiumstellatum ,Melilotuselegans , Croton

macrostachyus et Acokantheraschimperi ont été testées et approuvées pour leur activité

antimicrobienne (Umer et al., 2013 ; Taye et al.,2011 in Sisay et al.,2019).

Au cours des interactions avec les microorganismes, les plantes produisent plusieurs
hormones qui agissent comme des signaux qui déclenchent la production de composés
antimicrobiens (Verma et al., 2016 ; Verhage et al. , 2010 in Dalio et al , 2020). Ces

composés appartiennent généralement a 1'une des trois grandes classes chimiques connues
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pour leur activité biologique: les terpénoides, les alcaloides et les phénoliques (Chassagne et

al., 2019 ; Belcher et al., 2020 in Chassagne et al , 2021).

Comme c’est la cas des différents organismes vivants, des peptides de plantes posseédent aussi
un effet antimicrobien., Les peptides antimicrobiens sont des molécules essentielles pour la
réponse immunitaire innée (Pushpanathanet a/ , 2013), comme par exemple les premiers
AMP de plantes découverts sont les thionines purifiées a partir de farine de blé, sont actifs
contre les levures, les champignons et les bactéries, ils ont un fort effet inhibiteur sur
plusieurs souches de Listeria monocytogenes et Listeria ivanovii (Hancock et Chapple ,
1999 in Hintz et al , 2015). De méme qu’une défensine du poivron (Capsicumannum)
posséde une activité inhibitrice contre Pseudomonas aeruginosa (Guillén-Chable et al.,2017

in Sathoff et al.,2020).

Les maladies infectieuses chez les plantes sauvages est en soi, une indication des mécanismes
de défense efficaces qu'elles ont développés (Hemaiswarya et al., 2008 in Borges et
al.,2016). Ce qui a conduit a I'utilisation de la phytothérapie comme une alternatives tres
prometteuse (Ahmad et al, 2017), du fait qu’elle peut offrir une nouvelle source d'activités

antibactériennes, antifongiques et antivirales (Maiyo et al., 2010 in Noumedem et al., 2013).

De ce fait, plusieurs sources végétales ou leurs dérivés (huiles essentielles ou extraits)
présentent dans la nature ont été testées ou utilisées pour leur activité antimicrobiennes,

comme par exemple :

e Des extraits bruts (méthanol, d'acétone et de chloroforme) de Datura stramonium
ont présentaient des propriétés antimicrobiennes contre Streptococcus
mutans et Candida albicans (Megersa et al , 2019).

e Des études sur les extraits de Hancorniaspeciosa écorce ont rapporté une activité
antimicrobienne contre S. aureus et Helicobactérepylori (Mello Moraes et al , 2008
in Santos et al , 2016).

e Aussi, I’extrait de Rosadamascena amontré une activité antibactérienne
contre Staphylococcus aureus et Pseudomonas aeruginosa (Tofighi et al , 2015),
les extraits de Ginkgo sont utilisés depuis 5000 ans pour traiter les maladies infectieuses
pulmonaires telles que la bronchite (Perry et al. , 1999 in RaZna et al. , 2020) ou
encore l’extrait de Tripleurospermum disciforme a des effets antimicrobiens

contre Staphylococcus aureus et Staphylococcus epidermidis (Tofighi et al , 2015).
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Aussi, I’huile essentielle des feuilles d' Eucalyptus globulus a été exploitée comme
antibiotique naturel pour le traitement de maladies infectieuses causées par Escherichia
coli et Staphylococcus aureus (Bachir et Benali , 2012 in Ieri et al/ , 2019) de méme que
I'huile essentielle de Menthacitrata présentait une activit¢ antibactérienne contre
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aerugenosa et Escherichia coli (Chouhan et al.,
2017).

Les végétaux possedent aussi une gamme desubstances trés variées pour lutter contreles
divers agents pathogénes (Asselin,1993), les enzymes telles que les protéases, les chitinases et
les glucanases sont avérées toxiques contre les champignons (Doehlemann et Hemetsberger
, 2013 in Citores et al ,2016). Aussi, les lysozymes dégradent le peptidoglycane des parois de
bactéries, elles sont actives par exemple, contre le peptidoglycane des parois du Micrococcus

luteus (Asselin,1993).

Les plantes et leurs dérivés possedent des actions antimicrobiennes avec des modes d’action
différents, par exemple, les saponines produites par les plantes agissent sur les
microorganismes en formant des complexes avec les stérols de leur membrane ce qui conduit
a une destruction des cellules (Morrissey et Osbourn , 1999 in Diaz Carrasco et al. , 2016).
Il a ét¢ montré aussi que les tanins des plantes peuvent se lier aux parois cellulaires des
bactéries, empéchant leur croissance (Jones et al., 1994 in Cowan , 1999) ou encore la
cryptolépine, un intercalant d'ADN et un inhibiteur de la topoisomérase (Karou et al., 2005

in Diaz Carrasco et al., 2016).

Parmi les plantes possédant des propriétés biologiques, diverses ¢tudes ont montré que la
caroube (Ceratoniasiliqua) possédent plusieurs activités biologiques, telles que des activités
antioxydante, antitumorale et antibactérienne (Custodio et al. , 2009 ; Meziani et al., 2015 in
Ben Ayache et al.,2020).Par exemple, il a ét¢ montré que les feuilles de Ceratonia siligia ont
des effets inhibiteurs sur différentes souches d'Escherichia coli, Staphylococcus aureus et
Staphylococcus epidermidis (E1 Hajaji et al.,2010; Kivcak et al.,2002 in Mouas et
al.,2021), aussi une activité antibactérienne des extraits de feuilles de Ceratonia siligia
contre Listeria monocytogenes et Pectobacteriumatrosepticum a été détectée (Aissani et

al. ,2012 in Christou et al., 2018).

De plus, lesgousses de Ceratonia. Siliqua possédent aussi plusieurs propriétés

pharmacologiques telles que des propriétés antioxydantes, anti-ulcéres et anti-inflammatoires
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(Kivcak et al, 2002 ; Rtibi et al, 2015a ; Rtibi et al., 2017a ; Rtibi et al., 2016 in Qasem et
al., 2018).

4 La plante Ceratonia siliqua

Ceratonia siliqua ou la caroube, est une légumineuse vivace, une plante a feuilles persistantes
(Azaizeh et al., 2020) (Figurel) Ceratoniasiliqua dérive du mot grec « Kera », qui se
rapporte a la forme du fruit, et le mot latin siliqua, fait référence a la dureté et a la forme des
gousses (Papaefstathiou et al., 2018). Le genre Ceratonia comprend deux autres especes,
Ceratonia oreothauma originaire d’Oumane et Ceratonia somalensis originaire du nord de la

Somalie (Batlle et al, 1997 in Benmahioul et al.,2011).

Figure 1: Photo de I’arbre caroube (ceratonia siliqua L)(Aziz et Hicham, 2014)

Cette plante appartient a la famille des Fabacées (Kyratzis et al., 2021) et a la sous-famille
des especes des Caesalpinaceae (Battle et Tous, 1997 in Jadrane et al. , 2021) (Tableau 1)
et elle est largement cultivée dans la région méditerranéenne avec un grand potentiel
économique et environnemental ou elle couvre les grandes zones de montagne des régions

arides et semi-arides ( Othmen et al., 2019 ; Durazzo et al., 2014 in Azaizeh et al ., 2020).

La plante du caroubier (les feuilles, fleurs, fruits, bois, écorce et racines) est trés demandée et
fortement exploitée (Lahssin et al.,2015), notamment en ornementales et en médecines
traditionnelles (Batista et al., 1996 ; Tous et al., 1996 ; Barracosa et al., 2007 in Lahssin et
al.,2015). La caroube a fait 1'objet de plusieurs recherches en vue de son application dans

divers secteurs industriels (Papaefstathiou et al. 2018 in Fidan et a/.,2020)
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Tableau 1: Classification botanique de la caroube (Ceratoniasiliqua 1.) (Ghédira et Goetz

Synthése bibliographique

,2020)
Reégne Végétal
Sous regne Viridiplantae
Super division Embryophyta
Division Trachéophyta
Subdivision Spermopytina
Classe Magnoliopsida
Superordre Rosanae
Ordre Fabales
Famille Fabaceae
Genre Ceratonia .L
Espece Ceratonia siliqua .L

Ceratonia siliqua présente des caractéristiques exceptionnelles et considérée comme l'une des
espéces a fort potentiel dans les actions de reboisement pour améliorer et remplacer les
espeéces sensibles a la sécheresse et dans la réhabilitation des zones marginales du bassin
méditerranéen (Batlle , 1997 ; Sandolo et al., 2007 in Boutasknit et al ., 2020).Ceratonia
siligua peut, aussi,contribuer dans la lutte contre les effets négatifs du changement
climatique(Kokkinofta et al. , 2020) et dans la protection des sols et la lutte contre la

désertification (Benmahioul et al.,2011).

C. siliqua présente aussi une multitude de propriétés biologiques (Al-Olayan et al., 2016 ;
Martinez-Rodriguez et al., 2013 ; Rached et al., 2016 ; Rtibi et al., 2017 in Farag et El-
Kersh , 2017) par exemple des propriétés anticancéreuses, des activités antidiabétique et anti-
diarrhéiques (Christou et al.,2018). Une étude a rapporté qu'une solution a 2% de caroube est

capable de bloquer I'hémagglutination et l'adhérence d'Escherichia coli sur des cellules
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¢épithéliales intestinales isolées (Goulas et al., 2016)et la pulpe du caroubier est préconisée

contre la tuberculose pulmonaire (Benmahioul et al.2011).

C. siliqua posséde aussi une teneur élevée en antioxydants, en polyphénols et en fibres
(Theophilou et al., 2017). Ces activités on peut les trouver dans la pulpe et la gousse du fruit

de caroube (la Fuente-Fernandez et al., 2020).

Le fruit, également appelé une gousse de caroube ou des cabosses constituée d’environ 90%
de pulpe et 10% de graines (Wursch et al., 1984 in Antoniou et al.,2020). Elles sont utilisées
comme matieére premiére bon marché pour la fermentation et la production biotechnologique
de bioéthanol, d'acides organiques, d'enzymes (Yatmaz et Turhan,2018 in HanousekCi¢a
et al., 2020), ainsi, pour la production d'acide citrique et lactique, du mannitol, de 1'acide

succinique et de 1'éthanol (Rababah et al.,2013 ; Goulas et al.,2016 in Christou et al.,2018).

Les gousses sont aussi riches de nombreuses substances bioactives telles que des glucides, des
fibres alimentaires, des tanins, des polyphénols (Papagiannopoulos et al., 2004 in Rtibi et al
, 2015) ainsi qu’en calcium, en phosphore, en potassium, en magnésium et en pectine
(Benmahioul et al.,2011). Les gousses sont largement utilisés dans plusieurs secteurs tels
que le secteur des industries pharmaceutiques par exemple, la production d’¢thanol (Turhan
et al., 2010 in Aziz et Hicham,2014) et alimentaires par exemple dans les produits de

boulangerie, de confiserie, des pates et des boissons (Christou et al.,2018).

Les gousses de caroube ont été souvent utilisées en médecine traditionnelle, par exemple en
Tunisie, elles sont utilisées comme analgésique, anticonstipation, anti-absorbant du glucose,
dans la propulsion gastro-intestinale et les activités antidiarrhéiques (Rtibi et a/.,2017 in Ben

Ayache et al.,2020).

Aussi il a été montré que les gousses de caroube posseédent des activités antimicrobiennes, en
effet, il a ét¢ montré que I’extrait méthanolique des gousses de C. siliqua pourrait étre un
antibactérien prometteur contre certains agents pathogénes comme Staphylococcus aureus,
Escherichia coli, Pseudomonas. aeruginosa. Fusarium. Oxysporum, Aspergillus. flavus
(Hsouna et al ., 2012). Aussi, les flavonoides qui composent les gousses de C. siliqua ont été
signalés comme antimicrobiens prometteurs contre Staphylococcus aureus résistant a la
méthicilline (Linuma et al., 1994 in Hsouna et al ., 2012) et les extraits de méthanol des

gousses de C. siligua ont montré une activité antibactérienne qui inhibe la croissance de
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Lactobacillus sp, Staphylococcus aureus et de Pseudomonas aerogenosa (Abd Razik et

al.2012).

Figure 2: photos des gousses de la plante Ceratonia siliqua.

Dans ce cadre, I’objectif de notre travail est de rechercher des propriétés antibactériennes chez
les gousses de ceratoonia siliqua vis-a-vis de 2 souches de référence Escherichia coli, (ATCC

25922), Staphylococcus aureus (ATCC 25922) et Pseudomonas aerogenosa(ATCC 27853).
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Matériel et méthodes

Ce travail a été réalisé¢ au sein du Laboratoire de Microbiologie de 1’Université Belhadj
Bouchaib Ain-Temouchent (UBBAT) durant le second semestre du Master 2 de I’année

universitaire 2020/2021.

L’objectif de ce travail est de rechercher des propriétés antibactériennes chez les gousses de
Ceratonia siliqgua vis-a-vis de 3 souches de référence E. coli (ATCC 25922), Pseudomonas

aerogenosa (ATCC 27853) et Staphylococcus aureus (ATCC 25923).

1 Collecte du matériel végétal

Le matériel végétal utilis€¢ dans cette étude, pour larecherchede propriétés antibactérienne,
correspond aux gousses de I’espéce Ceratoniasiliqua(Caroube), achetées au commercial de la

ville d’Ain Témouchent.

Lesgousses de Ceratoniasiliquaont été séchées a l'air libre pendant quelques jours, ensuite
broyées et tamisées (Figure 3). La poudre obtenue est utilisée pour préparer 1’extrait des
gousses. Pour cela, 2g de cette poudre sont dissoutes dans 10 mL d’eau distillé et placés sous

agitation pendant 3 h pour macération.

A

Figure 3: Photos des gousses de la plante Ceratonia siliqua (A) et de la poudre des gousses

apres broyage de (B).

Les solutions sont ensuite centrifugées et le surnageant est filtré dans des conditions asepsie a
I’aide d’une seringue et d’un micro filtre (Figure 4). Le filtrat obtenu est récupéré pour étre

testé pour ses propriétés antibactériennes.
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Figure 4 : Stérilisation de 1’extrait avec la seringue a micro filtre

2 Préparation des milieux de cultures

Les milieux de cultures utilisés dans cette étude permettent d’une part la culture et la
purification des souches de référence des bactéries, et d’autre part le test de la
sensibilité/résistance de ces souches de référence a la solution de la poudre des gousses de

Ceratonia siliqua.

2.1 Préparation du Bouillon Nutritive (BN) etde la Gélose Nutritive (GN)
Le Bouillon Nutritif (BN) et la Gélose Nutritive (GN) sont des milieux utilisés pour cultiver
et isoler des bactéries. Le BN est préparée par dissolution de 8 g de la poudre de ce milieu
(Conda Nutrient broth) dans 1 L d’eau distillée, tandis que la GN est préparée par dissolution
de 23g de la poudre de ce milieu (Conda Nutrient Agar) dans 1L d’eau distillée.

2.2 Préparation du milieu Miieller Hinton Broth (MHB) et du milieu Miieller Hinton
Agar (MHA)
Les milieux Miieller Hinton Broth (MHB) et le milieu Miieller Hinton Agar (MHA) sont
considérés comme des milieux de références pour 1’étudede la sensibilité et la résistance des
bactéries vis-a-vis des agents (EUCASTE, 2014 ;Winn Jr, 2006 in Hudzicki, 2009).Ces
milieux répondent conformément aux recommandations du Clinical Laboratory Standards
Institute (CLSI) (Wayne, 2011 in Khanal et al., 2017). Les milieux Miieller Hinton sont
largement utilisés et ils permettent une bonne croissance de la plupart des agents pathogénes

peu exigeants (EUCASTE, 2003).
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Le BN est préparée par dissolution de 8 g de la poudre de ce milieu (Conda Nutrient broth)
dans 1 L d’eau distillée, tandis que la GN est préparée par dissolution de 23 g de la poudre de

ce milieu (Conda Nutrient Agar) dans 1L d’eau distillée.

Le Bouillon Miieller Hinton est préparé par dissolution de 2g de la poudre extrait de viande,
17.5g de I’hydrolysat de caséine et 1.5 g d’amidon soluble dans 1 L d’eau distillé. La
préparation du Miiller-Hinton Agar (MHA) est réalisée par dissolution de 38g de la poudre de

ce milieu (Miieller Hinton Conda) dans 1L d’eau distillée.

2.3 Préparation de Mc Farland 0.5
Les étalons Mc Farland sont des suspensions de Sulfate de Baryum (BaSO4) qui permettent de

déterminer une densité bactérienne a 1’aide d’une comparaison visuelle (Hudzicki. 2009).

Le standard Mc Farland 0.5 correspond a une suspension bactérienne contenant entre 1 x 10%a
2 x 108 UFC/mL (Hudziki, 2009). Pour préparer le standard Mc Farland 0.5, ajouter 0,05 mL
BaClz a0, 048 M a 99,5 mL de H2SO44 0,18 M (Andrews, 2006).

3 Purification et culture des souches de référence bactériennes

Les 3 souches de références utilisées dans cette étude, Escherichia coli (ATCC
25922), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) et Staphylococcus aureus (ATCC 25923),

ont purifiées et mises en cultures sur GN pour une incubation a 37 °C pendant 24h.

4 Recherche de propriétés antibactériennes des gousses de Ceratonia siliqua

4.1 Recherche de propriétés antibactériennes des gousses de Ceratonia siliqua sur
milieu Miieller Hinton Agar par la méthode des disques et des puits

Pour évaluer 1’activité antibactérienne des gousses de Ceratonia siliqgua on adopte la méthode
de diffusion sur milieu gélosé en utilisant la méthode des disques stériles et a la méthode des
puits.

Pour cela, 100 pL de chaque suspension bactérienne (correspondant a une turbidité de 0,5Mc
Farland) sont préalablement étaler a 1’aide d’un rateau a la surface du milieu Miieller-Hinton
Agar.

Ensuite, des disques en papier stérile sont été imprégnés séparément et aseptiquement dans
différentes concentrations de solutions des gousses de Ceratonia siligua (200, 100, 50, 25

ug/ul) sont déposés stérilement a la surface du milieu Miieller-Hinton Agar .Pour la méthode
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des puits, Des puits sont creuséssur le milieu Miieller-Hinton Agar a 1’aide des cloches de
Durham stérile , ensuite chaque puits est rempli par une concentration différente de solutions
de gousses(25, 50, 100 et 200 pg/uL). (Figure 06)

Les boites sont ensuite incubées a 37 °C pendant 24h. Une zone claire circulaire, entourant les
disques ou les puits, dans laquelle la croissance bactérienne est inhibée, signifiée une
sensibilité de la souche vis-a-vis de la solution des gousses de Ceratonia siliqua. Une absence

de cette zone, signifiée que la souche est résistante.

Des puits ) Disque de

Tapis C
contenant bacters R papier imbibé
I'extrait de acterien g de I’extrait des
gousse 0o ”6L 200pug/uL

O
50 pg/iiL
25ug/ S%g/u 25ug/L pg/p
@ > Zone @
D’inhibition

Figure 05 : Représentation schématique de la méthode de diffusion sur disque et puits

4.2 Recherche de propriétés antibactériennes des gousses de Ceratonia siliqua sur
milieu liquide Miieller Hinton

Pour rechercher des propriétés antibactériennes des gousses de Ceratonia siliqua sur milieu

liquide Miieller Hinton, la DO de croissance a 600nmdes souches de référence sur ce milieu

avec et sans 1’ajout des solutions de la poudre des goussesa 1% et 5%a €té comparée.

4.2.1 Détermination de I’effet biocide / biostatique des gousses sur la croissance des

souches bactériennes

Afin de déterminer si la solution des gousses posséde un effet antibactérien biocide ou
biostatique, les cultures bactériennes obtenues aprés 24h d’incubation en présence des
solutions de la poudre des gousses a 1% et 5%ont été utilisées pour inoculer le milieu liquide
Miieller Hinton de sorte a avoir une DOsoonm 1nitiale de 0,1. Apres incubation de 24h a 37°C
les DO sont mesurées a 600 nm. Une croissance bactérienne indique que la solution de la
poudre des gousses a un effet biostatique, par contre 1’absence de croissance indique que la

solution de la poudre des gousses a un effet biocide.

Page 18



Matériel et méthodes

Des tubes controles sont préparés a partir des cultures des souches de référence qui n’ont pas

¢té en contact avec la solution de la poudre des gousses.

4.3 La Détermination des CMI par la méthode de micro- dilution sur microplaque 96
puits

Les méthodes de dilution sont utilisées pour déterminer les concentrations minimales

inhibitrices (CMI) des agents antimicrobiens et sont des méthodes de référence pour les tests

de sensibilité aux antimicrobiens (EUCAST, 2003).

La CMI est définie comme la concentration la plus faible de l'agent antimicrobien qui
empéche la croissance visible d'un microorganisme (Wiegand et al., 2008).

Dans cette étude, les CMI ont été¢ déterminées sur des microplaques stériles a 96 puits comme
décrit par Giilliice et al. (2007) in Benali et al. (2020)100 pL du milieu Miieller Hinton
liquide (additionné du Bleu de Bromothymol a concentration finale de 80 mg/L) ont été
déposés stérilement dans toutes les cupules de la plaque, 100 pL. de I’extrait des gousses de
Ceratonia siliqua testée a été ajouté dans le 2 et le 3 puits, ensuite, le contenu du 3™ puits a
été bien mélangé en réalisant des va-et-vient avec une micropipette. Puis les 100 pL des
gousses et du BMH du 3°™ puits ont été récupérés et transférés dans la colonne 4. Ensuite de
la méme manicre réaliser une série de dilutions successives pour le reste des puits. Tous les
puits seront inoculés par 100 pL des suspensions bactériennes correspondant a une turbidité
de 0,5 Mc Farland dans toute les puis a I’exception des puits des colonnes 1 et 2. Incuber la
microplaque a 37°C pendant 18 a 24 heures. La lecture se fait a 1’ceil nu,la croissance

bactérienne se traduit par un virage de couleur du bleu de bromothymol.
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Résultats et discussion

2 Collecte du matériel végétal

Le matériel végétal utilisé dans cette étude pour rechercher des propriétés antibactériennes
sont des gousses de la plante Ceratonia siliqua (caroubes) achetées au commerce de la ville

d’Ain-Temouchent.

3 Recherches et évaluation des propriétés antibactériennes des gousses de Ceratonia
siliqua

Pour la recherche et I’évaluation,in vitro, des propriétés antibactériennes des gousses de la

plante Ceratonia siliqua, 3 souches de référence: Escherichia coli (ATCC 25922),

Pseudomonas aerugenosa (ATCC 27853) (Gram’) et Staphylococcus aureus (ATCC 2592)

(Gram") ont été utilisées.

Les tests de la recherche des propriétés antibactériennes des gousses de la plante Ceratonia
siliqua ont été effectués sur milieu Miieller Hinton Agar (MHA) (méthode de diffusion par
disque et par puits) et Miieller Hinton liquide (MHB) (mesure de DO de croissance

bactérienne).

3.1 Préparation des suspensions bactériennes des souches de référence (standards Mc
Farland 0.5)

L’inoculum bactérien qui va servir a ensemencer le milieu MHA pour rechercher des

propriétés antibactériennes des gousses de la plante Ceratonia siliqua a été préparé en

réalisant des suspensions de colonies bien séparées des 3 souches de référence dans de 1’eau

physiologique. Ces suspensions bactériennes sont ensuite ajustées , visuellement, pour avoir

une turbidité égale a celle de Mc Farland 0.5 (Figure 07).
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Figure 6: Comparaison visuelle entre la turbidit¢ du McFarland 0,5 et la turbidité des 3

souches de référence.
1 : Tube de McFarland 0,5, 2 : Tube de S.aureus, 3 : Tube de P.aeruginosa,4 : Tubed’E. coli.

3.2 Recherche de propriétés antibactériennes des gousses de Ceratonia siliqgua sur
milieu Miieller Hinton Agar par la méthode des disques et des puits.

Pour la technique de diffusion en milieu gélosé, plus couramment appelée la méthode des
disques est reconnue comme fiable et reproductible, le principe de cette méthode repose sur la
diffusion du composé antimicrobien en milieu solide. Les propriétés antibactériennes des
gousses de Ceratonia siliqua ont été recherchées par teste de I’effet de 4 concentrations (25,
50, 100 et 200 pg/ul) de la solution de la poudre gousses de Ceratonia siliqua sur la
croissance des 3 souches de référence. L’activité antibactérienne et la sensibilité/résistance
des souches de référence sont déterminées en termes de diametre de la zone d'inhibition
produite apres 24 h d'incubation a 37°C.

Les zones d’inhibition sont interprétées selon leur diameétre et notées sensible (S) ou résistante
(R) a P’antimicrobien testé. Une bactérie est dite résistante si le diametre d'inhibition est
inférieure ou égal 8 mm l'inverse, elle est dite sensible si le diamétre est compris entre 9 et 14
mm et trés sensible quand le diametre est compris entre 15 et 19 mm puis extrémement
sensible si le diamétre est supérieur ou égal a 20 mm (Jules et al., 2017).

Les résultats obtenus par les tests de diffusion par disque etpar puits sur milieu solide n’a pas
révélé d’activité antibactérienne de I’extrait des gousses de Ceratonia siliqua vis-a-vis des
souches de référence testées Pseudomonas aeroginosa , Staphylococus aureus et Escherichia.

coli.
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3.3 Recherche de propriétés antibactériennes des gousses de Ceratonia siliqua sur

milieu liquide Miieller Hinton

Afin de rechercher si I’extrait des gousses posseéde un effet antibactérien, le milieu liquide a

Miieller Hinton a été inoculé avec des cultures bactérienne des souches de référence en

présence des solutions de la poudre des gousses a une concentration finales de 1% et 5%.

Apres incubation de 24h a 37°C les DO sont mesurées a 600 nm et les résultats de croissance,

avec et sans addition de I’extrait des gousses de Ceratonia siliqua , ont été compargs.
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Figure 7: Evaluation des capacités antibactériennes de I’extrait des gousses de Ceratonia

siliqua sur les 3 souches de référence.
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Les résultats de ce test (Figure 08) montrent la présence de propriétés antibactériennes chez
les gousses Ceratonia siliqua vis-a-vis des 3 souches de référence. On remarque aussi que les
capacités antibactériennes des gousses augmentent avec 1’augmentation de la concentration
(concentrations testées 1 et 5%). En effet, ces résultats montrent que la croissance des 3
souches de référence a diminué en présence des gousses a 1 % et elle a considérablement

diminué en présence des gousses a 5%.

Les résultats de 1’évaluation de la DO de croissance des 3 souches de référence en présence
des gousses montrent que :
- La souche S. aureus a perdu 37% et 62% de sa croissance en présence des gousses,
respectivement, a 1% et 5%.
- La souche P. aerogenosa , a perdu 17% et 60% de sa croissance en présence des gousses,
respectivement, a 1% et 5%.
- La souche E. coli, a perdu 18%et 74% de sa croissance en présence des gousses,
respectivement, a 1% et 5%.

Ces résultats montrent que I’extrait des gousses de Ceratonia siliqua possede des

propriétés antibactériennes qui ont affectées la croissance des 3 souches de référence.

3.4 Détermination de I’effet bactéricide et bactériostatique des gousses sur les souches
bactériennes

Ce 2°™ test sur milieu liquide permet de déterminer si I’extrait des gousses de Ceratonia

siliqua a 1% posseéde un effet inhibiteur bactéricide et bactériostatique sur les souches de

référence.
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Figure 8: Evaluation de I’effet bactéricide ou bactériostatique de 1’extrait des gousses de

Ceratonia siliqua sur les 3 souches de référence.

Le test de détermination de I’effet bactéricide ou bactériostatique des gousses de
Ceratonia siliqua sur les 3 souches de référence afin de voir si ces souches avaient juste leur
croissance qui a ¢été inhibée (effet bactériostatique) ou bien elles sont mortes (effet
bactéricide), a été effectué par comparaison entre les DO des cultures bactériennes de 24h
obtenues aprés inoculation du milieu liquide Miieller Hinton soit avec des pré-cultures des
souches de référence incubées en présence de 1% des solutions des gousses ou sans la

présence des solutions des gousses.

Les résultats obtenus (Figure 9) montrent que pour la souche S.aureus la croissance a
repris normalement a 95%ce qui signifié que I’extrait des gousses avait seulement un effet
bactériostatique sur cette souche. Par contre les 2 souches P.aeruginosa, et E. coli, n’ont pas
repris une croissance normale et elles n’ont gardé, respectivement, que 44% et 46% de leur

croissance, ce qui signifié¢ que 1’extrait des gousses avait un certain un effet bactéricide.

3.5 Détermination des CMI par la méthode de micro- dilution sur microplaque 96
puits.
La détermination de la CMI a été réalisée par la technique de dilution en milieu liquide, en

utilisant une microplaque stérile de 96 puits.

Les résultats obtenus (Figure 10) montrent que la concentration minimale inhibitrice (CMI) de
la solution des gousses de Ceratonia est de 820 pg/mL pour la souche S.aureus 270 pg/mL

pour la souche P.aeruginosa et 91 pg/mL pour la souche E.coli.
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Figure 9:Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI) de I’extrait des

gousses de Ceratonia siliqua, sur les 3 souches de référence.
(1) P.aeruginosa, (2) S.aureus, (3)E.coli

Des études ont été déja faites pour détermination de la CMI de Ceratonia Siliqua
comme par exemple Aissani et al (2012) ont montré que la CMI de I’extrait méthanolique des
feuilles de caroube sur E.coli, P. aeruginosa et S. aureus été supérieure a 900 pg/ mL. Ces
résultats montrent que cette CMI est inférieure aux CMI qu’on a trouvées pour les gousses de
Ceratonia siliqua sur les 3 souches de référence, ce qui montrent que 1’extrait méthanolique
des feuilles de caroube testé par Aissani et al (2012) possede une activité antibactérienne plus

faible que celle de notre extrait.

Aussi Ibrahim et al.,, (2013) ont testées [’activité antibactérienne des extraits
méthanolique de Ceratonia siliqua (feuilles, tiges et gousses) et les résultats ont montré que
pour E. coli la CMI est de 15,29 ug/mL et pour P. aeruginosa elle est de 24,745 ng/mL. Ces
résultats montrent que ces CMI sont inférieures aux CMI qu’on a trouvées pour les gousses de
Ceratonia siliqgua sur les 3 souches de référence, ce qui montrent que les extraits
méthanolique de Ceratonia siliqua (feuilles, tiges et gousses) testés par Ibrahim et al., (2013)

possedent une activité antibactérienne plus élevée que celle de notre extrait.

Discussion générale

Tout au long de l'histoire, les humains ont utilis¢ les plantes comme source de
médicaments (Chassagne et al.2021), pour le traitement d'une plusieurs maladies, y compris
les maladies infectieuses (Gorniak et al., 2019 in Nigussie et al.,2021). Ces maladies

infectieuses restent de plus en plus fréquentes chez I'homme avec le développement d'une
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résistance des microorganismes vis-a-vis des médicaments (Ahoua et al., 2015) Il est donc
absolument nécessaire de rechercher de nouveaux agents antibactériens (Rao et al., 2017).

Pour cela, I’objectif de notre travail était de rechercher des propriétés antibactériennes
chez des gousses de la plante Ceratoni siliqua achetées au niveau du commerce de la ville
d’Ain -Témouchent.

Pour ce travail de recherche de propriétés antibactériennes, différentes méthodes ont
¢été utilisées : la méthode de diffusion sur disques et puits sur milieu solide Miieller-Hinton
Agar, la méthode de mesure de la DO de croissance sur milieu Miieller-Hinton liquide et la
méthode de détermination de la concentration minimale inhibitrice sur microplaque. Ces tests
ont été effectués sur 3 souches de référence Staphylococcus aureus et Pseudomonas

aerogénosa et Echerichia coli.

Les résultats obtenus dans cette étude concernant 1’activité antibactérienne des gousses
de Ceratonia siliqua par la méthode de diffusion sur milieu gélosé en utilisant la méthode des
disques stériles et a la méthode des puits n’a présenté aucune activité antibactérienne

décelable vis-a-vis des 3 souches de référence.

En revanche, les résultats d’évaluation d’activité antibactérienne réalisées sur milieu
liquide, a permet de visualiser une action antibactérienne des gousses de Ceratonia siliquaa
1% et a 5% sur les 3 souches de référence. L’extrait des gousses a 1%a présenté une action
bactériostatique contre la souche Staphylococcus aureus et une action bactéricide sur les

souches Echerichia coli et Pseudomonas aerogénosa.

Pour ce qui est de la comparaison entre les résultats des tests sur milieu liquide et sur
milieu solide, on remarque que dans la méthode sur milieu liquide, les propriétés
antibactérienne de I’extrait des gousses de Ceratonia siliqua est détectée, ce qui n’est pas le

cas dans la méthode de diffusion par disque et par puits sur milieu solide.

La détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI) a montré que les
CMI de I’extrait des gousses de Ceratonia siliqua est de 820ug/mL pour la souche S.aureus

270pug/mL pour la souche P.aeruginosa et 91 ng/mL pour la souche E.coli..

.D’aprés ces résultats obtenus, les tests sur milieu liquide permettent de mieux
apprécier les capacités antibactériennes d’une solution que sur milieu solide. Nos résultats

montrent que les tests quantitatifs de détermination des capacités antibactériennes sur milieu
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liquide (mesure de la DO de croissance sur milieu Miieller-Hinton liquide et la détermination

de la CMI) sont plus adaptés pour rechercher et évaluer une activité antibactérienne.

Ceci a été aussi démontré par Haase et al.,(2017) qui ont réalisé une étude qui visait a
comparer des résultats obtenus avec des méthodes d’évaluation différentes (la DO de
croissance sur milieu liquide et la méthode de diffusion par disque) et ils ont discuté
I'adéquation des méthodes pour évaluer les propriétés antibactériennes. Aussi, Wiegand et
al., (2008) ont déduit que les méthodes de dilution sont considérées comme des méthodes de

référence pour tester, in vitro, la sensibilité.

De nombreuses études ont montré ’activité antibactérienne des gousses de Ceratonia siliqua
(caroube). Hsouna et al. (2012) ont montré que les extraits méthanoliques des polyphénols
des gousses de la caroube induisaient des zones d’inhibition de diametre compris entre 10 et
22 mm dans le cas d’Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella enteridis et
Staphylococcus aureus. Ces résultats indiquent que toutes les souches testées se sont révélées
sensibles aux actions inhibitrices de 1’extrait méthanolique de Ceratonia silliqua.

Par contre, les travaux de Kivcak et al. (2002) in Amin et al. (2006) ont montré que 'extrait
¢thanolique de caroube n'avait aucun effet sur la croissance d'Escherischia coli,

Staphylococcus aureus et Pseudomonas aerogenosa.

L’effet antibactérien des gousses de Ceratonia siliqua est probablement da a leurs
richesses en plusieurs classes de métabolites secondaires (composés chimiques) qui exercent
des activités biologiques (Karim et Azlan, 2012).

Les gousses de caroube contiennent de grandes quantités de composés polyphénoliques
(Rababah et al.,2013 in Christou et al.,2018). Il a été¢ suggéré que les polyphénoles, en
particulier les flavonoides, exercent leurs effets antibactériens de trois maniéres a savoir, la
destruction directe des bactéries, 1'activation synergique des antibiotiques et l'atténuation de la
pathogénicité bactérienne (Cushnie et Lamb, 2011 in Xie et al., 2017).

Meziani et al., (2015) ont montrés que l'activité antibactérienne observée dans 1’extraits des
feuilles de caroube pourrait s'expliquer par la présence de composés biologiquement actifs.
Aussi, Abdulkareem et al.,(2020) et Abd Razik et al., (2012) ont reporté que la forte activité

antimicrobienne du Ceratonia siliqua contre les microorganismes testés pourrait étre attribuée
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a la présence d'hydrocarbures, du monoterpene et d’oxygéné monoterpéne, connus pour leur

potentiels antibactériens.
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Conclusion et perspectives

Dans ce travail, des propriétés antibactériennes des gousses de la plante Ceratonia
siliqua achetées au niveau du commerce d’Ain-Temouchent vis-a-vis de3 souches de
référence (Escherichia coli, Pseudomoas aerogénosa et Staphylococcus aureus) ont été
recherchées.

Pour cela, différents tests d’évaluation et de recherche qualitative et quantitative du
potentiel antibactérien ont été effectués sur milieu Mieller-Hinton Agar (la méthode de
diffusion par disque et par puits) et sur milieu Miieller-Hinton liquide (la méthode de mesure
de la DO a 600 nm et la détermination de la concertation minimale inhibitrice de la croissance
des souches de référence).

Pour le test sur milieu Miieller-Hinton Agar, la méthode de diffusion par disque et par puits
n’a pas permis de détecter des propriétés antibactériennes des gousses de Ceratonia siliqua
sur les 3 souches de référence, aucune zone d'inhibition n’a été détectée.

Les résultats de mesure de la DO a 600 nm montrent la présence des propriétés
antibactériennes au niveau des gousses, en effet, la croissance des 3 souches de référence a été
affectée en présence de gousses a une concentration de 1% et surtout a plus affectée a une
concentration de 5%.L’extrait des gousses a 1% aprésenté un effet bactériostatique sur la
souche Staphylococcus aureus et un effet bactéricide sur les souches Escherichia coli et

Pseudomoas aerogénosa.

Les résultats de la détermination de la CMIde I’extrait des gousses de la plante
Ceratonia siliqua, montrent que cette derniére est de 820pg/mL pour la souche S.aureus,

270ug/mL pour la souche P.aeruginosa et 91 ng/mL pour la souche E.coli.

Ces résultats préliminaires ont montré 1’efficacité des gousses de Ceratonia siliqua sur 3
souches de référence Escherichia coli, Pseudomoas aerogenosa et Staphylococcus aureus. La
plante Ceratonia siliquaest une source naturelle qui peut étre utilisée comme source
alternative aux antimicrobiens chimiques. La poursuite de la recherche et de I’évaluation des
propriétés antimicrobiennes des gousses de Ceratonia siligua permet de compléter cette

¢étude par :

v' La recherche d’autres propriétés antimicrobiennes (propriétés antibactériennes,
antifongiques et antivirales) efficaces contre d’autres types de microorganismes
potentiellement pathogenes pour I’homme.

v La recherche si ’extrait des gousses de Ceratonia siligua ne peut pas avoir un effet

synergique avec d’autres antimicrobiens.
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v L’identification des molécules conférant a ces gousses les propriétés antimicrobiennes.
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Résumé

Les infections causées par des microorganismes constituent un réel danger qui menace
la santé I’homme. Pour les contrer, ’homme a toujours recherché, dans différentes sources
naturelles des propriétés antibactériennes. Un grand nombre des plantes présentent des
propriétés antibactériennes importantes. Actuellement, le caroubier (Ceratonia siliqua) est
considéré comme 1’une des plantes les plus intéressantes connue pour ses propri€tés

biologiques, telles que les propriétés antibactériennes.

Afin de vérifier I’action antibactérienne des gousses la plante Ceratoniasiliqua surdes
souches de référence Escherichia coli, Pseudomoas aerogeosa et Staphylococcus aureus, des
tests de recherche et d’évaluation, in vitro, d’activités antibactériennes ont été effectués sur
milieu solide (méthode de diffusion par disque et par puits) et sur milieu liquide (mesure de la

DO de croissance et détermination de la CMI).

Les résultats obtenus que sur milieu solide aucune activité antibactérienne n’a été
détectée. En revanche, les résultats d’évaluation de I’activité antibactérienne sur milieu
liquide a permis de montrer une activité antibactérienne de I’extrait des gousses de Ceratonia
siliqua sur les 3 souches de référence. Les résultats de la détermination de la CMI de I’extrait
des gousses de la plante Ceratonia siliqua, montrent que cette derniere est de 820 pg/mL pour
la souche P.aeruginosa, de 274 pg/mL pour la souche E.coli et de 246 pg/mL pour la souche

S.aureus.

Mots-clés : Ceratonia siliqua, activité antibactérienne, CMI, Escherichia coli, Pseudomoas

aerogeosa, Staphylococcus aureus.

Page 47



Abstract

Infections caused by microorganisms are a real danger that threatens human health. To
counter them, man has always been sought after in various natural sources for antibacterial
properties. Many of the plants exhibit important antibacterial properties. Currently, the carob
tree (Ceratonia siliqua) is considered one of the most interesting plants known for its
biological properties, such as antibacterial properties. In order to verify the antibacterial
action of the pods of the Ceratonia siligua plant on reference strains Escherichia coli,
Pseudomonas aerogenosa and Staphylococcus aureus, research and evaluation tests, in vitro,
of antibacterial activities were carried out on solid medium (method of diffusion by disc and
per well) and on liquid medium (measurement of the growth OD and determination of the
MIC).

The results obtained that on solid medium no antibacterial activity was detected. On the other
hand, the results of evaluation of the antibacterial activity on liquid medium made it possible
to show an antibacterial activity of the extract of the pods of Ceratonia siliquas on the 3
strains reference. The results of the determination of the MIC of the extract of the pods of the
Ceratonia siliqua plant, show that the latter is 820 pg / mL for the P.aeruginosa strain, 274
pg / mL for the E.coli strain and 246 pg / mL for the strain S. aureus.

Keywords: Ceratonia siliqua, antibacterial activity, MIC, Escherichia coli, Pseudomoas

aerogeosa, Staphylococcus aureus.
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