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Introduction générale

Depuis toujours, les maladies infectieuses causées par des microorganismes sont en
constante augmentation et constituent la principale menace pour la santé publique (Akinpelu et
al., 2015), ce qui a conduit & une nécessité de développer de nouvelles substances et de
nouveaux composés antimicrobiens plus efficace(Bouharb et al.,2014). Par contre, I'utilisation
prolongée et non contrblée de ces derniers a conduit & une augmentation de la résistance des
microorganismes aux agents antimicrobiens déja existants (Pulcini et al., 2010).

Cette situation a engendré un besoin, sans cesse croissant, de rechercher et de trouver de
nouveaux composés antimicrobiens. Cette recherche s’est focalisée, ces dernieres années, sur
les nouveaux agents antimicrobiens d’origine végétale (Benyagoub et al., 2016).

Depuis plusieurs années, les dérives de végéetaux tels que les huiles essentielles, les
extraits ou les exsudats ont été testées ou utilisées pour leur activité antimicrobiennes(Ben-
Mahdi et al., 2010 ;Akinpelu et al.,2015 ; Boutabia et al.,2016 ;Shirin et Prakash,2010 ;Malu et
al.,2009).1l a étée demontré aussi, que les exsudats de plantes tels que les gommes présentent
des propriétés antimicrobiennes intéressantes (Clark et al., 1993 in Montenegro et al.,2012 ;
Shehu et al., 2018).

Pour cela I’objectif de notre travail est de rechercher des propriétés antibactériennes
chez des gommes récoltées de I’arbre de cerisier (Prunus cerasus) a Tizi-Ouzou (GC), de
I’arbre d’amandier (Prunus dulcis) a Ain-Temouchent (GAm1), de I’arbre d’amandier (Prunus
dulcis) a Tlemcen (GAmM2). 2 gommes ont été achetées du commerce a Tizi-Ouzou (GO) et a
Oran (GA). Les propriétés antibactériennes de ces gommes ont éte testées vis-a-vis de 3souches
de la collection de notre laboratoire Escherichia coli (E. coli), Enterobacter sp, Bacillus cereus
sur milieu solide (la méthode de diffusion sur disque et la méthode des puits) et sur milieu
liquide (la méthode mesure de la DOsoonm de la croissance).

Les résultats des tests de résistance/sensibilité des souches ont montré que, lorsque ces
tests sont effectués sur milieu liquide, I’activité antibactérienne est détectée chez toutes les
gommes testées a une concentration de 10%. Par contre, lorsque les gommes GC, GAm1 et
GAm2sont testées a une concentration 10% sur milieu solide leur activité antibactérienne n’est
pas détectée, alors qu’elle était détectée sur milieu liquide, ce qui montre que, potentiellement
le milieu liquide est le mieux adapté pour rechercher des activités antibactérienne. Aussi les
résultats ont montré que les deux gommes GO et GA ont les plus fortes activités inhibitrices de

la croissance des souches de la collection de notre laboratoire, comparé aux autres gommes.
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1. Les propriétés microbiologiques existant chez les étres vivants

Au cours des 2 derniéres décennies, 50% des médicaments introduits sur le marché sont
des molécules biologiques (Vuorelaa et al., 2004 in Lianet, 2014).Ces molécules peuvent étre
isolées a partir d’organismes terrestres ou marins (Lianet,2014).

Durant les dernieres années, la recherche d’activités biologiques (anti-microbiennes et
anti-oxydantes) chez des plantes a considérablement augmenté. En effet, ces plantes, en plus
de leur activités biologiques, elles présentent aussi une faible toxicité et du potentiel pour étre
une alternative moins chere aux médicaments de synthése colteux (Chew et al.,2012).

Les produits naturels symbolisent aujourd’hui une certaine assurance, contrairement aux
médicaments synthetiques qui sont considerées parfois comme sans effet pour la santé humaine
et pour l'environnement. Ce qui pousse I’étre humain, a revenir aux sources et aux produits
naturels (Banerjee et al., 2014).

La nécessité de développer et de produire de nouvelles substances antimicrobiennes

plus efficaces a pris son importance en raison de :

e Ll'utilisation prolongée et non contrélée dantibiotigues a conduit a une
augmentation de la résistance des microorganismes aux agents antimicrobiens déja
existants (Valgas et al., 2007 ; Ncube et al., 2008 ; Lei et al.,2019) ce qui a poussé les
specialistes a rechercher de nouvelles sources naturelles leur permettant de faire face a
la résistance acquise des microorganismes vis-a-vis des agents antimicrobiens (Chandra
et al.,2017) .

e L'apparition de nouvelles maladies infectieuses virales telles que le VIH ou les
fievres hémorragiques (Girard, 2000) ou la réapparition d’infections qui semblaient étre
maitrisées (Valgas et al., 2007), comme par exemple le choléra. En effet, il a été
observé que I'épidémie de choléra a récemment augmenté sa gravité, sa durée et sa
fréquence (Harris et al., 2012).

e La difficulté d’obtenir, a partir des microorganismes, de nouvelles molécules
possédant des propriétés antimicrobiennes (Valgas et al., 2007).

e La récurrence des infections en raison de la perte de I’efficacité des stratégies
thérapeutiques adoptées pour le traitement de ces infections (Borges et al., 2015).

e La persistance et la propagation de la résistance aux agents antimicrobiens a
d’autres microorganismes, combinées a une efficacité réduite des agents antimicrobiens

actuels (Borges et al., 2015).
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2. Mode d’action des agents antimicrobiens

Les agents antimicrobiennes, selon leur mode d’action, peuvent soit inhiber la
croissance des microorganismes, c’est a dire un effet biostatique (bactériostatique,
fongistatique, virostatique) ou tuer les microorganismes, c’est a dire un effet biocide
(bactéricide, fongicide, virucide) (Mcdonnell et Russell, 1999). Certaines substances
antimicrobiennes peuvent avoir une combinaison d’effet, comme par exemple 1’huile essentiel
du Laurus nobilis L. qui possédent une activité bactériostatique sur Staphylococcus aureus,
fongistatique sur Aspergillus niger, et fongicide sur Candida albicans. (Taarabt et al., 2017).

Les biocides, sont des agents antimicrobiens, utilisés depuis des siecles, dotés d'une
activité desinfectante, antiseptique ou conservatrice (Denyer et Maillard, 2002).Leur mode
d’action est de pénétrer dans les cellules microbiennes et de perturber la membrane
cytoplasmique ainsi que la synthése de macromolécules importantes telles que I’ARN, les
proteines et les acides gras (Allen, 2006).

Les effets biostatique, sont généralement obtenus par une concentration plus faible, des
agents antimicrobiens, que celle d'un biocide (Maillard, 2002), pour permettent I'inhibition de
le croissance ou de la multiplication des microorganismes, par ex. bactéries et champignons
(Persin et al., 2014). Leur mode d’action est d’inhiber la croissance des cellules microbiennes,
la synthése des acides nucléiques et la synthese des protéines (Thiele-Bruhn et Beck, 2005 ;
Silva et al., 2011).

La membrane des microorganismes peut, soit repousser les agents antimicrobiens et
permettre aux microorganismes de résister, soit étre la cible des agents antimicrobiens ce qui
conduit a I’élimination du microorganisme (Epand et al., 2016).

Les antibiotiques utilisée en thérapie affectent un site cible spécifique au niveau des
bactéries, entrainant des effets bactériostatiques ou bactéricides (Athanassiadis et al., 2007), et
I'une des cibles potentielles, des nouveaux antibiotiques, qui pourraient étre efficaces contre les
bactéries résistantes, c’est la membrane cellulaire bactérienne (Epand et al., 2016). Par
exemple, de nombreux antibiotiques cliniquement utiles, tels que les [-lactamines qui
possedent un site cible sur la membrane cytoplasmique (Denyer et Maillard, 2002) ou la
vancomycine qui inhibe la synthese de la paroi cellulaire des bactéries (Kapoor et al., 2017).

Les antifongiques peuvent avoir aussi un effet sur la membrane ou la paroi des
champignons par exemple, I’itraconazole qui cible la biosynthése de l'ergostérol, constituant
essentiel de la membrane fongique, provoquant un effet antifongique (Tatsumi et al., 2013) ou

I'amphotéricine B, qui interagit avec l'ergostérol provoquant ainsi une perturbation de la

3
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membrane fongique et une perte du contenu cellulaire (Odds et al., 2003).

Certaines enzymes, comme la -1,3-glucanase et les chitinases, sont capables de lyser la
paroi cellulaire de certains champignons (Lucca et al., 2005). La caspofungine, un lipopeptide,
est capable d’inhiber la synthése du B-(1,3)-D-glucane de la paroi cellulaire des champignons
comme Candida ou Aspergillus (Hochart et al., 2008).

Des études ont montré aussi, la capacité des peptides antimicrobiens a interagir et a
causer des dommages a la membrane cellulaire des microorganismes (Guilhelmelli et al.,
2013 ; Epand et al., 2016).

Les agents antimicrobiens peuvent avoir aussi d’autres effets comme la syntheése des
protéines, de 'ADN et de I'ARN (Denyer et Maillard, 2002). Par exemple, les quinolones
peuvent interagir sur des enzymes qui interviennent dans la réplication de I’ADN comme par
exemple I'ADN gyrase et la topoisomeérase IV des bactéries (Kapoor et al., 2017). Aussi, les
peptides antimicrobiens, ont la capacité de tuer rapidement les cellules cibles pathogénes et
parfois méme celles qui résistent aux antimicrobiens conventionnels (Bulet, 1999) en inhibant
des processus importants tels que des activités enzymatiques, la synthése des protéines
(Guilhelmelli et al., 2013).

Les produits virucides peuvent avoir, selon le type de virus, trois cibles d'action,
I'enveloppe(comme les alcools qui détruisent I’enveloppe des virus par solubilisation des
lipides membranaires (Chambon et al.,1999),la capside(comme la quercétineflavonoide des
plantes, qui peut inhiber les protéases de la capside virale(Johari et al.,2012)ou le
génome(comme le Baicalein qui peut inhiber la transcriptase inverse du VIH-1 et empécher sa
réplication)(Park et Hahm, 2005 ; Cushinie et Lamb, 2005 ;Chambon et al.,1999).

3. Les propriétés antimicrobiennes chez les organismes vivants

Les maladies infectieuses causées par des microorganismes sont en constante
augmentation et constituent une menace principale pour la santé publique (Akinpelu et al.,
2015). La recherche de sources ou de substances naturelles d’origine microbiennes, animales
ou veégétales possédant des propriétés antimicrobiennes efficaces et pouvant remplacer les
antibiotiques déja existants et qui perdent parfois de leur efficacité face aux microorganismes

pathogeénes, a pris de ’ampleur ces dernieres décennies.

3.1. Chez les microorganismes
Les microorganismes posseédent une diversité d’activité antimicrobienne (Jenssen et al.,
2006),peuvent produire une grande variété d'agents antimicrobiens. Le criblage de

microorganismes producteurs de substances antimicrobiennes a pris de ’ampleur apres la
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découverte de la pénicilline (Amedei et D’elios, 2012).

Le sol représente la plus grande source de microorganismes (Waksman, 1961 in
Srividya et al., 2008). Ces microorganismes représentent une source importante de production
des antibiotiques, en effet, une grande partie des antibiotiques disponibles est produite par la
bactérie du sol, streptomyceétes (Kutzner, 1986 in Srividya et al., 2008), de méme que Bacillus
amyloliquefaciens est une source importante de production d'antibiotiques (Gislin et al.,2018).

Pour leur premiére ligne de défense, les différentes formes de vie, y compris les
microorganismes, produisent des peptides antimicrobiens (Hancock et Lehrer, 1998 in Jenssen
et al.,2006),qui est donc le pouvoir d’inhiber la croissance de certains microorganismes
(Coutinho et al., 2008).

Chez les microorganismes il a été montré par exemple que des peptides secrétés par des
souches de bactéries lactiques posseédent un pouvoir inhibiteur sur des germes responsables des
toxi-infections alimentaires (Bouzaid et al., 2016).

3.2. Chez les animaux

Les animaux ou leurs dérivés, en raison des propriétés qu’ils possédent, ont toujours été
utilisé¢ par ’homme dans divers domaines. Par exemple, les graisses des animaux comme celle
extraite du caiman est utilisee pour traiter les rhumatismes (Alves et al., 2007 in Alves et
Alves,2011)et la graisse de tortue du fleuve d’Amazone est utilisée pour la fabrication d’un
savon (Alves et Rosa, 2010 in Alves et Alves,2011).

Des thérapies basées sur des médicaments obtenus a partir des animaux ou de leurs
dérivés, ont été utilisées dans le traitement de certaines maladies humaines (la zoothérapie)
(Costa-Neto, 2005 in Mahawar et Jaroli, 2006) causées par les microorganismes. telles que les
urines et le lait de la Girafe pour le traitement de la tuberculose, les urines de la Gazelle pour le
traitement de la Syphilis, la Bile d’Eléphant pour le traitement du trachome, le Sang du
Pygargue a téte blanche pour le traitement des infections fongiques cutanés (Kendie et
al., 2018).

Comme c’est le cas des autres organismes vivants, les animaux peuvent aussi avoir des
propriétés antimicrobiennes. Par exemple, les graisses extraites du lamantin (mammifere
aquatique) a été utilisée pour soigner les furoncles (infection de la peau causée par le
staphylocoque doré) (Costa-Neto, 2005a).De méme que le systeme peroxydase des
mammiféres, a montré des activités antibactériennes, antifongiques et antivirales. Ce systéeme
intervient par exemple dans I’inhibition du développement de la carie dentaire ou des
microorganismes pathogenes dans le lait des animaux pendant la période de lactation (Ratner et
Prince, 1999 in Coutinho et al., 2008).
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Les insectes et leurs extraits ont éte utilisés comme sources thérapeutiques. Par
exemple, il a démontré I’existence de propriétés antibactériennes chez les défensines des
insectes, ces défensines sont des peptides inductibles ayant une activité antibactérienne
(Hoffmann et Hetru, 1992 in Wu et al., 2018).

De méme pour les cécropines du papillon de soie géant Hyalophora cecropia (Steiner et
al., 1981 in Wu et al.,2018), qui sont des peptides possédant des activité antibactériennes (Wu
et al.,2018). Ces peptides potentiellement actifs contre les microorganismes ne sont
généralement pas toxiques pour les cellules des mammiféres (Coutinho et al., 2008). Ou encore
les attacines (protéine antibactérienne)isolées des mouches Glossina morsitans (mouche tse-
tse) et Musca domestica (Wu et al., 2018) (Sherman et al.,2000 in Costa-Neto, 2005b).

Il existe d’autre exemples de molécules antimicrobiennes produites par le régne animal
comme par exemple le peptide hémolytique produit dans la peau de grenouilles (Coutinhoet al.,
2008), les peptides ponéricines isolés du venin de la fourmi Pachycondyla goeldii, ou encore la
mélittine une toxine peptidique présente dans le venin des abeilles (Jamasbi et al.,2018 ; Chen
et al.,2016 in Wu et al., 2018).

Il existe aussi les peptides indolicidine produits par les Bovins (Hsu et al., 2005 ;
Sitaram et al.,2003 in Jenssen et al.,2006) ou les polyphémusine, produits par la Limule
(Powers et al.,2004 ;Zhang et al.,2000 in Jenssen et al.,2006).

3.3. Chez les végétaux

Comme c’est le cas des autres organismes vivants les végétaux sont aussi dotés de
systéme antimicrobien qui leur permet de se protéger contre toute attaque microbienne. En
effet, ces végétaux peuvent contenir par exemple des molécules bioactives possédant des
propriétés antimicrobiennes (Mouas et al., 2017).

De plus, ces plantes peuvent produire des composés agissant sur de nouveaux récepteurs
(ces nouveaux récepteurs sont modifiés par les microorganismes pour échapper a I’action des
antibiotiques) avec un nouveau mécanisme d’action contre les souches pathogénes multi-
résistantes (El ouarti et al., 2011), comme les alcaloides isoquinoléiques chez 1’épine-vinette
(EL ouarti et al., 2011).

Le choix et la recherche de sources végétales (leurs huiles essentielles ou leurs extraits
par exemple) pour leurs propriétés antimicrobiennes dépendent principalement de leur capacité
a éliminer des maladies infectieuses causées par des microorganismes (bactéries, champignons,
virus...). Cela a donné une excellente occasion a la phytothérapie pour revenir aux programmes

de la santé humaine et 1’organisation mondiale de la santé la prise en considération dans ses
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programmes de santé et continue d'encourager son utilisation (Akinpelu et al.,2015).

Comme on I’a vu précédemment, les protéines et les peptides ayant une activité
antimicrobienne peuvent se trouver chez les différents organismes vivants (les étres humains,
les animaux et les plantes) (Coutinho et al., 2008). La plupart des espéces végétales produisent
des peptides aux propriétés antimicrobiennes, qui sont généralement plus abondants dans la
couche cellulaire externe tapissant l'organe. Ce qui constitue une bonne ligne de défense contre
des attaques microbiennes externes (Broekaert et al., 1997).

Des peptides antifongiques ont été identifiés chez les végétaux comme par exemples, le
peptide de type hevein de la plante Amaranthus caudatus actif contre Fusarium culmorum
(Broekaert et al.,1992 in Lucca et al., 2005) et le peptide thionin de la plante Beta vulgaris
actif contre Cercospora beticola (Kragh et al.,1995 in Lucca et al., 2005).

Aussi les enzymes peuvent avoir un effet antimicrobien comme par exemple la -1,3-
glucanases de la plante Nicotiana tabacum agit sur Fusarium solani (Sela-Buurlage et al., 1993
in Lucca et al., 2005). Il existe aussi d’autres enzymes d’origine végétales telles que les
chitinases (agit sur la chitine présente dans la paroi de la plupart des champignons (Cabib et al.,
1982 in Asselin, 1993)les chitosanases (agit sur le chitosane de la paroi des champignons
(Novaes-Ledieu et Garcia-Mendoza, 1981 in Asselin,1993 ), les B-1,3-glucanases (agit sur les
B-1,3-glucanes constituants fréquents des parois fongiques (Asselin,1993) les lysozymes agit
sur le peptidoglycane de la paroi des bactéries ( Asselin,1993).

De ce fait, plusieurs sources végetales (leurs huiles essentielles ou leurs extraits)
présentent dans la nature ont été testées ou utilisées pour leur activité antimicrobiennes, comme
par exemple :

e Les huiles essentielles du Thymus (Ben-Mahdi et al., 2010), de Rosmarinus
(Boutabia et al.,2016),du Juniperus phoenicea (Bouzouita et al.,2008), du Cladanthus mixtus(
Satrani et al.,2007) et du Citrus limon(Hsouna et al.,2017).

e Les extraits de plantes, comme les extraits de la feuilles d’Anacamptis laxiflora
(Akinpelu et al.,2015), des racines matures de Scutellariabaicalensis, (Scheck et al., 2006in
Ncube et al., 2008), du Zingiber officinale (Shirin et Prakash,2010 ; Malu et al.,2009), du
Curcuma longa (Zorofchian et al.,2014)ont été utilisés pour leurs propriétés antibactériennes,
antifongiques et antivirales.

e Aussi, il a été démontré que les exsudats de plantes tels que les gommes arabique
présentent des propriétés antimicrobiennes (Clark et al.,1993 in Montenegro et al.,2012; Shehu
et al., 2018).
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4. La gomme arabique

La gomme arabique est un bio-polymere obtenu sous forme d'exsudats (Montenegro et
al., 2012), principalement, a partir des arbres d'Acacia (famille des Leguminosae) telles que
[’Acacia sénégal et I’Acacia seyal (Patel et Gayel,2015) (Figure 1).

Le genre Acacia appartient a la famille des Leguminosae et la sous-famille des
Mimosoideae (Sarr et al., 2005) et il existe plus de 1450 espéces d’Acacia(Miller et al.,2011).
Les especes d’Acacia les plus connues et les plus disponibles sont Acacia senegal (Chevallier
et al.,1994),Acacia gummifera, Acacia arabica(Chevalier,1927), Acacia ehrenbergiana, Acacia
seyal, Acacia albida (Noureddine et al., 2010),Acacia raddiana(Mahamadou et al.,
2018),Acacia dealbata, Acacia mearnsii et Acacia mangium (Kull et Rangan, 2008)

Les Acacia sont capables d’établir des interactions symbiotiques fixatrices d’azote, avec
certaines especes de bactéries du sol appartenant au genre Rhizobium, qui vont permettre aux
Acacia d’assimiler de 1’azote atmosphérique (Sarr et al., 2005 ; Ben brahim et al., 2014), en
échange, les symbiotes bactériens acquierent les sources de carbone de la part des plantes
hotes(Le Roux et al.,2016).

Les Acacia jouent également un role important comme plante fourragére, par exemple,
les feuilles d’Acacia sont considérées comme un fourrage de premiére qualité, puisqu’elles
présentent une trés bonne valeur alimentaire pour les animaux et une faible teneur en tannins
(Ickowicz et al., 2005). Aussi, le bois provenant des Acacia est la source principale de 1’énergie

domestique (Cornet, 1982). La capacité des Acacia a produire de la gomme arabique lui

confere une grande importance (Ickowicz et al., 2005).

Figure 1 : Photos de l'arbre d'Acacia sénégal (A) (Ickowicz et al, 2005) et de la gomme arabique

Secrétée au niveau d’un arbre d'Acacia (B) (Daugan et Abdullah, 2013).



Synthese bibliographique

L'exsudation des gommes se produit suite & un traumatisme situé au niveau de la tige et
des branches de I’arbre d’Acacia (Williams et Phillips, 2000 in Lemmens et al., 2012; Phillips
et Williams, 2001 ) et provoqué par le vent, la sécheresse, ’homme, les animaux, les insectes,
les plantes parasites (Giffard, 1966). Les microorganismes peuvent aussi stimuler la production
de gomme (Torquato et al., 2004).

La gomme arabique est un polysaccharide complexe ramifié, neutre ou légérement acide
obtenu sous forme de sel mixte de calcium, de magnésium et de potassium (Sanchez et al.,
2018).Contrairement a d'autres gommes végeétales(par exemple les résines, gomme adragante)la
gomme arabique peut se dissoudre dans de I'eau (jusqu'a50%) (Daugan et Abdullah, 2013).

La gomme arabique, en raison de ses diverses propriétés (stabilisantes, émulsifiantes, en
capsulantes, adoucissantes, de solubilité, de viscosité (Giffard,1975 ; Montenegro et al., 2012),
elle peut étre utilisee dans plusieurs secteurs industriels(Desmond et al., 2002), tels que le
secteur alimentaire (par exemple, elle est utilisée pour la production d’aliments probiotiques
(Desmond et al., 2002), pharmaceutique(par exemple comme agent d'enrobage lors de la
fabrication des comprimés (Lemmens et al., 2012) et cosmétique (par exemple comme agent
adhésif des masques de beauté et comme stabilisateur de mousse dans le savons
liquides(Giffard,1975 ).

Aussi, la gomme arabique peut jouer un réle positif sur la physiologie et la santé
humaine (kishimoto et al., 2006). Cette gomme est utilisée dans les traitements traditionnels de
certaines maladies et problemes de santé, comme par exemple pour soigner la constipation, la
dysenterie, I’anémie, la toux, la migraine, les furoncles, les fractures(Giffard,1966), les
insuffisances rénales(chroniques et terminales)(Nasir et al.,2008) et les hypotensions (Giffard,
1975).

La gomme arabique peut jouer, aussi, un role important dans le bien-étre et a la santé
intestinale de I’homme. En effet, elle peut étre utilisée comme prébiotique pour permettre de
stimuler sélectivement la croissance et l'activité bactérienne au niveau de I’intestin (Calame et
al.,2008) ou comme probiotique pour augmenter de facon sélective la proportion de bactéries
lactiques, telles que les bifidobactéries, au niveau de I’intestin de 1’homme(Benyagoub et
al.,2016).

5. Propriétés antimicrobiennes de la gomme arabique

Plusieurs études ont montré la présence d’activités antimicrobiennes chez les gommes
arabiques, par exemple, des activités inhibitrices vis-a-vis de la croissance de certaines especes

pathogenes parodontales comme Prophyromonas gingivalis et Prevotella intermedia(agent
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causal de la carie dentaire ou agent impliqué dans la plaque) ont été trouvées chez la gomme
arabique (Clark et al.,1993 in Montenegro et al.,2012). Aussi il a été montré que les extraits
méthaloniques de la gomme présentait une activité antimicrobienne contre Staphylococcus
aureus, Escherichia coli, Bacillus subtilis, Bacillus creus, Candida albicans, Aspergillus niger
(Shehu et al., 2018).

La gomme arabique contient certaines enzymes qui présentent des propriétés
antimicrobiennes telles que les pectinases (Benyagoub et al., 2016).

La gomme arabique peut aussi avoir un role indirect sur I’activité antimicrobienne, en
effet, des études ont montré le réle adjuvant de la gomme arabique oxydée sur I'amphotericine
B, un antimicrobien utilisé dans le traitement désinfections causées les champignons Candida
albicans et Cryptococcus neoformans et le parasite Leishmania donovani (Patel et Gayel,2015).

Vu [D'importance potentielle de la gomme arabique comme substance a -effet
antimicrobien, I’objectif de notre travail est de rechercher des propriétés antibactériennes ,vis-a-

vis de 3 souches de la collection de notre laboratoire, chez des gommes de plantes.
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Ce travail a été réalisé au niveau du Laboratoire de Microbiologie du Centre

Universitaire Belhadj Bouchaib Ain-Temouchent (CUBBAT) durant le second semestre du

Master 2.Ce travail a pour objectif de rechercher des propriétés antibactériennes chez les

gommes de plantes vis-a-vis de 3 souches de la collection de notre laboratoire (E. coli,

Enterobacter sp et Bacillus cereus).

1. Collecte des échantillons de gommes testées pour leurs propriétés antibactériennes

Les échantillons des gommes caractérisées pour leurs propriétés antibactérienne sont été

collectés de la ville d’Ain-Témouchent, de Tizi-Ouzou, de Tlemcenet d’Oran entre le mois

d’aott 2019 et Février 2020.

Tableau 1 : collecte et provenances des échantillons des gommes testées.

Source de Période de
Gomme Ville de provenance | , , ..
provenance récupération Photos de la gomme
Arbre du cerisier
GC Tizi-Ouzou Janvier 2020
(Prunus cerasus)
Arbre d’amandier Ain-
GAm1l Février 2020
(Prunus dulcis) Temouchent
Arbre d’amandier
GAmM?2 Tlemcen Février 2020
(Prunus dulcis)
GO ..
Achat du commerce Tizi-Ouzou Aout 2019
Oliban
GA N
Achat du commerce Oran Aot 2019
Arabique

11




Matériel et méthodes

2. Préparations des milieux de culture

2.1. Préparation de la Gélose nutritive
Pour préparer la gélose nutritive (GN), 23g de la poudre de ce milieu (Conda Nutrient

Agar) sont dissoutes dans 1L d’eau distillée.

2.2. Préparation du Bouillon nutritif
Pour préparer du Bouillon nutritif (BN), 8g de la poudre de ce milieu (Conda Nutrient

Broth) sont dissoutes dans 1L d’eau distillée.
2.3. Préparation de la Gélose nutritive semi-solide

Pour préparer de la Gélose nutritive semi-solide (GN), de la poudre d’agar est
additionnée au bouillon nutritif a raison de 5g/L.

2.4. Préparation du milieu Mueller-Hinton Agar

Pour préparer du Mieller-Hinton Agar (MHA),38gde la poudre de ce milieu sont
dissoutes dans 1L d’eau distillée.

Le milieu MHA est souvent utilisé dans les tests de sensibilité/résistance des souches
bactériennes du fait qu’il montre une bonne reproductibilité de ces tests et il favorise une bonne
croissance des bactéries pathogénes non exigeantes (Hudzicki,2009)et présente généralement
faible effet antagonistes (EUCASTE, 2003).Ce milieu qui répond aux exigences de la norme du
National Commette for Clinical La boratory Standards, (NCCLS, 2003) est considéré comme

milieu de référence.
2.5. Préparation de McFarland0.5

Les standards McFarland sont des suspensions qui servent de standards de turbidité et
qui permettent, grdce a une comparaison visuelle, de déterminer une densité bactérienne
(Hudzicki, 2009).

Pour la préparation des suspensions bactériennes lors des tests de sensibilité/résistance

aux agents antimicrobiens, le standard McFarland 0.5 (qui correspond a 1.5 x 108 cellules/ mL )

est utilisé. Pour préparer ce standard, ajouter 0,05 ml de 0,048 M BaCl,a 9,95mL de 0,18 M
H2S04 (Andrews,2006 ; Hudzicki,2009).

12
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3. Purification et vérification de la pureté des souches de collection de notre laboratoire
3.1. Purification des souches
La purification des différentes souches est effectuée par des repiquages successifs de

colonies bien distinctes sur Gélose Nutritive.

3.2. Vérification de la pureté des souches

3.2.1. Observation macroscopique
Aprés purification des différentes souches sur Gélose Nutritive, une observation
macroscopique permet de déterminer la couleur, la taille, la forme, la coupe et le contour des

colonies ainsi que la pureté des souches.

3.2.2. Observation microscopique
Apres coloration de Gram, I’observation microscopique permet de déterminer le Gram,

la morphologie et la pureté des souches.
4. Recherche de propriétés antimicrobienne des gommes
4.1. La méthode de diffusion sur disque en milieu Mueller-Hinton Agar

Le test de résistance/sensibilité des bactéries aux gommes a été réalisé sur dessouches
de la collection de notre laboratoire par la méthode de diffusion sur disque.

100 pL de chaque suspension bactérienne (correspondant a une turbidité de 0,5
McFarland) sont étalés sur du milieu Mueller-Hinton Agar. Ensuite, des disques en papier
imbibés dans les solutions de gommes sont déposes sur milieu Mueller-Hinton Agar de maniere
a avoir un contact avec les bactéries.

Les boites sont incubées a 37 °C pendant 24h. Une zone claire circulaire, entourant les
disques, dans laquelle la croissance bactérienne est inhibée, signifiée une sensibilité de la

souche vis-a-vis de la gomme. Une absence de cette zone, signifiée que la souche est résistante.
4.2. La méthode des puits sur le milieu Mueller-Hinton Agar

Le test de résistance/sensibilité des bactéries aux gommes a été réalisé sur des souches
de la collection de notre laboratoire par la méthode des puits 100 pL de chaque suspension
bactérienne (correspondant a une turbidité de 0,5 McFarland) sont étalés sur du milieu Mueller-
Hinton Agar. Ensuite, des puits sont creusés sur le milieu Mieller-Hinton Agar a I’aide des
cloches de Durham, chaque puits est rempli par une solution de gomme différente. Un des puits
est rempli avec de I’eau distillée stérile. Les boites sont incubées a 37 °C pendant 24h. Une

zone claire circulaire, entourant les puits, dans laquelle la croissance bactérienne est inhibée,
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signifiée une sensibilité de la souche vis-a-vis de la gomme. Une absence de cette zone,

signifiée que la souche est résistante.

4.3. Effet inhibiteur des gommes sur la croissance des souches bactériennes

Préparation des cultures liquides de 24h pour chaque souche bactérienne présentée
avant, dans un 10 ml de Bouillon nutritif stérile. 3 tubes a essai contenant 10mLdu BN stériles
ont préparés pour chaque souche de la collection de notre laboratoire.

Le 1° tube (contréle négatif), 5mLde solution de la gomme a tester sont ajoutés au 10
mL de BN.

Le 2°™ tube (contrdle positif), 10 mL de BN ensemencés avec des cultures liquides de
24h des souches de la collection de notre laboratoire de sorte & avoir une DOgoonminitiale de 0,1.

Le 3™ tube, 5 mL de solution de la gomme & tester sont ajoutés au 10 mL de BN
ensemences avec des cultures liquides de 24h des souches de la collection de notre laboratoire
de sorte a avoir une DOgoonm initiale de 0,1.

Les differents tubes sont incubés a 37°C pendant 24h. La DOsoonm de chaque culture est
mesurée et comparée .Pour le 2™ tube (contrdle positif), 5 mL de la gomme & tester sont
ajouteés juste avant la mesure de la DOgoonm Sans incubation( Haase et al.,2017).

4.4, Test de la capacité inhibitrice des isolats de la gomme

Des bactéries, isolées a partir des gommes et, testées pour leurs capacités inhibitrices
sont déposées par touche sur GN. Un maximum de quatre isolats, espacés d’environ 3 cm, sont
déposeés sur chaque boite. Les boites sont incubées a 30°C pendant 24h (Fleming et al., 1975).

Un volume de 8 ml de GN semi solide en surfusion est inoculé par 0,5 mL d’une pré-
culture liquide ‘ensemencement en masse) de 24h des souches indicatrices testées pour leur
sensibilité (souches de la collection de notre laboratoire), est coulée a la surface de ces
boites(boites ensemencées en touche et incubées pendant 24h).Apres solidification, les boites
sont incubées a 37°c pendant 24h.La présence d’une zone claire autour de la souche en touche

indique I’inhibition de la souche en masse (Fleming et al., 1975).
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1. Collecte des échantillons de gommes testées pour leurs propriétés antibactériennes

Les échantillons des gommes testés pour leurs propriétés antibactérienne sont été
collectés de la ville d’Ain-Temouchent, de Tizi-Ouzou, de Tlemcen et d’Oran entre le mois
d’aott 2019 et Février 2020.

Pour cette étude des gommes ont été recoltées de 1’arbre de cerisier a Tizi-Ouzou (GC),
de ’arbre d’amandier a Ain-Temouchent (GAm1), de I’arbre d’amandier a Tlemcen (GAm2). 2

gommes ont été achetées du commerce a Tizi-Ouzou (GO) et a Oran (GA).

2. Vérification de la pureté des souches de la collection de notre laboratoire
La pureté des souches a ¢té vérifiée par observation de ’homogénéité des colonies sur
Gélose Nutritive (GN) (aspect, couleur, taille, forme, coupe et contour). L’examen au

microscope optique aprés coloration de Gram permet aussi de Vérifier la pureté des souches.

2.1. Observation macroscopique et microscopique des souches bacteriennes
2.1.1 La souche Escherichia coli

L’espéce E. coli est une bactérie en forme de bacille droits a Gram négatif (Nicolas et
al.,2014).Elle forme sur milieu solide, aprés 18 a 24h d'incubation a 37°C des colonies rondes,
de 1 a 3 mm de diameétre (Denis et al.,2016 ; Barcella et al.,2016).

Les résultats des observations macroscopiques et microscopiques confirment que la
souche de collection récupérée du laboratoire de microbiologie du CUBBAT appartient a
I’espéce d’Escherichia coli. L’observation macroscopique sur GN montre que les colonies
circulaires de 2 mm, blanches, humides, lisses et opaques (Figure 2A).

L’observation microscopique montre que cette souche et a Gram négatif en forme de

bacille, et elles se présentent de maniere isolées ou en courtes chainettes (Figure 2B).

Figure 2 : Observations macroscopiques et microscopiques de la souche de référence E. coli

A : Observation macroscopique sur milieu GN. B : Observation microscopique aprés coloration de Gram

15



Résultats et discussion

2.1.2. La souche Enterobacter sp

Les espéces du genre Enterobacter sp sont des bacilles droits a Gram négatif, ils se
présentent de maniére isolée, groupée, ou en courtes chainettes (Davin, 2015).

Les Enterobacter sp forment sur milieu solide, aprés 18 & 24h d'incubation & 30°C ou
37°C, des colonies rondes, dela 3 mm de diamétre, généralement bombées, lisses et brillantes
(Denis et al., 2016 ).

Les résultats des observations macroscopiques et microscopiques confirment que la
souche de collection récupérée du laboratoire de microbiologie du CUBBAT appartient au
genre d’Enterobacter sp. En effet, I’observation macroscopique montre que sur milieu solide,
les colonies apparaissent rondes de 2 mm de diametre, bombées, lisses avec contours irréguliers
(Figure 3A).

L’observation microscopique montre que cette souche et a Gram négatif en forme de

bacille, et elles se présentent de maniere isolées ou en courtes chainettes (Figure 3B).

Figure3:Observations macroscopiques et microscopiques de la souche de référence Enterobacter sp

A : Observation macroscopigue sur milieu GN.B :Observation microscopique aprés coloration de Gram.

2.1.3.La souche Bacillus cereus
Les espéces du genre Bacillus cereus sont des bactérie en forme de batonn et a
extrémités arrondies (Rehman et al., 2015)Gram positif, elles se présentent de maniére isolée,
groupée, ou en courtes chainettes(Turnbul et al.,1991).
Les Bacillus cereus forment sur milieu solide, aprés 24h d'incubation a 37°C des
colonies arrondies, de 2 a 3 mm de diametre, lisses, a bords réguliers ridée, terne, opaque,

colonies adhérentes (Rehman et al.,2015).
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Les résultats des observations macroscopiques et microscopiques confirment que la
souche de collection récupérée de laboratoire de microbiologie du CUBBAT appartient a
I’espece Bacillus cereus.

En effet, ’observation macroscopique montre que sur milieu solide, les colonies
apparaissent rondes de 3 mm de diamétre, légérement opaque et adhérentes (Figure 4A)
L’observation microscopique montre que la bactérie est a Gram positif en forme de batonnet
(Figure 4B)

L

Figure 4:0bservations macroscopigues et microscopiques de la souche de référence Bacillus cereus

A : Observation macroscopique sur milieu GN. B : Observation microscopique aprés coloration de Gram

3. Recherche des propriétés antibactérienne des différentes gommes

La recherche de propriétés antibactérienne des gommes a été effectuée sur milieu solide
(méthode de diffusion sur disque et puits) et sur milieu liquide (effet inhibiteur des gommes sur
la croissance des bactéries sur milieu liquide).Ce test a été effectué sur les 3 souches de la

collection de notre laboratoire, citées précédemment.

3.1. Préparation des suspensions bactériennes des souches de la collection de notre laboratoire

3.1.1. Préparation de McFarland0.5

Les suspensions bactériennes utilisées pour rechercher les propriétés antibactériennes
chez les gommes ont été ajustées, avec de 1’eau physiologique stérile, pour avoir visuellement

une turbidité égale a la turbidité de 0.5McFarland (Figure 5).
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Figure5: Comparaison visuelle entre la turbidité des 3 souches de collection de notre laboratoire et
le 0,5 McFarland.

1 : Tube de la solution de 0,5 McFarland, 2 : Tube de la suspension de Bacillus cereus ,

3 : Tube de la suspension d’E. coli, 4 :Tube de la suspension d’Enterobacter sp.

3.2. La methode de diffusion sur disque en milieu Mueller-Hinton Agar
Afin de rechercher I’effet antibactérien des gommes, le test de résistance/sensibilité
des souches de la collection de notre laboratoire aux solutions des différentes gommes a été
réalisé par la méthode de diffusion sur disque. Les disques de papiers stéeriles ont été immergés
dans les solutions de gommes et déposés sur les boites contenant du milieu Mueller-Hinton
Agar préalablement ensemencés avec les souches de la collection de notre laboratoire a tester.
Les résultats obtenus ont été évalués selon le diamétre de la zone d’inhibition (dans
laquelle la croissance bactérienne est inhibée) et selon ce diamétre on peut déterminer si une
substance est inhibitrice ou pas selon les indication de Jules et al., 2017.
Bactéries résistantes = Diameétre d'inhibition < 8 mm,
Bactéries sensibles 29 mm <Diamétre> 14 mm,
Bactéries tres sensible =15 mm <Diamétre> 19 mm,

Bactéries extrémement sensible 2 Diamétre > 20 mm.

Le résultat de ce test montre la présence d’activité antibactérienne de certaines

gommes sur les souches de collection de notre laboratoire (Tableau 2).
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Tableau?2 : Tableau récapitulatif des résultats de résistance et de sensibilité des souches de la

collection de notre laboratoire vis-a-vis des différentes gommes par le test de disque.

GC10% | GAmM110% GAm2 | GO 30% | GA 30%
10%

Escherichia coli Diamétre mm 0 0 0 14 8
Caractéristique R R R S R
de la souche

Enterobacter sp | Diamétre mm 0 0 0 14 7
Caractéristique R R R S R
de la souche

Bacillus cereus Diamétre mm 1 8 0 10 9
Caractéristique R R R S S
de la souche

R : Résistante, S : Sensible.

e Pour la souche E. coli, elle est résistante (0 mm de diameétre) aux 3 gommes GC,
GAmM2 et GAmL1 a la concentration de 10% et aussi elle est résistante a la gomme GA (8 mm de
diametre)a la concentration de 30%. Par contre cette souche est sensible a la gomme GO(14
mm de diameétre) a la concentration de 30%.

e Pour la souche Enterobacter sp, elle est résistante (O mm de diamétre) aux 3 gommes
GC, GAmM2 et GAmL1 a la concentration de 10% et aussi elle est résistante a la gomme GA (7
mm de diametre)a la concentration de 30%. Par contre cette souche est sensible a la gomme
GO a la concentration de 30%.

e Pour la souche Bacillus cereus, elle est résistante aux 3 gommes GC (1mm de
diametre), GAm1 (8 mm de diamétre) et GAm2 (0 mm de diamétre)a la concentration de 10%
et aussi elle est sensible a la gomme GA (9 mm de diametre) et a la gomme GO (10 mm de
diametre)a la concentration de 30%.

D’aprés ces résultats, on remarque que les 2 souches de la collection de notre
laboratoire Gram négatif, E. coli et Enterobacter sp résistent d’une fagon générale mieux que la
souche Gram positif Bacillus cereus. Ce qui peut étre expliqué par la nature des membranes
externes des bactéries Gram négatif composées de phospholipides, de protéines et de lipo-
polysaccharides, ce qui rend cette membrane imperméable a la plupart des agents
biocides(Mann et al.,2000 ; Fauchere et Avril, 2002 ; Bouhdid et al., 2006 in Ben yagoub et al
.,2016).
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— Exemple de zone d’inhibition

Figure 6 :Exemple d’un résultat de résistance/sensibilité de la souche Bacillus cereus,
vis a vis des gommes, par la méthode de diffusion sur disque.
D’apres les résultats obtenus de ce test, on peut constater que :

La gomme GO a 30% est active vis-a-vis des 3 souches de la collection de notre
laboratoire. Cependant, la gomme GA n’est active que sur la souche Bacillus cereus .Le test de
cette gomme a des concentrations plus élevées permet de confirmer la présence ou pas
d’activité antibactérienne chez cette gomme vis-a-vis des 2 autres souches de la collection de
notre laboratoire Enterobacter sp et E. coli.

La gomme GAmla 10% est a la limite d’étre active vis-a-vis la souche de Bacillus
cereus. En effet, le diametre d’inhibition de cette souche par cette gomme est de 8 mm. Le test
de cette gomme a des concentrations plus élevées permet de confirmer la présence ou pas
d’activité antibactérienne chez cette gomme.

Les 2 autres gommes, GC et GAm2, testées a 10%, ne présentent pas d’activité
antibactérienne. Le test de ces gommes a des concentrations plus élevées permet de confirmer
la présence ou pas d’activité antibactérienne chez ces gommes.

Des études ont montré I’effet antibactérien des gommes (Baien et al., 2019), mais cette
différence dans I'effet inhibiteur en fonction de la gomme est due potentiellement a la
différence de la composition chimique des différentes gommes testée, qui peut varier entre
autres en fonction de 1’origine de la gomme, du climat, de la saison de récolte et de I'dge des
arbres (Al-Assaf, et al., 2005 (a, b); Flindt et al., 2005 ; Hassan et al., 2005; Siddig et al., 2005
in Montenegro et al., 2012). De plus, il a été montré que ’effet antimicrobien des gommes est

du & leur composition chimiques, présence de saponine, de tanin, des terpenes (Benyagoub et

20



Résultats et discussion

al., 2016)et une forte teneur en sel et en polysaccharide et un certain type d’enzymes telles que
les oxydases, les peroxydases et les pectinases, dont certaines ont des effets antimicrobiens
(Kirtikar et Basu, 1984; Tyler et al., 1997 in Montenegro et al.,2012).

Cette différence dans I’efficacité antibactérienne des différentes gommes testées peut
étre attribuée aux différences, potentielles, dans leur composition chimique. En effet, il a été
montré par exemple, que pour les huiles essentielles, leurs efficacités antimicrobiennes varient
en fonction de leur différence dans les composeés chimiques qui les constituent et de leurs
concentrations (Rota et al., 2008in Melo et al.,2015). De méme, il a été montré que les feuilles
des plantes d'Acacia possedent un niveau important d'activité antibactérienne contre un large
éventail d'agents pathogénes bactériens, bien que I'étendue de l'activité antibactérienne varie
selon le type de l'extrait testé (Sharma et al., 2014).

Afin de confirmer les résultats le méme test a été réalisé sur le milieu Mueller-Hinton Agar

mais avec utilisation de la méthode des puits que la méthode des disques.
3.3. La methode des puits sur le milieu Mueller-Hinton Agar

Comme pour la méthode de diffusion sur disque, afin de rechercher I’effet antibactérien
des gommes, le test de résistance/sensibilité des souches de la collection de notre laboratoire
aux solutions des différentes gommes a ete réalisé par la méthode des puits sur milieu Mueller-
Hinton Agar préalablement ensemencés avec les souches de la collection de notre laboratoire a
tester. Les puits sont ensuite remplis par les solutions de gommes. Les résultats obtenus ont été
évalués selon le diametre de la zone d’inhibition de la méme fagon que pour la méthode des
disques.

Le résultat de ce test montre la présence d’activité antibactérienne de certaines gommes

sur les souches de la collection de notre laboratoire.

Tableau 3 : Tableau récapitulatif des résultats de résistance et de sensibilité des souches de la collection
de notre laboratoire vis-a-vis des différentes gommes par le test des puits

GC 10% GAmM1 10% GAmM2 | GO 30% | GA 30%
10%
Escherichia coli | Diamétre mm 0 0 0 8 7
Caractéristique R R R S R
de la souche
d’Enterobacter sp | Diametre mm 0 0 0 9 7
Caractéristique R R R S R
de la souche

R : Résistante, S : Sensible.
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e Pour la souche E. coli, elle est résistante (0 mm de diamétre) aux 3 gommes GC,
GAmM2 et GAm1 a la concentration de 10% et aussi elle est résistante a la gomme GA (7 mm de
diametre)a la concentration de 30%. Par contre cette souche est sensible a la gomme GO(8mm
de diameétre) a la concentration de 30%.

e pour la souche Enterobacter sp, elle est résistante (0 mm de diametre) aux 3 gommes
GC, GAm2 et GAm1 a la concentration de 10% et aussi elle est résistante a la gomme GA (7
mm de diamétre)a la concentration de 30%. Par contre cette souche est sensible a la gomme
GO a la concentration de 30%.

On remarque que les résultats des tests de résistance/sensibilité des souches vis-a-vis
des souches de la collection de notre laboratoire par la méthode des puits (Tableau 3) sont

identiques aux résultats obtenus par la méthode de diffusion sur disque.

3.4. Effet inhibiteur des gommes sur la croissance des souches bactériennes

Pour ce test, dans 10 ml de Bouillon nutritif stérile, des cultures liquides de 24h sont
préparees pour chaque souche de la collection de notre laboratoire a tester.

Afin de rechercher I’effet antibactérien des gommes, les bouillons nutritifs inoculés
avec les souches de la collection de notre laboratoire sont additionnées des solutions des
gommes. Apres 24h d’incubation, la DO est mesurée contre des témoins comme indiqué dans
la partie Matériel et Méthodes.

Selon Haase et al., 2017, la suspension bactérienne obtenue en absence de la substance
testée pour son activité inhibitrice (dans notre cas les gommes) est considérée comme le 100%,
ensuite les pourcentages de chaque culture bactérienne en présence des gommes sont calculés
(Figure 5). Le résultat de ce test montre la présence d’activité antibactérienne des gommes vis-
a-vis des souches de la collection de notre laboratoire. Le pourcentage de croissance des
souches bactériennes apreés traitement, par rapport a la croissance sans le traitement avec les
gommes sont représentés dans la Figure7.

Les résultats de notre étude montrent que pour :

o La gomme GO : absence de croissance de 2 souches de la collection de notre
laboratoire E.coli et Enterobacter sp, par contre, Bacillus cereus a pu croitre en présence de
cette gomme, mais sa croissance est severement affectée (16.86%) (Figure 7A).

o La gomme GA : absence de croissance pour la souche de la collection de notre
laboratoire E.coli et les croissances des souches de Bacillus cereus (23.26%) et de

Enterobacter sp(33.33%) sont séverement affectées (Figure 7B).
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o La gomme GC: la croissance de la souche Enterobacter sp est la moins affectée
par cette gomme, suivie de la souche Bacillus cereus. Par contre la croissance de la souche
E.coli est séverement affectée (8.82%) (Figure 7C).

o La gomme GAm1: les croissances des 3 souches de la collection de notre
laboratoire sont moyennement affectées en présence de cette gomme (Figure7D).

o Lagomme GAm2 : la croissance de la souche E.coli est totalement inhibée, aucune
croissance n’a été observée. Une faible croissance a été observée pour la souche Bacillus
cereus, en présence de cette gomme. Par contre la croissance de la souche Enterobacter sp est
la plus séverement affectée en présence de cette gomme (13.93%) (Figure 7E).

D’aprés les résultats obtenu son remarque que :

= La souche Escherichia coli est la plus affectée par la présence des gommes. En effet,
les 5 gommes testées affectent séverement sa croissance sauf la GAml qui n’a aucun effet sur
la croissance d’E.coli.

= La souche Enterobacter sp peut croitre en présence de ces gommes sauf pour en
présence de la gomme GO ou sa croissance est nulle. En présence des gommes GAm1 et GC, la
croissance de cette souche est moyennement affectée, par contre les gommes GA et GAm2
affectent séverement la croissance de cette souche.

= La souche Bacillus cereus, elle peut croitre en présence de ces gommes mais sa
croissance est moyennement affectée par la gommeGAmM1, affectée par les gommes GC et
GAm2 est séverement affectée par les gommes GA, GO.

e La gomme GO est la gomme qui possede I’effet antibactérien le plus actif vis-a-vis des 3
souches de la collection de notre laboratoire, en effet, ces 3 souches présentent une croissance
séverement affectée en présence de cette gomme. Par contre la gomme GAmlest la gomme qui
posseéde D’effet antibactérien le mois actif vis-a-vis des 3 souches de la collection de notre
laboratoire, les 3 souches présentent une croissance moyennement affectée en présence de cette
gomme. Les 3 gommes restantes : GA, GAmM2 et GC, affectent sévérement la croissance des 3
souches, sauf pour la gomme GG qui affecte moyennement la croissance de la souche

Enterobacter sp.
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E.coli Enterobacter sp Bacillus cereus
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. Pourcentage d’inhibition

) Pourcentage de croissance

Figure 7: Effet des différentes gommes sur la croissance des souches de la collection de notre laboratoire

A:Effet de la gomme GO, B: Effet de la gomme GA, C:Effet de la gomme GC,
D: Effet de la gomme GAmL, E: Effet de la gomme GAmM2.

Une comparaison a été effectuée entre les résultats de la méthode de diffusion sur
disque et la méthode sur milieu liquide, comme ce qui a été réalisé par Haase et al., 2017. La
comparaison a été effectuée entre les gommes qui ont été testée a 10% pour les 2 tests, c’est-a-
dire les gommes GC, GAm1 et GAm2.

D’apres ces les tests de sensibilité effectués, on remarque qu’il y a une corrélation entre
les résultats de la méthode de diffusion sur disque et la méthode sur milieu liquide pour la
gomme GAm1. En effet, les 3 souches de la collection de notre laboratoire ont présentaient une
résistance vis-a-vis de la gomme GAmlpour le test des puits (Tableau 2)et aussi une bonne
croissance sur milieu liquide, en présence de cette gomme (Figure 7C).
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D’autre part, pour les autres gommes, GC et GAm2, il n’y a pas de corrélation entre les
résultats de la méthode de diffusion sur disque et la méthode sur milieu liquide. En effet, les
résultats montrent, par exemple, que la souche E.coli est sensible, a ces 2 gommes, pour le test
sur milieu liquide (croissance sévérement affectée)(Tableau 2)alors que pour la méthode des
disques elle est résistante a ces 2 gommes.

Pour Enterobacter sp, il n’y a pas de corrélation de résultats entre les 2 méthodes pour
la gomme GAm2, la souche est sensible a cette gomme. Cette souche est sensible a la gomme
GAm2 dans la méthode du milieu liquide, et résistant dans la méthode de diffusion sur disque.
Par contre, pour la gomme GC, il y a corrélation entre les résultats, en effet, cette souche est
résistante a dans les deux méthodes.

Pour Bacillus cereus, dans la méthode du milieu liquide elle est sensible aux 2 gommes,
GAm2 et GC, par contre dans la méthode des disques elle est résistante a ces 2 gommes.

On remarque de ces resultats, que lorsqu’il n’y a pas de corrélation entre les résultats
des 2 tests, que les souches sont plus sensibles dans le test de la méthode sur milieu liquide que
dans la méthode de diffusion sur disque. Cette résistance des bactéries, en présence des
gommes, dans le cas de la méthode de diffusion sur disque et pas dans le cas du milieu liquide,
peut-étre, probablement, expliqué par le fait que dans la méthode de diffusion sur disque, les
gommes restent lies aux disques et sont incapable de diffuser dans la gélose ce qui diminue la
concentration des gommes suffisante pour avoir un effet sur les souches. Ceci a été démontré
par Haase et al.,2017, ou le résultat de résistance/sensibilité dépend strictement de la capacité
de diffusion et de solubilité de la substance antibactérienne testée dans la gélose environnante
et méme les agents antibactériens extrémement efficaces ne montreront aucun effet, s'ils sont
incapables de se diffuser dans la gélose, ce qui n’est pas le cas pour le milieu liquide. D’aprés

ce résultat le test sur milieu liquide est plus adapté pour rechercher une activité antibactérienne.

3.5. Test de la capacité inhibitrice des isolats des gommes

Pour ce test 4 isolats(IS1 : isolé de la gomme GC, IS 2 : isolé de la gomme GAmM2, IS
3: isolé de la gomme GO et 1S4 : isolé de la gomme GA) récupérées a partir des differentes
gommes, testées pour leurs capacités inhibitrices sont déposées par touche sur GN. Les boites
sont incubées a 30°C pendant 24h.Ce test se base sur le principe de présence d'antagonisme
entre les bactéries et implique la détection de l'inhibition de la croissance d'une souche

indicatrice (sensible) par une souche test (inhibitrice) (Nirmala et Gaur, 2000).
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La présence d’une zone claire d’inhibition de la croissance de la souche de la collection
de notre laboratoire autour de I’isolat de la gomme, apres incubation de 24h a 37°C, indique les
capacités inhibitrices de cet isolat vis-a-vis la souche de la collection de notre laboratoire

(présence d’antagonisme).

Tableau 4 :Tableau récapitulatif des résultats de résistance et de sensibilité des souches de la

collection de notre laboratoire vis-a-vis des isolats des gommes.

IS1 IS2 IS3 1S4

Escherichia coli | Diamétre mm 0 0 6 8
Caractéristique R R R R
de la souche

Enterobacter sp | Diamétre mm 0 0 7 0
Caractéristique R R R R
de la souche

Bacillus cereus Diamétre mm 0 0 0 10
Caractéristique R R R S
de la souche

R : Résistante, S : Sensible.

Comme pour les tests des diffusions par disque et des puits, la résistance ou la
sensibilité des souches, vis a vis des isolats des gommes, ont été évalués selon le diametre de la

zone d’inhibition et selon les indication de Jules et al., 2017.

V

Exemple de zone d’inhibition

- 2

Figure 8 : Exemple du test des capacités inhibitrices des isolats des gommes sur la souche
d’Escherichia coli.
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D’aprés les résultats obtenus de ce test, on remarque que les 3 souches de la collection
de notre laboratoire sont résistantes aux 4 isolats, sauf la souche Bacillus cereus qui est
sensible a I’isolat 1S4.

e Lasouche E. coli, est résistante aux4 isolats testes.

e Lasouche Enterobacter sp, est résistante aux4 isolats testés.

e La souche Bacillus cereus, est résistante aux3 isolats (IS1, 1S2 et 1S3), est sensible a
I’isolat IS4.

Une zone d’inhibition de 0 mm est observée autour desisolatsIS1 et 1S2 vis-a-vis des 3
souches de la collection de notre laboratoire, ¢’est-a-dire aucun effet inhibiteur de ces 2 isolats.
Cependant, I’isolat 1S3, méme s’il ne peut pas étre considéré comme inhibiteur vis-a-vis des
souches mais il a la capacité de former une zone d’inhibition de 6 mm vis-a-vis d’E.coli et de 7
mm pour Enterobacter sp, de méme pour I’isolat 1S4 quia la capacité de former une zone
d’inhibition de 8 mm vis-a-vis d’E.coli. Par contre, la souche Bacillus cereus est inhibée par
I’isolat 1S4 et il y a formation d’une zone d’inhibition de 10 mm.

La capacité d’une bactérie a inhiber la croissance d’une autre bactérie est due a sa
capacitée a produire des bactériocines pour lesquels l’autre bactérie est sensible. Les
bactériocines sont un groupe extrémement hétérogéne de substances qui varient d’une espéce
bactérienne a une autre (Allouche et al., 2010 in Bouzaid et al.,2016) et qui peuvent presenter
un effet bactéricide ou bactériostatique contre les espéces bactériennes sensibles(Nandane et
al.,2007), c’est ce qui a été observé pour I’isolat IS4 contre la souche Bacillus cereus
(Tableau4).

Dans certains tests, il a été observé que malgré 1’absence d’inhibition de la croissance
de la souche sensible autour de la souche inhibitrice, une zone de halo trés faible était visible
(Nirmala et Gaur, 2000), c’est ce qui a été observé pour I’isolat IS3 contre les souches E. coli et
Enterobacter sp, et pour I’isolat IS4 contre la souche E. coli(Tableau 4).

Par contre, I’action létale des bactériocines peut €tre limitée a certaines souches et
d’autre peuvent résister (Nandane et al., 2007),ce qui explique que certains isolats n’ont pas eu

un effet inhibiteur sur les souches de la collection de notre laboratoire.

4. Discussion général

Depuis des milliers d'années, I'nomme a toujours utilisé des sources naturelles pour le
traitement des différentes maladies. Durant les derniéres années, la recherche d’activités
antimicrobiennes dans différentes sources et en particulier chez les plantes et leurs dérivés les

huiles essentielles, les exsudats...) (Banerjee et al., 2014), a considérablement augmentée et
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commencent a avoir beaucoup d’intérét pour étre utilisés comme source potentielle de
molécules naturelles bioactives(Yakhlef et al.,2011). C’est pour cela nous nous sommes
intéressé a rechercher des propriétés antibactériennes chez des gommes collectées a Ain -
Temouchent, Tizi-Ouzou, Tlemcen et Oran.

Pour cette étude de recherche d’activité antibactérienne au niveau des gommes, 3 tests
de détection d’activité antibactérienne ont été effectués(sur milieu solide par la méthode de
diffusion sur disque et la méthode des puits, et sur milieu liquide par suivi de la DO de la
croissance des bactérienne).

Les résultats des tests résistance/sensibilité par la méthode des disques et des puits ont
révélés la présence d’activité antibactérienne pour la gomme GO. Cette gomme testée a 30%
est active vis-a-vis des 3 souches de la collection de notre laboratoire. Pour ’autre gomme
testée a 30% elle active seulement sur la souche de référence Bacillus cereus .

Les 3 gommes testées a 10%, GC, GAml et GAm2 n’ont pas activité antibactérienne
sur les 3 souches testées, des concentrations plus élevees doivent étre testées pour rechercher
des activités antibactériennes au niveau de ces gommes.

Les resultats du test résistance/sensibilité sur milieu liquide a révélé la présence d’un
effet inhibiteur de la croissance bactérienne avec des degrés différents. Les gommes GO et GA,
sont les plus actives des 5 gommes testées sur les souches E. coli et Enterobacter sp et une
faible activite sur Bacillus cereus.

L’activité antibactérienne de la gomme arabique est probablement due aux différents
agents chimiques présents dans cet exsudat polysaccharidiqgue comme la saponine, le tanin, et
les terpenes (Saini et al., 2008 in Montenegro et al., 2012 ;Benyagoub et al., 2016 ), et aussi en
raison de la présence d’un certain type d’enzymes qui ont des effets antimicrobiens telles que
les oxydases, les peroxydases et les pectinases (Kirtikar et Basu, 1984; Tyler et al.,
1997inMontenegro et al., 2012).

Ensuite une comparaison a été effectuée entre les résultats, de I’effet antibactérien,
obtenus lors des tests sur milieu solide et sur milieu liquide. Cette comparaison a été effectuée
seulement pour les gommes GC, GAm1 et GAm2 qui ont éte testée a 10% dans les 2 tests.

Cette comparaison a montré la présence d’une corrélation entre le deux tests pour la
gomme GAm1. En effet, les 3 souches de la collection de notre laboratoire ont présentaient une

résistance vis-a-vis de la gomme dans les deux tests.
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D’autre part, pour les autres gommes, GC et GAm2, il a été remarqué qu’il n’y a pas
toujours corrélation entre les résultats des 2 tests et quand il n y a pas de corrélation entre les 2
tests, les souches sont plus sensibles dans la méthode sur milieu liquide que dans la méthode de
diffusion sur disque. Par exemple, il a été remarqué que la souche E. coli est sensible, a ces 2
gommes, pour le test sur milieu liquide mais résistante dans la méthode des disques et des puits.

Ceci peut étre expliqué par le fait que les gommes n’ont pas bien diffusé dans la gélose
ce qui diminue la concentration nécessaire pour avoir un effet antibactérien sur les souches de
la collection de notre laboratoire. D’aprés ce résultat de comparaison, le test sur milieu liquide
est plus adapté pour rechercher une activité antibactérienne et pour la quantifier.

Ensuite pour voir si I’effet antibactérien des gommes était dii a sa composition chimique
ou bien a sa microflore, nous avons isolés des bactéries a partir de chaque gomme et on a testé
si ces bactéries avaient un effet inhibiteur sur les souches de la collection de notre laboratoire.

Les résultats obtenus ont montré que les 4 isolats testés n’ont pas d’effet inhibiteur sur
les souches de la collection de notre laboratoire, sauf I’isolat IS4 qui a la capacité d’inhiber la
croissance de la souche Bacillus cereus.

Bien que les autres isolats ne sont pas considéré comme inhibiteurs (zone d’inhibition
inférieur a 8 mm) mais dans certain cas ils avaient la capacité a former une zone d’inhibition,
comme par exemple, I’isolat IS3qui a la capacité de former une zone d’inhibition vis-a-Vvis
d’E.coli et Enterobacter sp.

Ces résultats préliminaires suggerent que 1’effet antibactérien est probablement di a sa

composition chimique que sa microflore.
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Pour cette étude des gommes ont été récoltées de I’arbre de cerisier a Tizi-Ouzou (GC),
de I’arbre d’amandier a Ain-Temouchent (GAml), de I’arbre d’amandier a Tlemcen (GAm2). 2
gommes ont été achetées du commerce a Tizi-Ouzou (GO) et a Oran (GA).

Ensuite, les activités antibactériennes de ces gommes, vis-a-vis des souches de la
collection de notre laboratoire : Escherichia coli, Enterobacter sp, Bacillus cereus, ont été
recherchées. Pour cela, 3 tests de recherche d’effet inhibiteur des gommes sur la croissance de
ces souches, ont été effectués : deux tests sur milieu Muieller-Hinton Agar (la méthode de
diffusion sur disque et la méthode des puits) et un test sur milieu liquide(la méthode mesure de
la DOsoonm de la croissance).

Les résultats de la méthode de diffusion sur disque et les puits montrent que les 3
souches de la collection de notre laboratoire résistent aux 3 gommes testées a 10% (GAm1,
GAm2 et GC), Cependant, la gomme GAmla 10% est a la limite d’étre active vis-a-vis de
Bacillus cereus .En effet, le diamétre d’inhibition de cette souche par cette gomme est de 8mm.
Des concentrations plus élevées de ces gommes doivent étre testées pour confirmer la présence
ou pas d’effet antibactérien de ces gommes.

La gomme GO testée a 30% est celle qui possede I’activité antibactérienne la plus forte
et elle influence sur la croissance des souches testées. La gomme GA, testée elle aussi a 30%,
n’est active que sur Bacillus cereus. Cette différence de I’effet antibactérien de ces gommes est,
potentiellement, du a leur différence de composition chimique, qui elle-méme est influencee
par I’origine et ’arbre de récolte de la gomme.

Pour les résultats du test de I’effet inhibiteur des gommes (testées toutes a 10%) sur
milieux liquide et contrairement aux tests sur milieu solide, les différentes gommes présentent un
effet inhibiteur sur la croissance bactérienne avec des degrés différents.

La gomme GO posséde un effet antimicrobien le plus actif vis-a-vis des 3 souches
testées (croissance séverement affectée), tandis-que la gomme GAml possede 1’effet
antimicrobien le moins actif vis-a-vis des 3 souches testées (croissance moyennement affectée).
Pour les 3 autres gomme GA GAmM2 et GC, elles possédent une bonne activité antibactérienne
et affectent séverement la croissance des 3 souches sauf la GC qui affecte moyennement la
souche Enterobacter sp.

La comparaison entre les tests sur milieu solide et sur milieu liquide a montré que les
gommes étaient plus actives et les souches plus sensibles dans la méthode sur milieu liquide

que sur milieu solide, un résultat du, probablement, a une moins bonne diffusion de la gomme
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dans la gélose. D’aprés, cette comparaison, le test de milieu liquide est plus adapté pour la
recherche d’activité antimicrobienne.

La recherche de capacités inhibitrices des isolats des différentes gommes sur les souches
de la collection de notre laboratoire a montré 1’absence de ces capacités chez les différents
isolats, sauf pour ’isolat 1S4 (isolé de la gomme GA) qui présente un effet inhibiteur sur la
croissance de la souche Bacillus cereus.

Afin de mieux comprendre I’effet antimicrobien de ces gommes, d’autres tests de

recherche et de caractérisation doivent étre effectués comme par exemple :

- La détermination de Concentration Minimale d’Inhibition (CMI).

- Le test de I'effet de ces gommes sur d’autres souches bactériennes et sur d’autres
types de microorganismes (moisissures et levures) potentiellement pathogénes pour
I’homme afin de voir si ces gommes sont dotées d’un large spectre d’activité
antimicrobienne.

- La déetermination du mode d’action antimicrobien que possédent ces gommes
(biocide ou biostatique).

Une analyse chimigque permettrait de déterminer la nature du ou des agent(s)

inhibiteur(s) de la croissance des microorganismes, ensuite :

- Une purification des agents inhibiteurs et leur caractérisation, en les soumettant aux
différents traitements physico-chimiques (pH, températures, solvants...), seront
effectuées.

- Voir si I’effet inhibiteur des gommes est dd a leur composition chimique ou bien a

la présence de microorganismes qui produisent des substances antimicrobiennes.

Une fois ceci réalisé, des protocoles seront adaptés pour la production industrielle de ces

agents inhibiteurs.
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Résumé

Il a été démontré que les plantes et leurs dérivés présentent une forte activité antimicrobienne. La gomme
des plantes est un biopolymere comestible obtenu a partir d'exsudats d'arbres suite & une blessure au niveau
du tronc et des branches de ces derniers. Elle a été utilisée depuis longtemps dans le traitement de plusieurs
maladies et en particulier celle causée par les microorganismes. Afin de tester et de rechercher des activités
antibactériennes de ces gommes sur des bactéries, 5 gommes, qui proviennent des différents arbres et de
différentes régions, ont été testées, sur milieu solide et milieu liquide, pour leurs capacités inhibitrices sur la
croissance de 3 souches de la collection de notre laboratoire. Escherichia coli, Enterobacter sp et Bacillus
cereus. Les résultats de ces tests ont montré la présence d’activité antibactérienne de toutes les gommes
testées a une concentration de 10%, lorsque ces tests sont effectués sur milieu liquide. Par contre, lorsque les
gommes GC, GAml et GAm2 sont testées a cette méme concentration sur milieu solide leur activité
antibactérienne n’est pas détectée. Le test sur milieu liquide est potentiellement, le plus adapté pour
rechercher des activités antibactériennes. Enfin, le test des capacités inhibitrices des bactéries isolées a partir
des gommes sur les souches de la collection de notre laboratoire a montré que la majorité des isolats n’ont
pas un effet inhibiteur sur les souches de référence.

Mots clés : la gomme des plantes, activité antibactérienne, capacités inhibitrices, bactéries, Escherichia coli,
Enterobacter sp et Bacillus cereus.

Abstract

Plants and their derivatives have been shown to have strong antimicrobial activity. Plant gum is an edible
biopolymer obtained from tree exudates following an injury to the trunk and branches of trees. It has long
been used in the treatment of several diseases, particularly those caused by microorganisms. In order to test
and research the antibacterial activities of these gums on bacteria, 5 gums from different trees and different
regions were tested, on solid and liquid media, for their inhibitory capacities on the growth of 3 strains from
our laboratory collection. Escherichia coli, Enterobacter sp and Bacillus cereus. The results of these tests
showed the presence of antibacterial activity of all the gums tested at a concentration of 10%, when these
tests were carried out on liquid medium. On the other hand, when GC, GAm1 and GAm2 gums are tested at
the same concentration on solid media their antibacterial activity is not detected. The liquid test is potentially
the most suitable test for antibacterial activity. Finally, testing of the inhibitory capacity of bacteria isolated
from gums on strains from our laboratory collection showed that the majority of isolates do not have an
inhibitory effect on the reference strains.

Keywords: plant gum, antibacterial activity, inhibitory capacities, bacteria, Escherichia coli, Enterobacter
sp and Bacillus cereus.
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