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Introduction

Les plantes idicinales sont a la fois un produit fini destiné a la consommation et une
mati€ére premie€re pour I’obtention de substances actives. Elles représentent une source de
revenu non négligeable pour de nombreuses populations (Bouzid et al., 2011).

Toutefois, malgré les énormes progres réalisés par la médecine moderne, la phytothérapie
C...2 de multiples avantages. ..oublions pas que de tout temps, a l'exception de ces cent
dernieres années, les hommes n'ont eu que les plantes pour se soigner, qu'il s'agisse de
maladies bénignes, rhume ou toux (Iserin et al., 2001).

La phytothérapie, qui propose sur des remedes naturels et bien acceptés par l'organisme,
est souvent associée aux traitements classiques.
Elle connait de nos jours un renouveau exceptionnel, spécialement dans le traitement des
maladies chroniques, comme l'asthme ou l'arthrite. De plus, les effets secondaires induits par
les médicaments inquietent les utilisateurs, qui se tournent vers des soins moins agressifs pour
l'organisme (Iserin et al., 2001).

Actuellement, les effets pharmacologiques des plantes sont de plus en plus étudiés
et publiés. Ainsi, de nombreuses recherches scientifiques permettent de conforter 1’usage
traditionnel des plantes médicinales, et parfois de trouver de nouvelles indications
thérapeutiques. Les études analytiques apportent aussi une meilleure connaissance
sur la composition chimique et les mécanismes d’action de la plante et/ou ses composés
(Dessouroux ef al., 2011).

La découverte des antibiotiques constituait une véritable révolution dans la lutte contre
les maladies infectieuses.
Cependant, la consommation inapproprié¢e et I’utilisation abusive d'antibiotiques ont accéléré
la sélection de bactéries multi-résistantes constituant actuellement un réel probléme
d’antibiothérapie et de santé publique. Les conséquences collectives et individuelles
de ce probleéme sont sérieuses : la plupart des infections, qu'elles soient bénignes ou graves,
sont de plus en plus difficiles a traiter (Chebaibi et al., 2011).

La résistance des bactéries aux antibiotiques reste aujourd’hui un probléme majeur de santé
publique. La situation apparait particuliérement préoccupante en milieu hospitalier.
La pression de sélection exercée par I’ utilisation importante de I’antibiothérapie et la diffusion
épidémique des souches résistantes sont les deux facteurs principaux conditionnant
cette évolution (Soussy, 2007).

Le recours aux ressources naturelles en général et aux plantes médicinales en particulier
devient alors une des plus importantes et intéressantes pistes a explorer pour la recherche
de nouveaux produits antibactériens plus efficaces (Chebaibi ef al., 2011).

L’aubépine monogyne (Crataegus monogyna) est un fruit trés apprécié¢ par la population
algérienne et notamment les enfants. C’est une plante médicinale couramment utilisée
en phytothérapie pour ses propriétés sédative, vasculo-protectrice et anti-oxydante
(Bouzid er al, 2011). Elle est utilisée pour soigner les palpitations, les douleurs cardiaques,
l'angine de poitrine, les spasmes vasculaires, la tachycardie et autres arythmies, et
I'hypertension. Elle s'utilise aussi pour traiter les bouffées congestives, les insomnies et autres
dés-—éments de la ménopause, l'athérosclérose, les troubles de dystonies neurov~~*tatives
(angoisses, vertiges, bourdonnement d'oreille), mais aussi les diarrhées, la dysenterie, et la
lithiase urinaire et biliaire ..erin et al., —-..1).



Introduction

L’objectif de notre étude consiste a évaluer I’effet antibactérien de fruit du Crataegus
monogyna.

Pour cela nous nous sommes fixés les objectifs suivants :

» Extraction de ’extrait méthanolique.

I SOt 1 L 3
» Antibiogramme de vérification des souches testées sur milieu solide.
» Détermination des CMIs.

Notre travail sera reparti en deux parties, initié par une revue bibliographique ou nous
apportons des donn¢  généra . sur ’esj ud « _ ali  surles antibiotiques et la
résistance bactérienne et en fin des généralités sur les bactéries résistantes.

La seconde partie rapportera les méthodes analytiques utilisées et les résultats obtenus ainsi
que leur discussion.















Chapitre 11. La résistance bactérienne aux antibiotiques
11.1.4.2. / i :

a. Les polymyxines et les Nitrofuranes

Elles se fixent sur les membranes bactériennes (Nauciel et Vildé., 2005). Dont La colistine
(ou polymyxine E) qui a une action létale sur les membranes bactériennes par interaction avec
protéines et phospholipides membrana . De ce mécanisme d’action découle un spectre
d’activit¢ qui couvre les bactéries a Gram négatif potentiellement multirésistantes

(Kipnis et Guery., 2010).

I1.1.4.3. Antibiotiques inhibant la syntl 0.__Jue
a. Antibiotique se fixant sur la sous-uni.. . ... du ribosome

¢ Les aminosides : Se fixent sur la fraction 30S du ribosome, ils perturbent la synthese des
protéines entrainant la destruction bactérienne. Ils sont bactéricides (Yala et al., 2001).

s Les Tétracyclines: Empéchent la fixation des aminoacyl-ARNt sur le site A
des ribosomes (Nauciel et Vildé., 2005).

b. Antibiotique se fixant sur la sous unit 50S du ribosome

% Chloramphénicol et les Macrolides : Sont des inhibiteurs de la péptidyl-transférase qui
permet I’¢longation de la chaine peptidique (Duval et Soussy., 1990).

I1.1.4.4. Antibiotiques agissant sur la biosynthése des acides nucléiques

¢ Les sulfamides et triméthoprimes : Sont des inhibiteurs enzymatiques de la biosynthese
de I’acide tétra-hy: foliq = .| ‘urseur des bases puriques et pyrimidiques
(Faucheére et Avril., 2002).

< Les quinolones, novobiocine et métronidazole : Inhibent la réplication de 1I’ADN,
leur action se situant a différentes étapes de la synthése de cet acide nucléique
(Fauchére et Avril., 2002).

% Les rifamycines : Par inhibition de I’ARN polymérase, empéchent la biosynthése
des ARN messagers (Fauchére et Avril., 2002).

11.2. Les mécanismes de résistance aux antibiotiques
11.2.1. Définition

Une souche est dite résistance lorsqu’elle supporte une concentration d’antibiotique plus
¢levée que celle qui inhibe le développement de la majorité des autres souches de la méme
espece (Vaubourdolle, 2007).

I1.2.2. Le support génétique de résistance
IL.2.2.1. La résistance naturelle

Elle est permanente et d’origine chromosomique. Elle est stable, transmise a la
descendance lors de la division cellulaire, mais elle n’est pas transférable d’une bactérie
a ’autre (Yamashita et al., 2000).
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11.2.2.2. La résistance acquise

La résistance acquise résulte d’une modification de patrimoine génétique
? Vi 20 . B | X
d’especes bactériennes initialement sensible (Vaubourdolle, 2007).
a. La résistance par mutation chromosomique

Elle résulte de la mutation chromosomique spontanée. Les genes de résistance se situent
alors dans le chromosome de la bactérie (Yamashita et al., 2000).

b. La résistance extra chromosomique

—.le est lie a I’introduction dans la bactérie d’un élément génétique non chromosomique
soit un plasmide ou transposon codant en général pour des protéines (Vaubourdolle, 2007).
La résistance peut étre acquise via |’échange génétique entre les bactéries voire,
la transformation, la conjugaison ou la transduction (Tenover, 2006).

11.2.2.3. Mécanismes de résistance
a. Inhibition enzymatique
1. Production de §§ —lactamases
Les B-lactamases inactivent les B-lactamines en détruisant le lien amide sur le cycle
lactame. Les genes bla, pouvant étre soit chromosomiques, soit plasmidiques, soit
transférables, portés par des transposons (Vaubourdolle, 2007).

2. Production des pénicillinases
Les pénicillinases chromosomiques sont spécifiques d’espéces et conferent a la
bactérie une résistance naturelle. Les pénicillinases plasmidiques conférent a la bactérie une
résistance acquise (Vaubourdolle, 2007).

3. Les céphalosporinases
Ce sont des B-lactamases chromosomiques produites naturellement par un certain

nombre d’especes: Enterobcter cloacae, Psedomonas aeruginosa, Acinetobacter sp
(Vaubourdolle, 2007).

4. Enzymes inactivant les aminosides
On connait 3 classes d’enzymes pouvant inactiver les aminosides :
les acétyle-transférase, les nucléotidyltransferase et les phosphotransferase. Les génes qui
codant ces enzymes sont le plus souvent des plasmides (Nauciel et Vildé., 2005).

5. Enzymes inactivant le chloromphénicol
Le chloromphénicol peut étre inactivé par un chloromphénicol acétyltransférase,
codé par un gene plasmidique (Nauciel et Vildé., 2005). L’acyltransférase inactive
I’antibiotique, le rendant incapable de se fixer sur sa cible (Vaubourdolle, 2007).

b. Altération des sites de liaison
1. Altération des protéines de liaison aux pénicillines (PLP)
Ce phénomene réduit ’affinité de la cible (PLP) pour les B-lactamines soit par une
mutation des genes chromosomiques, soit par l’acquisition de geénes supplémentaires
exprimant de nouvelles PLP (Pitout et al., 2004 ; Yamashita et al., 2000).
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2. Altération des sites de liaison ribosomaux
L’altération intracellulaire de la sous-unité ribosomale ciblée dans la bactérie peut
atténuer les effets antibactériens des macrolides, des aminosides ou du chloramphénicol.
Cette altération cause une inhabilité d’inhibition de la synthése protéique et de la croissance
X n it 1 1 rnb n
(Pitout et al.,2004 ; Yamashita et al., 2000).

3. Modification du précurseur du peptidoglycane
Le remplacement de la D-Ala terminale par un groupement lactate sur le précurseur
du peptidoglycane entraine une résistance aux glycopeptides chez les entérocoques
(Nauciel et Vildé., 2005).

4. Altération de PADN-gyrase et de la topoisomérase
L’ADN gyrase est une enzyme nécessaire a ’activité des quinolones. Des mutations
spontanées d’un seul acide aminé de I’ADN gyrase engendre de la résistance.
Il en est de méme pour les mutations de la topoisomérase IV (Pitout er al., 2004 ;
Yamashita et al., 2000).

S. Altération des enzymes cibles
Une modification de la dihydroptéroate synthétase résistant a la liaison avec
les sulfamidés et de la dihydroptéroate réductase entraine également une résistance
(Pitout er al., 2004 ; Yamashita et al., 2000).

c. Réduction de la perméabilité cellulaire

Elle se produit par diminution de I’entrée de I’antibiotique sur son site, provoquée par une
modification de la perméabilité de la membrane interne ou externe de la bactérie.
Une altération des porines dans la paroi des bactéries & Gram n¢ ~tif peut réduire ou bloquer
la pénétration de [I’antibiotique jusqu’a son site d’action (Pitout et al, 2004 ;
Yamashita et al., 2000).

d. Pompes a efflux

L’antibiotique ne peut atteindre son site d’action par pompage actif de 1’antibiotique
a P'extérieur de la bactérie. Les transporteurs d’efflux de plusieurs médicaments sont
des composants normaux des cellules bactériennes et contribuent pour une large part a la
résistance intrinseque des bactéries a de nombreux agents antibactériens. Ces pompes ont
besoin d’énergie. L exposition aux antibiotiques favorise une su  pression par mutation de
transporteurs, entrainant une hausse de la résistance bactérienne (Pitout et al, 2004 ;
Yamashita et al., 2000).



Chapitre 111. Notion sur les bactéries résistances

I1L.1. Bactéries a Gram positif
I11.1.1. Staphylococcus aureus résistant a Ia méticilline

La résistance de S. aureus a la méticilline est liée a I’acquisition d’un géne codant pour
une protéine nommée Penicillin Binding Protein 2a (PBP2a), qui n’est pas bloquée par
la méticilline. Elle est codée par le géne mecA qui est localisé sur la cassette chromosomique
staphylococcique (SCCmec) (Kouatchet et Eveillard, 2012).

111.1.2. Streptococcus pneumoniae

La résistance de S. pneumoniae aux B-lactamines et aux macrolides est due a une
mod...cation de leurs cibles naturelles (/...N gyrase, topo-isomérase IV) et/ou a une
augmentation de l'efflux actif (Soussy, 2003).

I11.1.3. Les entérocoques

Ces entérocoques résistants a la - ymycine ERV, ov 7~ 7 pour glyco; tidesa tdes
genes permettent de synthétiser des précurseurs modifiés du peptidoglycane, entrainant une
diminution de leur affinité. Le géne vanA est le plus fréquent et confére aux souches une
résistance de haut niveau a la vancomycine (Lucet et al., 2008).

I11.2. Bactéries a Gram négatif
I11.2.1. Entérobactéries productrices de BLSE

Les entérobactéries productrices de f-lactamases a spectre élargi, apparues dans
les années 1980 (Nic ™ , 2012), les B-lac es a spect "1 sont des enzymes qui
hydrolysent I’ensemble des pénicillines et les céphalosporines (Doit et al., 2010). Elles sont
induites soit par des plasmides, soit par la mutation du génome naturel. Les deux mécanismes
conferent aux bactéries touchées la capacité d’hydrolyser une grande variété de pénicillines
et de céphalosporines (Vora et Auckenthaler, 2009).

I11.2.2. Pseudomonas aeruginosa

Le développement de la résistance aux P-lactamines chez P. aeruginosa a €té associé
a la production de B-lactamases acquises, la surproduction constitutive de la céphalosporinase,
ou ’efflux ou I'imperméabilité de la membrane externe (Cavallo et al, 2002). Chez
P. ueruginosa, la résistance de haut niveau fluroquinolones est principalement liée a des
mutations au niveau de gyr4 (Mérens et Servonnet, 2010).

I1L.2.3. Acinetobacter baumannii

La diversit¢ des mecanismes de résistance développés par cette espece
est impressionnante : enzymes d’inactivation, pompes a efflux, imperméabilité, modification
de cibles. L’ apparition concomitante de la résistance aux fluoroquinolones et aux aminosides
a donné a cette bactérie le statut de bactérie multi-résistante ou BMR (Decré, 2012).

I11.3. Les souches étudiées
111.3.1. Staphylococcus aureus
I11.3.1.1. Habitat
II s'agit de germes tres répandus dans la nature (Avril et al., 1992). C’est un commensal de
la peau et des muqueuses de I’homme et des animaux ..chaechter et al., 1999).
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Chapitre 111 Notion sur les bactéries résistances

111.3.2.3. Enterobacter gergoviae
a. Habitat et caractéres bactériologiques
Sont des commensaux du tube digestif de 'hnomme et des animaux. On les trouve dans
les eaux, sur le sol, sur la peau et les muqueuses, elle posséde une uréase, LDC+, ODC+
(Avril et al., 1992).

b. Pouvoir pathogéne
Ces bactéries opportunistes peuvent étre responsables de septicémies, de méningites,
d'infections urinaires, d'infections néonatales et de suppurations diverses (Avril et al., 1992).

111.3.2.4. Proteus mirabilis et P. vulgaris

a. Caractéres bactériologiques
P. mirabilis et P. vulgaris sont des bacilles trés polymorphes, les souches trés mobiles
sont pourvues de longs flagelles (Avril et al, 1992). En milieu gélose, P. mirabilis
et P. vulgaris peuvent envahir la surface du milieu en formant des ondes concentriques.
Cet essaimage est di a la grande mobilité de la bactérie (Avril et al., 1992).

b. Caractéres biochimique
Les Proteus sont caractéris€és par leur uréase trés active, la production d’H,S,
d'une gélatinase et leur pouvoir glucidolytique faible. P. mirabilis est indole- et ODC+, tandis
que P. vulgaris est indole+ et ODC- (Avril et al., 1992).

111.3.2.5. Citrobacter koseri

Habital ~ pouvoir pz "~ )gene

Les Citrobacter sont des bactéries commensales du tube digestif de I'homme et des
animaux a sang chaud. Ils sont trouvés dans les eaux. Ils peuvent étre isolés
occasionnellement d'urines ou de suppurations diverses (Avril et al., 1992).

b. Caractéres biochimiques : Indole+, Citrate de Simmons +, LDC -, ODC +, Lactose —
(Denis et al., 2007).
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Chapitre ™’ Matériels et méthodes

IV.1 Matériels
IV.1.1. Matériel végétal
Extrait méthanolique de fruit de Crataegus monogyna.

IV.1.2. Matériel bactériologique

- Les souches utilisées sont récupérées du laboratoire d’analyse BEKIOUA de Jijel et I’hopital
de Taher :

Klebseilla pneumoniae.

Staphylococcus aureus.

_-frobacter koseri.

Proteus mirabilis.

Proteus vulgaris.

Enterobacter gergovie.

Escherichia coli.

VVVVVYY

- Les souches de références sont récupérées du CHU de Constantine :

~ Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853.
~ Staphylococcus aureus ATCC 25923,
» Escherichia coli ATCC 25922.

IV.1.3. Milieux de culture

1- Gélose Heéktoen.

2- Gélose Chapman.

3- Gélose Mueller-Hinton.
4- Bouillon nutritif.

IV.2. Méthodes
IV.2.1. Extraction
Le matériel végétal étudi€ est le fruit, seulement la partie charnue dénoyautée du fruit,

comestible par I’€tre humain. Les fruits de Crataegus monogyna ont été récoltés en Septembre-
Octobre 2014 de Constantine.

IV.2.1.1. Dépulpage

Le dépulpage a ét¢ effectué manuellement, cette opération a pour but de s€parer la pulpe
du noyau. La partie charnue dénoyautée a été séchée a I’ombre et a ’abri de la lumiére, dans
un endroit sec et aéré a température ambiante. Devenu  :,  fruit est con vé dans des sacs
en papier et stocké dans un endroit sec et aéré¢ pour d’éventuelles utilisations. Afin de
préserver au maximum |’intégrité des molécules, en minimisant les divers mécanismes de
fermentation et de dégradation inhérents aux caracteres organiques de ces mati€res premieres.

IV.2.1.2. Procédés d’extraction

Une macération aqueuse a également été effectuée sur  120.38g de fruits de
Crataegus monogyna avec de méthanol/ H,O (80:20 v/v).

La solution a été filtrée et placée sous agitation €lectromagnétique pendant 24 heures.
. fi la o 1 hyc alcoc jue a concentrée sous presston réduite pour obtenir
I'extrait méthanolique de masse (m=14.31g) (Drissa et al., 2004).
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