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Résumé

La lutte contre les microorganismes pathogéneseeix causant l'altération des
denrées alimentaires suscite un intérét grandisaasgi bien en industrie alimentaire qu’en
milieu hospitalier. L’intérét est tout particuliErsqu’il s’agit de I'éradication de la résistance
bactérienne aux antibiotiques de référence, d’otsdh nécessité de rechercher de nouvelles
molécules a pouvoir antimicrobien. Cette étude ar pobjectif principal d’évaluer et
comparer l'activité antibactérienne et antifongigleequelques composés d’origine vegétale:
huile essentielle de thym (HET), animale: le chatus et chimique: I'acide citrique et les
complexes métalligues a base de cuivre. Les té&stues sur des souches bactériennes et
fongiques pathogenes ont montré que la plupartstbstances testées se sont avérées
inhibitrices de la croissance microbienne. En etetoli, B. cereus ainsi queC. albicans se
sont montrés sensibles aux agents testés. Touytess niger était extrémement sensible a
'HET mais résistants aux autres substances tesi@ess la détermination des CMI, CMB et
CMF, des combinaisons entre les substances oné@téées afin de déterminer d’éventuelles
interactions positives renforcant le pouvoir amntibaen et/ou antifongique des substances
testées. Les résultats ainsi obtenus ont pernubtehtion d'un méme effet a des
concentrations sub-inhibitrices réduites des agearimbinés, ceci indique alors une
interaction positive entre les agents testés. Het,efin effet inhibiteur additionnel a été
observé lors de l'association de 'HET avec I'&caitrique, ce résultat intéressant indique la
possibilité d’inhiber la croissance microbienne péduction de 50 % la concentration de
I'acide citrique et de 25 % celle de I'HET.

Mots clés : agents antimicrobiens naturel, agents antimicr@bisynthétique, activité
antibactérienne, activité antifongiqgue, CMI, con#digons, Huile essentielle de thym,
chitosane, acide citrique, complexes chimiques.



Hhstract

Abstract

The fight against pathogenic microorganisms and those causing food spoilage is of
growing interest both in food industry in a hospital environment. The interest is specia
regarding to the eradication of bacterial resistance to referenced antibiotics, which then need
investigation of new molecules with antimicrobia potential. The main objective of this study
is to evaluate and compare the antibacterial and antifungal activity of some compounds from
plant: thyme essential oil (TEO), animal: chitosan and chemical: citric acid and copper-based
complexes. Tests conducted on pathogenic bacterial and fungal strains shown that most of the
substances tested were found to inhibit microbial growth. Indeed, E. coli, B. cereus and C.
albicans were shown sensitive to the tested agents. However, Asp. Niger was extremely
sensitive to the TEO but resistant to the other substances tested. After MIC, MBC and MFC,
combinations between substances were conducted to determine possible positive interactions
strengthening the antibacterial and / or antifungal effect of tested substances. The obtained
results demonstrated the same effect at low sub-inhibitory concentrations of combined agents,
indicating a positive interaction between agents tested. Indeed, additional inhibitory effect
was observed with the combination of citric acid and TEO, this interesting result indicates the
possibility of inhibiting microbial growth by 50% reduction of citric acid concentration and
25% reduction of TEO concentration.

Keywords. antimicrobials, antibacterial activity, antifungal activity, MIC, combinations,
thyme essential oils, chitosan, citric acid, chemical complexes.
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Fntroduction

Les microorganismes nuisibles, en particulier lextéries et les mycetes, sont
redoutés pour leurs effets négatifs sur la qudlité@ aliment, car ils affectent la salubrité et
I'innocuité de ce dernier. En effet, un aliment @@ a la détérioration par les bactéries et les
moisissures perd ses caractéristiques sensoripliédjves et sanitaires (Rozieral., 1986;
Guiraut, 2003). Afin de réduire cet impact négatiés microorganismes, différentes
techniques de conservation sont utilisées (traitesnthermiques, froid, agents conservateurs,
etc.). Dans l'industrie alimentaire, la stabilisatides produits alimentaires nécessite le
recours aux conservateurs alimentaires.

Cependant, la nature des agents conservateusesitilieste une des questions les plus
importantes pour la santé publique (Burt, 2004).

De plus, la résistance bactérienne aux agentsmi@nbbiens apparait de nos jours comme une
des préoccupations majeures de santé publique. @stilte de I'émergence et la
dissémination de souches bactériennes résistargalsant de I'usage anarchique et abusif des
antibiotiques conventionnels, combiné aux nombreusetations génétiques qui surviennent
dans le monde bactérien (Perretgtial., 1997).

Afin de remédier a cette situation inquiétante,ddvient impératif et urgent de
développer de nouvelles classes d'agents antim@meb A cet égard, I'utilisation de ces
agents, d'origine végétale, animale et chimiquerploter contre ces microorganismes
pathogénes revét un intérét particulier (Kaufma97).

A ce titre, les huiles essentielles, comme agentsn&robiens d'origine végétale,
représentent un outil trés intéressant pour augmédatdurée de conservation des produits
alimentaire étant donné leur richesse en moléditexctives. Ces substances naturelles riches
en composés antimicrobiens et antioxydants sontsidgérés comme une alternative
importante pour résoudre le probleme de résisté@aeano, 2008).

Récemment, les recherches se sont focalisées supreluits chitineux et leurs
dérivés, en particulier le chitosane qui se réveéleplus attractif économiquement. Ses
propriétés intrinseques, son abondance, sa biodigjiéé constituent des atouts majeurs
pour son utilisation pour une dépollution respectide I'environnement et aussi dans
I'alimentation et la cosmétologie (Wehal., 2005 ; Limaet al., 2006).

En outre, des complexes chimiques a base de méetransition (nickel, cuivre...) et
de composés organiques (acides amineés, bases tigiées) non toxiques pour ’homme
font actuellement objet de nombreuses recherchiesitdicues visant a démontrer leurs
activités antimicrobiennes (Popostaal ., 2012; MiloSet al., 2014; Kumarat al., 2015).

Notre travail a pour objectif d’évaluer et compdrevitro I'activité antibactérienne et
antifongique de quelques substances d’origine taégénimale et chimique, respectivement
lhuile essentielle  deThymus wulgaris, le chitosane (extrait de la carapace des
crevettes roses), l'acide citrique et complexesnaiiies (a base de cuivre). L'interaction
entre les substances est également étudiée vieoddsinaisons. Le mémoire comprend une
synthése bibliographique et une partie pratiqusgir&ant la méthodologie de travail adoptée
et les résultats obtenus.

[ —
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Chapitre I : Agents antimicrobiens

l. Les agents antimicrobiens
1.1. Définition

Sous le terme « agent antimicrobien » sont regreulfférentes molécules d’origine
naturelle (microbienne, végétale ou animale), sgmthétique ou synthétique qui ont la
capacité d'éliminer ou de réduire la prolifératide microbes. Les microbes visés par un
antimicrobien peuvent étre des bactéries, des ,vides mycétes ou des parasites. Les
traitements antibiotiques font également partieadgsnicrobiens.

Les antimicrobiens peuvent étre utilisés sur I'hn@ntes produits alimentaires, ou
pour assainir un environnement (Hordé, 2014).

l.2. Les agents antimicrobiens naturels
1.2.1. Les agents antimicrobiens naturels d’originenicrobienne

Selon Cottest al. (2005), lorsque deux souches distinctes de bastége retrouvent
dans un méme environnement, elles doivent se haitreles ressources accessibles. Pour ce
faire, chaque souche bactérienne est capable détesedifférentes molécules qui sont trés
efficaces pour combattre différentes souches dé&hes entrant en compétition avec elle.
Parmi ces molécules, les plus étudiés sont l@siaimgues et les bactériocines.

[.2.1.1. Les antibiotiques naturels

Les antibiotiques naturels essentiellement prodogts les bactéries (Streptomycine
produite par Streptomyces) et les champignons ¢iféme produite par Penicillium) se
caractérisent par leur synthése uniquement enzgueatiAprés la découverte du premier
antibiotique, la Pénicilline, par Alexandre Flemiagl929, 'homme a largement développé
et utilisé ces molécules pour se prémunir des fioies bactériennes (Hancock et Chapple,
1999), mais, [lutilisation intensive de ces molés a conduit, des les années 1940, a
I'apparition de souches résistantes (Gill, 2008).

Aujourd’hui, on connait des souches résistantesuées les classes d’antibiotiques
connues. Ce danger potentiel a amené les sciemsfiqa revoir la facon d'utiliser les
antibiotiques et a chercher d’autres agents antoibiens dont la structure et le mode
d’action, différents de ceux des antibiotiques,nmmtraient de pallier ces phénoménes de
résistance (Morisset, 2002).

1.2.1.2.  Les bactériocines

Les bactériocines sont définies comme des moléaderttées par les bactéries, de
nature protéique ou partiellement protéique, les @auvent cationiques, modifiées ou non
post-traductionnellement, de masse moléculaire cempntre 2 et 6 kDa (Hemgal., 2007),
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et douées d'une activité antagoniste vis-a-vis alelses phylogénétiquement proches des
souches productrices, ce qui permet a ces molédidee trés spécifiques envers les especes
bactériennes apparentées. Par exemple, la coNtirmactériocine produite pdgscherichia

coli V, inhibe la croissance d’'une autre souchHe doli.

Ainsi, contrairement aux antibiotiques, elles peuveibler spécifiquement les
bactéries pathogenes sans tuer celles essentielesnotre systeme (Reddy al., 2004).
Aussi, leur synthése par voie ribosomique les difieie des antibiotiques de nature
peptidigue provenant de lI'assemblage enzymatiguoedd's aminés libres (Cenatiemgiaal .,
1996).

Les bactériocines produites par les bactériesglaes sont réparties en quatre classes,
comme proposeé par Klaenhammer (1993). Ces quaisses sont :

— Classe | :Les lantibiotiques : peptides de taille inférieard kDa, stables a la chaleur
et qui contiennent des acides aminés inhabituelsifré® formés post-
traductionnellement (c’est-a-dire la lanthioninea Iméthyl lanthionine, la
déhydrobutyrine et la déhydroalanine) ;

— Classe Il : Peptides de taille inférieure a 10 kDa, stablesénhbleur, ne contenant pas
d’acides aminés modifiés. Leur point isolélectrigqaeie entre 8 et 10 ;

— Classe Il : Protéines de taille supérieure a 30 kDa et serssébla chaleur ;

— Classe IV : Peptides requérant une partie carbohydratée adidige pour avoiune
activité. Aucune bactériocine de cette classe t@alécrite ;

L’effet d’'une bactériocine est soit bactéricidepyoquant la mort de la bactérie cible,
soit bactériostatique inhibant la croissance bamtée.

Certains critéres des bactériocines justifient lebpix comme bio-conservateurs

(Gélvez efl., 2007 ; Thakur et Roy, 2009) :

— Considérées comme ‘GRAS’ (Generally Recognized #g)S

— Inactives et non toxiques contre les cellules euatas ;

— Généralement thermostables et tolérantes aux iarsatiu pH ;

— Possedent un spectre d’activité relativement large

— Mode d’action généralement bactéricide (membrabteptgsmique) ;

— Sensibilité aux protéases et digestibilité dartsdetus intestinal.
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1.2.2. Les agents antimicrobiens naturels d’originevégétale

Depuis la nuit des temps, les hommes apprécienteldgs apaisantes et analgésiques
des plantes. Aujourd’hui encore, les deux tierslalgpharmacopée ont recours a leurs
propriétés curatives. A travers les siecles, laslitions humaines ont su développer la
connaissance et l'utilisation des plantes médiemal

Les molécules bioactives produites par les végétaurespondent aux meétabolites
secondaires, ces derniers n'exercent pas de fosctiirectes au niveau des activités
fondamentales de I'organisme végétal, comme lassanice, ou la reproduction (Garcia-Salas
et al ., 2010). Les métabolites secondaires interviendans I'adaptation de la plante a son
environnement ainsi que la régulation des symbiesé&utres interactions plantes-animaux,
la défense contre les prédateurs et les pathogenssne agents allélopathiques ou pour
attirer les agents chargés de la pollinisation edaddissémination des fruits (JUD® al.,
2002).

[.2.2.1. Les composés phénoliques

Les polyphénols ou composés phénoliques (CPs)titterg une famille de molécules
tres largement répondues dans le regne végétatelisouvent dans la plante, depuis les
racines jusqu’aux fruits. Ces CPs sont caracténsdsla présence d'un cycle aromatique
portant des groupements hydroxylés libres ou ersgyagéc un glucide (Charpentier et Boizot,
2006). A I'heure actuelle, plus de 8000 moléculet éié isolées et identifiees (Mompen
al., 1998).

Les principales classes de polyphénols sont réssidaies le Tableau |.
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Tableau I: Principales classes de composés phénoliques (HERNEB, 2006)

Nombre Squelette de
d’atome de a Classe Exemple Plantes
base
carbone
6 C6 Phénols simples Catechol, Busserole
hydroquinone
Acides phénols | Acide gallique, acide| Artichaut
7 C6-C1 . . .
benzoiques salysalique, vanilline Saule
Acétophé -
8 C6-C2 ce op'enones 3 Méthoxybenzaldehyde Saule
aceétyl6-
. . . . Romarin
9 C6-C3 Ac!des phenols Amdg coum,e}rlque, Marronnier
Cinnamiques acide caféique ,
d’'Inde
10 C6-C4 Naphtoquinones Shikonine Drosera spp
- Racine de
13 C6-C1-C6 Xanthones Bellldlfo“he’ gentiane
mangoctine .
Centauree
14 C6-C2-C6 Stiblenes Fydrangenal, Raisin
pinosylvine Pin
Flavonoides Quercétine Ginkgo
15 C6-C3-C6 . e Thym
Isoflavonoides Roténoide .
Camomille
18 (C6-C3) Lignanes Matairésinol Chardon
. . Amentoflavone Carcina
30 (C6-C3-Co) Bi flavonoides Hinokiflavone Hypercum
Tanins condensésg Marronnier
N (C6-C3-C6) : Aesculitanins d’'Inde,
(proanthocyanidols Vigne

Les activités biologiques des principaux compos&Enpliques sont présentées dans le

Tableau Il.
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Tableau II: Activités biologiques des composes phénoliquesHBRUN, 1997)
Polyphénols Activités Références
Acides phénols (cinnamiquas Antibactériens DIDRYet al., 1982
P ) aue Antifongiques RAVNet al,, 1984
et benzoiques) .
Antioxydants HAYASE et KATO, 1984
Coumarines Vas‘.)pmtfecmces et MABRY et MATULA, 1992
antioedémateuse
Anti-tumorales STAVRIC et MATULA,
1992
Flavonoides Anti-carcinogenes DASt al., 1994
Anti-inflammatoires BIDETet al., 1987
Hypotenseurs et diurétiques BRUNETON, 1993
Antioxydants ARUOMAet al., 1995
Anthocyanes Protection des veines et BRUNETON, 1993
capillaires
Effet stabllls\ant sur le MASQUELIER e al., 1979
collagene
Antioxydants BAHURONet al., 1996

Pro-anthocyanidines

Anti-tumorales

DE OLIVERAet al., 1972

Antifongiques

BROWNLEEet al., 1992

Anti-inflammatoires

KREOFSK¥t al., 1992

Tannins galliques et
catéchiques

Antioxydants

OKUDA etal., 1983
OKUMURA et al., 1993

[.2.2.2. Les huiles essentielles

Les huiles essentielles (HE) appelées aussi essesoat des mélanges naturels

complexes de métabolites secondaires, isolées degep par hydro-distillation ou par
expression mécanique (Kalemba et Kunicka, 2003)lesEse trouvent sous forme de

minuscules gouttelettes dans les feuilles, la pufruits, la résine, les branches et les bois,
les bourgeons, les fleurs, les brindilles, les agriyécorce, les racines ou les fruits (Burt,

2004).

Elles sont présente en petite quantité rgggport a la masse du végétal ; elles sont

odorantes et trés volatiles, c’est-a-dire qu’efiévaporent facilement dans l'air (Bekhechi et

Abdelouahab, 2010).

Le volume d’huile essentielle récupéré dépendestuement de distillation, qui est
variable, chez une méme plante, en fonction deaisos (Gonnyet al., 2004). Les HE

peuvent aussi étre obtenues par expression a frordme pour les agrumes. De nouvelles
techniques, permettant d’augmenter le rendemeptatiuction, ont été développées, comme
I'extraction au moyen de dioxyde de carbone liquaddasse température et sous haute
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pression (Santoycet al., 2005) ou I'extraction assistée par ultrasons nogro-ondes

(Kimbariset al., 2006).

La composition des huiles essentielles variefarction de différents facteurs,

incluant le stade de développement des planteyrigmes prélevés, la période et la zone
géographique de récolte (Delagsisl., 2002 ; Gonnyt al., 2004 ; Burt, 2004).

Les principaux constituants des huiles essentjeltmnues pour leur activité

antibactérienne, sont présentés dans le Tableau Il

Tableau lll:  Les principaux constituants des huiles essersgiell@lE) a activité
antibactérienne (Burt, 2004).
Plante
. o Composition
Composés majoritaires (%)
. 0
Nom commun Nom latin
Carvacrol 10 a 64
Thym Thymus wulgaris Thymol 2all
y-terpinéne 2a31
p- cymene 10 &4 56
a-pénéeme 2a25
Romarin Rosmarinus officinalis Acétate de bornyle 0al7
Camphre 2al14
1,8-cinéole 3a89
Clou de girofle| ~ Sy&ygiumaromaticum Eugenole 75285
Acétate d’eugényle 8 al5

Coriandrum sativum

26% (feuilles) ;

(=]

Coriandre Linalol 70% (graines)
Cannelle CinnamomumzeylandicUm | 1ans_cinnamaldéhyde 65
Carvacrol Traces a 809
Origan Oruganum Vu|gare Thym0| Traces a 64%
y-terpinéne 2a52
p- cymene Traces a 529
Camphre 6als
. o a-pénéme 4a5
Sauge Salvia officinalis L. B-pénéme 5310
1,8-cinéole 6al4d
a-thujone 20 a 42
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Les HE possédent en commun un certain nombre g¢ei@i@s physiques (Brunetton,
1999) :

— Ce sont des substances de consistances huilelsesupmoins fluide, tres odorantes
et volatiles ;

— Elles sont solubles dans l'alcool, I'éther, le cebforme, les huiles fixes, les
emulsifiants et dans la plus part des solvantsroggas ;

— Elles sont tres peu solubles dans I'eau mais ewiioées a la vapeur d’eau ;

— Leurs densité est inférieure a celle de I'eau, @récple, elle varie de 0.75 a 0.99 ;

— Elles ont un indice de réfraction élevé ;

— Quelques fois incolores, elles peuvent au contré@iire vivement colorées (en rouge
pour la cannelle, en bleu pour la camomille, €/ichtl, 2003) ;

— Volatiles, contrairement aux huiles fixes et auaigges ;

— Elles sont tres altérables, sensibles a I'oxydatmais ne rancissent pas). Elles ont
tendance a se polymériser. Elles sont donc de oatgm limitée.

La diversité moléculaire confére aux HE des rd@egles propriétés biologiques trés
variés. De nombreuses HE, comme les huiles de tande piment, de laurier et d'origan,
présentent un pouvoir antioxydant (Mangteal., 1998 ; Kariotiet al., 2006). Un effet anti-
inflammatoire a été décrit pour les HE Beotium strumosum, Protium lewellyni, Protium
grandifolium (Siani et al., 1999), ou, plus récemment, pour HE des racinealéina
acanthifolia (Dordevicet al., 2007), qui est capable d’'inhiber I'inflammatioruite par une
injection de carraghénane chez le rat. Les acsivégtifongiques de nombreuses huiles
essentielles, incluant les huiles de thym, de witedle, de cannelle et de 'arbre a thé ont été
décrites (Burt, 2004).

[.2.2.3. Les alcaloides

Les alcaloides sont définis comme des substancettesz basiques, d'origine
naturelle, de distribution restreinte et ayant gtrecture complexe. Leur atome d'azote est
inclue dans un systéme hétérocyclique et ils pesgedine activité pharmacologique
significative. lls existent a I'état de sels, nmilse sont pas tous dérivés des acides aminés, et
ainsi quatre groupes sont reconnus (Sunehalr ., 2006; Yongriet al., 2011) :

— Les alcaloides dérivés des acides aminés commmgthiore, arginine, lysine, histidine,
phénylalanine, tyrosine, tryptophane, I'acide aaiiique ou nicotinique ;

— Alcaloides purines, comme la xanthine et la caféine

— Terpénes amineés, ex : diterpéne aconitine oupgtes solanine ;

— Alcaloides poly-cétoniques ou l'azote est inclusgdde squelette poly-cétonique
comme la coniine et la coccinelline.
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1.2.3. Les agents antimicrobiens naturels d’origine amale
1.2.3.1. Le chitosane

Le chitosane est un polysaccharide linéaire dédeéla chitine, la composar
principale d’exosquelette des arthropodes, de teqgdelette des céphalopodes et
cuticules des insectes. (Tolaimet al., 2003).

La structure moléculairde chitine consiste en un enchainement linéaire ddgni-
aceétyl$-D-glucosamine liées en-4.Le chitosane ne difféere de la chitine que par |
groupements aminesNH?2), chargés positivement (Figure 1). Ces derdigrsonferent unt
nature cationique, igtessante dans un milieu acide et sont, égalemesponsables de s
activité floculante. Le chitosane comporte plushddentre réactif, grace a ses fonctions al
et amine (Shahidi and Abuzaytoun, 20

OH
HO 0
HO
NH,

Figure 1: Structure chimique du chitose (Zemmouri, 2014).

Le chitosane est le produit de la désacétylatioef@ment groupements acétyl
chimique en milieu alcalin ou enzymatique de Idiohi Cette derniere subie au préalable
déminéralisation a I'acidehlorhydrique, une déprotéinisation par la souddaopotasse, ¢
enfin un blanchiment par la présence d’'un agentdamiy (Ficure 2). En jouant sur la durée
traitement alcalin et sur la température, il estgiule d’obtenir différenttypes dechitosane a
partir d'une méme chitine (Tolaimeet al., 2003).
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Cultures fongiques /
carapaces de crustacées.

: Extraction.

e im ittt m

A 4
Chitine + protéine + pigments + lipides
+ minéraux inorganigues (CaGQ).

Purification (Déprotéinisation;

1 4+ NAminAralicatinn |

! Désacétylation.

\ 4
Chitosane.

Figure 2: Production de la chitine et du chitosdfhahidi and Abuzaytoun, 2005).

Le chitosane est caractérisé par son degré deélglsdion (DD), sa viscosité et son
poids moléculaire. Le degré de désacétylationeepblircentage molaire de I'élimination des
groupements N-acétyle. Ce paramétre influe suretolgs propriétés physico-chimiques
(masse moléculaire en poids, viscosité, solubilit¢ du chitosane.

La viscosité du chitosane dépend : de son degeeiylation (plus il est désacétyle,
plus il y a de groupements amine libres, plus itoshne est soluble, et plus sa viscosité est
importante), de sa concentration, de la températtile pH.

Le chitosane est un polymere cationique en milieidea Ce caractere conduit a la
mucoadhésivité de ce polymere et a des interacté@estrostatiques fortes (complexes
électrostatiques) avec les tensio-actifs de chapmosée, avec de nombreuses protéines et
avec les lipides (Rinaudo, 2013).

Le chitosane est biocompatible et biodégradablelgsamicroorganismes possédant
des enzymes qu’on appelle chitosanase. Le chitoaandes propriétés inhibitrices sur la
croissance de nombreux parasites et agents infgctiBe plus, il a des propriétés
immunologiques, anti-tumorales, antibactérienneanétongiques (Shahidi and Abuzaytoun,
2005).
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Parmi les effets négatifs du chitosane sur la dauméaine, on citela perturbation de
'absorption des vitamines liposolubles A, D, EKetde certains minéraux (le zinc) et de
substances comme les flavonoides (EFSA, 2014).

[.2.4. Les acides organiques

Les acides organiques sont des composés chimdpidaible poids moléculaire se
caractérisant par la présence d’au moins une famatarboxylique (Plassard et Fransson,
2009). lIs sont produits naturellement par les ormrganismes, les plantes, les animaux et les
étres humains. Les acides organiques les plus misusant les acides carboxyliques qui sont
principalement employés dans lindustrie alimemtaiomme additifs alimentaires et sont
utilisés comme agent de conservation, acidulararaioxydant.

La production industrielle des acides organiqueklauté avec la production d’acide
citrigue a partir de citrons ainsi que la produttibacide malique a partir de pommes (Tomic,
2010). Ces molécules peuvent également étre pesdpdr les micro-organismes, comme le
champignon filamentewAspergillus.

La production, par fermentation, d’'un acide orgarigiépend du micro-organisme
utilisé mais aussi de la régulation de paramethgsipo-chimiques tels que I'oxygénation, la
température, le pH et I'agitation.

La production d’acides organiques est généraleméalisée par fermentation en
milieu liquide (Magnuson et Lasure, 2004), mais puvent également étre produits par
fermentation en milieu solide, en I'occurrence &esdes citrique, lactiqgue et gluconique
(Soccaol, 2008).

A titre d’exemple, I'acide citrique est un acidglz hydroxylé de formule C6H807,
c’est un intermédiaire du cycle de Krebs. Il estduit par les agrumes (citrons ou oranges)
ou par les micro-organismes (fermentation pgpergillus niger) (Papagianni, 2007). Il est
largement utilisé dans l'alimentation, comme additimentaire, conservateur et exhausteur
de goUt, mais aussi dans la composition des déiesrgedes cosmétiques (Krishna, 2005).

1.3. Les agents antimicrobiens synthétiques
1.3.1. Les antibiotiques synthétiques et semi synétiques

L’apparition de souches bactériennes multi-résisgarsuite a une accumulation de
résistance naturelles et acquises, liée a 'ugatgasif et inapproprié d’antibiotiques, a amené
les chercheurs a modifier la structure chimiquecdgains antibiotiques et a synthétiser
chimiquement des molécules analogues ayant un ndéatgion différent de celui des

antibiotique naturels afin de palier a ce phénomingésistance (Gill, 2008
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1.3.1.1. Les antibiotiques synthétiques

Ce sont des produits entierement obtenus parclomique, exemple des sulfamides,
de I'acide nalidixique et des fluoroquinolones (ées 2002).

1.3.1.2. Les antibiotiqgues semi synthétiques

Ces antibiotiques sont obtenus a partir d'undifsaanoléculaire naturelle sur laquelle

a été greffé un radical chimique, comme la métmgllqui est synthétisée a partir de la
pénicilline (Fournier, 2006).

1.3.2. Les complexes chimiques

Un complexe chimique est constitué d’'un ion méjaki central sur lequel viennent se
fixer un certain nombre de molécules neutres oond appelés ligands. Les propriétés
chimiques de I'assemblage qui en résulte dépenderit nature de la liaison entre I'ion
meétallique et les ligands (ion-dipdle, ionique)det 'arrangement géomeétrique de ceux-Ci
autour de l'ion central, lui-méme contrdlé par [@®priétés électroniques de l'ion et des
ligands (Kettle, 1999 ; Shriver et Atkins, 2001).

Lorsqu’un ion s’entoure de ligands pour former emplexe, on parle de réaction de
complexation. Ces réactions provoquent souventhkasgements de couleur, démontrant que
les propriétés électroniques des complexes sdéreiiites de celles des réactifs de départ.

La Figure 3 illustre un modéle de complexe méta#iq base de cuivre.

Figure 3: Schéma montranin modele de complexe chimique a base de cuivrdtgWa
1998).

La classification des complexes se base sur le r@iibns (ou d’atomes) centraux
gu’ils comportent. Les complexes dont les formudest organisées autour d’'un seul ion
central sont des complexes monométalliques (monéaives). Si I'entité complexe comporte
deux ou plusieurs ions métalliques on la désigndgsatermes : bimétallique (binucléaire),
trimétallique (trinucléaire), polymétallique (polyciéaire) (Fayet al., 2005).

Certains complexes chimiques sont a base de cuivrecuivre est un élément
meétallique de symbole Cu, naturellement présens tiaoroute terrestre. C’est un métal rouge
orange, brillant, noble et peu oxydable. Il possade excellente conductivité thermique et
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électriqgue. En solution, le cuivre se retrouve gaéleénent a deux degrés d’oxydation: +l et

+II (Hakimi et al., 2008).

Le cuivre est, comme le fer, un élément indispelesabde nombreux processus

vitaux. Il est le coenzyme de nombreuses métaltépres comme I'acide ascorbique oxydase

et la tyrosinase, mais son r6le principal est ladhtion de la synthése de I'hémoglobine

(Prunetet al., 1996).

Le cuivre est transporté par la circulation sanguau moyen d’'une protéine nommée

céruléoplasmine, il est, ensuite, acheminé vefeiteou il se lie a I'albumine. Il est excrété

dans la bile (Hilgerst al., 2003).

Les principales propriétés physicochimiques dureusont présentées dans le Tableau

V.

Tableau 1V: Propriétés physico-chimiques du Cuivre (DAVIDQ20.

Propriété Cuivre
Classification périodique IB
Numéro atomique 29
Masse volumique (g/cm3) a 20°C 8.96
Masse atomique (g/mol) 63.54
Couche externe électronique 45 3df
Rayon ionique (nm) 0,075
Volume molaire (cm3/mol) a 20°C 7,11
Electronégativité de Pauling 1,9
Energie de premiere ionisation (kJ/mol) 178
Energie de fusion (kJ /mol) 13,05
Energie de vaporisation (kJ/mol) 300,3
Pression de vapeur (Pa) 0,0505
(1084,4 °C)

L'intoxication a ce métal peut induire une hépatitave. L'intoxication au cuivre
d'origine alimentaire est trés rare, elle est @yallis souvent & I'eau de boisson (Hilgera .,

2003).

Les complexes de cuivre () peuvent étre classédraa grandes familles :

complexes anioniques, les clusters neutres etdewplexes cationiques. Généralement, les
complexes anionigues ne présentent pas de prapriphdto-physiques intéressantes
puisqu’ils ne sont pas luminescents. Par contrs, deisters neutres et les complexes
cationiques possedent des propriétés photo-physittese riches. Les clusters neutres sont

caractérisés par une variété de niveaux électresiqiliou peut se produire I'émission

(Imahoriet al., 1996 ; Liddellet al., 1994).
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1.3.3. Les désinfectants et les antiseptiques

Les antiseptiques et les désinfectants sont degsagatimicrobiens chimiques dont la
toxicité est brutale et peu sélective vis-a-vis deHules procaryotes et eucaryotes. Leur
emploi est limité soit a un usage externeivo (antiseptiques), soit a une désinfection des
surfaces inertes (désinfectants) (Boonaert et Reti2000).

Le spectre d’'activité des principales familles dssidfectants et d'antiseptiques est
résumé dans le Tableau V.

Tableau V : Spectre d'activité des principales familles de wli&gitants et d’antiseptiques
(CCLIN, 2000).

Les désinfectants et les antiseptiques
Spectre d'activité

. Bactéries . .
Famille G G Mycobactéries Levures Moisissures Virus | Virus Spores;
rfm ram| VY " nus lenveloppé: pores
HALOGENES
CHLORES + |+ + + + + + +
(eau de Javel)
ALDEHYDES
) + + + + + + +
(glutaraldéhyde...)
OXYDANTS
(acide + + + + + + + +
peracétique)
BIGUANIDES + + +/- + +/- +/- + .
ALCOOLS
; + + +/- +/- +/- + -
(éthanol)
PHENOLS AV | AV AV AV AV AV AV -
TENSIO-ACTIFS
(ammoniums + +/- - + + +/- + -

quaternaires)

Légende :+ : Produits actifs ; +/- : Produits inconstammatifs ; - : Produits inactifs ; AV :
activité variable selon les composés.

l.4.  Avantages et inconvénients de certains agerdatimicrobiens
Les avantages et les inconvénients de certainstsaagetimicrobiens sont indiqués
dans le Tableau VI.
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Tableau VI : Avantages et inconvénients notables des certamstagntimicrobiens (FONG
etal., 2011).

Agent

antimicrobien

Avantages

Inconvénients

Conclusions

Huile de
thym

* Produit naturel.

* Figure dans la liste des

produits généralement
reconnus comme
inoffensifs (G.R.A.S.) du

Code de réglementation
fédérale des Etats-Unis.

* Faible toxicité.
« Ecologique.

*Certaines bactéries sont

* Le thymol est classé
comme asthmogeéne par
« Association of
Occupational and
Environmental Clinics
(AOEC). »
 Codteux.
» Nécessite un temps de
contact élevé (10 min).

-

résistantes a I'huile de thym.

* Propriétés
antimicrobiennes

comme assainissant.

 Codt éleve pouvant limite

son emploi dans les

applications a grande
échelle.

Cuivre

» Usages existants du
cuivre dans les
installations d’eau
potable, les piscines et
les dispositifs médicaux

* De nombreuses
applications potentielleg
(nanotechnologies).

* Activité
antimicrobienne
résiduelle démontrée.

« Activité antimicrobienne
lente.

» Découverte récente de

. micro-organismes résistant

et des sels de cuivre.
* Perte des propriétés
antimicrobiennes lorsque

* Interférence des protéines

tous les ions ont été libérés. . . . L.
antimicrobienne résiduelle|

* La recherche indique de
nombreuses applications
potentielles comme agent

antimicrobien.

%]

nécessaires pour définir le

parameétres d’efficacité.
* Les applications pourraiel
étre limitées a l'activité

Acide
citrique,
Acide
acétique et
Bicarbonate
de soude.

* Produits naturels.
* Faciles a obtenir et
abondants.

« Faible toxicité.

« Efficacité antimicrobienng

limitée et spectre étroit.

» Peuvent détériorer les

propriétés organoleptiques

des produits.

* Peuvent étre corrosif ou

irritant.

» Odeurs fortes et

indésirables.

d’eau de Javel peuvent

» Les mélanges d’acides et

2« Applications limitées par
une faible efficacité
antimicrobienne et des

5 questions de confort.
* Utilisation dans la
préparation de produits
désinfectants.
* Emploi peu probable dan
les applications
industrielles, mais
possibilité d'usage

prometteuses pour I'emplai

=

"o D'autres recherches sont

[72)

nt

[72)

dégager du chlore gazeux.

domestique.
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l. Mécanismes d'&tion des antibiotique:

Les antibiotiques sont destinés a agir sur lefbiasta des concentrations compatil
avec la vie de I'néte, mais suffisantes pour peeulemétabolisme des pathogenes, voire
détruire. Pour cela, ces antibiotiques doiventiser fsur certaines structures vitales de
microorganismes, commea paroi bactérienne, le systéme nucléaire, la mand
cytoplasmique et les ribosom

Synthese de la paroi DNA gyrase | Elongation de I'ARN ADN, ARN polymérase dirigée I
Cyclosérine , Acide nalidixique Actinoryei i
Vancomycine Ruiiioloes Ciprofloxac‘ing e grfampmel .
Bacitracine Nouabiacine treptovaricines
Pénicillines
Céphalosoprines S . =

ynthese protéique
Monobactame (inhibition du 505)
Carbapénémes

Erythromycine (macrolides)
Chloramphénicol
Clindamycine

Lincomycine

Synthése protéique
(inhibition du 30S)

Tétracyclines
Spectinomycine
Streptomycine

Trimethroprime
Sulfonamides

Structure de la rpembrane Gentamicine
cytoplasmique Kanamycine
. Amikacine
Polymyxines .
Diptomycine Nitrofuranes
PABA Membrane  Paroi cellulaire Mul i'rocine
opmkus Purgmycine

Figure 4 : Mécanismes d@ion des agents majeurs chi-thérapeutiques antibactérie
(Singh et Barrett, 2006).

I.1.  Antibiotiques agissant sur la synthese de la paroi bactérienne

Les antibiotiques agissant par ce mécanisme sortdmla famille dep-lactamines.
Ces antibiotiques sofiactéricide, car ils inhibent la synthéske la paroi bactérienne. L
transpeptidases et les carboxypeptidases, enzyssesi@es a la membrane cytoplasmit
fixent ces antibiotiques. Cette liaison est duena anlogie structurale entre le subst
naturel de ces enzymes, l'e-D-alanyl-D-alanine et le cyclg-lactame (Blumberg ¢
Strominger, 1974 Weston, 2002). Ces enzymes qui se lient aux pémés et aux
céphalosporines, sont également dénommeées protde liaison aux pénicillines (PLF
(Gill, 2008).
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[.2.  Antibiotiques altérant la permeéabilité de la nembrane plasmique

Les antibiotiques ayant ce mode d'action appamienra la série chimique des
polygynies. lls se fixent sur certains constituades membranes interne et externe des
bactéries (phospholipides, lipopolysaccharideshedifient la perméabilité de ces structures
(Poole, 2002).

1.3.  Antibiotiques agissants sur les acides nuclaigs

1.3.1.

Les sulfamides, les quinolones et les rifamycirgissgnt sur les acides nucléiques de
la cellule microbiennePar exemple, les sulfamides bloquent la synthelbdlaiee de I'acide
tétra-hydro-folique, molécule qui intervient daresrtbmbreuses réactions du métabolisme de
plusieurs acides aminés et de celui des basesegueinpyrimidines (Poole, 2002). L'action
antibiotiqgue des quinolones est due a une inhibitie la réplication de I'ADN bactérien par
blocage de I'ADN gyrase. Des concentrations éledéequinolones inhibent par ailleurs la
synthése des acides ribonucléigues (ARN) (Gill,80Quant aux rifamycines, elles agissent
par fixation sur I'une des sous unités de I'ARN/m@rase ADN-dépendante. Il s'ensuit un
blocage de la transcription de I'ADN en ARN mességeole, 2002).

l.4.  Antibiotiques agissant sur les protéines et $eenzymes

Plusieurs familles d'antibiotiques agissent enri@tant avec le processus de synthese
protéigue dans les bactéries. Ce sont les amirgslide phénicolés, les tétracyclines, les
macrolides, les lincosamides, les streptogramibiacide fusidique (Poole, 2002).

A titre d’exemple, les aminosides exercent desragteons sur de multiples sites
ribosomaux, certains se fixant a la fois sur lesxdgous unités ribosomales. Les phénicolés
bloquent la synthése protéique des bactéries agédse fixés sur certaines protéines
ribosomales de la sous unité 50 S. lIs interagts$ene part avec le site amino-acyl et d'autre
part, ils inhibent l'action de la peptidyl-transfée. Les tétracyclines sont des antibiotiques
bactériostatiques inhibant la synthése protéiqu#ébhanne en interagissant avec certaines
protéines de la sous - unité ribosomale 30S. qaaxt macrolides, les lincosamides et les
streptogramines, soit ils empéchent la fixatior'@®ino-acyl-ARN sur le site spécifique A
du ribosome (exemple : spiramycine), soit ils I@mt I'activité de la peptidyl-transférase
(exemple : streptogramines A), soit ils bloquergyathese protéique a I'étape ultérieure de la
translocation (exemple : erythromycine).

. Mécanismes d’action des bactériocines

Le site d'action des bactériocines est la membcatialaire, raison pour laquelle leur
activité contre les bactéries Gram- est limitéepdbelant, les mécanismes d'action des
bactériocines sur la membrane sont variés (Enreifahr 2000).
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II.L1. Action des bactériocines de la classe | : ldantibiotiques

Les lantibiotiques interagissent avec la membraekulaire par des interactions
électrostatiques ou par liaison a des récepted@sfgpies tels que le lipide Il, un précurseur
de peptidoglycanes. Suite a cette liaison, lesdemigues peuvent former des pores larges et
non spécifiques dans la membrane cytoplasmiquguicea causer la perte rapide des petits
composés cytoplasmiques (ions, acides aminés, 'AE®), Cette augmentation de la
perméabilité membranaire va conduire a la dissipaties deux composantes de la force
proton motrice, a la cessation rapide des activitdtulaires et a la mort de la cellule.
L'interaction avec le lipide 1l permet d'augmeritestabilité des pores formés et de réduire la
concentration du lantibiotique nécessaire a la &on des pores, mais peut également
conduire a l'inhibition de la synthése de la pasiulaire (McAuliffe et Hill, 2001 ; Twomey
et al., 2002 ; Bauer et Dicks 2005 ; Pattral., 2005).

Les lantibiotiques de type A dissipent la force tpmemotrice par formation de pores et
interferent avec la synthése des peptidoglycarms gle la plupart des lantibiotiques de type
B agissent par inhibition de la synthése des pegljidanes (Bauest al., 2005; Pattoret al.,
2005).

[1.2. Action des bactériocines de classe Il

Le mécanisme d'action supposé des bactériocinekastee lla est l'interaction avec la
membrane ou un récepteur spécifique, la « mannasegase », pour ensuite former un pore
dans la membrane de la cellule, ce qui induit langabilisation de la membrane, la
dissipation des deux composantes de la force protutrice et la mort de la cellule (Daleit
al., 2000; Aroust al., 2004 ; Vadyvaloat al., 2004 ; Baueet al., 2005).

Les bactériocines de classe llb ont en générapaatse d'action inhibant une large gamme de
bactéries Gram+. Elles forment des pores et renidentembrane perméable a différentes
petites molécules, des cations monovalents ou diesmig ce qui dissipe une ou les deux
composantes de la force proton motrice. (Oppega@D7). A titre d'exemple, la
lactocine 70& interagit avec la surface de la membrane celkileir la déshydrate, ce qui
permet a la lactocine 7p%le former des pores Castellano (2007).

[1.3. Action des bactériocines de classe Il

Le mode d'action de ces bactériocines differe cetapient des bactériocines des
autres classes. En effet, I'enterolysin A, la zodciet la millericin B agissent par I'hnydrolyse
des liens peptidiques des peptidoglycanes deslelktibles. La zoocin A a un spectre
d'action étroit alors que l'enterolysin A et la lericin B ont un spectre d'action large.
L'helveticin J a un mode d'action bactéricide (®hlet al., 2003).




Chapitre 11 Mécanisme d action

Class i Clas=s | HH(LL(—!I’LE}Iy!—i:IIH
(Sakacin (Mising (Lysostapting

o S L R L S N e _.’{_.)'{_g_?,{_}f é‘t(_)( e

D 00000 NN O O
T 1 § I YTy Y B |

1 B3 5 5 & T 3 1
W 7 A A (8 o i
N

Figure 5 : Mode d’action des bactériocines de bactéries laet (Cotter et al., 2005)

[l. M écanismes d’action des huiles essentielles (t
[1I.1. Action antibactérienne

Le mode d'action des huiles essentielles sur ldhiles bactériennes n'est p
clairement élucidé (Kalemba et Kunicka, 2003 ; BA€04). Compi-tenu de lediversité des
molécules présentes dans les huiles, l'activitéibaatérienne semble résulter d'L
combinaison de plusieurs modes d’action, impliqutff€rentes cibles cellulaireFigure 6).
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Figure 6 : Action des huiles essentielles et de leurs comstitusur la cellule bactérien
(Burt, 2004).
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Les HE sont des molécules a caractere lipophilgucéeur permet de se repartir dans
les lipides des membranes cellulaires bactérieretede les désorganiser, augmentant de ce
fait leur perméabilité (Oussaladt al., 2006). L'action est |égerement différente pows le
bactéries Gram négatif : les composés hydrophobesHE sont capables de gagner leur
périplasme directement par les porines (Helaralleal., 1998). On observe alors chez la
bactérie une perte plus importante d'électrolyt@sime le potassium et le sodium, ainsi
gu'une sensibilité accrue aux changements de pbklodemilieu de culture (Carsast al.,
2002 ; Lambertt al., 2001; Ulteeet al., 2002). Si la perte de matériel est trop impdganu
si les éléements cytoplasmiques relargués sontgad&ables a la survie de la bactérie, cela
entraine la mort cellulaire.

[11.2.  Action antifongique

Cox et al. (2000) ont rapporté que l'activité antifongique des HE @sé a une
augmentation de la perméabilité de la membranempdpe suivie de sa rupture entrainant
une fuite du contenu cytoplasmique et donc la rderta cellule. Les composés terpéniques
des HE et plus précisément leurs groupements fomais tels que les phénols et les
aldéhydes réagissent avec les enzymes membrartanlégradent la membrane plasmique de
la levure (Glodani et Kaloastran, 2006)

V. Mécanismes d’action du chitosane

Le mode d'action du chitosane n'est pas entierepmmiu et apparait complexe. Le
chitosane est connu principalement pour ses ptégrighélatantes. Cependant, il possede de
bonnes propriétés antimicrobiennes. Celles-ci dégetnde plusieurs facteurs : sa nature, son
degré de polymérisation, son origine, la compasitidu substrat et des conditions
environnementales comme, par exemple, 'humiditéuhstrat (Rabest al., 2003).

Son action antimicrobienne comporte des effetsfargiques, antibactériens et
algiciques. Il agit de différentes manieres. Il 'abdrd un effet inhibiteur sur certaines
enzymes. Par ailleurs, son caractéere chélatantoleduit a emprisonner des cations
métalliques qui limitent la production de toxingédaecroissance des micro-organismes. Enfin,
les groupements ammonium du chitosane ont dess dffettériostatiques et bactéricides, en
particulier s’ils sont quaternaires (Bordenaval., 2010). Son action bactéricide est optimum
pour un pH de 6,0 plutdt que 7,5. Ces conditiomspétent une plus grande accessibilité des
groupements amines, le pKa du chitosane étant2da 5,32.

Ce composé, insoluble dans le vin, posséde unenasfiécifique sur les levures de
contamination du genrBrettanomyces et n‘a aucun impact en conditions de fermentation
alcooligue sur les populations &accharomyces cerevisiae et la cinétiqgue de fermentation
alcoolique. Il semble avoir un impact sur les bae# lactiques. C’est pourquoi son
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application est pour l'instant conseillée apreselanentation malolactique (Tolaimageal.,
2003).

Le mécanisme d’action du chitosane surBegttanomyces fait I'objet d’hypotheses en
cours de validation. Il est vraisemblable qu'ilssg a deux niveaux (OIV, 2009):

- Interactions spécifiques entre certains groupementschitosane et la membrane
cellulaire desBrettanomyces qui provoquent une déstructuration de la barriére
membranaire induisant une réponse transcriptiommill'’expression du génome, telle
une réaction de stress, qui conduit a la mort dégles ;

- Adsorption du chitosane sur les parois Rlettanomyces et blocage des transferts
entre les milieux intracellulaires et extracelltdsi, et entrainement par sédimentation.

V. Mécanismes d’action des acides organiques

Les acides organiques sont utilisés dans laliniemtaanimale pour leur effet
antimicrobien prononcé. lls sont capables d’inhitne de bloquer la croissance des bactéries
pathogenes ainsi que des moisissures ou levutésiiables (Gouget, 2013).

Le mode d’action antimicrobienne des acides orgasgest actuellement présenté
comme le résultat de trois effets différents (Fégdy :

Bactérie

+44
ADN ==+ Prolifération

Glucose =ssse= Energie

Figure 7 : Mode d’action antimicrobienne des acides orgarsd@uget, 2013).
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Premierement, l'acidité des acides organiques sbdes pH de I'environnement de
nombreux microorganismes pathogenes ou indésirdeléslle sorte que la croissance de ces
derniers est impossible ou fortement limitée.

Deuxiemement, les molécules acides non dissocargdigophiles et peuvent diffuser
passivement a travers la membrane plasmique daregathogenes, comme les salmonelles
par exemple. A l'intérieur de la cellule, ils adieit le cytoplasme aprés dissociation ce qui
incite le microorganisme a des mécanismes de régulanergivores qui l'affaiblissent. Par
ailleurs, les acides inhibent l'activité de cerfisystemes enzymatiques, dont ceux
nécessaires pour la multiplication de I'ADN. Le moigrganisme ne peut donc plus se
multiplier (Chene, 2002 ; Servin, 2004).

Troisiemement, les molécules acides dissociéesngpeuvent pas pénétrer dans la
membrane plasmique, endommagent la structure de®imes de la membrane. Sa
perméabilité aux minéraux comme le sodium ou laggtim s’en trouve ainsi modifiée. La
modification de la pression osmotique qui en déz@mtraine la mort de la cellule. Bien que
les acides organiques soient utilisés dans l'altaten depuis de nombreuses années, les
résistances sont inconnues (Papagianni, 2007).

VI. Mécanismes d’action des complexes chimiques

De nombreuses études ont porté sur le mécanisrotatiales complexes métalliques
notamment le cis-platine (Rosemberg, 1978; Jamiesdippard, 1999). Il a été montré que
le complexe reste dans son état neutre, il entsaiendans la cellule vivante par diffusion
passive a travers la membrane. La diminution d®tecentration en ions chlorure facilite son
hydrolyse en complexes trés réactifs.

Les complexes tres électrophiles obtenus paditiiyse peuvent réagir avec
divers nucléophiles cellulaires, comme I'ARN, I'ADNes protéines, le glutathion ou la
méthionine. Parmi ces composants cellulaires, ildesc principales sont les atomes d’azote
des bases purines et pyrimidines de I’ADN, c’edira les atomes N7 et N1 de I'adénine, N3
de la cystéine et N7 de la guanine. Il a été déréajue 'ADN est la cible la plus préféréee
pour la plupart des activités biologiques anti-emnet des thérapies antivirales (Scott et
Bradbury ,1994).

En particulier, le cuivre et ses ligands ont érgdment étudiés en raison de leurs
fortes interactions avec 'ADN via des associatiales surface ou intercalations puis de
clivage de I'ADN a travers des mécanismes d'hydeobu d'oxydation (Chevrg2011).

Selon I'étude de Santoya al. (2005), un large éventail d'activités biologigaesté
attribué au complexe de cuivre, en I'occurrence detivités antibactérienne, antifongique,
antioxydante et anticancéreuse.
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VII.  Action combinée des agents antimicrobiens

Plusieurs associations d’agents antimicrobiens gossibles selon les objectifs visés.
Par exemple, dans la technologie de conservatisnddarées alimentaires, des méthodes
conjuguant les agents physiqgues comme la réfrig@radt les agents chimiqgues comme
'emploi de substances antimicrobiennes sont piiéées par les scientifiques. Une
combinaison entre les agents chimiques comme lestauces antimicrobiennes d’origine
végetale et d’origine microbienne est égalemensiptes ce type de combinaison suscite
actuellement un intérét particulier puisqu’il ofile nombreux avantages comme la réduction
de la concentration utilisée et la prévention de€kistance bactérienne, réduction du cout,
moins d’effets organoleptiques indésirables.

Certaines publications (Ultest al., 2000 ; Dimitrijevicet al., 2007 ; Misaghi et Basti
2007 ; Yoonet al., 2011) portent sur le mode d'action des compos#htsle essentielle en
combinaison avec d'autres agents de conservattareisaou des antibiotiques.

Les étudesle Coxet al. (2001) et de Gofat al. (2009)ont porté sudes combinaisons
d'agents bactéricides et bactériostatiques, aparttlet en explorant:

— Des composés qui agissent sur la méme cible ;
— Des interactions chimiques parmi les composésaeésia réduction de la solubilité
agueuse de terpéne actif par les hydrocarburesterpéniques non aqueux.

Zoreet al. (2011) ont proposé deux hypotheses pour explitpseeffets synergiques
de cinnamaldehyde / thymol ou cinnamaldehyde /azanl contreS. typhimurium:

— Thymol ou le carvacrol pourraient augmenter la @ipilité de la membrane
cytoplasmique, et faciliter, probablement, le tmors du cinnamaldéhyde dans la
cellule.

— Thymol ou carvacrol pourraient augmenter le nombaetaille ou la durée de
I'existence des pores créés par la liaison de ipestédu cinnamaldéhyde dans la
membrane cellulaire.

Plus réecemment, Fef al. (2011) ont montré que les combinaisons synergigesHE

(origan / basilic contr&. coli, basilic / bergamote cont& aureus, origan / bergamote contre
B. subtilis et origan / perilla contr8. cerevisiae) perturbaient de facon significative l'intégrité
des membranes cellulaires par rapport aux membrd@gegémoins traités avec les agents
employeés seuls.
Les implications pratiques de ces observations isgpdrtantes au moment de I'utilisation des
composants d’'HE dans les systéemes alimentairescedains composants d'HE a des
concentrations élevées peuvent donner des notesatiguies indésirables aux aliments (par
exemple, lI'eugénol).

Toutefois les mécanismes d'interaction qui ontipitodes effets antagonistes ont été
moins étudiés.
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VIIl.  Comparaison entre les agents antimicrobiens
VIIILL. Huiles essentielles versus antibiotiques

Les antibiotiques sont des molécules isolées. @naible mode d'action de chacune
d'elles : elles agissent sur une partie de l'agathogene qu'elles détruisent ou qu'elles
inhibent. Il suffit alors qu'une des bactéries d@wpe par mutation une enzyme permettant
d'inactiver cette molécule, ou d'en inverser lattipour mettre en péril toute l'action
thérapeutique. En effet, en échangeant leur mhigémétique avec leurs consceurs comme
elles le font frequemment (par transformationsyddactions et conjugaisons), ces bactéries
vont étre capables de transmettre la résistancelermpnt au sein du pool de bactéries
infectant I'organisme traité (Weston, 2002 ; Po20€)2).

Les HE sont des ensembles trés complexes de medé¢plusieurs dizaines, voire
centaines) issues de différentes familles chimigiepéenes, alcools, aldéhydes, phénols,
esters pour ne citer que les plus courantes). hetivité anti-infectieuse résulte bien d'un
ensemble d'actions, pour lesquelles chaque moléalgouer un réle. Il est, dans ces
conditions, bien improbable qu'une bactérie pangea muter suffisamment dans la durée de
vie dont elle dispose afin de dé€jouer toutes ciérdntes activités (Rasoai al., 2006).

VIIIL2. Bactériocines versus antibiotiques

L’aspect qui retient le plus I'attention au sujets bactériocines est gu’elles possedent
un mécanisme d’action différent par rapport auxbaostiques. Par exemple, ces derniers
peuvent inhiber la syntheése de la membrane ceuiides éléments essentiels pour la survie
des bactéries tandis que les bactériocines, g@s/ent former des trous dans la membrane
bactérienne (Sass al ,2008). Ainsi, théoriquement, les bactéries rasists aux antibiotiques
ne devraient pas étre résistantes aux bactériogmesqu’elles ne font pas appel au méme
mécanisme. En effet, en 2008, une étudeivo portée chez les souris a montré que la
mersacidine (bactériocine produite par I'espBaeillus) était capable d’inhiber la croissance
d’'une des souches bactériennes résistantes aupiotigties la plus problématique (Sask
2008).
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l. Applications des bactériocines

La premiére bactériocine a été découverte en 1225A. Gratia qui a nommé sa
découverte colicine, puisqu’elle tuait uniquemees lbactéries de la souche E. coli.
Cependant, sa découverte fut éclipsée peu de tapngs par celle du premier antibiotique, la
pénicilline, qui était nettement plus efficace eertbus les types de bactéries. L'émergence
de souches de bactéries résistantes a pousséclesfisies a revoir 'usage des antibiotiques
et songer a les remplacer par les bactériocinequttes antimicrobiens ayant un mode
d’action difféerent (NOVAK et al.,, 1999 ; Roder, 1999; Weigel al., 2003).

l.1. Application dans le domaine agroalimentaire

Dans l'industrie agroalimentaire, des restrictia@ns I'utilisation des antibiotiques
ont été mises en place par plusieurs pays pouyersde freiner la résistance bactérienne.
(Soulsby, 2007). De ce fait, plusieurs compagniesgpbduction se sont tournées vers les
bactériocines, comme bio-conservateurs, pour asdarejualité de leurs produits. Les
bactériocines sont, pour la plupart, inodores, g, mais surtout, non toxiques ce qui a
mené a leur approbation par la FDA (Food and Druwmiistration). Maintenant, les
bactériocines prennent une importante partie duchéarmondial des suppléments
alimentaires (Hassaat al, 2012).

Certaines bactériocines possedent une activiténamtibienne plus vaste qui peut
méme s’étendre jusque chez le protozoaire, la éearchampignon et le virus (Redeyal,
2004). Ainsi, en plus de leur utilité dans le domeaagroalimentaire, les bactériocines ont
aussi un immense potentiel dans le domaine médical.

A titre d’exemple, la nisine (SIN) 234 est listéemone conservateur au standard
international du codex alimentarius (codex 2014).t&nt que tel on l'utilise essentiellement
dans les fromages et produits fromagers, les crdesegateaux, les ceufs liquides pasteuriseés.
On I'utilise également dans la mise en conservevidedes pour inactiver des bactéries
nuisibles et dans des boissons, ainsi que comnmaiardbien dans les produits cosmétiques
(Gouget, 2013).

1.2.  Applications médicales

L’'usage des bactériocines n’est pas restreintomathe alimentaire. Celles-ci servent
aussi comme agents de thérapie naturelle altesraatit antibiotiques (Smaoui, 2010). Suite a
’émergence du phénomene d’antibiorésistance nmetgifear plusieurs bactéries pathogenes
(parmi lesquelles certaines sont résistantes aepitssantibiotiques a la fois) qui menace la
santé publique, les études sont actuellement égentvers la recherche de nouvelles
substances antibiotiques naturelles pouvant résaedprobleme (Mkrtchyan at., 2010).
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Les bactériocines de la classe lla présentent noupg important de peptides
antimicrobiens qui peuvent étre utilisés en médeaivec les antibiotiqgues dans le traitement
des maladies infectieuses ou comme des agentdramtiv Ces molécules ont une activité
inhibitrice contre les bactéries a Gram positifsihles et pathogénes comiacillus cereus,
Clostridium perfringens, Staphylococcus aureus et Listeria monocytogenes (Drider etal .,
2006).

Zhu etal. (2005) ont rapporté que le Koumiss (produit cliriobase de lait fermenté)
est efficace dans le traitement de la tuberculosie® maladies cardiovasculaires et contribue
a l'amélioration de I'immunité, et que ces propgtsont attribuées aux bactériocines
produites par les bactéries lactiques indigénesnligéé etal. (1998) ont démontré que les
bactériocines produites par le gehsetobacillus contribuent a la protection du vagin contre
différentes bactéries pathogenes telleEscherichia coli, Serratia marcescens, Shigella
boydii, Listeria monocytogenes, Listeria ivanovii, Listeria innocua et Staphylococcus aureus.
Tong etal. (2010) ont démontré que la nisine participe danmévention et I¢raitement des
caries dentaires en inhibant les microorganismesaese. La nisine est aussi utilisée dans le
traitement des ulcéres gastriques vu sa stabilité pH acides et son activité contre
Helicobacter pylori . Les bactériocines LA-1, YIT9029 et DCE471 prodsitparLb.
johnsonii, Lb. casel et Lb. amylovorus respectivement manifestent également une activité
inhibitrice contreHelicobacter pylori (Smaoui, 2010). Des études récentes ont décowvert |
réle des bactériocines produites pactobacillus salivarius dans la réduction de colonisation
du caecal des volailles p@ampylobacter (Nazef etal., 2008).

Les bactériocines peuvent intégrées dans les psoduuisage quotidien. Certaines
bactériocines sont efficaces pour la préventioncaees dentaires ou de la gingivite et
peuvent donc étre intégrées dans la pate dentiftiegains produits sont déja commercialisés
comme le rince-bouche BLIS K12 qui contient lestéacocines salivaricin A2 et B qui
détruisent les bactéries associées a la mauvdsiedélragg, 2004).

Les bactériocines peuvent étre utilisées contnapoirte quelle infection ou malaise
causes par des bactéries pathogenes comme I'aanéasl de fibrose kystique, la tuberculose,
les otites, les infections mammaires et les vaggniPlusieurs essais cliniques sont en cours
pour rendre ces produits disponibles.

Cependant, beaucoup de bactériocines d'intérétuaet courte durée de vie chez
’humain. Il existe des moyens pour fabriquer sgtittuement des bactériocines hybrides ou
de les modifier afin qu’elles soient capables dastér en augmentant leur stabilité. Par
contre, de tels procédés sont trés colteux.

Il. Applications des huiles essentielles

Les HE commercialisées dans le monde sont destinégquatre grands secteurs
industriels : parfumerie cosmétique, parfumeridhggue (savons, détergents), alimentation
et médecine (médecine douce et pharmaceutiques@ery2005). L'industrie alimentaire
utilise les huiles essentielles pour rehausser dat,garomatiser et colorer les aliments
(Aprotosoaiest al., 2010 ; Bruneton, 1999 ; Grysole, 2005 et Pauhl., 2010). Le secteur
des boissons gazeuses s’'avere un gros utilisatauited essentielles (Grysole, 2005).
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Les huiles essentielles possedent des profils dgasition chimique différents. Leur
utilisation comme agents de conservation est dua présence de composés ayant des
propriétés antimicrobiennes et antioxydantes (Coni@93 ; Hammeet al., 2011). L’huile
essentielle la plus utilisée dans le monde est ciell’'orange (Grysole, 2005).

Les huiles essentielles @&trus limon servent a la fabrication d’arébmes alimentaires,
d’essences fruitées, de boissons rafraichissadéeBgueurs, de patisseries et de confiseries
(Choiet al., 2000).

II.1. Applications alimentaires

Les huiles essentielles peuvent étre ajoutéesi s a tous les aliments. Ainsi, les
huiles essentielles d'origan, de thym, de cannellede coriandre sont efficaces pour les
viandes, les volailles, les charcuteries et lesitégs ; I'huile essentielle de menthe pour les
produits frais (salades, yaourts...) ; les huilegmrislles a base de carvacrol ou de citral pour
les poissons ; les huiles essentielles de thymmoile de muscade ou de gingembre pour les
céréales (plus particulierement celles riches evaceol pour le riz) ; et les huiles essentielles
a base de carvacrol ou de cinnamaldéhyde pourdis. f

Toutefois, les huiles essentielles utilisées cormagents de conservation peuvent
affecter la qualité des aliments traités par leeffets organoleptiques indésirables (cas du
pouvoir aromatisant des HE). Des techniques derai@sdisation existent et sont de plus en
plus efficaces. Les effets organoleptiques indésds des HE peuvent étre limités en
sélectionnant soigneusement I'huile essentiellenstd type d’aliment considéré, mais il est
important de noter, que dans la plupart des casgdacentrations d’huiles utilisées sont si
faibles, gu’elles ne modifient pas les qualitésaoeptiques de I'aliment.

Un autre aspect a prendre en compte, c’est ddieréque I'huile essentielle
sélectionnée n'a pas d’effet antimicrobien coné® bactéries utiles, notamment les ferments
d’'acidification, d’aromatisation et d'affinage, isgensables a la fabrication des produits,
ainsi que la flore intestinale du consommateur. &mwyant ces précautions d’usage, I'emploi
des huiles essentielles lors de la transformates aliments peut présenter un triple intérét:
aromatisant, antioxydant et antimicrobien.

Elles sont aussi utilisées dans les préjpastculinaires, assaisonnement a I'huile
végétal additionnée d’huile essentielle (thym,illmasromarin, origan), parfum de desserts
(huile essentielles d’agrumes, vanille. etc.) (rsget al. ,2008). De méme, elles sont ajoutées
aux patisseries, condiments, et aux boissons gezems alcooliques, et utilisées dans les
emballages de conservation de denrées alimen{dwegeon, 2001).

[1.2. Autres utilisations

Les huiles essentielles entrent dans ladabon de produits pharmaceutiques, en raison de
leurs propriétés thérapeutiques et dans celle defurps, des produits de toilette, des
cosmétiques, des savons et des détergents, en dredeurs propriétés aromatiques (Turgeon,
2001).
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Il. Applications du chitosane

Grace a ses propriétés biologiques, le chitogsheun biopolymére trés intéressant
trouvant des applications dans plusieurs domakgiesgue I'agriculture, 'agroalimentaire, la
médecine, la cosmétologie, le textile et le tragatndes eaux usées (Neetual., 2006;
Theruvathilet al., 2007).

[lI.1. En agriculture

Le chitosane peut étre utilisés comme insecticidaturels (Jun Caat al., 2006),
comme agents de conservation des fruits et légufimases, poivrons, concombres et
tomates) (EI-Ghaoutt al., 1992) et comme engrais biologiques. En effatesu I'ajout de
matiére organique chitineuse, les feuilles etifgsstde soja accumulent plus d'azote.

[11.2. En traitement des eaux usées

Grace a de sa grande capacité d’adsorption, tesame est utilisé comme agent de
chélation des cations et des ions métalliques ais@ef*, P et C¥* (Hu et al., 2004). Ils
sont également utilisés pour traiter les effluedes)’ industrie textile, riches en colorants par
adsorption et par coagulation-floculation (Kurit@97).

111.3. En médecine

Le chitosane possede des capacités cicatrisdatede( 1998), immunologiques, anti-
tumorales (Koide, 1998), hémostatiques et antidaages (Benesch, 2001 ; Jayakuretaal .,
2006 ; Preyanatt al., 2003). Le chitosane est également utilisé erntabpiologie comme
véhicule pour la mise au point d’hydrogels ophtgimeis (Felt, 1999 ; Morfiet al., 2002).

lll.4. En agroalimentaire

Dans le domaine agroalimentaire, ce biopolyméregmte des atouts particulierement
intéressants (Agullét al., 2003 ; Shahidet al., 1999) :

— Propriétés antimicrobiennes permettant au film alitaire d'étre bio-préservant et
comestible ;

— Propriétés antioxydantes entrainant une activitéaydante sur le vin, la viande et
les produits de la mer ;

— Fibres alimentaires permettant la capture des sagjdss libres a pH bas et la baisse
de l'absorption des lipides ce qui lui confére gespriétés nutraceutiques utiles
pour I'amincissement ;

— Texturants permettant la stabilisation des émusieh des mousses et servant
d'épaississant ;

— Augmentation de la durée de vie des produits carmgtamment des viandes
marinées bovines conditionnées sous atmosphérdiéeodi
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[11.5. Autres applications

Le chitosane peut étre utilisé dans d’autres dioesaels que la cosmétologie pour la
fabrication des cremes hydratantes et amincissalitetustrie papetiere pour la fabrication
de la cellulose, en microbiologie comme sourcescddone et pour la production de
chitinases, en biotechnologie pour I'encapsulagbiimmobilisation des enzymes (Jinjiang,
1996 ; (Suresh et Chandrasekaran, 1998; Juet@hj 2006, Chang et al., 2006).

IV.  Applications de l'acide citrique
Les principales applications de l'acide citriqueng les différents secteurs industriels
sont les suivantes :

IV.1. Boissons et aliments
Il est utilisé principalement comme agent acidyl@omme correcteur de la sapidité
et comme agent conservateur et additif alimen{&ressindustria, 2004).

IV.2. Pharmaceutique, cosmétique et hygiene du corps

Il trouve des applications dans la préparation terdes formes pharmaceutiques
effervescentes en association avec une sourcerblenede ou bicarbonate ; en méme temps,
on exploite ses propriétés antimicrobiennes (Pheopie Européenne ,2004). Dans
lindustrie cosmétique et pour I'hygiene de corfisest utilisé comme antioxydant et
régulateur de pH (CMR ,2004).

IV.3. Autres utilisations
Les solutions qui contiennent de l'acide citrigsent largement employées pour
'enlevement des oxydes métalliques de la surfaee métaux ferreux et non ferreux et
comme agent antitartre dans les chaudieres (CMR4)201 trouve beaucoup d’autres
applications dans [lagriculture, dans le placagectéblytique des meétaux, dans la
photographie, dans la préparation de certainsifdesgs et comme composant des résines
alkydes (Pressindustrria, 2004).
Les sels de I'acide citrique d’'importance commeecsont :
— Le citrate dibasique d’ammonium ;
— Le citrate de calcium ;
— Le citrate de fer-ammonium ;
— Le citrate de potassium ;
- Le citrate de sodium.

Le citrate de sodium est le plus largement utdéis&a consommation augmente sans
cesse dans le secteur des détergents comme rentipkfieace biodégradable des poly-
phosphates et des zéolithes (Blair et Staal, 19933st aussi utilisé dans les secteurs
alimentaires, cosmétiques et pharmaceutiques (&alhr, 1993).
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V. Applications des complexes chimiques

Les complexes métalliques ont une importancetaapen chimie et interviennent
dans beaucoup de domaines d'avant-garde.

V.1. Les complexes métalliques en catalyse

La configuration des ligands autour d'un centreafiigque, la possibilité d'échanger
des ligands et la capacité de certains métauxnaégdr dans des liaisons covalentes (en
particulier les liaisons multiples) de facon révges rend les complexes métalliques
extrémement utiles en catalyse. En effet, la coatthn a un centre métalligue abaisse
I'énergie d'activation de réaction par formatiamddu plusieurs complexes intermédiaires et
influe sur la sélectivité de la réaction. Dans dune, il y a aussi des complexes métalliques
qui interviennent dans les métalloprotéines (fensd#hémoglobine, magnésium dans la
chlorophylle, cuivre dans I'hnémocyanine...). Cesyglexes sont un des objets d'étude de la

chimie bio-inorganique (Bartlett, 2010).
V.2. Les complexes en chimie des solutions
Les complexes en chimie des solutions ont deségifnultiples :

— solubiliser un métal contenu dans un minerai (exempor solubilisé comme un
complexe cyanure) ;

— caractériser la présence d'une espece chimiquemaation d'un complexe coloré
(Jacobsen, 1993).

V.3. En médecine

Des complexes de platine sont utilisés dans leéetrant de certains cancers (cis-
platine, carbo-platine, oxali-platine...) (LosadaD2)

La capacité complexant de 'EDTA est mise a pudits le traitement d'intoxication
par des métaux, en particulier le plomb.

V.4. Autre utilisations

Le complexe Fe (C@)iquide a température ambiante permet d'obtemidysillation
du fer tres pur.
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Ce travail expérimental a été réalisé pendant wméedde trois mois et demi au sein du
laboratoire de la faculté des sciences biologigeiesles sciences agronomiques — Université
Mouloud Mammeri, Tizi-Ouzou.

L’objectif de cette étude est :

& Evaluation du pouvoir inhibiteur de la croissan@etbrienne fongique de quatre agents
antimicrobiens a savoir: I'H.E.T, l'acide citriquée chitosane et une quinzaine de
complexes chimiques produits au laboratoire dénimie de coordination de la faculté des
sciences - Université Mouloud Mammeri, Tizi-Ouzou.

< Détermination des concentrations minimales inhd#g (CMI), ainsi que les
concentrations minimales bactéricides (CMB) et foidgs (CMF).

< Etudier les interactions entre les agents antirbierts actifs par combinaison deux a deux
et déterminer les concentrations sub-inhibitrices.

A. Matériels
l. Matériel biologique
I.1. Souches microbiennes testées

Le choix des souches microbiennes testées dares éete a été basé sur I'implication
dans la pathologie humaine et l'altération demaiits. Pour cela nous avons sélectionné : une
bactérie a Gram+, une bactérie a Gram-, une leatuee moisissure.

1.1.1. Les souches bactériennes

Les souches bactériennes utilisées dans cette sbntiacillus subtilis ATCC 6633 et
Escherichia coli ATCC8739. Ces souches microbiennes de référamtechoisies en fonction de
leur pathogénicité et leurs résistances aux atijpies et implication dans les intoxications
alimentaires. Elles ont été aimablement fournieslgpdaboratoire de microbiologie de la société
pharmaceutique (Aldaph-Novonordisk) sise a la 2ndastrielle Oued-Aissi de Tizi Ouzou.

1.1.2. Les souches fongiques

Les souches fongiques utilisées dans cette étugartamnent aux especd&3andida
albicans et Aspergillus niger.

La levure provient d'un préléevement vulvaire eftextau laboratoire de mycologie du
CHU Nedir Mohammed de Tizi Ouzou.
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La moisissure a été isolée d'une variété de blé(dtnon) au département des sciences
biologiques et des sciences agronomiques de |'vsiteede Laghouat.

I.2.  Les agents antimicrobiens testés
1.2.1. Les complexes chimiques

Les complexes chimiques testés ont été eélaborésarictérisés par I'équipe du Pr
ADKHIS, laboratoire de chimie de coordination, dépment de chimie - Université M.
Mammeri de Tizi Ouzou.

Les complexes chimiques ont été conservés sousefamatalline solide a l'abri de la
lumiére, ils sont insolubles dans I'eau c’est powigls sont mis en solution dans le Di-Méthyl-
Sulfoxyde (DMSO). Afin d’obtenir des concentratioassez suffisantes pour provoquer une
activité antimicrobienne, les complexes ont étgparés a 10mg/ml.

Les différents complexes ainsi que leurs liganad sgportés dans le Tableau VII.
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Tableau VII : Les complexes chimiques testés et leurs ligands

Poids
Molécule Désignation Structure chimique moléculaire Couleur
(g/mol)
Cpx1 [Cu (Hdmg) (Arg) (NQ), (H20)] 495,76 Noir
Cpx 2 [Cu (Hdmg) (Arg) (Br)] 513,56 Olive
Cpx 3 [Cu (Hdmg) (Glu) (NOy)] 503,71 Noir
m Cpx 4 [Cu (Hdmg} (Glu) (SCN)] NQ 562,71 Marron
8 Cpx 5 [Cu (Hdmg) (Pro) (NG).] 570,71 Vert foncé
= Cpx 6 [Cu, (Hdmg) (Ade) (NOs) (H20)] 466,88 Rouge indien
I Cpx 7 [Cu, (Hdmg) (Gua) (NQ) (H20)] 622,23 Olive
8 Cpx 8 [Cu (Hdmg) (Ade) (NQ)2] 438,69 Vert foncé
% Cpx 9 [Cu (Hdmg) (Gua) (NQ)] 391,69 Vert clair
W Cpx 10 [Cu (H,dmg) (OPD) (NQ)] 348,70 Marron
% Cpx 11 [Cu (H.dmg) (OPD) (Bny] 447,50 Marron
8 Cpx 12 [Cu (Hdmg) (Val) (NQ) (H,0)] 393,17 Marron
Cpx 13 [Cu (Hdmg) (Lys-Cl) (NOs)] 605,86 Marron
Cpx 14 [Cu (Trp), (HdmMQ)] 761,24 Olive
Cpx 15 [Cu, (His) (Hdmg) (NQ)] 608,23 Vert foncé
” Sel de cuivre Cu (NGs)2 (H20)3 241,61 -
S | Hdmg=diméthyl- _ N
g . HON=C(CH;) C(CHs)=NO 116,02 -
= glyoxime
5 NOs=nitrate NO; 62 -
2 Br=brome Br 79,90 -
£ OPD=ortho- CeHa (NH2): 108,1 i
i phénylene diamine
H-.0 Eau 18 -
8 Arg = arginine CsH14N4O2 174,20 -
Z o Glu=glutamate CsHoNO, 147,13 -
9 f“g Val=valine CsHuNO; 117,15 i
@ Lys-Cl=lysine-
] chloridrique 182,65 )
% Trp=tryptophane C11H12N202 204,2252 -
< Pro=proline CsHgNO, 115,13 -
His=histidine C6H9N3OZ 155,1546 -
% é Ade=adénine CeHeNs 135,13 ]
@ 3 Gua=guanine CsHsNsO 151,13 -
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1.2.2. L’huile essentielle de thym (HET)

Dans le présent travail, nous avons utilisé deilehessentielle de thynTkymus vulgaris)
commerciale 100% pure, référencée : THILL-S NR1,ZS& certifiée par Ecocert SAS F
32600(1SO). Cette huile est naturelle, issue dgritulture biologique, achetée a la société
francaise FLORAME. Elle a été conservée en positenticale, a I'obscurité et au frais
(réfrigération).

Le profil chromatographique de I'huile essentiglle thym telle que déterminée par le
fournisseur commercial est illustré dans le TabMHL

Tableau VIII: Profil chromatographique de I'huile essentielle thymus vulgaris (seuls les
composés de pourcentage supérieur a 0,05 % orapgertés).

Temps de rétention (min) Identification Aire (%)
5.163 Tricyclene 0.05
5.277 a-Thuyene 1.08
5.473 a- Pinene 1.08
5.896 Camphéne 0.78
6.758 [1-Pinene 0.40
7.068 3-Octanone 0.09
7.239 Myrcene 1.70
7.720 a- Phellandréne 0.22
8.196 a- Terpinéne 1.85
8.611 p-Cymeéne 18.82

Limonéne
8.715 1.12
1,8-Cineole
9.515 cis-1- Ociméne 0.05
10.030 1- Terpinéne 9.52
10.354 trans -4-Thujanol 0.61
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10.587 Oxyde de linalol 0.07
11.320 Terpinolene 0.38
11.825 Cis 4-Thujanol 0.13
12.049 Linalol 5.68
14.106 Camphre 0.40
15.354 Bornéol 1.90
15.996 Terpinén-4-ol 1.07
16.887 a- Terpinéol 0.11
18.801 Acétate de bornyle 0.12
19.906 Thymol méthyl éther 0.47
22.820 Carvacrol méthyl éther 0.24
23.554 Thymol 45.85
23.863 Isothymol (Carvacrol) 3.17
30.140 B-Caryophyllene 1.54
31.263 Alloaromadendréne 0.16
34.621 Ledéne 0.12
36.368 y-Cadinene 0.14
39.525 Oxyde de caryophyllene 0.25

L’huile essentielle d&hymus wulgaris n’étant pas miscibles dans I'eau, il était nédessa

d’utiliser un émulsifiant pour la réalisation ddutions de cette huile. Il s’agit du Diméthyl-

Sulfoxyde (DMSO), un liquide organique hautemeriaijpe et miscible a I'eau.
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[.2.3. Le chitosane

Le chitosane utilisé dans cette étude est aimadsiefourni par Dr Kadouche Slimane, il est
produit au niveau du laboratoire de chimie de limrwement, du département de chimie -
Université M. Mammeri de Tizi Ouzou. La chitine danest issu est extraite a partir des carapaces
de crevettes roses.

Le chitosane se présente sous forme de poudrergaoghins saveur et de couleur blanche. La
poudre est pratiquement totalement insoluble eremdqueux (CODEX, 2009).

Quatre (04) échantillons, ayant des degrés de é8gation différents : 1h30, 2h00, 2h30 et
3h00, nous ont été fournis et testés. lls sonteesement désignés Chitol.3, Chito2.0, Chito2.3,
Chito3.0.

Les échantillons testés sont dilués dans de I'aaid@¢ique pure a raison de 2 g/l.
1.2.4. L'acide citrique

Nous avons utilisé de l'acide citrique issu decpssus industriel qui se présente sous forme
de cristaux blanchatres.

La dilution est réalisée dans de I'eau distilléérist. Nous avons préparé des solutions a
différentes concentrations : 10% (correspondartt g d’'acide citrique dans 100 ml de I'eau distillée
stérile), 8%, 6%, 4% et 3%.

I.3.  Matériel du laboratoire (voir annexes | et II).

II.  Etude préliminaire (screening)
II.1. Confirmation des souches bactériennes

Les souches bactériennes testées sont des souatesscpnservées dans le milieu PCA a
4°C.

Chacune des deux souches a été repiquée sur el et incubées a 37°C afin d’obtenir
des cellules jeunes de 15 a 18 heures. Une caoratinple au bleu de méthyléne et une coloration
différentielle de Gram ont été réalisées suivisnd'wbbservation microscopique dans le but de
déterminer : la forme, la taille, le mode d’ageneaindes cellules ainsi que le type de Gram.

La coloration de Gram (voir annexe III).
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II.2. Préparation de I'inoculum
[1.2.1. Préparation de préculture

Les tests antibactériens sont réalisés a partcuttares jeunes en phase exponentielle de
croissance (culture de 15 a 18 heures).

Les souches bactériennes sont repiquées sur leumiliH gélosé, puis les boites sont
incubées a 37°C pendant 16 heures.

11.2.2. Préparation de la suspension bactérienne

Dans la zone septique du bec bunsen et a partultigres pures de 16 heures, prélever a
l'aide d'une pipette Pasteur quelques colonies hsmées de chacune des souches a tester.
Décharger la pipette dans 10ml de l'eau physiologjigtérile a 0,9%, puis homogénéiser. Les
suspensions bactériennes, ainsi obtenues, sowlastisees, a I'aide d’'un spectrophotometre, a une
DO de 0,08 & 0,10 a une longueur d'onde de 620ngiteCabsorbance correspond a une
concentration de TOUFC/ml. Nous avons, ensuite, réalisé une diluion1/10 afin d'obtenir une
suspension standardisée & WEC/ml.

I1.3. Evaluation qualitative et quantitative de I'activité antimicrobienne

L’évaluation de I'activité antimicrobienne a é#alisée par la méthode des puits décrite par
Ismail et al. (2008).

[1.3.1. Activité antibactérienne

Les différents échantillons d’agents antimicrokisont utilisés pour tester leurs activités
antibactériennes vis-a-vis des deux souches bewtés choisies.

11.3.1.1. Méthode des puits

La méthode des puits consiste a estimer l'inhibitite la croissance des germes testés au
contact des différents échantillons d’agents awctiofiiens étudiés.

A partir d’'une suspension bactérienne standardisé& UFC/ml, nous avons effectué un
ensemencement en masse en déposant 1ml de la Sospan fond de boites de Pétri stériles, puis
nous avons coulé la gélose MH en surfusion (45f@ren).

Apres solidification, des puits d’environ 6mm dardetre ont été confectionné a I'aide d’'une
pipette Pasteur retournée et flambée a son exérdange. A l'intérieur de ces puits on déposgl50
de chaque échantillon a tester. Les boites somsyiten fermées et laissées diffuser pendant 30
minutes.
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De méme, des antibiogrammes avec des antibiotiqaeséférence : 'augmentin (AMC),
limipenéme (IPM), nitrofurantoine (F), pefloxaeifPEF), cefoxitine (FOX), et la cefazoline (KZ)
ont été réalisés afin de servir de témoins pospidsir comparer les résultats. Aussi, un puits
contenant du DMSO a été prévu en guise de témgatifié

La lecture est réalisée apres 24 heures d’incubaio37°C. Les diametres des zones
d’inhibition sont mesurés a l'aide d’'une régle gpemés en millimétre (mm) (le diamétre du puits
(6mm) est inclus).

Selon Ponceet al. (2003), la sensibilité des difféerentes souchesawss des agents
antimicrobiens est classée comme suit :

Non sensible ou résistante, $:<8 mm ;
Sensiblesi: 9 mMmm © <14 mm ;
Trés sensible si : 15 mmO <19 mm ;

Extrémement sensible s > 20 mm.

11.3.2. Activité antifongique
11.3.2.1. Confirmation des souches fongiques

L’identification des souches fongiques fait appelx caracteres culturaux (identification
macroscopique) et a la morphologie (observatiorraosaopique) de la souche isolée a I'état pur
(Bottonet al., 1999).

11.3.2.1.1. Caracteres macroscopigues et microscapies

L’examen macroscopique ABp. niger et deC. albicans a été fait sur milieux Sabouraud
incubés a 25°C et a 37°C respectivement.

Les colonies d€. albicans sont plates, luisantes, crémeuses et de coulanc bféme.

Asp. niger forme des colonies atteignant 4 a 5 cm de dianmexr@ jours. La colonie est
d'abord blanche et translucide puis devient nairspgorulant.

Un prélévement d'un fragment mycélien et d’'uneon@ de levure sont faits, puis, les
échantillons sont placés entre lame et lamelldstwés au microscope photonique au Gx400.

11.3.2.2. Repiquage de disques mycéliens sur miliedabouraud

A partir des boites de Pétri conservées contetmmhoisissure, trois disques mycéliens
d’environ 4mm de diametre ont été préleves puispodés en forme de triangle dans une boite de




Wateiiels et Methodes

Pétri préalablement coulée de milieu SabourauduiEnsncubé a 25°C jusqu’a ce que la croissance
mycélienne soit bien caractérisée (trois jours).

11.3.2.3. Préparation des suspensions & 10FC/ml

Les spores d’'une jeune culturéddd. niger sont récupérées par un lavage de la boite de Pétri
avec un volume de 5ml d’eau physiologique stéerile9o.

A l'aide d’une pipette Pasteur stérile, nous avprééve une colonie isolée @ albicans,
puis on décharge la pipette dans 10ml d’eau phygiglie a 0,9%.

Aprés homogénéisation, les suspensions sont stisédes & JDUFC/ml en effectuant des
dénombrements sur la cellule de Thoma et des dlilsitiécimales, si nécessaire.

11.3.2.4. Méthode des puits

Les mémes opérations sont effectuées pour téatdivité antifongique suAsp. niger et C.
albicans, sauf que dans ce cas, le milieu utilisé est lemBabouraud. L'ensemencement est réalisé
en surface en déposant 0,1ml de la suspensiongiemgur le milieu préalablement coulé et solidifié,
puis étalement a l'aide d’un rateau.

La lecture est faite aprés 72 heures d’incubai@%°C pour la moisissure et aprés 24 heures
d’incubation a 37°C pour la levure.

[ll.  Détermination des CMI
[ll.1. Préparation des dilutions

Les dilutions de I'HET et des complexes chimigaest réalisées dans le DMSO tandis que
celles de I'acide citrique sont effectuées daresu’distillée stérile.

L’échantillon de chitosane a 2h30, étant le seybrésenter une activité antimicrobienne, est
sélectionné pour déterminer les CMI.

l1l.2. Méthode des spots
< Principe de la méthode

Ce test non quantitatif a pour objectif d’estimardoncentration minimale inhibitrice des
souches testées au contact de différentes conttengrales agents antimicrobiens étudiés (Sokmen
et al., 2004).

Cette technique est réalisée en trois étapes :

— Dans des boites de Pétri stériles, nous avonscéaiter 15ml de milieu (MH pour les
bactéries et Sabouraud pour les souches fongiquésh servir d’apport en nutriments pour
les microorganismes ;
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— Réaliser une dilution volume a volume : dans 3mhdlieu de culture, nous avons mélangé
des volumes variables de I'agent antimicrobierstete Puis, la dilution obtenue est versée et
étalée d’'une facon homogéne dans les boites depRédtablement coulées ;

- Aprés solidification, nous avons déposé 3 spot§idale la suspension microbienne & 10
UFC/ml en forme de triangle.

Les boites sont, ensuite, incubées a 37°C penddmp@ur les bactéries et la levure et a 25°C
pendant 72h pour la moisissure.

La plus petite concentration pour laquelle il n'g@acun développement visible de la souche
est considérée comme étant la CMI.

V. Détermination des CMB et CMF

La détermination des concentrations minimalesdrmitie (CMB) et fongicide (CMF) est
réalisée par un prélevement, a I'aide d’'une pipe#steur, dans les zones d’inhibition (ne préséntan
aucune culture visible). Chaque prélévement esiit) déposé en stries sur le milieu de culture
approprié (MH pour les bactéries et Sabouraud [Esusouches fongiques) ne contenant aucun agent
susceptible d’étre inhibiteur de la croissanceadsduche en question. Les boites ensemencées sont
incubées a 37°C pendant 24h pour les bactériesletuire et & 25°C pendant 72h pour la moisissure.

V. Combinaisons
V.1. Association de 'HET et les complexes chimicps

Nous avons mélangé 50% de I'HET pure et 50% desplaxes chimiques dotés d'une
activité antimicrobienne, pour un volume final dé jd. Ensuite, nous avons testé l'activité du
mélange par la méthode des puits sur les soucloéSrieanes et fongiques.

La lecture des résultats s'effectue aprés incubaties souches et consiste en la mesure des
diamétres des zones d’inhibition. L'interaction eshsidérée comme positive lorsque le diametre
d’inhibition dépasse 10 mm.

V.2. Association de l'acide citrique et les compkes chimiques

Nous avons effectué cing dilutions de I'acideigite : 10%, 8%, 6%, 4% et 3%. Puis, nous
avons mélangé 50% de complexe chimique avec 508hamine des cing dilutions pour un volume
finale de 5Qul. Ensuite, nous avons testé I'activité des mélarajgenus par la méthode des puits sur
les différentes souches testées dans cette étude.

La lecture des résultats s'effectue aprés incubaties souches et consiste en la mesure des
diamétres des zones d’inhibition.
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V.3. Association de I'HET et I'acide citrique

Nous avons préparé des dilutions successivesggi@ur de deux) en ce qui concerne 'HET
et cing dilutions de I'acide citrique. Puis, now®@as realisé des associations entre les diffésente
dilutions. Enfin, les différents mélanges ont éstés sur les souches choisies pour cette étude.

La lecture des résultats s’effectue aprés incubaties souches et consiste en la mesure des
diametres des zones d’inhibition.

D’aprés PIBIRI (2005), les effets des combinaisdfeggents antimicrobiens, sont définis
selon quatre interactions possibles :

> Indifférence : I'activité d’'un agent antimicrobien n’est paseaftée par I'autre.
» Addition : I'effet de I'association est égal a la somme dfets de chaque agent étudiée
isolément, a la méme concentration que dans | éssmT.

» Synergie : l'effet est significativement supérieur a la soemrde chaque agent étudiée
isolément, a la méme concentration.

» Antagonisme l'association diminue l'activit¢ de l'un des agerantimicrobiens ou de
l'autre. Elle est inférieure a la somme des effiet€hacun pris séparément.
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l. Criblage des substances antimicrobiennes (screieq)
[.1. Activité antibactérienne

L’étude in vitro de pouvoir antimicrobien d’'un agent d’origine vEd&HET), un
agent d’origine animal (chitosane) et deux agehisigues (acide citrique et complexes
métallique a base de cuivre) par la méthode des pui utilisant le milieu MH pour les
bactéries et le milieu Sabouraud pour les soucbagidues a conduit a I'obtention des
résultats illustrés dans des tableaux ou figuréactivité antimicrobienne est estimée en
termes de diametre des zones d’inhibition autoarpdgts contenant les agents antimicrobiens
a tester. Les souches sont classées en : sensikiigsnement sensibles ou résistantes.

Les souches utilisées ont été confirmées par umseradtion microscopique et la
coloration de Gram réalisée sur des cellules isgi@esultures jeunes obtenues sur gélose
Mueller-Hinton.

Les résultats de la coloration de Gram sont i@sspar les photos présentées dans la
Figure 8.

Les cellules ¢E. coli observées sous forme de coccobacilles, celluléseispse sont
révélées Gram négatif (coloration rose), alorslgaeellules d. cereus se présentaient
sous forme de long bacilles, cellules isolées g&s/alGram positif.

Figure 8: Résultats de la coloration de Gram observée au Bxadimmersion. (AB.
cereus (B) E. coli.

[.1.2. Résultats du témoin négatif

Si les complexes doivent étre soumis aux essaligdiipies, la toxicité du solvant peut
egalement étre critique car méme en traces, leasbive devrait pas empécher le procédé
biologique. L’attention doit également étre préaée interactions possibles entre le solvant et




les corps dissous pendant que le solvant peutrréasgc certains composés pour causer la
dissociation, la déshydratation ou I'isomérisatifences complexes (Yrjéen, 2004).

Pour cela, le DMSO a été testé comme solvant. Essltats montrent qu'il est
approprié et ne présente aucun effet sur la cmigssaormale des souches microbiennes
(Figure 9).

A B

Figure 9: Effet du DMSO sur les bactéries étudié&s B. cereus (B) E. coli.

Ainsi, I'effet antimicrobien additionnel éventueludDMSO se trouvant dans les
échantillons serait nul.

[.1.3. Résultats du témoin positif

L’antibiogramme a pour but de prédire la seng#iti’'un microorganisme vis-a-vis
d’'un ou de plusieurs antibiotiques. Cette sensggbiist exprimée par I'apparition des zones
d’inhibition autour des disques. Le choix des antiques est lié a leur fréequence d’utilisation
en milieu hospitalier. Les résultats sont illusipés les photos présentées dans la Figure 10.




A B

Figure 10: Effet des antibiotiques de référence sur les biastétudiée (A) E. coli (B) B.

cereus.

I.1.4. Reésultats du screening des complexes chimiques $es bactérie:

Les résultats du test préliminaire des complexémiges sur les bactéries sc

représentés dans I'histogramme (Figll).
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Figure 11: Criblage des complexes chimiques sur la base detawoir antibactérier

IPM : imipenéme
F: nitrofurantoine
AMC : augmentin
FOX : cefoxitine

KZ: cefazoline
PEF : pefloxacine
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Ces résultats montrent que les ligands testés amdsque la plupart des comple:
chimiques testés ne sopis actifs sur les souches étudiées. Ceci s’est trapit le
développendes bactéries sur toute la surface de la gélas@€mme a I'intérieur des pui

Toutefois, le Cpx3a produit un effet inhibiteur sur la croissance dEE.coli en
exhibant une zone d’inhibition d’'un diameétre demi® (Figure 2 A).

De méme, le Cak2 s’est montré actif v-a-vis deB. cereus. Le diamétre de la zor
d’inhibition étant de 10 mm (Figure2 B).

Figure 12: Effet inhibiteur des complexes chimiques sur lassance des bactéries tes
(A) E. coli (B) B. cereus.

Nos résultats correspondent a ceux obtenus paieplgsauteurs (Caleb Nok
Chandaret al., 2011; Chevry, 201; Mansouri et Akrout, 2014). Par contre des étt
récentes (Osunlaja, 2009 et Ranet al., 2014) ont démontré que la gi-totalité des
comgexes métalliques a base de cuivre présententaiivit@ antibactérienne importante -
a~is de certaines souches pathogenes y cotE. coli. Cette différence de résultats est
étre due a la différence des techniques utiliséesla concentreon des échantillor

Le mécanisme d’action des complexes chimiques mnpest encore tres élucic
cependant, nous pensons que l'activité de ces exeplet liée a leur configuration spati
ainsi qu’au type de ligands les composal

I.2.2. Effet antibactérien de I'HET, de I'acide citrique et du chibsane

Dans cette partie, nous avons testé 'activitébactérienne de I'huile essentielle
thym pure, les cing dilutions de I'acide citriqudes quatre échantillons du chitos:

Les résultats dee test sont représentés dans I'histogramme indigog la Figure3.
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Figure 13: Effet inhibiteur de I'HET, de l'acide citrique ai dhitosane sur la croissanc E.
coli et deB. cereus.

D’aprés I'histogramme présenté dans la FigL3, les agents antimicrobiens étud
sont douées dune activité inhibitrice variable sdbb bactérie testéeB. cereus semble étre
plus sensible par rappor&acoli vis-avis de 'ensemble des échantillons tes

La sensibilité la plus élevée (diame=30 mm) est observée chB. cereus traitée
avec I'HET. De mémek. coli est classée extrémement sensible a 'HET (diam25enm).
Les zones d’inhibition observées sont illustréasgmphotos présentées dans Figd4.

E coli B. cereus

Figure 14: Effet de I'HETsur les souches bactérieni
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Selon Sarkeret al. (2005), l'activité antimicrobienne d'une huile estelle est
probablement due a la présence de synergies antnerabre de composants, qui, lorsqu’ils
sont séparés deviennent inactifs individuellem€eta est interprété par le fait que les plantes
produisent une variété énorme de petites moléar#microbiennes ayant un large spectre
de structure telles que les terpénoides, les et les polyphénols. Cependant, la plupart
de ces molécules ont une faible activité par rapgax antibiotiques naturels produits par les
bactéries et les champignons.

Plusieurs travaux ont mis en évidence la grandsilsiété des bactéries Gram+ par
rapport aux Gram- (Falledt al., 2008 ; Hayounet al., 2007 ; Konest al., 2004 ; Sharet al.,
2007 ; Turkmeret al., 2007 ). En effet, la force et le spectre de latdi antimicrobienne
varient selon le type de I'HE et le Gram des baeséra résistance, généralement, élevée
chez les Gram-, est attribuée a la présence d'uembrane externe imperméable aux
composes lipophiles. L’absence de cette barrieeg t&s Gram+ permet le contact direct des
constituants hydrophobes des huiles essentielles & bicouche phospholipidique de la
membrane cellulaire bactérienne (Wendakoon et Sakagl995).

Le mode d'action de certaines molécules antibamtégs (carvacrol et thymol)
contenues dans I'HET a été décrit dans la littéeatlle carvacrol et le thymol semblent
capables d’augmenter la permeéabilité membranaiaenflertet al., 2001). En détruisant la
membrane externe des bactéries Gram négativeaugmenteraient la perméabilité de la
membrane plasmique aux métabolites cellulairesafhtigret al., 1998).

Le mode d’action du carvacrol a été bien étudiéBuwereus. Ce composé pénetre
dans la bicouche lipidique et se positionne emsechaines d’acides gras. Cette déformation
de la structure augmente la fluidité membranaitiutissant a une modification de la
perméabilité passive. Chez les bactéries exposéearaacrol, on observe une diminution de
'ATP intracellulaire, mais aussi une diminution daotentiel membranaire. Ainsi, le
carvacrol, en augmentant la perméabilité de la mangbplasmique, n’entraine pas une fuite
d’ATP mais une fuite de protons, qui provoque latelde la force protomotrice et, donc, de
la synthése d’ATP. Cette information est confirrpée la mesure du gradient de pH a travers
la membrane plasmique. Le carvacrol formerait desmox dans la membrane permettant la
fuite des ions (Ulteet al., 2002). En plus de limiter la croissance, le aarul est capable
d’inhiber la production de toxines chBzcereus. (Ultee et Smid, 2001).

L’action du thymol a été étudiée sur des membramtfcielles (Trombettaet al.,
2005). Son efficacité dépend de la composition etlal charge nette de la membrane.
Lorsqu’il pénetre dans la membrane plasmique,ritde altérer sa perméabilité et entrainer
une perte du matériel intracellulaire. De plus,eapavoir traversé la membrane, il peut
interagir avec des sites intracellulaires (Raseial., 2006).

L'effet des huiles essentielles @eymus vulgaris et deThymus satureioides dans la
diminution de la charge bactérienne initiale deilnde hachée a été montré par Danoune et
Dziri (2008). Aussi, I'effet antibactérien des laslessentielles d’Eucalyptus, Myrte et Sarriette
sur la viande fraiche type hachée a été mis ereéuapar Bourit et Boussad (2008). Les huiles




Resutrats ct Didenssions

essentielles de Sarriette des montagnes et derauaible ont considérablement réduit la charge
bactérienne de la viande de dinde de commerceqddaet al. ,2009).

Par ailleurs, les deux souches se sont avéréeblesns I'acide citrique dosé a 10%,
a 8% et a 6% ; mais résistantes aux échantilloeésla 4% (diametres inférieur a 8mm) et a
3%.

Ces résultats sont semblables a ceux publiés pangjottiret al. (2006), Gomest
al. (2013) et Kimet al. (2013).

De méme,Séon et SimbBes Nunes (2009) ont étudié l'effet Hesigurs acides
organiques y compris l'acide citrigue sur une eactérie pathogengalmonella et ont
rapportés des résultats proches des nétres.

Selon Cherringtoret al. (1991), les mécanismes d’action des acides orgasigont
divers. Il faut ajouter a l'effet acidifiant, I'agtté antimicrobienne spécifique de l'acide
utilisé.

D’'une maniere général, les acides organiques agisse trois étapes: d’abord,
certaines molécules se dissocient ce qui engeralriglification du milieu (Gouget, 2013).
Ensuite, ces molécules d’acides dissociées, ne gmbupas pénétrer dans la membrane
plasmique, endommagent la structure des protéimeshmanaires. Ainsi, sa perméabilité aux
minéraux comme le sodium ou le potassium s’en wounodifiée d'ou découle la
modification de la pression osmotique qui entrdtnenort de la cellule (Papagianni, 2007).
Enfin, les molécules d’acide non dissociées, liplegh pénetrent a I'intérieur des cellules
cibles par diffusion passive a travers la membgalasmique. Une fois dans le cytoplasme,
I'acide se dissocie et libére des protons)(&ui se lieraient a d’autres molécules comme les
acides aminés. Ainsi, l'activité de certains sysémnzymatiques, dont ceux nécessaires pour
la multiplication de 'ADN se verra inhibée. Le miorganisme ne peut, donc, plus se
multiplier (Chene, 2002 ; Servin, 2004).

En ce qui concerne le chitosane, les deux soucae®rennes étaient sensibles a
I'effet de I'échantillon de : chito2.3.

Les échantillons de : chito2.0 et chito3.0 ont m®&nine activité moins prononcée. Par
contre, I'échantillon de : chitol.3 n’a exercé @ue activite.

Les résultats que nous avons obtenus correspoadesiix publiés par Rabenaal.
(2003) et Sogiaet al. (2010).

Selon Rabeaet al. (2003), I'action antimicrobienne du chitosane estaafois
antifongique, antibactérienne et algicique, ellé m®duite de différentes manieres. Il a
d'abord un effet inhibiteur sur certaines enzyniee. ailleurs, son caractere chélatant le
conduit a emprisonner des cations meétalliques cdimite la production de toxines et la
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croissance des micro-organismes. Enfin, les groepé&n ammonium quaternaires du

chitosane ont des effets bactériostatiques et ficidigs (Bordenavet al., 2010).

I.3.  Activité antifongique

Avant d'effectuer le test de l'activité antifongie; un examen macroscopique et
microscopique des souches fongiques utilisées arégtiisé. L’'aspect macroscopique est

illustré par les photos rapportées dans la Figare 1

O albicans

Figure 15: Photos illustrant I'aspect macroscopique (colordes)souches fongique.

L’examen microscopique du mycélium fongique etl@lsuspension de la levure au

Asp. niger

Gx400 a permis d’avoir les illustrations (photpsdsentées dans la figure 16.

spores e cellule de
fongiques = . Thoma
-

tete \

aspergilaire cellule de
levure
bourgeonante

Asp. niger C. albicans
Figure 16: Photos observées au Gx400 montrant l'aspect mapmpe des souches

fongiques testées.

Les observations faites ont permis de confirmesteghes fongiques a tester.




[.3.2. Résultats du témoin négati

Le DMSO a été testé comme solvant. Les résultatstnenat qu'il estapproprié et ne
présente aucun effet sur la croissance normalealehes fongiques (figure7).

Asp. niger

C. albicars

Figure 17: Effet du témoin négatif (DMSO) sur les souches fqugs

1.3.3. Activité antifongique des complexes chimique

Les résultats du test ('activité antifongique des complexes chimiquestqmésenté
dans la Figure 18.
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Figure 18: Les résultats du criblage des complexes chimigueses souches fongiqu
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D’aprés I'histogramme (Figure8), la moisissure Asp. niger, semble résistante a
différents complexes chimiques ainsi qu’aux ligar@dsci s’est traduit par le développem
du champignon sur toute la surface de la gélosse(ade de zones d’inhibitior

Ceci peut étre expliqué par la résistance connueedehimpignon. Ces résultats sont
accord avec ceux de Chevry (20.

La difficulté de développer une molécule antifongiqest liee, d’'une part
l'ultrastructure de la cellule fongique qui présentois barriere: la paroi cellulaire
chitineuse, les ergadils membranaires et le noyau eucaryote et d’aqare les molécule
antifongiques ellesaémes qui peuvent engendrer des résistances (Rrtakagoor, 2004

Toutefois, Arun et Raman (2014) ont démontré que des complexaslliques a base
cuivre awaient un effet fongicide. Cette différence de risgslpeut étre liée a la nature
complexes testés et aux méthodes utilis

Quant a la levur€. albicans, elle s’est avérée résistante aux ligands epéulzart des
complexes chimiques testeés.

Toutefois, trois complex : Cpx3, Cpx4 et Cpgx se sont montrés actifs sur la lev
en produisant des zones d ‘inhibition de diamede 9mm, 8mm et 10mm respectivem:

Ces resultats s’approchent de ceux publiés par@ti2011) et Ramaet al., (2014).

1.3.4. Activité antifongique de I'HET, de I'acide citrique et du chitosane

Nous avons évalué l'activité antifongique de lleuessentielle de thym pure, des ¢
dilutions de I'acide citrique et des quatre écHimts du chitosane par la nhode des puits.

Les résultats de ce test sont représentés daigpuiee B9.
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Figure 19: Effet antifongique de I'HET, de l'acide citrique dét chitosane sur les souct
fongiques.
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Les résultats obtenus montrent, d’'une part, Gualbicans s’est avérée sensible a
deux échantillons du chitosane : chito2.0 et ch#a®/ec des diametres de 10mm et 13mm
respectivement ; et extrémement sensible a 'HEGcamn diaméetre de 60mm. Cependant,
cette méme levure est résistante aux deux auttesntitons du chitosane ainsi qu’aux
différentes dilutions de I'acide citrique (diamétre8mm).

Et d’autre partAsp. niger est résistant aux cing dilutions de I'acide citeqCeci peut
étre lié a la production de ce méme acide par ceidésissure. En effet, les souches
productrices développent une résistance a I'eneatds substances antimicrobiennes qu’elles
produisent (Prasad et Kapoor 2004).

Par contre, le champignon s’est avéré extrémenemsilde a I'HET avec un diamétre
de 40mm (Figure 20).

Figure 20: Photo illustrant I'effet de I'HET sutsp. niger aprés 72h d’incubation.

L'efficacité de 'HET est liée a un certain nomlite ses composants fonctionnant en
synergie (Derwiclet al., 2010). L'activité antifongique de cette huile dak a la présence de
carvacrol en concentration relativement élevéee@ht al., 2002). Un autre composé « le
thymol » possede, lui aussi, une large gamme digetiantibactérienne et antifongique
(Imelouanest al., 2009).

Cox et al. (2000) ont rapporté que l'activité antifongique des HE @sé a une
augmentation de la perméabilité de la membranamniipe suivie de sa rupture entrainant
une fuite du contenu cytoplasmique et donc la metta cellule.

Rasooliet al. (2006) ont déja éetudié les effets antifongiquesl'dH.E.T et plus
particulierement sur les conséquences de cette Buil l'ultrastructure du champignésp.
niger. lls ont démontré grace a la microscopie électpomj que lorsgéisp. niger était exposé
a I'H.E.T., celle-ci provoquait des dommages irréles sur la membrane cellulaire ainsi
que sur les organites du champignon, alors qu'ellebent la germination des spores,
I'élongation du mycélium, la sporulation et la protion de toxines chez d’autres moisissures.
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Par contre, le chitosane semble exercer un effeetdedement de la croissance de la
moisissure : aprés 72h d’incubation les boites axmant le chito2.0, chito2.3 et chito3.0
étaient encore au stade de la formation du mycédilors que le témoin négatif (moisissure
cultivée seule) et la boite contenant chitol.3t @aistade de sporulation (Figure 21).

Figure 21: Effet du chitosane sur la croissanc@sp. niger.

Nos résultats concordent avec ceux publiés pdlamdier et al. (2014). Par contre,
Rabeaet al., 2003 ont démontré un effet fongicide du chitosaneAsp. niger et Botrytis
cinerea. Selon ces derniers auteurs, l'activité antifongiguechitosane peut étre expliquée
par son effet inhibiteur sur certaines enzymesail@urs, son caractere chélatant le conduit a
emprisonner des cations métalliques ce qui limiertoissance des micro-organismes.

Il. Détermination des Concentrations Minimales Inhibitices (CMI)

La détermination des CMI des différents agentsantbbiens testés dans cette étude
a été realisée avec la méthode des spots ou umgomilvolume a volume (des volumes
variables de I'agent a tester sont incorporés tlaesuche superficielle du milieu de culture)
a été effectuée.

Les CMI sont calculées en pourcentage (%) du volamel’agent antimicrobien
incorporé par rapport au volume de la couche siguei& du milieu de culture (3ml).

Les résultats des tests sur la CMI des différegenis antimicrobiens testés sur les
souches bactériennes et fongiques sont rappomédedableau IX.
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Tableau IX: CMI des souches bactériennes et fongiques expsig@@ourcentage.

E .coli B. cereus C. albicans Asp. Niger
H.E.T 0,66% 0,33% 0,33% 0,33%
Acide citrique 8,33% 3,33% 23,33% -
Chitosane 33,33% 26,66 % 66,66 % -
Complexes n"3 >0% - - -
chimiques n° > - _ 26,66 % -
n°12 - 33,33% - -

- : non testé (échantillon non actif sur la souche)

La plus faible CMI a été obtenue avec I'HET visig-des souches fongiques etRle
cereus, soit 0,33%. Tandis que la CMI la plus élevée aeéregistrée avec le chitosane vis-a-
vis deC. albicans, soit 66,66%.

Les CMI de 'HET ont été déterminées a des valees basses (0,66% vis-a-vi€d’
coli, a 0,33% vis-a-vis d8. cereus, C. albicans et Asp. niger). Ce qui s’explique par la
guantité infime de I'huile incorporée dans le mili@Qul et 1Qul respectivement).

Nous pouvons déduire que I'HET a une activité importante d’autant plus qu'elle est
efficace sur les quatre souches testées.

Toutefois, nos résultats sont inférieurs a cewemis par plusieurs auteurs (Fallghal.,
2008 ; Hayoungt al., 2007 ; Koneet al., 2004).

Par contre, des études recentes (Amrowtta., 2015 ;Burt, 2007 ; Friedmaset al., 2002 ;
Mayaudet al., 2008) ont obtenus des résultats qui s’approchenndtres.

Les CMI des complexes chimiques et celles du shite sont relativement élevées par
rapport a celles des autres agents testés.

Les CMI de l'acide citrique sont basses vis-a-viss dsouches bactériennes et
moyennes vis-a-vis de la levure.

[I. Détermination des Concentrations Minimales Bactérides (CMB) et fongicides
(CMF)

La détermination des CMB et des CMF a été effecawde la méthode des spots. Les
résultats sont exprimés en pourcentage, ils soliqués dans le Tableau X.
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Tableau X : Valeurs (%) des CMB et des CMF

E. cali B. cereus C. albicans Asp. niger
H.E.T 1% 0,33% 0,66% 0,66%
Acide citrique 13,33 % 8,33% 33,33% -
Chitosane 33,33 % 26,66 % 66,66% -
Complexes n"3 >0% - - -
chimiques n° > - _ 33,33% -
n°12 - 40% - -

- : non testé (échantillon non actif sur la souche)

D’aprés les résultats obtenus, 'HET exerce uptdffictéricide et fongicide vis-a-vis
de 'ensemble des souches testées.

Aussi, I'acide citrique et le chitosane exercentifet bactéricide vis-a-vis des deux bactéries
etudiées et un effet fongicide vis-a-vis@ealbicans.

Et enfin, les complexes chimiques exercent un djtattéricide et fongicide vis-a-vis des
souches sur lesquelles ils sont testés.

V. Effet des combinaisons des substances étudiées

Dans le but doptimiser I'action antimicrobiennesdéifférents agents testés et de
diminuer leurs CMI (estimer leurs concentrations-guhibitrices), nous avons combiné deux
a deux ceux présentant un effet antibactérien etitifiongique. Les mélanges obtenus sont
testés par la méthode des puits sur les souchésashpour cette étude.

V.1

Nous avons mélangé 50% de I'HET pure et 50% dmpbexe chimique doté d’'une

Association de 'HET et les complexes chimiges

activité antimicrobienne, pour un volume final diuh. Ensuite, nous avons testé l'activité du
mélange par la méthode des puits sur les soucloéSrieanes et fongiques.

Les résultats de ce test sont résumés dans lealaKle

Tableau Xl : Résultats de laombinaison des complexes chimiques avec 'H.E.T

.Sou.che Diametres de la
microbienne L
- . zone d’inhibition
Combinaison testée
(mm)

H.E.T + complexes n° 3 E. coli 20
H.E.T + complexes n° 5 B. cereus 19
H.E.T + complexes n° 12| C. albicans 60
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Ces résultats montrent ¢, malgré une faible activité antibactérienne lotis sont
employés seuls, I'activité des complexes chimigstgrandement améliorée en présenc
I'HET. Les photos montrant ces effets sont illussrélans la Figure2.

complexe chimique combing
avec 'HET.

complexe chimique testé seul
Figure 22: Photos comparant I'effet des complexes employds seaombinés avec I'HE

Le mode d'action des combinaisons differe de fasigmificative de celui de
mémes agents agissant individuellement. Hemaiswet al. (2008), suppose que l'un d
agents coiinés affaibli le microorganisme et I'autre agéatthéve
Une autre hypothese (Musiol, 20 : lors des combinaisons il y’'a formation de nows®
molécules auxquelles les germes ne sont pas eadapés. Ceci regle, momentanémen
probléme de résistance.

IvV.2. Association de I'acide citrique et des complexes ichiques

Nous avons effectué cinq dilutions de I'acide qite : 10%, 8%, 6%, 4% et 3%. Pu
nous avons mélangé 50% de complexe chimique avécde0chacune des cinqg dilutions p
un volume finale de 5Qil. Ensuite, nous avons té l'activité des mélanges obtenus sur
souches bactériennes et fongiques testées daestalt

Les résultats de ce test sont rapportés di Tableau XII.
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Souche Diametres de la
- microbienne zone d’inhibition
Combinaison .
testée (mm)
Ac. citrique .
E. col 1
210 % coli 0
Ac. citrique .
E. col
28 % coli 09
Complexe| Ac. citrique .
0° 3+ 56 % E. coli 07
Ac. citrique .
E. col
34 % coli 06
Ac. citrique .
E. col
33 % coli 06
Ac. citrique .
510 % C. albicans 06
Ac. citrique .
38 % C. albicans 06
Complexe| Ac. citrique .
15 + 36 % C. albicans 06
Ac. citrique .
5 4% C. albicans 06
Ac. citrique .
53 % C. albicans 06
Ac. citrique
B. 1
210 % cereus 5
Ac. citrique
28 % B. cereus 12
Complexe| Ac. citrique
B. 10
12+ | 46% Cereus
Ac. citrique B. cereus 07
ad% '
Ac. citrique
23 9% B. cereus 06

Ces résultats montrent que la combinaison du cexapl n°12 avec I'acide citrique

dosé a 10% et a 8%, testé dfurcereus, augmente légérement les diametres des zones

d’inhibition (15mm et 12mm respectivement) par m@p@u diamétre du halo d’inhibition du

complexe testé seul sur la méme souche (10mm).
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Par contre, nous avions observé

IV.3.

I'effet inversecdes autres combinaisons sur les
trois souches testées. Nous supposons que ceduesti changement de la structure des
complexes métalliques en milieu acide ce qui latrderdre leur activité antimicrobienne.

Association de 'HET et I'acide citrique

Nous avons effectué cing dilutions successivedgmdeur de deux en ce qui concerne
'HET et cinq dilutions de I'acide citrique. Puispus avions réalisé des associations entre les
différentes dilutions. Les différents mélanges ééttestés sur les souches choisies pour cette
étude (nous avons utilisé les boites de Pétri den@e diametre).

Les résultats obtenus sont résumés dans les Tab¥ebuXIV et XV.

Tableau Xlll : Résultats de laombinaison de I'H.E.T avec I'acide citrique test&E.coli

Diameétres des zones d'inhibition (mm)
HET H.E.T | Dilution au %2 | Dilution au % | Dilution au 1/8 | Dilution au 1/16
pure
o O =25 O =20 O =18 O =18 O =15
Ac. citriqu

aldo%
S =14 28 24 30 25 21
a8 %

27 2 2 24 1
©=11 6 ° 8
a6 %

27 24 24 22 16
O =10
ad%

25 19 18 16,5 15
O =07
a3%

17 1 1 1 1
S =06 5 5 3 0

O : Diametre.
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Tableau XIV : Résultats de laombinaison de I'H.E.T avec l'acide citrique testéB.cereus

Diametres des zones d’inhibition (mm)

HET H.E.T Dilution au %2 | Dilution au ¥ | Dilution au 1/8 | Dilution au 1/16
pure
. Q=30 O =28 O =26 Q=20 © =15
Ac. citriqu
60 60 60
2 0,
gli) 1/; (inhibition (inhibition (inhibition 28 18
- totale) totale) totale)
60 60
- 0,
; ? fB (inhibition |  (inhibition 26 20 16
- totale) totale)
60 60
2 0,
; (i fz (inhibition (inhibition 26 20 15
- totale) totale)
60 60
- 0,
;AL 3)7 (inhibition |  (inhibition 26 20 15
- totale) totale)
a3%
S = 06 23 22 17 15 10
O : Diametre.

Tableau XV : Résultats de laombinaison de I'H.E.T avec I'acide testé €ualbicans

Diamétres des zones d’inhibition (mm)

HET H.E.T Dilution au %2 | Dilution au % | Dilution au 1/8 | Dilution au 1/16
pure
- O =60 O =30 0 =25 0 =20 © =135
Ac. citriqu
60 60
- 0,
gl_o 0/§ (inhibition |  (inhibition 38 35 30
- totale) totale)
60 60
2 0,
; % g)7 (inhibition |  (inhibition 36 29 26
- totale) totale)
60 60
- 0,
; fi 3)6 (inhibition |  (inhibition 36 26 24
- totale) totale)
ad%
S =06 30 32 26 23 15
a3 %
2 2 2 1 1
S = 06 8 6 0 8 3,5
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Les résultats obtenus montrent que la combinatsWHET avec l'acide citrique
optimise l'activité antimicrobienne de ce dernier.

Nous remarquons qu’entre les concentrations 1098/ete I'acide citrique I'activité
du mélange est intense. Les diametres des haldslation sont supérieurs a ceux obtenus en
employant les agents séparément. Les concentrat®RBIET sont diminuées de 25 % grace
a la combinaison puisque avec la dilution au ¥ renisns obtenu des diametres égaux a
ceux gque nous avons eu en utilisant I'huile putggseule. De méme, les concentrations de
I'acide diminuent de plus de 50 %, ceci traduitiqaolement un effet additionnel.

Lorsque la concentration de l'acide est inférieard%, les diamétres sont inférieurs
Oou égaux a ceux que nous avons obtenus en emplbif&T seul. L'effet, dans ce cas,
semble étre antagoniste.

Toutefois, dans certaines combinaisons, le diantpasse largement la somme des
diametres des zones d’inhibition obtenues avec whaltes agents testé seul (exemple :
dilution au %2 de I'HET + l'acide citriqgue a 10% téssurC. albicans). Dans ces cas, nous
pouvons parler de synergie.

Selon Rasooli (2007), en regle générale, la sditéiloies microorganismes a l'effet
inhibiteur des HE semble augmenter avec une dimoinwtu pH de I'aliment, la température
de stockage et la quantité d’oxygéne dans 'embelld pH faible, I'nydrophobicité de I'HE
augmente ce qui lui permet de se dissoudre plueifaent dans les lipides de la membrane
cellulaire des bactéries cibles. Ceci coincideigi@iment avec nos résultats.

Michiel et al. (2007) affirme qu’a pH bas, les molécules de thyetacarvacrol, qui
constituent les composés majeurs de I'HET, sorg $mume indissociée et hydrophobe ce qui
peut conduire a une meilleure association aveddesaines hydrophobes des protéines, donc
une bonne accumulation dans la phase lipidiquea deembrane des cellules qui est le siege
de beaucoup d’interactions métaboliques.
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Conclusion et Perspectives

La recherche de nouvelles substances naturellegmilsles d’étre utilisées comme
agents de conservation naturels (bio-conservataer®t actuellement un intérét grandissant.

La présente étude vise a évaluer de facon comnatactivité antibactérienne et
antifongique de I'HET, du chitosane, de l'acideigite et des complexes métallique a base de
cuivre. Puis, réaliser des combinaisons entre dabstances dotées d'une activité
antimicrobienne.

Nos résultats permettent de conclure que les ssuzhetériennekscherichia coli et
Bacillus cereus, ainsi que la levureC. albicans sont extrémement sensibles a I'HET,
moyennement sensibles a I'encontre du chitosade &acide citrique, mais ont montré une
sensibilité moyenne a modérée a I'encontre deiosrtammplexes chimiques. QuantAap.
niger, il était classé comme extrémement sensible (dalolassification de Ponce, 2003) vis-
a-vis de I'HET. Le chitosane semble retarder lassiance de cette moisissure. Toutefois, les
autres substances testées se sont avérées inatshgesis du champignon.

En outre, la combinaison de I'HET avec I'acidiigue testé suk. coli, B. cereus et
C. albicans, a montré un effet additionnel. En effet, 'asation a permis la réduction des
concentrations de I'huile et de I'acide de 25%eptlis de 50% respectivement.

Nos résultats restent préliminaires et méritene wtude plus approfondie en
considérant les aspects suivant :

‘%" Tester ces combinaisons sur d'autres souches pmathsgimpliqguées dans la
détérioration des aliments et les intoxicationsaltaires.

¥~ Essayerin vitro d’autres combinaisons, par exemple : associer I'HE€c, entre
autres, les bactériocines, le chitosane et lesuxéta transition telle que le cobalt, le
cuivre et le nickel.

¥~ Tester ces combinaisons sur des matrices alimestair
&~ Elucider les mécanismes moléculaires des combingisbleur spectre d’activité.
& Etudier la toxicité des agents antimicrobiens corési

¥ || serait, également trés intéressant d’élargitlidation des combinaisons a I'échelle
industrielle en les adoptants comme additifs paurserver les denrées alimentaires.
Ceci aiderait a minimiser les doses de l'acideiquir dans les aliments et ainsi,
améliorer leurs flaveurs.

¥~ Utiliser ces combinaisons dans le domaine pharntiggeuet cosmétique.
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Annexe 1 : Matériel de laboratoire utilisé

Autoclave. Etuve.

Microscope optique. Balance électrique. Agitateur.

Micrpipettes. Cellule de Thoma. Bain-reari
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Annexe 2 : Composition des milieux de culture utiiés.

La Gélose Mueller Hinton (MH) est utilisée pouplgculture des bactéries, la mise en
evidence de l'activité antibactérienne des diffé&semgents antimicrobiens testés, ainsi que
pour la détermination de la CMI et la CMB.

Le milieu Sabouraud est utilisé pour la précultdes souches fongiques, la mise en
evidence de l'activité antifongique des différeatgents antimicrobiens testés, ainsi que pour
la détermination de la CMI et la CMF.

L’eau physiologique est utilisée pour réaliserdaspensions microbiennes.
Composition en g/l des milieux de culture utilisés
» Geélose Mueller Hinton
EXtrait de VIANE. .. ... e 39

Hydrolysat acide de Cas@ine............cccoeivviiiiiiiiiiieiii i i i e e e eenneneneene. 10,50

0 = 18g
BaU diStllEE.... . e e e e e e 1000ml
pH=7,4

Stérilisation a 120°C pendant 15 mn.
» Geélose Sabouraud

=T 1 (0 1= 0= 0153 o [ =P L0 (o

L] 000 1S = 20g
Y0 2 PP 15g
BaU dIStllEe. .. ... e 1000m|
pH=5,8

Stérilisation a 120°C pendant 15 mn.

» Eau physiologique stérile

Chlorure de sodium (NACI) ... ... e e e e e e e s 9g
Bau diStill@e. ... .. 1000ml
pH=7

Stérilisation : autoclavage a 120°C pendant 20 mn.
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Annexe 3 : La coloration de Gram
La coloration de Gram, réalisée selon la méthodetdgar DELARRAS (2007):
— Préparer un frottis de la souche test ;

— Coloration primaire : Couvrir la lame de violet de gentiane, et laissggr pendant 1
minute. Les cellules bactériennes se colorentiasty,

— Mordancage : Plonger la lame dans une solution de Lugol pendargecondes pour
fixer le colorant ;

— Replonger la lame dans le Lugol pendant 45 autresnsles, puis rejeter le mordant ;

— Décoloration : Effectuer, ensuite, une décoloration a I'alcoblyétjue laisser agir 30
secondes. Le but est de décolorer les bactérieRAMs dont la paroi est riche en
lipides qui se dissolvent dans l'alcool (solvardamique) ;

— Rincer a I'eau distillée afin de ne pas décoloesrGRAM+ ;

— Coloration secondaire : Effectuer une contre-coloration a la fuchsine pendl
minute. Les GRAM- qui ont été décolorées sous dtetfe I'alcool se recolorent en
rose. Ainsi, il sera possible de différencier lesxigroupes bactériens ;

— Rincer lalame a I'eau distillée stérile ;
— Egoutter et sécher au dessus du bec bunsen ;
— Observer a I'objectif x100 a I'immersion.





