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Introduction

La tuberculose (TB) est une maladie infectieuse due a des bacilles du complexe
Mycobacterium tuberculosis, hautement transmissible et difficilement traitable, ce qui la
rend un probleme de santé majeur a I'échelle mondiale (Heym, 2007). Le nombre de cas de
tuberculose estimé par année s’éléve a plus de 9,2 millions, la maladie a été déclarée
urgence mondiale depuis 1993 par OMS (WHO, 2014). L'émergence de souches
résistantes aux meédicaments est I'une des principales raisons contribuant a I'augmentation
de I'incidence mondiale de la tuberculose depuis 1980, qui constitue désormais une menace
réelle pour le programme de lutte antituberculeuse dans de nombreux pays (Bunalema et
al., 2010, Molly et al., 2011). En 2021, plus de 500.000 cas de la tuberculose dans le
monde sont dus a des souches multi-résistantes MDR et extrémement résistantes XDR aux
antituberculeux (Banremila et al., 2023). A cet effet il existe un besoin urgent de trouver
des agents anti-mycobactérienne alternatifs pour le traitement des microorganismes
pathogénes résistants.

De plus, la résistance généralisée des bactéries aux antibiotiques et la facilité de
transmission des génes de resistance aux médicaments entre les différentes espéces
bactériennes, y compris la flore commensale et les pathogénes comme les pathogenes
d'origine alimentaire (E. coli, Enterococcus spp, Staphylococcus spp.) cause de centaines
de milliers de déces chaque année. Le probleme le plus grave est le nombre sans cesse
croissant de bactéries résistantes aux antibiotiques couramment utilises, y compris les
médicaments de dernier recours (vancomycine) (Urban-Chmieet al., 2022).

La guérison par les plantes médicinales est aussi ancienne que I'humanité elle-
méme. Le lien entre I'hnomme et sa recherche de médicaments dans la nature remonte a un
passé lointain, ou les débuts de l'utilisation des plantes médicinales étaient instinctifs,
comme c'est le cas chez les animaux. La prise de conscience de l'utilisation des plantes
médicinales est le résultat de nombreuses années de lutte contre les maladies grace
auxquelles I'nomme a appris a rechercher des médicaments dans les écorces, les graines,
les fructifications et d'autres parties des plantes (Petrovska, 2012). Les plantes
médicinales sont toujours considérées comme des sources importantes et prometteuses de
médicaments pour traiter diverses maladies (Belhouala et Benarba, 2021). Etant donné
gu'a I'époque il n'y avait pas suffisamment d'informations ni sur les raisons des maladies ni
sur quelle plante et comment elle pouvait étre utilisée comme reméde, tout était basé sur
I'expérience. Avec le temps, les raisons de l'utilisation de plantes médicinales spécifiques
pour le traitement de certaines maladies ont été découvertes (Petrovska, 2012). La

majorité de la population mondiale (87,5 %) utilise la médecine traditionnelle (I'utilisation
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des plantes médicinales), cette derniere constitue la premiere stratégie thérapeutique pour
80% des pays en développement par contre elle connait un regain d'intérét dans les pays
développés (Sanchez et al., 2020).

La valeur médicinale de ces plantes réside dans certaines substances chimiques
telles que les alcaloides, les flavonoides, les lignanes, les acides gras, les polyphénols, les
quinones, les glycosides, les caroténoides, les stéroides, les terpénoides les anthraquinones
qui produisent une action biologique certaine sur le corps humain (Edeoga, 2005).

D’innombrables travaux de recherches ont prouvé que les extraits des plantes
possédent une variété d'effets pharmacologiques tels que des propriétés anti-
inflammatoires,  vasodilatatrices,  antimicrobiennes,  anticonvulsives,  sédatives,
antiplasmodiales, anticancéreuses, antioxydantes, anti-falciformes, antiprolifératives,
antipyrétiques et anti-mycobactérienne(Bongo et al.,2018).

Dans la présente étude, nous avons choisi |'Eucalyptus citriodora qui est une
espece trés utilisée dans les industries cosmétiques, alimentaires et pharmaceutiques
modernes. Son I’huile essentielle possede un large spectre d'activités biologiques, y
compris la toxicité contre une large gamme de microbes (bactéries, champignons et
levures), effets antalgique et anti-inflammatoire, activité antioxydante et propriété anti
moustique (Tolba et al., 2015).

Notre travail s’inscrit dans le cadre d’une contribution a une meilleure connaissance
de cette plante médicinale et d’étudié pour la premiére fois I’activité antibactérienne du
fruit Eucalyptus citriodora ainsi 1’utilisation des extraits naturels & la place des
antibiotiques pour réduire le probléeme de la résistance aux médicaments.

L'objectif principal de ce travail est d'évaluer les propriétés anti-mycobactérienne et
anti-bactérienne in vitro de I’extraits méthanolique d’Fucalyptus citriodora sur les
bactéries du complexe Mycobacterium tuberculosis (M. tuberculosis sp et M. bovis) et sept
(07) souches ; a Gram positif (Enterococcus feacalis, Enterococcus sp, Staphylococcus
haemolyticus et Staphylococcus aureus), et les Gram négatif (Escherichia coli,
Pseudomonas aerogenosa, et Acinetobacter baumannii).

A cet effet, notre travail comporte trois (03) parties :
» Une synthése bibliographique sur Mycobacterium tuberculosis et Eucalyptus
citriodora.
» L’étude expérimentale : qui consiste la préparation des extraits et la réalisation des
tests d’activité sur milieu L-J et sur bouillon M-H dans des microplaques.

» Les résultats obtenus, la discussion et une conclusion générale.
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I. Mycobacterium tuberculosis
I.1. Mycobacterium

Sur le plan taxonomique, les mycobactéries appartiennent a l'ordre des
Actinomycetales, classe des Actinobacteria. La famille des Mycobacteriaceae ne comprend
qu'un seul genre Mycobacterium, qui regroupe plus de 80 especes. Sur le plan médical, les
especes M. bovis, M. africanum, M. pinnipedii, M. microti, M. caprae et M. canettii,
regroupées sous 1’appellation Mycobacterium tuberculosis Complexe (MTBC), constituent
les agents de la tuberculose humaine et animale (Rastogi et al.,, 2001). Le genre
Mycobacterium présente une propriété tinctoriale essentielle : 1’acido-alcoolo-résistance,
toutefois, cette propriété peut concerner également d'autres bactéries comme certaines

Cyanobactéries et quelques Actinomyceétes, parmi lesquels les Nocardia (Florian, 2019).

I.1.1. Caractéristiques spécifiques des Mycobactéries
Le genre Mycobacterium est défini par 3 critéres :(Vincent et Portaels, 1992 ;
Deschaseaux, 2005).

v L’acido-alcoolo-résistance
Cette propriété est liée a la richesse de la paroi bactérienne en lipides et entraine une

imperméabilité aux colorants usuels ainsi qu'une résistance a la décoloration par un
traitement acide/alcool. En revanche, la paroi fixe de fagon intense les colorants alcalins
tels que la fuchsine basique. La coloration de Ziehl-Neelsen, basée sur cette propriété,
est utilisée pour la réalisation de I'examen microscopique.

v' La composition en acides mycoliques

Ces acides gras insaturés a longue chaine carbonée (C60 a C90) sont le support de
I'acido-alcoolo-résistance et constituent un critére taxonomique de choix car leur
structure varie selon les especes bactériennes.

v" Le contenu de I'ADN en G/C %

Le GC% des mycobactéries est compris entre 61 et 71%, a l'exception de
Mycobacterium leprae dont le GC% est de 54 a 57%. Ce pourcentage éleve explique
que les 2brins d'ADN soient fortement liés et impose des conditions techniques

particuliéres lorsqu'il faut rompre les 3 liaisons hydrogénes.

1.1.2. Habitat
Les mycobactéries du groupe tuberculeux se rencontrent chez des hdtes animaux
tandis que le réservoir de Mycobacterium leprae est uniquement humain. Le réservoir de

Mycobacterium tuberculosis est représenté par I'nomme atteint de tuberculose qui peut
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contaminer son entourage par les crachats. Les mycobactéries atypiques quant a elles se
trouvent dans I'environnement hydro-tellurique et contaminent I'nomme de facon indirecte
(Deschaseaux, 2005).

1.1.3. Classification

Le genre Mycobacterium rassemble plus de 80 espéces qui sont réparties en 3
groupes classés, en fonction de leur pouvoir pathogéne représentés dans la figure 1 (Mathys,
2010).

Diomaine [ Bacteria ]
Classe Actinobacteria
ra ™
Ordre Actinomyecsatales
Famille Mycobacterinceas
L
r ™
Genre Mycobacierium

Espéce @
‘-___...- "-.__...‘

e

Complexe M. tuberculosis ] [ Mycobactéries atypiques ] [ My cobactéries non culti*.'ables]
1y
— ' 4 N - x
(hycobactéries tuberculeuses) (MMycobactéries non M lspras
AL fuberculorsis, M afficaymm, Tuberculeuszes) A leprasmirium
M bovis, A microti, M Coaneflf M avium-intracellulare A
" M caprae, M pimmipetii M mmarismen, M kansasii

-l\‘_ M xemapi._. __/'l

Figure n° 01 : Classification du genre Mycobacterium (Mathys, 2010).
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1.2.Complexe Mycobacterium tuberculosis

bovis,

X/
°

X/
L X4

Le complexe tuberculosis regroupe les espéces Mycobacterium tuberculosis, M.
M. africanum, M. Canetti et M. microti.

Mycobacterium tuberculosis : dénommé bacille de Koch, est 1’agent responsable de
la tuberculose humaine. C’est un important pathogéne pour 1’homme, infectant un
tiers de la population mondiale (Botella et al., 2011).

Mycobacterium bovis : responsable des Iésions tuberculeuses pulmonaires et des
Iésions des glandes mammaires chez les bovins. Il peut étre pathogéne pour tous les
mammiferes et également pour I'nomme qui se contamine a partir du réservoir animal
par inhalation de particules infectées, notamment dans les étables et la consommation
de produits contaminés (Domenech, 2006).

Mycobacterium africanum : est une espéce responsable de tuberculoses humaines,
particuliérement en Afrique, mais rarement dans d’autres régions du monde (De Jong
et al., 2010).

Mycobacterium microti : est une espece tres peu pathogéne pour I'nomme qui infecte
les rongeurs et les bovins (Frota et al., 2007).

Mycobacterium Canetti : retrouvée en Afrique, cependant elle est rarement

responsable de tuberculose (Deschaseaux, 2005).

Tableau | : Les différences entre mycobactéries tuberculeuses (Gille et Pierson, 2014).

Mycobacterium Mycobacterium . .
. : Mycobacterium bovis
tuberculosis africanum
Culture (semaines) 2a4 5al10 6 al2
Pathogene surtout Pour ’homme Pour I’homme Pour le bovin
Présence Partout En Afrique Partout

Pénétration plut6t Respiratoire Respiratoire Digestive

ler organe cible Poumon Poumon Rein

I.2.1.Caracteéristiques de mycobactérium tuberculosis

1.2.1.1.Caracteres morphologiques

M. tuberculosis se présente sous forme d’un fin batonnet, de 1 - 10 um de long et 0, 2

- 0,6 um de large. Les bacilles tuberculeux sont rectilignes ou légeérement incurvés, aérobies

ou micro aérophiles, immobiles, non sporulant, capsulées et se présentent en petits amas ou

sous forme isolée, intra ou extracellulaire (Figure n°® 02).
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La croissance de M. tuberculosis permet la formation d’éléments bacillaires ou
coccoides et elle est particulierement lente, 28-72 jours, avec un temps de génération de 12 a
24h (Désiré, 2013). C’est un germe résistant au froid, a la dessiccation, a I’humidité, aux
antiseptiques et détergents. Cependant, elles sont sensibles a la chaleur, lumiére et rayons
UV (Meyssonnier, 2012).

L’enveloppe mycobactérienne est constituée de trois éléments majeurs : la membrane
cytoplasmique (assemblage de lipides associés a des protéines pour former une bicouche
lipidique asymétrique) entourée d’une paroi cellulaire riche en lipides et en sucres, elle-
méme encerclée d’une capsule de polysaccharides, de protéines et d’une faible quantité de
lipides. Ainsi, du cytoplasme vers I’extérieur de la bactérie, on distingue : le peptidoglycane,

I’arabinogalactane et les acides mycoliques (Koumba Yoya, 2010).

Figure n° 02 : Mycobacterium tuberculosis au microscope électronique (Jakob, 2014).

1.2.1.2 Caractéres culturaux et biochimiques

La température optimale de croissance de M. tuberculosis est de 35 a 37°C, avec un
pH optimal de 6,7 a 6,9.Les colonies sur le milieu de culture solide a base de I’ceuf
(Lowenstein-Jensen) sont pigmentées, de couleur créme beige en forme de choux fleurs,
atteignant jusqu'a 5 a 10 mm de diamétre et sont difficilement dissociable dans 1’ecau (Pilet
etal., 1979).

M. tuberculosis est producteur d’une catalase, nitrate réductase, peroxydase et d’une
uréase. Au cours de sa croissance il synthétise une quantité importante d'acide nicotinique
(niacine), qui peut étre mis en évidence par 1’épreuve biochimique dite test de KONNO

(niacine-test) (Ait Khaled et al., 1999).


https://www.researchgate.net/profile/Jakob-Loendahl
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1.2.1.3 Caracteres physiopathologiques

Elle permet de mieux comprendre quels sont les facteurs de risque et pourquoi
certaines populations sont plus exposées au risque de tuberculose que d’autres. La virulence
de M. tuberculosis est liée a sa capacité de survie et de multiplication a I’intérieur des
macrophages de I’organisme hote, en échappant aux défenses immunitaires de ce dernier.

M. tuberculosis est toujours pathogene et ne se comporte jamais en saprophyte, il est
responsable d’infections pulmonaires et extra-pulmonaires. La multiplication est la plus
intense dans des organes oxygénés tel que le poumon, le rein et 1’épiphyse osseuse (Lompo,
2014).

1.2.1.4. Caractéres génomique

Le génome de M. tuberculosis souche de référence H37Rv a été sequencé et annoté.
Le séquencage du génome a montré que le chromosome de M. tuberculosis est circulaire et
contient 4411529 paires de bases avec un pourcentage en guanine et cytosine d’environ

65,6% et 3924 génes codant des protéines (Désiré, 2013).

1. Tuberculose

11.1. Historique et Définition

Le bacille de la tuberculose a existé il y a 15000 a 20000 ans. Il a été découvert sur
des reliques d’Egypte antique, d’Inde, et de Chine. Parmi la tuberculose spinale de momies
égyptiennes, connue sous le nom de maladie de Pott a été trouvé par des archéologues
(News médical). En 1865 : Jean Antoine Villemin fournissait les preuves expérimentales de
la transmission de la tuberculose entre I’homme et 1’animal (bovin, lapin) (Prof et al.,
2004).

La découverte de I'agent bactérien de la tuberculose par Robert Koch date de 1882,
d'ou le nom de bacille de Koch ou BK donné au bacille tuberculeux (Daniel, 2006) En 1921,
Calmette et Guérin mettent au point le BCG, un bacille rendu virulent par repiquages
successifs et qui est a la base de la vaccination.

En 1944, Waksman découvre la Streptomycine qui s'avére efficace contre les bacilles
tuberculeux. D'autres antibiotiques apparaissent ensuite comme ['lsoniazide en 1952, le
Pyrazinamide en 1954, I'Ethambutol en 1962 et surtout la Rifampicine en 1968 Enfin, le
séquencage complet du génome de Mycobacterium tuberculosis fut réalisé en 1998 (Daniel,
2005).
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L’apparition de la Co-infection M. tuberculosis/VIH (Virus de I’Immunodéficience
Humaine), en particulier en Afrique, et de tuberculoses résistantes aux antituberculeux,
surtout en Europe de 1'Est. L’OMS a mis en place, en 2006, une nouvelle stratégie appelée «
Halte a la tuberculose » afin de renforcer le DOTS (Directly Observed Treatment Sort-
course), et d’apporter des réponses aux problémes d’accés aux traitements de qualité dans
les différentes régions du monde, pour le but d’une diminution de 50% de la prévalence et
du nombre de morts par rapport a la situation de 1990.

Un nouveau plan intitulé « Transformer la lutte pour parvenir a I’élimination » a été
instauré par I’OMS. En 2010, pour aider a la modernisation des laboratoires de diagnostic et
assister la recherche dans la mise au point de tests de dépistage rapides, de schémas
thérapeutiques moins longs et d’un vaccin efficace (Cécile, 2012).

La tuberculose, qui est la deuxieme plus meurtriere des maladies infectieuses, aprés
la COVID-19. Elle se transmet lorsque les personnes atteintes de tuberculose projettent des
bacilles tuberculeux dans I’air, par exemple en toussant. La plupart des personnes qui
développent la maladie sont des adultes. En 2021, les hommes représentaient 56,5 % de
I’ensemble des cas, les femmes adultes 32,5 % et les enfants 11 %. De nombreux nouveaux
cas de tuberculose sont attribuables a cing facteurs de risque principaux : la dénutrition, une
infection par le VIH, des troubles liés a la consommation d’alcool, le tabagisme et le diabéte.

La tuberculose est une maladie qui peut étre prévenue et guérie. Environ 85 % des
personnes qui développent la maladie peuvent étre traitées avec succes grace a un schéma
thérapeutique de 4 a 6 mois ; le traitement présente I’avantage supplémentaire de réduire la

transmission ultérieure de I’infection (OMS, 2022).
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Figure n° 03 : Structure d’un granulome tuberculeux (Paul, 2023).
Structure d'un granulome tuberculeux, illustration - stock illustration, Illustration d'un granulome tuberculeux,
qui est un agrégat de cellules épithélioides dérivées de macrophages. Il se compose de cellules géantes multi
nucléées (grandes cellules bleues), de cellules spumeuses (vertes), de cellules épithélioides (roses) et est
entouré de lymphocytes tels que les cellules B et T (petites cellules rondes roses et vertes (Paul, 2023).

11.2. Epidémiologie de la tuberculose

Selon le rapport sur la tuberculose dans le monde publi¢ en 2022 par L’OMS, on
estime que 10,6 millions de personnes ont développé la maladie en 2021, soit une
augmentation de 4,5 % par rapport a 2020, et que 1,6 million de personnes sont décédées de
la tuberculose (dont 187 000 parmi les personnes séropositives pour le VIH),
450 000 nouveaux cas de tuberculose résistante a la rifampicine (tuberculose-RR) ont été
enregistrés en 2021.

Sept pays fortement touchés par la tuberculose dans la Région I’Afrique du Sud,
1’Ethiopie, le Kenya, le Lesotho, la Namibie, la République-Unie de Tanzanie et la Zambie,
ont atteint ou dépassé le jalon pour 2020, consistant a réduire de 20 % I’incidence de la
maladie par rapport a 2015 (OMS, 2022).


https://www.who.int/fr/news/item/27-10-2022-tuberculosis-deaths-and-disease-increase-during-the-covid-19-pandemic#cms
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En Algérie en 2018, le nombre de cas de tuberculose enregistrés est de 23078
répartir-en :
> 7053 cas de Tuberculose pulmonaire (30.6%) dont 5750 cas sont des cas de
tuberculose contagieuse avec une incidence de 13.8 cas pour 100.000 habitants.
> 16025 cas de Tuberculose Extra-Pulmonaire (69.4%) avec une incidence de 38.4
cas pour 100.000 habitants dont les trois quarts des cas sont répartis seulement entre
deux localisations : ganglionnaire et pleurale. (Ministére de la santé, 2019).
En 2021, I'Algérie a enregistré 18.825 cas de tuberculose, dont 5423 cas de tuberculose

pulmonaire.
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Figure n° 04 : Carte représentative de I’incidence mondiale de la tuberculose en 2018, (pour
100 000 habitants) (OMS, 2022).

11.3. Diagnostic de la tuberculose

Les signes cliniques et radiologiques ne sont pas spécifiques et n’ont qu’une valeur
d’orientation. Le diagnostic formel est bactériologique par mise en évidence a 1’examen
direct et I’identification du bacille tuberculeux a la culture sur milieux spécifiques.

L’identification par la biologie moléculaire par PCR est moins sensible que la culture
mais trés spécifique. L’anatomie pathologie peut contribuer au diagnostic. Le follicule
tuberculoide fait d’une association de lymphocytes, de cellules épithélioides, de cellules
géantes, de nécrose caséeuse, n’est pas spécifique mais reste un argument diagnostic majeur.

Chez un patient dont le tableau radio clinique est compatible avec une tuberculose, le
diagnostic ne peut étre écarté devant des examens microbiologiques et
anatomopathologiques négatifs (Dutronc, 2009).



Chapitre | Synthése Bibliographique

I11. Traitement antituberculeux

En cas de tuberculose le patient doit étre isolé, avec ou sans hospitalisation, durant
la phase de contagiosit¢ maximale. Elle persiste 1 a 3 semaines aprés I’initiation du
traitement. Ce dernier dépend de plusieurs facteurs : localisation, bactériologie, antécédents
de traitements antituberculeux, statut sérologique vis-a-vis du VIH, et suit des protocoles
standardisés. Administration quotidienne d’une seule prise orale a jeun d’antibiotiques, Le
traitement d’attaque dure 2 mois, suivi d’une phase d’entretien pendant les 4 mois suivants
(Zumla et al., 2013).

Ce traitement nécessite 1’association de plusieurs médicaments antituberculeux
essentiels. Elles existent sous la forme de comprimés contenant une triple association
(isoniazide + rifampicine + pyrazinamide) ou une double association (isoniazide +
rifampicine).

L’isoniazide (H) hydrazide de 1’acide iso nicotinique (INH) ; est un médicament
antituberculeux majeur bactéricide, actif sur le complexe tuberculosis (M. tuberculosis, M.
bovis, M. africanum) et indiqué dans la tuberculose en association avec les autres
antituberculeux. La principale cible de I’INH est la protéine InhA, une enoyl-ACP réductase
appartenant au systéme d’élongation des acides gras FAS-1I impliquée dans la biosynthése
des acides mycoliques (Compagnon, 2004).

La rifampicine (R); est un antibiotique antituberculeux bactéricide, dérivé semi
synthétique de la rifamycine, a pour cible I'ARN polymérase ADN dépendante. Les
résistances observées sont dues a des mutations a l'origine d’altérations de la cible (Mouton
et al., 1997). Il est indiqué en poly thérapie dans le traitement curatif de la tuberculose sous
toutes ses formes et en mono ou bithérapie, en chimio prophylaxie (Limosin, 2004).

Ethambutol (E) ; inhibe d'une part le transfert des acides mycoliques dans la paroi et
entraine d'autre part I’accumulation de mono et di-mycolates de tréhalose, provoquant des
changements du métabolisme lipidique. Il a une activité principalement bactériostatique et
agit sur les bacilles intra et extracellulaires en phase de multiplication (Mouton et al., 1997).

Streptomycine (S); a une action bactériostatique et bactéricide par fixation sur les
unités 30S des ribosomes bactériens, provoquant des erreurs de lecture du code génétique et
I'élaboration de protéines non fonctionnelles, Il n'est plus trés utilisé en premiére intention a
cause de sa toxicité et du taux élevé de résistances primaires et secondaires ; il reste

cependant trés utile en tant qu'antibiotique relais. C'est le premier antibiotique
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antituberculeux utilisé, il a permis de lutter efficacement contre les méningites tuberculeuses
(Mouton et al., 1997).

Il existe d'autres antituberculeux de seconde intention comme par exemple les
fluoroquinolone (la lévofloxacine et la moxifloxacine), leur utilisation reste limitée
notamment aux cas de tuberculose résistants aux principaux antituberculeux.

En plus de ces médicaments de traitement standard. Il existe également d’autres
médicaments de réserves, ces médicaments sont moins actifs, et généralement plus toxiques
que les médicaments essentiels. Les médicaments de réserve en Algérie sont au nombre de
quatre : éthionamide (ET), ofloxacine (O), kanamycine (K), cyclosérine (C), ce sont des
antituberculeux injectables de deuxieme intention, comme (amikacine et capréomycine),
réservés au traitement des cas chronique, définis comme échecs ou rechutes d’un traitement
de deuxieme ligne, qui sont souvent des cas de tuberculose a bacilles multi résistants. Ils
sont commandés exclusivement par les médecins des services de pneumo-phtisiologie des
CHU (PNLCT, 2011).

V. Résistance de M. tuberculosis aux antibiotiques

L’apparition de souches résistantes date des années 1990, et la premiére utilisation du
terme MDR-TB (multidrug resistant tuberculosis) en 1992 (Dooley SW et al., 1992). A
cette époque, un rapport du CDC (Center for Disease Control) d’Atlanta a essayer de faire
un recensement des cas de résistance aux Etats-Unis, de leurs causes et de leurs modalités, et
de mesurer le défi qu’ils posent en termes de santé publique (Villarino ME et al., 1992).
L’étude porte sur les deux médicaments de premiére intention les plus efficaces, 1’isoniazide
(H) et la rifampicine (R). Les auteurs notent qu’au début de 1991 les causes sont toujours les
mémes : traitement mal suivi ou mal prescrit, retard au diagnostic par les médecins traitants.
Deux origines possibles de cette résistance étaient envisagées : résistance acquise chez le
malade, ou contamination par un bacille déja résistant (Dominique, 2007).
IV.1. Résistance naturelle

La résistance naturelle de Mycobacterium tuberculosis aux antituberculeux
(isoniazide, pyrazinamide, éthambutol) est rare, et la sélection de souches résistantes aux
médicaments résulte presque toujours de traitements inadequats. Les bactéries du complexe
tuberculosis sont naturellement résistantes a d’autres Antibiotiques non tuberculeux, tel que
les B-lactamines, macrolides, cyclines, sulfamides et glycopeptides (Veziris et al., 2005).
Cette multi résistance naturelle est di a la richesse de la paroi en acides mycoliques, la

synthése d’enzymes hydrolysant les B-lactamines et modifiant les aminosides de type
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aminoglycosyl-transférase, et la réduction de I’affinité pour les quinolones (Jarlieret al.,
1994).

IV.2. Résistance acquise

On sait que les mutations sont aléatoires et spontanées dans le chromosome
bactérien, se produisant a un rythme lent, mais constant, ne sont pas transférable d’une
souche a lautre, car aucun ¢lément génétique mobile (transposons, intégrons,
plasmides...etc.) n’a été décrit dans un mécanisme de résistance chez ce pathogene. Pour les
souches résistantes a plusieurs antibiotiques, chaque résistance est acquise indépendamment
de I’autre, le plus souvent de facon successive en fonction des antibiotiques utilisés pour le
traitement. Ces mutations ont lieu soit dans les genes de structure de la cible de
I’antibiotique, ce qui entraine une diminution de l’affinit¢é de la cible pour ce dernier
(rifampicine, fluoroguinolone, aminosides, éthambutol), soit dans le géne codant une
enzyme dite activatrice, car transformant 1’antibiotique en une substance active (isoniazide,
pyrazinamide) (Robert et al., 2007).Plusieurs definitions sont actuellement utilisées pour
décrire la résistance chez M. tuberculosis :

> La mono résistance décrit la résistance & une seule molécule antituberculeuse est
confirmée (OMS, 2022).

» La tuberculose & bacilles multi résistants TB-MDR (pour tuberculosis multi Drug
résistance) : se caractérise par la présence de souches de bacilles tuberculeux résistants
aux 2 antibiotiques principaux, utilisés en premiére ligne, que sont la rifampicine et
I'isoniazide (Ilboudo, 2013).

» La tuberculose ultrarésistante TB-XDR et TB pré-XDR (tuberculosis extensively Drug
résistant) : est une forme de tuberculose résistante a au moins quatre antituberculeux
de base. La tuberculose UR est résistante aux deux antituberculeux les plus puissants —
I’isoniazide et la rifampicine et a n’importe quelle fluoroquinolone (par exemple, la
lévofloxacine ou la moxifloxacine) et a au moins un des trois antituberculeux
injectables de deuxieme intention (amikacine, capréomycine ou kanamycine) (OMS,
2022).

IVV.3. Mécanismes de résistance
Lorsque le traitement antituberculeux est mal prescrit ou mal suivi par le malade, il
peut entrainer la sélection de mutants résistants (résistance secondaire ou acquise), cause

majeure d’échec thérapeutique. Un patient tuberculeux porteur d’une souche devenue
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résistante peut contaminer son entourage, qui peut alors développer une tuberculose a
bacilles d’emblée résistants.

Contrairement aux autres bactéries pathogénes, 1’acquisition de résistance chez M.
tuberculosis provient d’altérations spontanées de genes chromosomiques spécifiques sous la
forme de mutations ponctuelles non-synonymes, de délétions ou insertions. Par conséquent,
la résistance n’est pas transférable entre les mycobactéries présentes chez un méme patient,
mais elle se transmet a toute la descendance. Jusqu’a présent, les mutations impliquées dans
la résistance de M. tuberculosis aux antibiotiques ont été mises en évidence : (Mathys,
2009).

e Dans les génes codant les protéines ciblent de 1’antibiotique, diminuant ’affinité¢ de la
cible pour cet antibiotique (RIF, EMB, FQ,)
e Dans un geéne codant une enzyme impliquée dans I’activation de [’antibiotique,
empéchant son passage de la forme promédicament a la forme active (INH, PZA))
e Dans une région génomique régulatrice provoquant la surexpression de la cible de

I’antibiotique.

V. Solutions pour la tuberculose résistante
V.1. Situation avec chiffres sur la résistance en I’Algérie

L’ Algérie a enregistré pres de 26 000 cas de TB en 2019, avec 61 (46-77) cas par
100 000 habitants. Les proportions estimées de tuberculose multirésistante sont
respectivement de 2,8 % et 21 % pour les nouveaux cas et les cas déja traités. La derniére
étude de (Banremila et al., 2023) rapporte 25,6 % d’isolats résistants a au moins 1
médicament, dont 10 MDR et 4 pré-XDR.

V.2.La recherche de nouvelles molécules contre la tuberculose

Déverses études ont montrés qu’il existe de nouvelle molécules, qui peuvent étre la
solution pour la TB résistante.

Des chercheurs ont étudié les propriétés antifongiques, antibactériennes,
antimycobactériennes, de 1’extrait methanolique d entada abyssinica steudel, sur les souches
de mycobactéries. L’extrait a montré une forte activité contre certaines souches de
mycobactéries en particulier M. tuberculosis et une activité antibactérienne contre plusieurs
souches. Les données suggerent que 1’extrait méthanolique d’entada pourrait étre une riche

source d’agent anti-mycobactérienne (Richard, 2010).
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La bedaquiline et le delamanid ont montré leur efficacité contre placebo dans des
essais de traitement de la tuberculose multirésistante. Le PA-824 combiné a la
moxifloxacine et au pyrazinamide est aussi efficace que le traitement standard actuel durant
Les 14 premiers jours. Les autres molécules bien que moins avancées ont montré des
résultats prometteurs a un stade préclinique et permettent d’envisager un traitement sans
isoniazide ni rifampicine plus court que le traitement actuel (Veziris, 2013).

Une recherche a été faite par Bongo et al., sur les feuilles de terminalia ivorensis,
carapa procera, fagara macrophylla, anacardium occidentale, ficus spp et depanoalpha®, qui
ont été extraits avec 1’éther de pétrole, de 1’acétate d’éthyle, et du méthanol afin de cribler
les composés bioactifs potentiels dans différents extraits et d’évaluer leur activité anti-
mycobactérienne contre M. tuberculosis spp et H37Rv. Il a été montré que seul 1’extrait
méthanolique présentait une bonne activité sur les deux souches que les autres, la présence
de composés phytochimique dans les plantes tels que les alcaloides, les flavonoides, les
tanins, les saponines, les anthocyanes, et les quinones connus pour leur importance médicale
a mise en évidence une source possible d’agents anti-mycobactérienne pour résoudre le
probleme de TB-MDR et de TB-XDR aux médicaments (Bongo et al., 2017).

Une étude démontre la synthése de certains nouveaux composes de
benzohydrazide, comme I'ont révélé les données susmentionnées, 4-Hydroxybenzhydrazides
ont exercé une forte interaction avec la thioestérase de la polykétide synthase (5V3Y), il
pourrait exercer son role vital en tant qu'agent antituberculeux par inhibition de l'activité
thioestérase de I'enzyme polykétide synthase Pks13 (Nilam, 2021).

Une nouvelle molécule appelé TB-Killer a été le résultat d’une recherche intensive
menee par des chercheurs en France, TB-killer agit en liant a un site spécifique sur I’enzyme
TBK1, ce dernier implique dans la réponse immunitaire et la prolifération cellulaire, TB-
Killer empéche le TBK1 de se lier a ses substrats naturels cela conduit a une inhibition de
I’activité de TBK1 et induire sa dégradation. TB-killer bloque ’activité de 1’ ATP synthétase,
et empéche la bactérie de se multiplier, ce qui la rendre incapable de se reproduire, ainsi
cause des dommages aux tissus pulmonaires, comme il peut la tuer complétement, de plus
TB-killer déclenche une réponse immunitaire (Kestler et al., 2022).

V.3.Médecine traditionnelle chinoise MTC

En Chine, il semble que la Médecine traditionnelle chinoise (MTC) et ses techniques
soient utilisées avec un certain succes pour traiter la tuberculose. C’est également le cas en
Occident pour la clientéle d’origine asiatique, Mais pour la clientéle occidentale, les

praticiens en MTC ne prétendent généralement pas pouvoir soigner cette maladie. Ils ont le
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recours plus volontiers comme thérapie d’appoint pour diminuer les symptomes associés a la
maladie et aider & composer avec les antibiotiques (Jacques, 2021). Dans leurs pratiques
thérapeutiques, on peut regrouper le toucher sous trois formes : les massages tel que le
tui na (pousser saisir) et le dian xue (massage par pression des points d’acupuncture dont la
forme japonaise est le shiatsu), les techniques de visualisation (Technigque de gigong c’est un
procédé mental, dans lequel 1’adepte fait circuler le souffle a 1’aide de la pensée créatrice et
de la respiration), I’acupuncture et la moxibustion souvent utilisee en complément de

I’acupuncture(Guilloux, 2008).

V.4. Utilisation de la phytothérapie

Bien que de nombreux produits naturels soient efficaces pour renforcer le systéme
immunitaire, tels que Echinaforce, Bio-Strath, L’Ortie, Molkosan, et le Chardon Marie et
qu’ils soient utilisés par des tuberculeux a cet effet, une personne atteinte de cette maladie ne
peut probablement recourir aux produits naturels que comme adjuvants aux medicaments.
Car il est impératif de détruire les bactéries en cause sans tarder. Malheureusement, les
propriétés antimicrobiennes des plantes sont généralement moins puissantes que celles des
antibiotiques.

Parmi la cinquantaine de produits utilisés plus ou moins couramment par des
personnes atteintes de tuberculose, aucun n’est appuyé¢ par des études scientifiques. Il existe
un usage traditionnel par certains produits naturels dans les cas de tuberculose, comme
« I’eucalyptus, 1’aunée, le lierre terrestre ou le plantain ».

L’OMS indique que la réglisse fait partie des pharmacopées traditionnelles pour
soigner la tuberculose. Plusieurs commissions reconnaissent 1’usage de la réglisse pour
traiter les inflammations du systéme respiratoire, mais sans mentionner précisément la

tuberculose (Jacques, 2021).


https://www.passeportsante.net/auteur/jacques-allard
https://www.cairn.info/publications-de-Ronald-Guilloux--32513.htm
https://www.avogel.ca/fr/produits-naturels/echinaforce_liq.php
https://www.avogel.ca/fr/produits-naturels/biostrath.php
https://www.avogel.ca/fr/produits-naturels/ortie.php
https://www.avogel.ca/fr/produits-naturels/molkosan.php
https://www.avogel.ca/fr/produits-naturels/chardon-marie.php
https://www.passeportsante.net/auteur/jacques-allard
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Chapitre 11 Materiel et Méthodes

I. Objectif et cadre d’étude
Cette étude a été réalisée au cours de la période du 16 mars au 15 mai 2023, au niveau
de laboratoire d’Ecologie Microbienne, faculté SNV de I'universit¢é Abderrahmane Mira
Targa Ouzmour, wilaya de Bejaia. Son principal objectif consiste a évaluer ’activité anti-
mycobactérienne (M. tuberculosis, M. bovis) de I’extrait méthanolique d’Eucalyptus, ainsi son
activité anti-bactérienne vis-a-vis des autres pathogénes fréquemment rencontrés,
Pseudomonas aerugenosa, Enterococcus feacalis, Enterococcus sp, Staphylococcus
haemolyticus, Staphylococcus aureus, Acinetobacter baumanni et Escherichia coli.
Le matériel du laboratoire utilisé, les produits chimiques et les milieux de culture sont
présentés en détail en annexe (Annexe n°01).
I1. Matériel végétal et extraction
La matiére végétale utilisée est le fruit d’Eucalyptus citriodora (Figure n° 05). Les
fruits de cet arbre ont été récoltés au niveau parc national du Gouraya, de la ville de Bejaia.
Les plantes ont été sélectionnées et identifiées par un botaniste du parc, qu’il a
échantillonné 05 arbres différents selon la hauteur et I'angle d'ensoleillement.
Juste apres la collecte, les fruits ont été broyées apres les avoir séchés a 80°C
pendant 40 min jusqu’a 1’obtention d’une poudre fine, ces derniers ont été¢ conservées dans
des bocaux en verre hermétiquement fermés et stockés a I’abri de la lumiére et de

’humidité.

Figure n° 05 : le fruit d’eucalyptus.
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Les fruits récoltés ont fait 1’objet d’extraction méthanolique par la méthode de

macération.

Matériel et Méthodes

Cette extraction a été réalisée conformément aux recommandations de

Kouwelton et ses collegues (2017), en respectant les parametres suivants :

La taille des particules (0.5 a 2 mm).

Le temps d’extraction : 24 a 96 minutes.

Le pourcentage (%) de méthanol : 50 a 90%.
Le ratio 5 a 10 ml/g.

L’agitation : 500,1600 rmp.

La récolte (guidee par le botaniste du parc) et I’extraction ont été réalisées,

auparavant, par 1’équipe 4 du laboratoire de recherche en Ecologie Microbienne.
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Figure n° 06 : étapes d’extraction par la macération.

I11. Matériel Biologique

111.1.Les mycobactéries

Des souches de Mycobacterium tuberculosis(2) et M. bovis (2) ont été étudiées,
identifiées et conservees au niveau du laboratoire de recherche d’Ecologie Microbienne. Ces

derniéres ont été cultivées sur le milieu de culture Lowenstein-Jensen, et identifiées comme

suit (Tableau II).
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Tableau II : Souches étudiées et leurs identifications.

Mycobacterium tuberculosis
Mycobacterium tuberculosis | MTR2
Mycobacterium bovis B3
Mycobacterium bovis B18

Figure n° 07 : Les souches de Mycobacterium tuberculosis et bovis utilisées.

111.2. Les souches bactériennes a Gram positif
Les souches bactériennes utilisées sont; Enterococcus feacalis, Enterococcus sp,
Staphylococcus haemolyticus, et Staphylococcus aureus. Toutes ses souches ont été obtenues
au niveau de laboratoire de recherche d’Ecologie Microbienne déja conservées dans des
cryotubes a une température de -20 C°.
Les souches ont été repiquées sur le milieu chromogéne CHROM-Agar orientation,
qui permet une identification selon la couleur des colonies.
» A l'aide d’ose en plastique, prélever a partir du tube de conservation par piqure
centrale
> Ensemencer une boite de Pétri contenant le milieu CHROM-Agar orientation, par la
méthode des quadrants pour obtenir des colonies bien isolées.
» Incubées les biotes a 37°c pendant 24h.
L’identification des souches est basée sur la couleur des colonies, conformément aux

orientations du producteur (Tableau I11).
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Tableau III : Croissance de souches bactériennes a Gram positif sur CHROM-Agar.

La souche Croissance a Couleur des Aspect es colonies
37°c colonies

colonies de petite
taille, bleu-vert a

. bleues.
Enterococcus feacalis Bonne
Colonies bleu
turquoise.
Enterococcus sp Bonne

Colonies de petite

Staphylococcus taille Orange &

. Bonne
haemolyticus ellge.
Colonies doré
opaque petites.
Staphylococcus aureus Bonne
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111.3.Les souches bactériennes a Gram négatif

Les souches bactériennes & Gram négatif qui ont été testés pour déceler I’activité
antibactérienne des extraits d’Eucalyptus sont Escherichia coli, Pseudomonas aerugenosa, et
Acinetobacter baumannii. Elles proviennent également de la collection de souches du
laboratoire de recherche d’Ecologie Microbienne.

Comme précédemment, le repiquage et I’identification de ces souches a été réalisé sur
le milieu CHROM-Agar pour avoir des colonies fraiches a testés (Tableau IV).

Tableau IV : Croissance de souches bactériennes a Gram négatif sur CHROM-Agar.

Croissance
La souche a37°c Couleur des colonies Aspect es colonies
Escherichia
coli Bonne Colonies petites rose
fonceé a rougeatre.
Colonies bombées
Acinetobacter Bonne brillantes, légérement
baumanni jaunatres et parfois
muqueuses.
Colonies plates, a bord
Pseudomonas Bonne irrégulier et prenant un
aerugenosa aspect irisé métallique
avec le temps. Un
pigment vert brillant.

IV. Etude de P’activité antimicrobienne
IV.1.Préparation des extraits

Pour les tests d’activité vis-a-vis des mycobactéries, des concentrations finales dans
I’eau distillée ont été fixées comme suit: 0,1mg/ml, 0,2 mg/ml; 0,4mg/ml; 0,8mg/ml ;
1,6mg/ml; 3,2mg/ml; 6,4mg/ml; 12,8mg/mlet 25,6mg/ml. Pour cela, les quantités
nécessaires d’extrait méthanolique ont été dissoutes dans 5 ml d’eau distillée (Tableau V),

bien mélangé et passé au vortex et conservé a 4°C pour I’utilisation ultérieure.
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Tableau V : concentrations finales d’extrait méthanolique dans 1’eau distillée.
Quantité d’extrait (mg) 10 | 20 | 40 | 80 | 160 | 320 | 640 | 1280 | 2560
Volume eau distillée (ml) 5 5 5 5 5 5 5 5 5

Figure n° 08 : préparation des concentrations d’extrait méthanolique dans 1’eau distillée.

Pour les tests d’activité vis-a-vis des pathogene a Gram positif et negatif, les mémes
concentrations finales ont été préparées, mais dans un bouillon Muller-Hinton a la place de
I’eau distillée : Pour cela, les quantités nécessaires d’extrait méthanolique ont été dissoutes
dans 50 ml de bouillon Muller-Hinton (Tableau VI), bien mélangé et passé au vortex et
conservée a 4°C pour I’utilisation ultérieure.

Tableau VI : concentrations finales d’extrait méthanolique dans le bouillon Muller-Hinton.
Quantité d’extrait (mg) 10 | 20 | 40 | 80 | 160 | 320 | 640 | 1280 | 2560
Volume eau distillée (ml) 5 5 5 5 5 5 5 5 5




Chapitre 11 Materiel et Méthodes

Figure n°09 : préparation des concentrations d’extrait méthanolique dans le bouillon

Muller-Hinton.

IV.2. Test d’activité vis-a-vis des mycobactéries

Ce test consiste a évaluer I’activité de I’extrait méthanolique sur les souches des
mycobactéries (M. tuberculosis et M. bovis). A cet effet, le milieu de culture Lowenstein-
Jensen (L-J) a été préparé, selon les recommandations du fournisseur. Ensuite, les solutions de
I’extrait méthanolique préparées précédemment dans 1’eau distillée ont été filtrées par filtre
seringue a 0,45 um et ajoutées au milieu de culture juste avant la coagulation en position
incliné au bain-marie a 85°C pendant 45 minutes dans des tubes a essai, 7 ml dans chaque
tube (Bongo et al., 2017). Dans des conditions strictement stériles, les souches mycobactéries
(MTR1, MTR2, B3 et B18) ont été repiquées sur le milieu LJ contenant 1’extrait
méthanolique par la méthode des stries. Deux tubes ont été utilisés pour chaque concentration,
Incuber les tubes & 37°C en position horizontale dans une étuve pendant 08 semaines (Figure
n°10).
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Figure n°10 : différentes étapes pour la réalisation de test d’activité vis-a-vis des
mycobactéries.

IV.3.Activité vis-a-vis des souches & Gram positif

Le test etudié nécessite la détermination de la CMI (concentration minimale
d’antimicrobiens inhibant la croissance d'un micro-organisme). La détermination de la CMI
Consiste a utiliser une méthode de micro-titrage standard en effectuant une double dilution
sérielle du candidat (extrait) composé dans un milieu de croissance liquide (MH) dans une
microplaque, puis en inoculant chaque puits avec une quantité prédéfinie de bactéries. Les
microplaques peuvent ensuite étre incubées et évaluées en termes de croissance bactérienne
en utilisant un lecteur de microplaque afin d'identifier la concentration efficace la plus basse
du composeé (Morel, 2017).

Ce test consiste a évaluer l’activité de I’extrait méthanolique sur les souches
bactériennes a Gram positif (Enterococcus feacalis, Enterococcus sp, Staphylococcus
haemolyticus et Staphylococcus aureus). A cet effet, le milieu de culture bouillon Muller-
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Hinton a été préparé, selon les recommandations du fournisseur. Pour réaliser ce test suivant
le protocole de Vanegas et ses collégues avec quelques modification (Vanegas et al., 2021), il

est indispensable de :
» Préparer les suspensions bactériennes ; a partir des souches fraiches qui ont été repiqués
sur le milieu CHROMagar, prélever a I’aide des anses de platine quelques colonies a

faire homogénéiser sur Sml d’eau physiologique pour chaque souche.

» Préparer 09 microplaques d’un volume de 300uL chaque puits, chacune pour une
différente concentration d’eucalyptus préparés dans le bouillon MH (0.1mg/ml,
0.2mg/ml, 0.4mg/l, 0.8mg/ml, 1.6mg/ml, 3.2mg/ml, 6.4mg/ml, 12.8mg/ml et

25.6mg/ml) respectivement.

» Identifier les microplaques verticalement par T, S1, S2, S3 et S4.
T : Témoin positif (avec souche bactérienne, sans extrait)
S1: Enterococcus sp.
S2: Enterococcus feacalis.
S3: Staphylococcus haemolyticus
S4 : Staphylococcus aureus.

Et horizontalement par -1, -2, -3, -4, -5, et -6 respectivement des dilutions 10° UFC/ml, 10°
UFC/ml, 10* UFC/ml, 103 UFC/ml, 10? UFC/ml et 10 UFC/ml.

» Mettre dans chaque puits un volume de 270ul du bouillon MH déja additionné d’extrait
méthanolique, en ordre de chaque concentration dans une microplaque.

» Ajouter un volume de 30ul de chaque suspension bactérienne dans la premiére ligne
verticale des microplaques (S1, S2, S3 et S4) ce qui donne 108 UFC/ml.

» Pipeter le mélange a 1’aide de micropipette, en diluant horizontalement avec un volume
de 30uL jusqu'a la dilution -6 ou a 10 UFC/m.

» Incuber les microplaques a 37°c pendant 24h.
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IV 4. Activité vis-a-vis des souches a Gram négatif

Ce test consiste a évaluer D’activité de D’extrait méthanolique sur les souches
bactériennes a Gram négatif, (Escherichia coli, Pseudomonas aerugenosa, et Acinetobacter
baumannii), utilisant le méme milieu de culture bouillon Muller-Hinton, et les mémes étapes

utilisees précédemment pour les souches a Gram positif.

10%ufc/ml 10°ufc/ml  10%ufc/ml  103ufc/ml  10%ufc/ml  10ufc/ml
Ajouter #ﬁ ::I == == #l ==
a chaque ="
fois 30l
d’inoculum - L, /\> /—\>
bactérienne )
N——1 N1 SN——1 N
A A W F T N R N
Bouillon MH
) 2700 270 27000 270p0 2704 270d 70 2704 2700 270
moculme ) 3o 30p  30m 30p 30l 3o 30m 3ou  30pl
bacterienne
(E.coli)
[Cldextrait g o 01 0.2 04 08 16 32 64 128 256
méthanolique
(mg/ml)

Figure n°11 : Détermination de la CMI d’extrait d’eucalyptus méthanolique sur milieu liquide

MH.
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Chapitre 111 Reésultats et Discussion

I. Activité de ’extrait sur les mycobactéries
I.1. Suivi de la croissance

Dans cette étude, effectuée au niveau de laboratoire de recherche Ecologie
Microbienne de ’université de Bejaia, les résultats de I'activité anti-mycobactérienne de
I’extrait méthanolique d’Eucalyptus sur 02 souches de M. tuberculosis et 02 souches de
M. bovis sont présentés dans le Tableau VII. A noter que I’interprétation de ces résultats a
été entamée dés le début de la 3°™ semaine, en respectant les mesures suivantes :

Le temps de division de M. tuberculosis étant de 20h en moyenne, les cultures ne
seront positives qu’aprés au moins trois semaines d’incubation a 37°C pour les milieux
solides. Sur le milieu Lowenstein-Jensen, les colonies de M. tuberculosis ont 1’aspect
suivant :

= De teinte creme-beige.
= Séches.
= A surface rugueuse.
= En chou-fleur.
Cependant, M. bovis pousse en 45 a 60 jours sur milieux enrichis type
Lowenstein-Jensen donnant des colonies lisses homogenes, translucides (permettant le

passage de la lumiere).
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Tableau VII : Activité anti-mycobactérienne de différentes concentrations d’extrait méthanolique.

Concentrations Témoin 0,2mg/ml 0,2mg/ml 0,4mg/ml 0,8mg/ml 1,6mg/ml 3,2mg/ml 6,4mg/ml 12,8mg/ml | 25,6mg/ml
dextrait TO1 | TO2 | TO1 | TO2 | TO1 | TO2 | TO1 | TO2 | TO1 | TO2 | TO1 | TOZ2 | TO1 | TO2 | TO1L | TO2 | TO1 | TO2 | TO1 | TO2

S1:MTR1 - - - - - - - - - - = = - - - - - - - -
S2 : MTR2 - - - - - - - - = = = = - - - - - - - -
S3:B3 * * * * = = = - - - - - - - - - - - - -
S4:B18 * = * - - - - - - - - - - - - - - - - -
S1:MTR1 + + * * + + + + 2 + + £l £l - - - - - - -
S2: MTR2 + * + 2t = - - - - - - - - - - - - - - -
S3:B3 * + + + = = - - - - - - - - - - - - - -
S4:B18 * + + + - - - - - - - - - - - - - - - -
S1:MTR1 ++ + + + ++ + + + + + + + + + = - - - - -
S2 : MTR2 + + + + + + + + + + + + + + - - - - - -
S3:B3 + + + + ++ + + + + + + + + £ - - - - - -
S4 :B18 + ++ + ++ + + + + + + + + + + - - - - - -
S1:MTR1 ++ ++ ++ 4+ ++ ++ ++ ++ 4+ ++ ++ + + + - - - - - =
S2 : MTR2 ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ + + - - - - - -
S3:B3 ++ ++  ++ ++ ++ ++ ++ ++ 4+ ++ ++ 4+ - + - - - - - -
S4 :B18 ++ ++ ++ ++ ++ ++  ++ ++ ++ ++ + + + ++ - - - - - -
S1:MTR1 ++ ++ ++  ++ ++ ++ ++ ++  ++ ++ ++ ++ ++ ++ - - - - - =
S2 : MTR2 ++ ++ ++ ++ 4t ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ - - - - - -
S3:B3 ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++  ++ ++ e+ ++ ++ o+ + - - - - - -
S4 :B18 ++ ++ ++ ++ ++ ++  ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++  ++ - - - - - -
S1:MTR1 e T e e e T S I o S S I S - - - - - -
S2 : MTR2 e e A o S S I = S S S o S - - - - - -
S3:B3 e T = T S S o S N e s e s - - - - - -
S4 :B18 e T = = o = s - - - - - -

(-) : Absence de colonies (croissance nulle) ; (+) : Une croissance modérée ; (+) : Présence des colonies (croissance) ; (++) : Présence des colonies (croissance

remarquable élevée) ; (+++) : Présence des colonies (croissance remarquable trés élevée) ; (T) : tube. -
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Les tubes cultivés ont été examinés visuellement en comparaison aux tubes
témoins qui ont été considerés positifs ou une source de croissance dont des colonies
doivent étre clairement apparente. Toutes les expériences ont été réalisées en double
exemplaire (2 tubes pour chaque concentration).

Nous avons remarqué une faible croissance (croissance modérée) a la 3°™ et la
4™ semaine pour les concentrations basses et une croissance nulle pour les
concentrations ¢élevés d’extrait méthanolique, causée par le temps de génération
extrémement long de M. tuberculosis et M. bovis. Puis a la 5éme semaine on voie
clairement des colonies bien visibles, croissance remarquable tres elevée pour les M.
tuberculosis (MTR1, MTR2) et M. bovis (B3, B18), a des concentrations basses d’extrait
méthanolique d’eucalyptus (0,1mg/ml, 0,2mg/ml, 0,8mg/ml, 1,6mg/ml). La croissance de
ses souches a éteé ralentie a partir de 3,2mg/ml jusqu’a I’absence compléte de colonies
(croissance nulle) & des concentrations élevées d’extrait méthanoique d’eucalyptus
(6,4mg/ml, 12,8mg/ml, 25,6mg/ml), ce qui montre la capacité de cet extrait a inhiber la
croissance de M. tuberculosis (MTR1, MTR2) et M. bovis (B3, B18). L’effet de 1’extrait

méthanolique d’eucalyptus commence a apparaitre a partir de la concentration 6,4mg/ml.

I.2. Détermination de la CMI

L’extrait méthanolique d’eucalyptus démontre une activité sur toutes les
souches étudiées, M. tuberculosis (MTR1, MTR2) et M. bovis (B3, B18).L’effet inhibiteur
de cet extrait sur toutes les souches commence a partir d’une concentration minimale

inhibitrice bien précise CMI = 6,4 mg/ml, représenté dans la Figure n°12.
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Figure n°12 : La CMI de I’extrait méthanolique d’eucalyptus sur M. tuberculosis et
M. bovis.

La tuberculose (TB) reste un sérieux probleme de santé dans de nombreuses
régions du monde, et le développement d'une résistance aux antibiotiques par ce
pathogéne impose un besoin récurent pour la recherche de nouveaux médicaments, afin
de remplacer ceux qui ont perdu leur efficacité (Muna, 2012). Cette étude a pour objet
d’évaluer les propriétés medicinales anti-mycobactériennes de fruits d’Eucalyptus
citriodora obtenus a partir de plante récoltée au niveau de parc national du Gouraya, de
la ville de Bejaia. En utilisant une quantité de ce fruit seche avec un solvant (Méthanol)
sur milieu LJ.

De nombreuses études ont été réalisées, sur les propriétés anti-
mycobactériennes de plusieurs espéces d’Eucalyptus, tels que globulus labil,
camaldulensis, dalrympleana, urnigera, deglupta et 1’eucalyptus citronné, mais seules
les especes globulus et citronné ont été sélectionnés pour leurs propriétés anti-
bactériennes (Mulyaningsih, 2011).

E. citronné a également été testé pour ses propriétés; antirhumatismale, anti-
inflammatoire, antalgique, insectifuge, antifongique, sedative/ relaxante, anti-
hypertensive (par régulation du SNC), myorelaxante, anti-infectieuse, apaisante cutanée,
régulation du pancréas (Faucon, 2019). Cependant, aucune étude n’ait indiqué I’activité
anti-mycobactériennes d’eucalyptus citronne, les résultats de cette étude confirment

I’activité anti-mycobactériennes d’eucalyptus citronné.
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L’extrait méthanolique d’eucalyptus citronné étudié a montré une bonne action
anti-mycobactérienne sur les souches M. tuberculosis spp et M. bovis, ou la croissance a
été inhibée a 100% pendant huit semaines a des concentrations élevées. Dans la littérature
scientifique, peu d’information concernant I’activité anti-mycobactériennes d’eucalyptus
ont été rapportées. Cependant il existe des études sur I’activité anti-mycobactériennes
d’autres genres que 1’eucalyptus, telles que ; Anacardium occidentale en utilisant une
approche quantitative la technique (BACTEC), ou ils ont considéré toute absence de
croissance comme efficacité de 1’extrait (Olugbuyiro et al., 2013). Bongo et ses
collegues, ont rapporté les propriétés anti-mycobactériennes des espéces Terminalia, mais
seules quelques especes de ce genre ont été explorées pour leurs constituants anti-
mycobactériennes, extraits de T. phanerophlebia ont montré de bonnes propriétés
antimicrobiennes activités contre deux souches de mycobactéries M. tuberculosis spp et
M. bovis ainsi que deux autres souches bactériennes responsables d'infections
opportunistes liées aux affections respiratoires (Bongo, 2018). Kayoka et al., ont rapporté
une activité inhibitrice sur M. bovis chez trois espéces d'Anacardicea (Kayoka, 2016).De
plus, Depanoalpha® et ficus spp a montré une I’activité anti-mycobactériennes sur toutes
les souches de mycobactéries (Bongo, 2017).

En utilisant la méthode quantitative des proportions sur le milieu L-J, aucune
activité n’a était exercé sur les 4 souches testées (MTR1, MTR2, B3, B18) pour les
concentrations inférieures ou égales a 1,6mg/ml, cela est probablement dd a la faible
concentration de I’extrait méthanolique dans le milieu. L’activité était assez bonne a des
concentrations élevées d’extrait 6,4 mg/ml sur I’ensemble des souches. Nos résultats sont
proches aux autres résultats qui ont prouvé qu’il y avait une inhibition de M. tuberculosis
et M. bovis sur milieu L-J additionné avec 1 mg/ml ou plus d’extrait de plantes (Marita,
2010).

Les résultats du test de ’activité anti-mycobactérienne est de 6,4 mg/ml & 12,8
mg/ml pour les quatre souches, qui sont moins puissants que le médicament standard
isoniazide (de 0,02 a 0,20mg/ml). Mais quand méme 1I’extrait méthanolique d’eucalyptus
a montré son effet inhibiteur sur les souches M. tuberculosis (MTR1, MTR2) et sur les M.
bovis (B3, B18) et une exploration de la composition moléculaire de cet extrait
permettrait de déterminer la ou les molécules douées d’activité.

L’eucalyptus est riche en grande variété de métabolites secondaires fournissant
des propriétés (antifongique, antiallergique), et la présence de ces produits chimiques a

savoir; le plus notable [l'eucalyptol (ou cinéol), Monoterpénes, Sesquiterpénes,



Chapitre 111 Resultats et Discussion

Glucosides d'acide oleuropeique, Polycétones cycliques, Acylphloroglucinols, Glycosides
de phloroglucinol, Acylphloroglucinols diméres, Robusta dials, Euglobales,
Macrocarpales, Eucalyptone G and rhodomyrtone, Flavonoides, Catéchines, Tanins
hydrolysables, [B-dicétones, Triterpénes, Composés stéroidiens et Glycosides
cyanogéniques dans toutes les parties de la plante (feuilles, tiges, graines , fruits)
(Brezani et Smejkal, 2013 ; Salehi et al., 2019). Ses composants ont été retrouvés dans
la plupart des plantes qui ont montré in vitro les propriétes antimicrobiennes.

Depuis I’antiquité, 1’eucalyptus a été utilisé dans le traitement de la bronchite
aigués et chroniques, la tuberculose pulmonaire, lI'asthme (ils modifient les sécrétions,
favorisent I'expectoration, calment la toux), les douleurs névralgiques, 1’otite, la sinusite,
les infections cutanées et les infections des voies urinaires. L'eucalyptus est aussi
fébrifuge, tonique de l'appareil digestif et vermifuge. En usage externe, antiseptique et
cicatrisant, il s'emploie sur les plaies, les bralures, les ulcéres (décoction ou teinture
étendue) et en injections dans la vaginite, la leucorrhée, la blennorragie (Bouasla et
Bouasla, 2017).

Ajayi et ses collaborateurs ont rapporté que les antibiotiques ou Substances
antimicrobiennes comme les saponines, les glycosides, les flavonoides, les alcaloides et
les tanins, etc. se trouvent étre répartis dans toutes les parties des plantes (Ajayi, 2011).
Ces composés phytochimiques, précisément les alcaloides, les flavonoides et les tanins,
ont fait leurs preuves et possedent une activité anti-mycobactériennes (Bunalema, 2010).
Les flavonoides inhibent la synthese des acides gras, la biosynthése de I'acide mycosique
et biosynthese de novo des acides gras chez les mycobactéries (Marita, 2010). Les
profils biochimiques d'une plante spécifique peuvent étre influencés par plusieurs facteurs
tels que la variation géographique, le climat, le sol, saison, et d'autre part les solvants
utilisés, la piéce usagée, différentes méthodes d'extraction ont des effets sur la
composition et la diversité des produits chimiques contenus dans plantes médicinales
(Bongo, 2018). Comme les phytochimiques étaient identifie dans la plante utilisée,
désormais la nécessité d’identifier et caractériser la ou les molécules qui possédent
I'activité anti-mycobactérienne.

D’apres I’intelligence artificielle, le cinéol présent dans 1’eucalyptus agit en
perturbent la membrane cellulaire de M. tuberculosis, entrainant ainsi une altération de la

perméabilité membranaire.
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En outre, ’extrait méthanolique d’eucalyptus peut également induire la mort
cellulaire programmé (apoptose) chez M. tuberculosis, ce qui suggere qu’il peut étre

efficace méme contre les souches résistantes aux médicaments.

II. Activité antibactérienne d’extrait sur les Gram positif

I1.1.Suivi de croissance

L’activité anti-bactérienne de 1’extrait méthanolique d’Eucalyptus est évaluée
sur les souches a Gram positif (Enterococcus sp, Enterococcus feacalis, Staphylococcus
haemolyticus et staphylococcus aureus), les résultats sont représentés dans le Tableau
VIII. Les microplaques ont été lues visuellement, apparition de trouble ou changement de
couleur (croissance bactérienne), ni trouble ni changement de couleur (absence de

croissance), comparent aux puits ttmoins qu’ont été toujours positifs.

Tableau VIII : Activité anti-bactérienne de différentes concentrations d’extrait
méthanolique sur les Gram positif (Enterococcus sp, E. feacalis, S. haemolyticus et
S. aureus).

(-) : Absence de croissance (ni trouble ni changement de couleur) ; (+) : croissance bactérienne (trouble,
changement de couleur).

Apres 24h d’incubation, les résultats des microplaques ont montrés ; I’apparition
de trouble (croissance bactérienne) chez toutes les souches aux niveaux des puits a des
faibles concentrations d’extrait méthanolique (0,1mg /ml, 0,2mg /ml, 0,4mg /ml, 0,8mg /ml,
1,6mg/ml, 3,2mg/ml, 6,4mg/ml). Par contre a des concentrations élevés d’extrait
(12,8mg /ml, 25,6mg /ml), on remarque une absence totale de la croissance bactérienne,
constatée par 1’absence de trouble et aucun changement de couleur, en comparaison avec
le témoin positif. L’extrait exerce une activité anti-bactérienne sur les souches a Gram
positif (Enterococcus sp, E. feacalis, S. haemolyticus et S. aureus) pour des
concentrations bien précises ou I’effet inhibiteur de la croissance bactérienne commence

a apparaitre.

I1.2. Détermination de la CMI
La valeur CMI est considérée comme la concentration minimale de 1’extrait qui

inhibe complétement la croissance visible des microorganismes, 1’extrait méthanolique

d’eucalyptus active sur toutes les souches a Gram positif utilisée. L’effet inhibiteur de cet
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extrait commence a apparaitre a partir de la CMI = 12,8 mg/ml, représenté dans la Figure
n°13.
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Figure n°13 : La CMI de I’extrait méthanolique d’eucalyptus sur les souches a Gram
positif.

L'augmentation de la résistance des pathogénes aux antibiotiques représente une
menace majeure pour la santé publique car elle réduit l'efficacité des traitements
antibiotiques, ce qui pourrait entrainer une augmentation de la morbidité et de la
mortalité. Staphylococcus aureus résistants a la méthicilline (MRSA), les entérocoques
résistants a la vancomycine (ERV) et le Staphylococcus haemolyticus sont les pathogenes
résistants les plus importants parmi les bactéries a Gram positif concernant les infections
nosocomiales. L’apparition de résistances chez les bactéries a Gram négatif (Escherichia
coli, Pseudomonas aerogenosa et Acinetobacter baumanni) a également été documenteée.
De nombreux antibiotiques fréqguemment utilisés par le passé sont devenus moins
efficaces contre ces agents pathogénes (Mulyaningsih, 2011). Par conséquent, il existe
un besoin urgent de trouver des agents antimicrobiens alternatifs pour le traitement des
microorganismes pathogeénes résistants.

Plusieurs rapports ont documenté les propriétés anti-bactériennes de I’extrait
d’eucalyptus Mulyaningsih et al., 2011, ont rapporté les propriétés anti-bactériennes de
I’espece eucalyptus globulus contre les bactéries multi-résistantes (MDR), comme
résultat I’E. Globulus a exercé I'activité la plus prononcée contre les bactéries MRSA. De
nombreuses études ont montré que les huiles extraites des espéeces d'eucalyptus ont une

activité contre certaines bactéries a Gram- et a Gram+, mais a des degrés divers.
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Elaissi et al., (2011) ont évalué l'activité antibactérienne de vingt espéces
d'Eucalyptus récoltées dans des régions en Tunisie, par la méthode des disques sur
gélose, contre deux bactéries @ Gram+ : Staphylococcus aureus (ATCC 25923);
Enterococcus feacalis (ATCC 29212). lls ont trouve que l'activité antimicrobienne des
huiles essentielles présente des variations considérables entre les différentes especes
d'eucalyptus. Cette variabilité a été attribuée a la composition chimique des huiles de
feuilles. La plus grande efficacité contre Staphylococcus aureus a été observee avec
I'huile d’Eucalyptus odorata (16,0 + 1,0 mm), caractérisée par une proportion plus élevée
de cryptone. Cette efficacité diminue dans le cas des huiles d'Eucalyptus diversicolor et
d'Eucalyptus tereticornis qui contiennent une teneur plus faible en cryptone.

Un autre travail réalisé par Chaves et al., 2018,a rapporté un effet antibactérien de
I'huile essentielle d'Eucalyptus camaldulensis sur les MRSA. Cette huile a présenté une
activité significative contre Staphylococcus aureus (CMI = 1000 pg ml —1).

Une étude récente réalisee par Limam et al., (2020), impliquant cette fois
différents espéces d'eucalyptus plantées en Tunisie. L'objectif de cette étude est de
déterminer la composition chimique des huiles essentielles des feuilles de ces especes et
d'évaluer leurs activités antioxydantes et antibactériennes contre six bactéries pathogenes
humaines Gram+ et Gram-, L'activité antibactérienne a été évaluée qualitativement et
quantitativement par deux méthodes différentes ; diffusion en milieu gélosé (méthode de
disques), (CMI) et (CMB). Toutes les huiles essentielles ont montré une activité
antibactérienne importante contre toutes les bactéries testées. L'huile d'Eucalyptus
camaldulensis présente la plus grande zone d'inhibition (25,33 £ 2,84) et la plus faible
concentration minimale inhibitrice (CMI = 0,93 mg/ml) contre la bactérie Serratia
marcescens.

La détermination de la CMI en milieu liquide MH par dilution, a montré I’absence
de I’effet anti-bactérienne de 1’extrait méthanolique sur les souches a Gram positif a leurs
concentrations (0,1 mg/ml, a 6,4 mg/ml), par contre a des concentrations plus élevés
(12,8 mg /ml & 25,6 mg /ml), I’extrait a exercé une forte activité qui inhibe complétement
leurs croissances.

D’apres les résultats de la CMI, il apparait que toutes les souches bactériennes
Gram-positives testeées sont inhibées a 12,8mg/ml, ce qui confirme le spectre large de
I’activité antimicrobienne de cet extrait.

Les composés phytochimiques précisément les alcaloides, les flavonoides et les

tanins ont fait leurs preuves possedent une activité anti-bactérienne. Les plantes riches en
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tanins sont beaucoup utilisees pour les affections digestives ; en cas de diarrhée causées
par les bactéries pathogénes, ulcere et pour soulager les hémorroides comme pour le
bouillon blanc (Oullali et Chamek, 2018).Certains alcaloides sont utilisés comme moyen
de défense contre les infections microbiennes (nicotine, caféine, morphine, lupinine) et
anticancéreux (Iserin et al., 2001).
II1. Activité antibactérienne d’extrait sur les Gram négatif
IIL.1. Suivi de croissance

L'activité anti-bactérienne de I’extrait méthanolique d’Eucalyptus est évaluée
sur les souches a Gram négatif (Escherichia coli, Acinetobacter baumannii et
Pseudomonas aerugenosa), les résultats sont représentés dans le Tableau IX, les
microplagues ont été lues visuellement.

Tableau IX : Activité anti-bactérienne de différentes concentrations d’extrait
méthanolique sur les Gram négatif (E. coli, A.baumannii et P. aerugenosa).

(-) : Absence de croissance (ni trouble ni changement de couleur), (+) : croissance bactérienne (trouble,
changement de couleur).

Nous avons lu visuellement les résultats des microplaques apres 24h, et nous
avons observé une activité antimicrobienne variable vis-a-vis de toutes les souches
testées. Les souches d’E.coli et A.baumannii ne semblent pas affectées par la présence de
faibles concentrations de ’extrait (de 0,1 mg/ml & 0,8 mg/ml), et une croissance est
observée (trouble, changement de couleur). Cependant, a partir des 1,6 mg /ml, aucune
croissance n’est observée, méme apres repiquage des souches sur une gélose CHROM-
Agar, cela explique la sensibilité de ses souches aux concentrations élevées d’extrait
méthanolique. Par contre P. aerugenosa présente une croissance bactérienne visible avec
Un trouble et un changement de couleur jusqu’a la concentration 6,4 mg/ml, et a partir de

12,8mg /ml, aucune croissance n’est enregistrée.
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Figure n°14 : Résultats de CMI de I’extrait méthanolique d’eucalyptus montre la
différence entre les concentrations faibles et élevés sur les souches a G-.

I11.2. Détermination de la CMI
L’extrait méthanolique d’eucalyptus exprime une activité antibactérienne sur t

les 3 souches a Gram négatif testée. L’effet inhibiteur de cet extrait sur les souches a
Gram négatif commence a partir d’une concentration minimale inhibitrice bien précise,
CMI =1,6 mg/ml pour les souches (E. coli, A.baumannii) et CMI=12,8mg/ml pour la

souche P. aerogenosa, représenté dans la Figure n°15.
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Figure n°15 : La CMI de I’extrait méthanolique d’eucalyptus sur les souches & Gram
négatif.

Gréace a la composition chimique d’Eucalyptus et a son principe actif qui est le
1,8-cinéole possede des vertus considérables : astringents, hémostatiques, fébrifuges
désinfectants, antiseptiques, c’est I'un des meilleurs remédes contre 1’inflammation

chronique de la muqueuse gastrique et de la muqueuse intestinale. Les fruits du genre
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Eucalyptus possedent diverses activités biologiques, elles peuvent étre antibactériennes,
sur plusieurs agents pathogénes (Atmani-Merabet et al., 2020).

Mulyaningsih et al., 2011, ont rapporté les propriétés anti-bactériennes de
I’espéce eucalyptus globulus contre les bactéries multi-résistantes (MDR), toutes les
huiles et les composants étaient a peine actifs contre les bactéries MDR Gram-négatif tels
que (Escherichia coli, Pseudomonas aerugenosa et Acinetobacter baumanni).

Un autre travail réalisé par Chaves et al., 2018,a rapporté un effet antibactérien de
I'huile essentielle d'Eucalyptus camaldulensis sur E. coli. Cette huile n’a aucune activité
significative contre Escherichia coli (CMI> 1000 pg ml —1).

D’apres Benali et Raho Ghalem (2014), l'activité antimicrobienne de I'HE de
feuilles d'Eucalyptus peut étre attribuée a la présence de concentration élevée en 1,8-
cinéole (15%- 78%). Dans une étude faite par Ghanmi et al., (2011), il a été rapporté que
le 1,8-cinéole (42,30 %) est le constituant majoritaire de 1’huile essentielle des feuilles
d’E. camaldulensis récolté au nord du Maroc. Des études faites sur 1’activité
antimicrobienne de 1,8-cinéole, indiquent des effets a large spectre sur les bactéries a
Gram positif et négatif (Talha et al, 2021).

Dans une autre recherche menée par Fenghour et al., (2021),étudiant 1’effet
antibactérien des huiles essentielles de deux plantes Eucalyptus camaldulensis et
Artemisia herba alba sur certaines souches bactériennes. Les résultats ont confirmé les
propriétés antibactériennes de ces deux HE, en effet elles ont montré une inhibition de
croissance significative de S. aureus, S. haemolyticus, E. coli, K. pneumonia et
P.aerugenosa.

La détermination de la CMI en milieu liquide MH par dilution, a montré une
activité de I’extrait méthanolique sur les souches a Gram négatives, a des concentrations
moins élevées que les Gram+. L’effet de 1’extrait pour E. coli et A. baumanni a
commenceé a apparaitre a partir de 1,6 mg/ml, mais pour Pseudomonas aerugenosa il a
commencé a partir de 12,8 mg/ml, L’extrait méthanolique de fruit d’eucalyptus citronné
est révelé actif avec un degré différent, li¢ au contenu d’extrait aux substances a activité
antimicrobienne.

D’apres les résultats de la CMI, les Gram-négatif ont été inhibés a une CMI= 1,6
mg/ml, qui fait que les Gram-négatif sont les plus sensibles aux extraits méthanolique
d’Eucalyptus que les bactéries Gram-positif.

Plusieurs études testant I’activité inhibitrice d’eucalyptus, confirment que les

bactéries Gram (+) sont plus sensibles que les bactéries Gram (-). Cette résistance est liée
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a la complexité de leur enveloppe cellulaire qui contient une double membrane qui
présente une permeabilité sélective (Busatta et al., 2008). Par ailleurs, notre étude a
montré le contraire. E. Coli et A. baumanni sont les plus sensibles de toutes les souches
testées. Moreira et al.,, 2005, ont montré que les bactéries Gram (-) peuvent étre
sensibles a I’action d’eucalyptus, en effet cette sensibilité dépend aussi des propriétés
d’extrait méthanolique d’eucalyptus dont 1’action inhibitrice et bactéricide est due a leur
richesse en molécules actives (Satrani et al., 2007). A cet effet, on suspecte que cet
extrait possede un effet inhibiteur au niveau de la paroi bactérienne, exactement sur la
perméabilité sélective de la membrane.

Des ¢études ont été focalisées sur 1’évaluation des propriétés antimicrobiennes
des polyphénols. Les études du pouvoir inhibiteur des flavonoides sur la croissance
bactérienne ont démontré que de nombreux composés flavoniques sont doués d’un effet
important sur différentes souches bactériennes a Gram négatif et Gram positif
(Ulanowska et al., 2007). Les polyphénols notamment les flavonoides et les tannins sont
reconnus par leur toxicité vis- a -vis des microorganismes. Le mécanisme de toxicité peut
étre lié a I'inhibition des enzymes hydrolytiques ou d'autres interactions pour inactiver les
adhésines microbiennes, les protéines de transport et d'enveloppe cellulaire (Tim et
Andrew, 2005).

En outre, P’eucalyptus possede une activité antioxydante, de nombreuses
maladies, telles que le cancer, la maladie de Parkinson, la maladie d'Alzheimer, le
diabéte, la fibromyalgie, l'arthrite, les allergies et le vieillissement, sont liées au stress
oxydatif. Pour lutter contre ce dernier, il a été suggéré de prendre des antioxydants
(’eucalyptus) qui peuvent étre efficaces pour inhiber de tels phénoménes (Bhuyan et al.,
2017).

Au jour d'aujourd’hui, aucune étude n’a été faite sur les différentes activites
d’extrait méthanolique d’eucalyptus citronné, mais d’aprés nos résultats cet extrait peut
étre utilise comme agent antibactérien. Son action antimicrobienne dépend
principalement de ses constituants chimiques. Son composant majeur est le terpéne 1, 8-
cinéole, Ce composé (1, 8-cinéole) d’aprés Blejan et al., 2021 pourrait augmenter la
perméabilité de la membrane bactérienne, facilitant ainsi la pénétration d'autres composes
qui ciblent la respiration bactérienne ou I'expression de genes impliqués dans la formation
de biofilms microbiens. L eucalyptus citronné est une source potentielle de composés

antimicrobiens agissant contre diverses bactéries : espéces a Gram positif et a Gram

négatif.
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Conclusion et perspectives

La résistance aux antituberculeux des souches de Mycobacterium tuberculosis est
un probleme majeur de santé publique, ainsi que d’autres souches bactériennes présentent
une résistance accrue aux antibiotiques et aux agents antimicrobiens, ce qui représente un
fardeau considérable pour les soins de santé humaine et leur traitement devient un défi
complexe. Cette situation constitue une menace mondiale et oblige la communauté
scientifique d’aller de 1’avant et de contrecarrer ce phénomene. Raison pour laquelle
plusieurs travaux sont en cours dans le but de chercher de nouvelles molécules actives sur
les pathogenes en genérale et les Mycobactéries en particulier. Pour atteindre cet objectif,
les plantes médicinales présentent une source inépuisable de composés naturels, bioactifs
qui agissent directement sur l'organisme, ce qui jouent un réle déterminant dans la

préservation de la santé humaine.

Notre étude a été menée pour déterminer l'activité antimycobactériennes des
extraits méthanolique d’Eucalyptus citronné (Eucalyptus citriodora), ainsi son activité
antibactérienne sur d’autres souches bactérienne (Enterococcus sp, Enterococcus feacalis,
Staphylococcus haemolyticus, staphylococcus aureus, Escherichia coli, Acinetobacter
baumannii et Pseudomonas aerogenosa). Cette activité qui pourrait potentiellement servir
de remede dans le traitement des maladies infectieuses, serait également une solution

miracle dans la lutte contre antibiorésistance.

Nos résultats ont montré I'efficacité d’extraits méthanolique d’eucalyptus citronné,
avec une activité antimycobactériennes sur les souches M. tuberculosis et M. bovis.
L’activité inhibitrice de cet extrait s’observe avec des concentrations relativement élevées
(@ 12,8 mg/ml ou plus). En revanche, les concentrations inferieures a 12,8mg/ml ne
présentent aucune activitt sur MTBC. De méme pour certaines testés, comme
Enterococcus sp, Enterococcus feacalis, Staphylococcus haemolyticus, staphylococcus
aureus et Acinetobacter baumannii, la concentration minimale inhibitrice est de 12,8mg/ml
d’extrait. Tandis que cet extrait présente une activité antibactérienne plus intéressante chez
Escherichia coli et Acinetobacter baumanni, a des concentrations moins élevées, a partir

de 1,6mg/ml.

Ces résultats demontrent que les extraits méthanolique d’Eucalyptus citriodora
présentent un effet inhibiteur intéressant contre les souches testées. Ce qui suggére que,
cette plante représente une source naturelle et prometteuse de molécules bioactives qui

possédent des activités antimycobactériennes et antibactérienne trés importantes.
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De nombreuses perspective découlent de cette étude ou plusieurs investigations

sont possibles pour la continuité de ces travaux comme :

> Elargir la panoplie de méthodes d'extraction des principes actifs en utilisant
d'autres procédés d’extraction.

> Pousser [I’identification des principes actifs responsables de I'activité
biologique par des techniques avancées, comme ’HPLC, GC-MS, LC-MS
et RMN.

» Etudier l’effet des autres parties de la plante et tester Dactivité
antibactérienne des extraits combinés avec d’autres antibiotiques.

> Vérifier in vivo I’activité de ces extraits utilisant des modeles animaux et
procéder a des essais cliniques permettre leur utilisation dans la prise en

charge de ces infections.
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Résumé : La TB et les autres maladies infectieuses touchent des milliers de personnes
chaque jour. De plus, le probléme de la multi-résistance et ultra-résistance a crée le besoin
urgent de trouver des agents antimicrobiens alternatifs pour le traitement des
microorganismes pathogenes résistants.Un grand nombre des plantes médicinales utilisé
dans plusieurs recherches représente une source inépuisable des substances bioactives qui
possedent des propriétés biologiques trés importantes. Pour le besoin de la présente étude,
nous avons choisi |’Eucalyptus citriodora parmi les plantes médicinales pour sa valeur
nutritionnelle et médicale. Le but de notre travail était d’étudier les propriétés anti-
mycobactérienne et antibactérienne de I’extrait méthanolique des grains d’eucalyptus
citronné. L’extrait a été testé sur 4 souches de MTBC (M. tuberculosis, M. bovis), et
également contre quelques souches bactériennes a Gram-positif (Enterococcus feacalis,
Enterococcus sp, Staphylococcus haemolyticus et Staphylococcus aureus) et a Gram-
négatif (Escherichia coli, Pseudomonas aerugenosa, et Acinetobacter baumannii) en
utilisant la méthode de détermination de la CMI sur milieu liquide sur microplaque 96
puits. L’extrait a montré une activité contre toutes les souches de mycobacterium testées
avec une valeur de CMI= 6,4mg/ml. Il a également montré une activité contre les 4
souches Gram-positif, CMI=12,8mg/ml, et contre les souches Gram-négatif, CMI=1,6
mg/ml. Cet extrait pourrait étre une riche source d’agents anti-mycobactériennes et anti-
bactériennes, ainsi antifongiques et antioxydantes. Cependant, des recherches
supplémentaires seront nécessaires afin de pouvoir confirmer les activités mises en
évidence.

Mots clés : anti-mycobactérienne, anti-bactérienne, extrait méthanolique, Eucalyptus
citriodora

Abstract: Infectious disease that affects thousands of people every day, the problem of the
drug multi-resistance and ultra-resistance has created the urgent need to find alternative
anti-mycobacterial agents for the treatment of resistant pathogenic microorganisms. A
large number of medicinal plants used in many researches represent an inexhaustible
source of bioactive substances, which possess very important biological properties. For the
purpose of the present study, we chose Eucalyptus citriodora among the medicinal plants
for its nutritional and medical value. The aim of our work was to study the anti-
mycobacterial and antibacterial properties of the methanolic extract of lemon eucalyptus
seeds. The extract was tested against four strains of MTBC (M. tuberculosis, M. bovis),
and against some Gram-positive bacterial strains (Enterococcus feacalis, Enterococcus sp,
Staphylococcus haemolyticus and Staphylococcus aureus) and Gram-negative (Escherichia
coli, Pseudomonas aerugenosa, and Acinetobacter baumannii) using the MIC
determination method on 96-well micro-dilution at different concentrations of the extract.
The extract showed activity against all Mycobacterium strains tested with a MIC value of
6,4mg/ml. It also showed activity against four Gram-positive strains, MIC=12.8mg/ml, and
against Gram-negative strains, MIC=1.6 mg/ml. This extract could be a rich source of anti-
mycobacterial and anti-bacterial agents, as well as antifungal and antioxidant. However,
further research will be needed to be able to confirm the highlighted activities.

Key words: anti-mycobacterial, anti-bacterial, methanolic extract, Eucalyptus citriodora



