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Introduction

Le régne végétal représente une source importante d’une immense variété de
molécules bioactives (Ferrari, 2002), selon certains auteurs, les composés d'origine
naturelle présentent l'avantage d'une tres grande diversité de structures chimiques
et possedent aussi un trés large éventail d'activités biologiques (Bérubé-Gagnon, 2006).
Parmi les substances naturelles d’origine végétale, les polyphénols (flavonoides) ont
fait 1’objet de nombreuses recherches notamment pour leurs propriétés antioxydantes ,

antibactériennes ( Benmiloud,2014).

La Posidonie, dieu des mers et des océans dans la mythologie grecque [1], est une des
rares plantes phanérogames avec racines et fleurs, comme ces ancétres terrestres dont elle
est issue qui s’est adaptée a la vie aquatique. Elle est endémique de la méditerranée et forme
d’immenses prairies sous marines appelées herbiers Boudouresque et al., (1994) ; Pergent-
Martini, (1994).

L’objectif de notre travail est la mise en évidence de I’activité antibactérienne de
Posidonia oceanica sur la croissance in vitro de 4 souches de références :  Escherichia coli
ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, et Staphylococcus aureus ATCC
25923 et Enterococcus faecalis ATCC 29212.
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I. Botanique de la plante
I.1.Description

La posidonie est une plante a fleurs sous marine de la méditerranée (Giraud, 1979 ; Caye,

1980), elle est constituée par :

I.1.1.Feuilles

Les feuilles sont d'un vert sombre tres caracteristique disposées par 4 a 8 en faisceaux, longues
normalement de 20 a 80 cm mais pouvant atteindre plus d'un metre, de nouvelles feuilles se
forment toute I’année. Elles vivent entre cinq et huit mois, plus rarement jusqu’a 13 mois
(Giraud, 1979 ; Ott, 1980 ; Thélin et Boudouresque, 1983). A leur mort, les feuilles ne se
détachent pas en totalité, on lui donne alors le nom d’écaille. La chute des feuilles, comme leur

formation, se produit tout au long de ’année (Pergent et Pergent-Martini, 1991).

1.1.2.Fleurs

La floraison de Posidonia oceanica se produit en automne, les fleurs sont hermaphrodites et
sont regroupées (4 a 10 fleurs). La floraison ne se produit pas tous les ans, surtout dans les eaux
relativement froides du nord de la méditerranée occidentale (Piazzi et al., 1999 ; Gobert et al.,
2005).

1.1.3.Fruits

La fécondation donne naissance a des fruits (Fig.1.) qui se détachent de la plante a la maturiteé.
Au printemps, ces fruits ont la forme et la dimension d’une olive ; leur couleur est vert foncé puis
brun foncé a noir. Ces fruits flottent selon ’orientation des courants. lls s’échouent sur les plages
ou ils s’ouvrent libérant, la graine qui coulera vers le fond, ou elle germera si les conditions du
substrat sont favorables (Caye et Meinesz, 1984 ; Cinelli et al., 1995).

Figure 1: Fruits de Posidonia oceanica [2].
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1.1.4. Rhizome
Le rhizome est une tige rampante ou dressée, géneralement enfouie dans le sédiment

(Boudouresque et Meinesz, 1982), Il porte des racines qui peuvent descendre jusqu'a 70 cm dans
le sédiment (Boudouresque et al., 2006). L’enchevétrement du rhizome joue un rdle dans la

fixation de la plante dans le fond sablonneux [3].

1.2. Synonymies et noms vernaculaires
Posidonia oceanica peut avoir comme synonymie : Zostera oceanica L. Il existe plusieurs
noms vernaculaires en méditerranée (Khodja, 2013)

o Espagnol : Alga de vidrieros.

o Francais: Posidonie méditerranéenne.

o ltalian: Alga marina maggiore.

o Tunisien: Lif EI Bhar ouencore «al bouzidounia ».
o Algérien:  Algua

1.3. Classification
La classification de Posidonia oceanicaa a été réalisée selon Kuo et Den Hartog, (2001), et

elle est comme suite :

Regne Plantae
Phylum : Chlorophyta
Embranchement : Magnoliophyta
Classe : Liliopsida

Sous-classe :  Alismatidae

Ordre : Potamogetonales

Famille:  Posidoniacea
Genre : Posidonia

Espeéce : Posidonia oceanica

I.4. Répartition géographique

L’herbier occupe 1 a 2 % des fonds de la mediterranée (Fig.2.), sa surface peut étre estimée a
~ 37000 km? (Rico-Raimondino,1995; Pasqualini et al.,1998). Il constitue le principal
peuplement benthique a I’exception du secteur de Gibraltar (influence atlantique) (Molinier et
Picard, 1956), la mer de Marmara des cotes d’Israél (Lipkin, 1977), I’embouchure des fleuves

2
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ainsi que dans le Nord de la mer Adriatique (Gobert et al., 2006). Sur les cotes syro-libanaises,
I’herbier a Posidonia oceanica n’a été trouvé qu’en deux localités (Nord-Ouest de I’ile de Rouad
et a proximité de Ras-lbn-Hani), ou il apparait trés menacé (Mayhoub, 1976).Les herbiers sont
rares sur le littoral languedocien, de la Camargue aux Pyrénéees (France) et devant le delta du Nil
(Aleema, 1955), sans doute en raison des mouvements sédimentaires trop importants. En effet,

Posidonia oceanica est extrémement sténohaline, et disparait lorsque la salinité est inférieure a

33%. En Algérie Posidonia oceanica est présente dans presque toute la cote Algérienne
(Pasqualini et al., 1998 ; Piazzi et al.,2000).

Figure 2 : Répartition géographique de la Posidonia oceanica le long des cotes méditerranéennes
(Vangeluwe, 2007).

1.5. Cycle de vie

Le cycle de vie de Posidonia oceanica est annuel (Fig.3.), la reproduction peut étre asexuée ou
plus rarement sexuée. En cas de condition défavorable a la germination, les graines entrent en
dormance (Khodja, 2013). La reproduction sexuée n’aboutit que rarement a I’installation de
nouveaux individus en milieu naturel, de telle sorte que la reproduction asexuée (végétative) par
bouturage constitue le mode de reproduction privilégié de I’espéce (Molinier et Picard, 1952 ;
Meinesz et al., 1992 ).
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Conditions Q
favorables Septembre et octobre B |
Floraison
. - Fin de I'automne
Juillet et aout Ferulisation de la
Les graines germent == 'w. premuére fleur
; <5 = <
y \ Conditions " V
défavorables v
Le frust meust Mars et avril
Yas L’olive de mer muiinit

tombent sur le
fond = <

Mai ot Juin
L’olive de mer
se détache puis
flotte

Figure 3 : Cycle de vie de Posidonia oceanica (Cinelliet al., 1995).

1.6. Réle écologique

L'herbier a Posidonia oceanica est aujourd'hui considéré comme I'écosystéeme central de
I'ensemble des espaces littoraux méditerranéens. Il constitue le biotope d'une succession de
peuplements et sa présence conditionne I'équilibre écologique de beaucoup de fonds littoraux
méditerranéens (Boudouresque et Meinesz, 1982). Les principaux roles de [I'herbier a

Posidonia oceanica peuvent étre résumés comme suit (Fig.4) :

Exportation
Pi¢geage des particules 0 de biomasse véegétale
en suspension z

Production
de biomasse
Stabilisation sezctale
deos fonds
Production

de biomasse animale

Polc de biodiversile

Base de chaines alimentaires
FProtection hydrodynamique Tihecu de frayére el de nurseric
de Ia bande catidre {Espéces d7intéerét commercial)

Figure 4: Principaux réles de I'herbier de Posidonie dans I'équilibre écologique des fonds littoraux
méditerranéens (Charbonnel et al., 2000).
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I1. Résistance bacterienne aux antibiotiques
I1.1. Escherichia coli

Escherichia coli est I’espéce bactérienne qui a été la plus étudiée par les fondamentalistes
pour des travaux de physiologie et de genétique. Cette bactérie est connue depuis longtemps

comme commensale du tube digestif et pathogéne pour I’appareil urinaire (Avril et al., 2000).

11.1.1. Classification
La classification de 1I’espéce Escherichia coli a été réalisée selon (Delarras et al., 2010).

Domaine : Eubacteria
Phylum XII : Proteobacteria
Classe :Gammproteobacteria
Ordre : Enterobacteriales
Famille : Enterobacteriaceae
Genre : Escherichia
Espece : Escherichia coli

11.1. 2. Habitat

Escherichia coli est un hote normal de I’intestin, elle représente prés de 80 % de la flore
intestinale aérobie de I’adulte, on peut la retrouver également au niveau des diverses muqueuses
chez ’Homme et 1’animal, sa présence dans I’environnement ou dans un produit alimentaire est

un signe de contamination fécale (Ferron, 1984).

11.1.3. Caractéristiques
Les principaux caracteres d’identification de I’espéce Escherichia coli sont représentés dans le

tableau 1.
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Tableau 1: Principaux caractéres d’Escherichia coli (Clave, 2012).

Morphologie

Bacille fin allongé aux extrémités arrondies de
2 - 4 um de longueur et 0,4 - 0,6 um de largeur

Coloration de Gram
Mobilité

Type respiratoire

Indole

Oxydase

Catalase

Température de croissance

Bactérie a Gram -

Mobile a une ciliature péritriche
Aérobie anaérobie facultatif

+ (2 44°C)

+
Comprise entre 37-44°C

11.1.4. Pouvoir pathogene

Certaines souches d’Escherichia coli sont responsables d’infections urinaires, intestinales,

génitales, hépatobiliaires, de septicémies et de méningites néonatales [4].

11.2. Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus est connue sous le nom de Staphylocoque doré, c’est la souche la

plus fréquemment rencontrée en pathologie humaine et vétérinaire (Ferron, 1984).

11.2.1. Classification

La classification de 1’espece Staphylococcus aureus a été réalisée selon (Delarras et al.,

2010).

Domaine : Eubacteria

Phylum XIII : Firmicutes

Classe : Bacilli
Ordre : Bacillales

Famille : Staphylococcaceae

Genre : Staphylococcus

Espéces : Staphylococcus aureus

11.2.2.Habitat

L’espéce Staphylococcus aureus est présente dans 1’environnement, c’est une espéce qui

peut vivre a I’état commensal sur la peau, les muqueuses de I’Homme et de ’animal dés la

naissance (Wertheim et al., 2005).
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11.2.3.Caractéristiques

Les principaux caractéres d’identification de 1’espéce Staphylococcus aureus sont

représentés dans le tableau 2.

Tableau 2:Principaux caractéres de Staphylococcus aureus (Delarras et al., 2010).

Morphologie Cocci sphérique de 0,5 - 1um de diametre regroupé en amas.
Coloration de Gram Bactérie a Gram +

Mobilité Immobile

Type respiratoire Aérobie facultatif

Oxydase +

Catalase +

Coagulase +

Température de croissance  Comprise entre 10-45°C

11.2.4. Pouvoir pathogéne
L’espéce Staphylococcus aureus peut étre responsable d’infections cutanées (impétigo,
furoncles), d’infection de la sphére ORL (sinusites, otite...), de septicémiques redoutables et

d’infection nosocomiales (Delarras et al., 2010).

11.3.Pseudomenas aeruginosa

L’espéce Pseudomonas aeruginosa est connue depuis longtemps sous le nom de bacille

pyocyanique ou agent du pus bleu des plaies surinfectées (Avril et al., 2000).

11.3.1. Classification

La classification de I’espéce Pseudomonas aeruginosa a été réalisée selon (Delarraset al.,
2010).
Domaine : Eubacteria
Phylum XII : Protobacteria
Classe : Gammaprotobacteria
Ordre : Pseudomonadales
Famille : Pseudomonadaceae
Genre : Pseudomonas

Espéce : Pseudomonas aeruginosa
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11.3.2.Habitat
P. aeruginosa est une espéce bactérienne ubiquitaire, cette bactérie a des exigences nutritives
peu importantes, elle est capable de survivre dans I’environnement (eaux, surface, air et aliment)

et particulierement en milieux humides (CSHPF, 2000).
11.3.3. Caractéristiques

Les principaux caractéres d’identification sont représentés dans le tableau 3.

Tableau 3: Principaux caractéres de Pseudomonas aeruginosa (Delarras et al., 2010 ;
Paulsen et al., 2003).

Bacille fin droit de 0,5-0,8um de largeur et 1,5-3um de

Morphologie longueur

Coloration de Gram Bactérie a Gram -

Mobilité Mobiles, a ciliature polaire monotriche
Type respiratoire Aéraobies stricts

Oxydase +

Catalase +

Température de croissance entre 30-43°C

11.3.4. Pouvoir pathogéne

Pseudomonas aeruginosaa possede toutes les caractéristiques d'un germe opportuniste, il
est peu virulent pour les sujets en bonne santé mais trés pathogene pour les sujets
immunodéprimés. Il provoque de nombreuses infections tels que : les infections cutanées,

oculaires, pulmonaires, urinaires, digestives ainsi que des septicémies (Lamnaouer, 2002).

11.4. Entérococcus faecalis

Enterococcus faecalis est une bactérie commensale habitant le tube digestif des

mammiféres [5].

11.4.1.Classification
La classification de 1’espéce Entérococcus faecalis a été réalisee selon (Delarras et al., 2010).
Domaine : Eubacteria
Phylum XII : Firmicutes
Classe : Bacilli
Ordre : Lactobacillales
Famille : Enterococcaceae
Genre : Enterococcus

Espéce : Entérococcus faecalis


https://fr.wikipedia.org/wiki/Bact%C3%A9rie
https://fr.wikipedia.org/wiki/Commensalisme
https://fr.wikipedia.org/wiki/Tube_digestif
https://fr.wikipedia.org/wiki/Mammif%C3%A8re
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11.4.2. Habitat

Entérococcus faecalis fait partie de la flore digestive de I'nomme et des animaux. Il peut
coloniser la peau, notamment la région périnéale et le vagin. Cette espéce peut se rencontrer dans

I’environnement (eaux usées, eau douce, sol) et contaminer les aliments [6].

11.4.3. Caractéristiques
Les principaux caractéres d’identification de 1’espéce Entérococcus faecalis sont

représentés dans le tableau 4.

Tableau 4:Principaux caracteres de Entérococcus faecalis (Paulsen et al., 2003).

Morphologie Cocci de 0,6 a um en moyenne, ovalaires, isolé, diplocoques,
chainettes

Coloration de Gram Bactérie a Gram +

Mobilité Immobiles

Type respiratoire anaérobies facultatifs

Oxydase _

Catalase

Température de croissance  Entre 10-43°C

11.4.4. Pouvoir pathogéne

Entérococcus faecalis est un des causes majeures des infections nosocomiales, il fait
parti des pathogénes nosocomiaux les plus communs, et il est responsable des infections
urinaires ou intra-abdominales, d’abcés viscéraux, de pneumonies, de septicémies,
d’endocardites et de méningites (Jett et al., 1994 ;Megran , 1992). C'est aussi le genre le plus
souvent cité lors d'infections de plaies chirurgicales dans les unités de soins intensifs
(Richards et al ., 2000).

11.5. Antibiotiques
11.5.1.Définition d’un antibiotique

On appelle « Antibiotique » toute substance naturelle d’origine biologique (élaborée
par un organisme vivant), substance chimique (produite par synthése) ou substance
semi synthétiqgue (obtenue par modification chimique d’une molécule naturelle) qui
peuvent inhiber ou détruire spécifiguement les bactéries sans étre toxique pour I’hote
(Pilly, 1975).
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11.5.2. Classification des antibiotiques
La classification des antibiotiques n’est pas aisée, ils peuvent étre regroupés selon leur
nature, origine, mode d’action, spectre d’activité. A 1’heure actuelle les antibiotiques sont

regroupés selon leur nature biochimique (Tableau 5).

Tableau 5 : Classification biochimique des antibiotiques (Joffinet Leyral, 2006).

Classe d’antibiotiques Exemples

Aminosides Streptomycine, kanamycine, Gentatamicine
B-lactamines—Penicillines Penicilline G, Ampicilline
p-lactamines-Cephems et Oxacephems Cefalotine, Céfotaxime

p-lactamines- Monobactams Aztréonam

Fosfomycine
Lincosamides
Macrolides
Nitrofuranes
Nitro-5- Imidazolés
Phénicoles
Polypeptides
Quinolones
Sulfamides et sulfones
Streptogramines
Tetracyclines

Vancomycines

Fosfomycine

Clindamycine, Lincomycine
Erythomycine, spiramycine
Nitrofurantoine

Métronidazole
Chloramphénicolethiamphénicol
Bacitracine, colistine polymyxine
Acide naldixique
Sulfaméthoxazoletriméthoprime
Pristinamycine virginiamycine
Tetracycllineminocycline

Vancomycine

11.5.3. Principaux mécanismes de résistance bactérienne aux antibiotiques

La résistance bactérienne aux antibiotiques est apparue

rapidement aprés leurs

introductions dans le traitement des maladies infectieuses, les principaux mécanismes élucidés a

ce jour sont principalement (Joffin et Leyral, 2006 ; Senez, 1968) :

v Perméabilité limité a I’antibiotique : les bacilles a Gram négatif sont naturellement

résistants, le plus souvent aux antibiotiques hydrophobes et/ou de masses

moléculaires élevées, car ces antibiotiques ne peuvent traverser

externe de la paroi.

la membrane

10
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v Production d’enzymes inactivant I’antibiotique : certaines bactéries produisent
des p-lactamases, enzymes présentent dans 1’espace péri-plasmatique de la
bactérie. Elles permettent la destruction de I’antibiotique avant qu’ils puissent

atteindre leurs cibles.

v’ Résistance par transfert de génes : Elle est due a ’acquisition d’un plasmide ou
d’un transposon codant pour des protéines conférant une résistance accrue a des
familles d'antibiotiques, elle peut étre transmissible entre bactéries d'especes

différentes.

v/ Résistance par mutation chromosomique : Elle est due a des mutations qui se
produisent au hasard sur le chromosome bactérien, la mutation chromosomique
ne s’exerce que vis-a-vis d’un seul antibiotique et n’est en principe pas transférable

d’une espece bactérienne a I’autre.

v' Modification de la cible ou absence de récepteur : modification des PLP
(protéines liant les pénicillines) sont des enzymes qui catalysent 1’étape finale de la
biosynthése du peptidoglycane et qui est la cible des B-lactamines. La fixation des

B-lactamines aux PLP empécherait la synthése du peptidoglycane.

11.5.4. Problémes causés par les bactéries résistantes

L’utilisation massive des antibiotiques a provoquer la généralisation de la résistance

bactérienne, ce qui peut se répercuter sur 1’étre humain comme suite [7] :

v Propagation des infections nosocomiales.

v Augmentation des interventions chirurgicales.

v’ Utilisation d’antibiotiques plus colteux.

v' Echec du traitement et risque de complications.

v Prolongation de la durée de séjour en établissement hospitalier.

v' Augmentation du taux de mortalité.

11.5.5. Mode d’action des antibiotiques
Les antibiotiques mettent en jeu des mécanismes d’action (Fig.5) d’une grande diversité

en relation avec la variété de leur structure chimique et la pluralit¢ des germes contre

11
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lesquels ils peuvent étre appliqués (Joffin et Leyral, 2006 ; Ferron ,1984). Les principaux

modes d’actions des antibiotiques peuvent étre comme suite :

v Action sur la paroi bactérienne : L’antibiotique peut bloquer la synthése de la paroi

et la cellule bactérienne peut exploser sous I’effet de la pression osmotique interne.

v' Action sur la membrane cellulaire : L’antibiotique peut agir sur les lipides
membranaires, il désorganise la bio-couche phospholipidique membranaire,

ce qui entraine les éléments hydrosolubles a I’extérieur de la cellule.

v’ Action sur ’ADN : L’antibiotique peut se fixer sur les brins de I’hélice de I’ADN et

empécher la réplication en bloquant la progression de I’ADN polymérase.

v Action sur les ribosomes bactériens : De nombreux antibiotiques utilisés en
thérapeutique ont pour cible les ribosomes bactériens. L’antibiotique se fixe

soit sur la petite ou la grosse sous-unité, ce qu’inhiberait la synthése des protéines.

v Transcription : L’ARN polymérase assure la transcription de I’ARNm nécessaire a
la synthese des protéines. Certains antibiotiques peuvent bloguer la transcription de

I’ADN en se fixant sur I’ARN polymérase bactérienne

[Flongation de FARN|
Cyclosérine Quinolones 1 Acide nalidixique| Actinomycine , Rifampine

Vancomycine Ciprofloxacine N f 7 Streptovaricines
Bacitracine Novoblocine |\

Pénicillines N

Céphalosoprines >

Synthése protéique
Monobactames (inhibition du 505)
Carbapénémes ™ Erythromycine (macrolides)
4+ Chiloramphénicol
Clindamycine

L Lincomycine

Synthese protéique
(inhibition du 30S)
Tétracychnes
Spectinomycine
Streptomycine

™ Gentamicine
Kanamycing
Amikacine

L Nitrofuranes

Tamethroprime —
Sulfonamides =

q |\
S
Structure de la membrane “
cytoplasmique 7 &

Polymyxines <~
Daptomycine

Membrane  Paroi cellulaire
cytoplamique

PABA
Mupsrocine
Puromycine

Figure 5 : Mode d’action des antibiotiques sur la cellule bactérienne [7].
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Matériel et Méthodes

1. Préparation des extraits
1.1 Récolte du matériel végétal

Le matériel vegetal utilisé pour cette étude est Posidonia oceanica, cette derniére a été
récoltée a partir du golfe d’Annaba (Site : Gap de Garde — Date : 07/10/2015).

1.2. Conservation

La plante fraichement récoltée, est lavée et seéchée a 1’ombre dans un

endroit sec et aéré puis broyée en poudre pour qu’elle soit préte a I’utilisation.

1.3. Extraction

Afin de réaliser notre travail, 3 extraits (aqueux, butanolique et acétate d’éthyle)
ont été utilisé, I’extraction a été réalisé au laboratoire EMMAL (Eco-biologie des milieux
marins et littoraux - Université de Badji Mokhtar - Annaba) sous la direction de Mr : Saber
Belhaous doctorat au département de biologie. Une macération a été réalisée sous agitation
durant 24 h, les filtrats récupérés étaient évaporer au Rotavapeur afin d’éliminer les solvants

d’extractions, puis lyophilisés et conservés dans des flacons stériles hermétiquement fermés.

2. Souches bactériennes

Les germes utilisés sont des souches de référence ATCC (American Type Culture
Collection), ils constituent d’excellents modéles pour la recherche de I’effet antibactérien

des substances naturelles ou de synthéses. Ces souches sont conservées sur une gélose

inclinée a4°C:
e Escherichia coli ATCC 25922 (bactérie a Gram négative).
e Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 (bactérie & Gram négative).
e Staphylococcus aureus ATCC 25923 (bactérie a Gram positive).
e Enterococcus faecalis ATCC 29212 (bactérie a Gram positive).

3. Milieux de culture utilisée

Suivant les méthodes employées et les souches étudiées, les milieux de culture utilisés sont
les suivants: gélose nutritive (GN), gélose Chapman, gélose Muller Hinton (MH). La

composition des milieux de culture est indiquée en annexe (Joffin et Leyral ,2006).

13
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4. Etude de Pactivité antibactérienne
4.1. Préparation des extraits

Les 3 extraits secs préparés au paravent sont repris dans du DMSO a 2% a raison de
200 mg/ ml.

4.2. Préparation des disques

Des disques de papier buvard de 6 mm de diameétre sont imprégnés avec 50, 100 et 150ul
de chaque solution meére, correspondant respectivement a 10, 20 et 30 mg d’extrait
par disque. Des disques imprégnés de DMSO sont utilisés comme témoin négatif, ainsi que

des disques d’antibiotiques sont utilisés comme témoins positifs.

4.3. Méthode de diffusion en milieu gélosé

L’activité antibactérienne des 3 extraits a été évaluée par la méthode de diffusion en
milieu gélosé telle que décrite par Bauer et al., (1966) et reprise par Barry et al.,(1985). A
partir de colonies jeunes de 18 a 24 heures, une suspension bactérienne est réalisée dans de
I’eau physiologique stérile a 0.9% de NaCl pour chaque souche bactérienne. La turbidité de
cette suspension est ajustée a 0,5 Mc Farland puis diluée afin d’obtenir un inoculum de
10° bactéries/ml. Cet inoculum est étalé a I’aide d’un écouvillon sur boites Pétri contenant de
la gélose Mueller-Hinton. Les disques imprégnés des différents extraits sont ensuite
délicatement déposés a la surface de la gélose. Il est de méme pour les disques imprégnés de
DMSO et les disques d’antibiotiques. Les boites Pétri sont d’abord laissées pendant 2 h a 4°C
pour une pré-diffusion des substances, avant d’étre incubées dans une étuve a 37°C pendant
24 h. L’évaluation de I’inhibition est réalisée par mesure du diamétre de la zone d’inhibition

autour de chaque disque.
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Résultats et Discussion

1. Etude de P’effet du DMSO sur les souches de référence

Afin de soumettre les extraits aux essais biologiques, la toxicité du solvant peut également

étre critique car méme en traces, le solvant ne devrait pas empécher le procédé biologique
(Yrjoen, 2004), Pour cela le DMSO a 2% a été teste, les résultats obtenus indiquent que le DMSO

a 2% est approprié et ne presente aucun effet sur la croissance normale des souches microbiennes

(Tableau 6).

Tableau 6 : Effet du DMSO a 2 % sur les souches de référence.

Enterococcus faecalis ATCC 29212

Staphylococcus aureus ATCC 25923

2. Etude de la sensibilité des souches de référence aux antibiotiques

Or mis le DMSO, la sensibilité des souches aux antibiotiques a été testé avant de soumettre les

souches bactériennes aux essais biologiques, la résistance bactérienne peut également étre critique.

Pour cela 10 antibiotiques ont été testé comme témoin positive. Les résultats obtenus sont

représentés dans le tableau 7 et les photos prisent dans le tableau 8.
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Tableau 7 : Diamétres des zones d’inhibition (mm) des souches de références testées par quelques
antibiotiques (moyenne + écart type).

Escherichia coli Pseudomonas aeruginosa  Staphylococcus aureus Enterococcus faecalis

Penicilline (10U) 14,66+0,57 10,66+057 10,00+00 19,66+0,57
Penicilline G (10U) 10,0001 17,0002 0,00+00 11,33+2,08
Cefotaxine (10pg) 10,00+00 12,66+4,72 0,00+00 12,66+2,51
Amoxicilline (20ug) 13,0001 16,00+00 0,00+00 19,33+0,57
Gentamicine (10ug) 21,33+0,57 25,33+0,57 0,00+00 24,00+1,73
Chloramphenicol (30pg)  30,66+0,57 29,00+01 36,66+0,57 25,33+0,57
Erythromycine (15ug) 0,00+00 32,66+1,52 27,33t1,15 35,66+0,57
Vancomycine (30ug) 0,00+00 30,66+1,54 21,00+01 25,66+0,57
Zrimethoprim

sulphanmethoxazole 0,00+00 0,00+00 23,33+0,57 0,00+00
(1,25/23,75ug)

Imipénem (10pg) 29,33+0,57 41,33+0,57 0,00+00 43,33+£1,52

Pour les bactéries a Gram +, I’espéce Staphylococcus aureus serait plus sensible a I’action de 5
antibiotiques (peénicilline, chloramphénicol, érythromycine, vancomycine et zrimethoprim
sulphanmethoxazole). Cependant 1’espéce Enterococcus faecalis est plus sensible a 1’action de la

pénicilline, pénicilline G, cefotaxine, amoxicilline, gentamicine, chloramphénicol et I’imipénem.

Cependant pour les souches de référence a Gram négatif (Escherichia coli et Pseudomonas
aeruginosa) le chloramphénicol est trés actif sur Escherichia coli vu le diamétre d’inhibition de
I’ordre de 30,66+0,57mm. Pour Pseudomonas aeruginosa c’est I’lmipénem avec un diameétre
d’inhibition de ’ordre de 41,33+0,57mm.
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Tableau 8 : Effet des antibiotiques sur les souches de référence.
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Enterococcus
Saecalis

Enterococcus
Saecalis
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3. Etude de P’activité antibactérienne des extraits

Nous avons étudié le pouvoir antibactérien de 3 extraits (aqueux, butanolique et 1’acétate
d’éthyle) isolés de Posidonia oceanica par la méthode de diffusion en milieu gélosé, 1’activité
antibactérienne de nos extraits a été déterminée par la mesure du diamétre de la zone d’inhibition au

tour des disques (Fig.6, 7, 8 et 9). Les photos prisent sont résumés dans les tableaux 9.

Eschericlia coli H10mg  20mg 130mg
18
16
’é‘ 14 - T
E 12
10 -
g
= 8
=
= i
E 6
g 4
2 -
D | L
Extrait aqueux Extrait butanolique Extrait acétate d'éthyle

Figure 6 : Diametre des zones d’inhibition des 3 extraits (aqueux, butanolique et acétate d’éthyle)

vis-a-vis d ’Escherichia coli.
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Psendomonas aernginosa
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Extrait aqueux Extraitbutanolique Extrait acétate d'éthyle

Figure 7 : Diamé¢tre des zones d’inhibition des 3 extraits (aqueux, butanolique et acétate d’éthyle)

vis-a-vis de Pseudomonas aeruginosa.
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Figure 8 : Diametre des zones d’inhibition des 3 extraits (aqueux, butanolique et acétate d’éthyle)
vis-a-vis de Staphylococcus aureus.
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Figure 9 : Diametre des zones d’inhibition des 3 extraits (aqueux, butanolique et acétate d’éthyle)

vis-a-vis d’Enterococcus faecalis.
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Les résultats obtenus ont indiqué que les zones d’inhibitions sont en relation avec la quantité
de I’extrait pour toutes les espéces bactériennes. L’espéce Escherichia coli est sensible a 1’action

des 3 extraits, I’extrait acétate d’éthyle est trés actif méme a faible quantité.

A 10mg I’extrait aqueux n’a aucun effet sur la souche Pseudomonas aeruginosa , cependant le
deux autres extraits ont indiqué des zones d’inhibition de 1’ordre de 7,67+0,58 et 11,33+£0,58mm

avec I’extrait butanolique et 1’acétate d’éthyle respectivement.

La souche Staphylococcus aureus parait étre sensible a I’effet de chaque extrait, a 10mg la zone
d’inhibition varie entre 3,99+1,15 et 14,33+£0,58mm pour les 3 extraits. A 20 mg, elle varie entre
8,00+1,00 et 9+0,00mm. Cependant a 30mg elle varie entre 10,00£1,00 et 19,33+0,58mm.

La souche Enterococcus faecalis a aussi présenté une sensible a ’effet des 3 extraits (aqueux,

butanolique et 1’acétate d’éthyle), la zone d’inhibition la plus importante a été retrouvé a 30mg pour

I’extrait acétate d’éthyle avec un diamétre de I’ordre 25,33+1,53mm.

Tableau 9 : Action antibactérienne de 3 extraits vis-a-vis des 4 souches de références.

Xnanbe 11ea1x3

Enterococcus
Jaecalis
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Conclusion

Ce travail nous a permis d’indiquer

v Larichesse potentielle de Posidonia oceanica en composé bioactifs.

v' L’activité antibactérienne des extraits dépend de la quantité et la nature de 1’extrait.

v Les 4 souches de références (Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853, Staphylococcus aureus ATCC 25923 et Enterococcus faecalis ATCC
29212) sont sensibles a I’effet des 3 extraits.

v' L’extrait acétate d’éthyle est trés actif comparé aux deux autres extraits.

En perspective, il serait tres intéressant de mener une étude plus approfondie sur Posidonia
oceanica, en étudiant :

v Activité anti-oxydante et la phytochimie de la plante.
v’ Synergies.

v' Activité antifongique.

v

Utiliser des souches pathogeénes.
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Annexe

Composition de la gélose nutritive (GN) en g/l

e Extraitdeviande ......................... 3 g/l

e Extraitdelevure .......................... 3 g/l

e Peptone ..., 10 g/l

e Chlorure desodium ....................... 549/

e AQar. ..o 18 g/l

e Eaudistillée...................oooiiiinnil. 1 litre
e pH=73

Composition de la gélose chapman en g/l

® PEPLONE I 10 g

o Extrait de viande de beeuf :.........ccoovrvrnnne 1g

e Chlorure de sodium :........cccccovviveveiiicieenne 75¢
 Mannitol ..o 109

e Rouge de phenol :@..........ccccooeveinieniiniiene 0,025 g
® AQAr-Agar i 159

o Eaudistillée :.....coovviii e, 1 litre
° pH =74

Composition de la gélose Muller Hinton (MH) en g/l

e Extrait de viande de beeuf .................... 3¢/

e Hydrolysat de caséine ........................ 17.5 g/l
© AQAN .o 18 g/l
e Eaudistillée................ooooiiiii I litre

e pH=7.4


https://fr.wikipedia.org/wiki/Extrait_de_viande
https://fr.wikipedia.org/wiki/Levure
https://fr.wikipedia.org/wiki/Peptone
https://fr.wikipedia.org/wiki/Chlorure_de_sodium
https://fr.wikipedia.org/wiki/Agar-agar
https://fr.wikipedia.org/wiki/Peptone
https://fr.wikipedia.org/wiki/Extrait_de_viande
https://fr.wikipedia.org/wiki/Chlorure_de_sodium
https://fr.wikipedia.org/wiki/Mannitol
https://fr.wikipedia.org/wiki/Rouge_de_ph%C3%A9nol
https://fr.wikipedia.org/wiki/Agar-agar
https://fr.wikipedia.org/wiki/Eau_distill%C3%A9e
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Résumé

L’objectif de notre travail est I’étude de I’activité antibactérienne d’une plante
marine Posidonia acéanica vis-a-vis de 4 souches de références (Escherichia coli
ATCC 25922 ; Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 ; Staphylococcus aureus
ATCC 25923 et Enterococcus faecalis).

Afin de réaliser notre travaille nous avons utilisé la méthode de diffusion en
milieu gélosé pour la détermination du diametre de la zone d’inhibition. 3 extraits ont
été testé a des concentrations de 1’ordre de 10, 20 et 30mg. Des disques imprégnés
de DMSO a 2 % sont utilisés comme témoin négatif, ainsi que des disques

d’antibiotiques sont utilisés comme témoins positifs.

Les résultats obtenus révelent la richesse des 3 extraits de la plante en molécules
bioactives, I’extrait acétate d’éthyle apparait tres actif comparé aux 2 autres extraits

(aqueux et butanolique).

Mots clés : Posidonia aceanica, souche de références, activité antibactérienne.



Abstract

The aim of ourworkis the study of the antibacterial activity of a marine plant
Posidonia oceanica vis-a-vis 4 reference strains (Escherichia coli ATCC 25922,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Staphylococcus aureus ATCC 25923 and
Enterococcus faecalis ATCC 29212).

To achieve our work we used the middle agar diffusion method for determining the
diameter of the inhibition zone. 3 extracts were tested at concentrations of the order of 10, 20
and 30mg. Discs impregnated with 2% DMSO are used as negative control, as well as

antibiotic discs are used as positive controls.

The results show the richness of 3 plant extracts in bioactive molecules, ethyl acetate extract

appears very active compared to the other 2 extracts (aqueous and butanol).

Key words: Posidonia aceanica, references strain, antibacterial activity.
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