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ABSTRACT: In insects, the hemolymph is the primary site of antimicrobial effectors produced in response to infection. In this
study, the antibacterial activity of hemolymph extract from immunized larvae of Oryctes owariensis and Rhynchophorus
phoenicis has been evaluated. The tests were carried out on in vitro growth of six bacterial strains including three clinical
isolates (Escherichia coli ATCC 25922, Bacillus subtilis, Salmonella spp.) and three strains of food origin (Escherichia coli E1,
Staphylococcus aureus S1 and S2 Meti-R). Activity of the different extracts was detected by diffusion method in a gel medium
and quantified by macro-dilution technique in a liquid medium. Results showed that the different extracts demonstrate strong
antibacterial activity and bactericidal power. Diameters of inhibition zones varied from 19.12+2.88 mm (E. coli ATCC 25922) to
22.58+2.18 mm (S. aureus S1) for the extract from O. owariensis infected larvae. This extract was more active on Gram positive
bacteria with a MIC of 12.5 mg/mL and a MBC between 25 and 50 mg/mL. The extract from R. phoenicis infected larvae was
very active on all strains with inhibition zone diameters between 26.22+0.69 mm (B. subtilis) and 35.30+2, 4 mm (S. aureus S1).
MIC and MBC were respectively developed at the concentrations of 3.12 mg/mL and 6.25 mg/mL on all the bacterial strains.
The sensitivity of bacterial strains to these hemolymph extracts reveals the probable presence of produced antimicrobial
peptides.
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RESUME: Chez les insectes, ’'hémolymphe est le principal siége des effecteurs antimicrobiens produits en réponse a une
infection. Dans cette étude, I'activité antibactérienne de I'extrait d’hémolymphe des larves immunisées de Oryctes owariensis
et de Rhynchophorus phoenicis a été évaluée. Les tests ont été réalisés sur la croissance in vitro de six souches bactériennes
dont trois isolats cliniques (Escherichia coli ATCC 25922, Bacillus subtilis, Salmonella spp.) et trois souches d’origine alimentaire
(Escherichia coli E1, Staphylococcus aureus S1 et S2 Méti-R). L’activité des différents extraits a été détectée par la méthode de
diffusion en milieu gélosé et quantifiée par la technique de macro-dilution en milieu liquide. Les résultats ont montré que les
différents extraits possédent une forte activité antibactérienne et un pouvoir bactéricide. Les diamétres des zones d’inhibition
variaient de 19,12+2,88 mm (E. coli ATCC 25922) a 22,58+2,18 mm (S. aureus S1) pour I'extrait des larves de O. owariensis
infectées. Cet extrait a été plus actif sur les bactéries Gram positif avec une CMI de 12,5 mg/mL et une CMB comprise entre 25
et 50 mg/mL. L'extrait des larves de R. phoenicis infectées s’est montré trés actif sur toutes les souches avec des diameétres de
zones d’inhibition compris entre 26,22+0,69 mm (B. subtilis) et 35,30+2,4 mm (S. aureus S1). La CMI et la CMB ont été
respectivement atteintes aux concentrations de 3,12 mg/mL et 6,25 mg/mL sur toutes les souches bactériennes. La sensibilité
des souches bactériennes a ces extraits d’"hémolymphe révele la présence probable de peptides antimicrobiens produits.

MOTs-CLEFS: Extraits d’hémolymphe, Oryctes owariensis, Rhynchophorus phoenicis, pouvoir bactéricide, zone d’inhibition.
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1 INTRODUCTION

Les insectes sont apparus a I'ere primaire, il y a environ 420 millions d’années et ont atteint aujourd’hui un nombre
impressionnant. En réalité, ils sont le groupe de métazoaires le plus important de tous les écosystémes terrestres avec
actuellement prés de 1,3 million d’espéces décrites soit 55 % de la biodiversité des espéces et 85 % de la biodiversité animale
[1]. Ces animaux sont dotés d’un systéme de défense remarquable qui leur permet de résister aux bio-agresseurs [2]. A l'instar
de tous les arthropodes, ils ne possédent seulement qu’une immunité innée mais basée sur un systeme de défense complexe,
qui met en jeu des réactions cellulaires et humorales coordonnées. En effet, la cuticule constitue la premiére barriére physique
contre les invasions de micro-organismes et les parasites potentiellement pathogenes présents dans le milieu aquatique ou
terrestre [3]. Cependant, suite a une blessure ou lors de la mue, cette barriere n’est plus étanche et les micro-organismes
envahissants entrent directement dans la circulation générale puisque le systeme circulatoire des arthropodes est ouvert [4].
Cela déclenche des réactions cellulaires impliquant directement les constituants de I’hémolymphe [5]. L’activation de ces
derniers provoque deux types de réponses liées. L'une reléeve d’une cascade de réactions purement cellulaires a savoir la
phagocytose, la formation de nodules et I'encapsulation des micro-organismes pathogénes ou des corps étrangers [6]. L'autre
se manifeste par une libération dans le plasma de molécules intervenant dans différentes réactions immunitaires telles que la
mélanisation et la coagulation localisée [7]. Parallelement, un second mécanisme s’installe et aboutit a la synthese des peptides
antimicrobiens par le corps gras [8]. Aprés synthése, ces composés sont libérés dans I’"hémolymphe des insectes ol ils
participent a sa défense contre les agents pathogenes notamment les bactéries, champignons, virus et parasites [9]. Ce sont
donc des antibiotiques naturels qui détruisent rapidement les membranes bactériennes et fongiques par une action de type
détergente, un mécanisme d’action qui réduit le risque d’apparition du phénomene de résistance chez les microorganismes
[2]. Or, des efforts sont présentement déployés pour explorer de nouvelles voies de lutte contre la propagation des maladies
infectieuses et la résistance aux antimicrobiens en dehors du paradigme des antibiotiques [10]. Par conséquent, le recours a
ces peptides antimicrobiens des insectes s’avere une solution prometteuse. S’inscrivant dans cette logique, cette étude vise a
évaluer les propriétés antibactériennes de I’hémolymphe des larves de deux espéeces de coléopteres (Oryctes owariensis et
Rhynchophorus phoenicis) immunisées par des bactéries.

2 MATERIEL ET METHODES
2.1 MATERIEL
2.1.1  EsPECES D’INSECTE ETUDIEES
Cette étude a été réalisée sur les larves (cinquieme stade) de deux especes de coléoptéres de I'entomofaune ivoirienne a

savoir Oryctes owariensis et Rhynchophorus phoenicis (Fig. 1). Les larves ont été collectées dans la région du Haut Sassandra
(Centre-Ouest de la Cote d’Ivoire) dans les tiges de palmier en décomposition.

Larves de Oryctes owariensis Larves de Rhynchophorus phoenicis

Fig. 1.  Photos des différentes larves étudiées
2.1.2 SOUCHES BACTERIENNES

Le tableau 1 ci-dessous présente le matériel bactérien utilisé dans le cadre de cette étude. Les travaux ont été réalisés sur
six (06) souches bactériennes dont trois (03) isolats cliniques (Escherichia coli ATCC 25922, Bacillus subtilus 1A786 et Salmonella
spp. A517) et trois (03) souches provenant des salades de quatrieme gamme (Escherichia coli E1, Staphylococcus aureus S1 et
Staphylococcus aureus S2). Les souches de staphylococcus aureus (S1 et S2) sont multi-résistantes a la Méticilline.
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Tableau 1. Souches bactériennes étudiées

Espéce bactérienne Source Profil
Escherichia coli ATCC 25922 Clinique Sauvage
Bacillus subtilus 1A786 Clinique Sauvage
Salmonella ssp. Clinique Sauvage
Escherichia coli E1 Salade de carotte Sauvage
Staphylococcus aureus S1 Salade de carotte Méti-R”
Staphylococcus aureus S2 Salade Méli-Melo Méti-R

*Méti-R: multi-résistantes & la méticilline
2.2 METHODES
2.2.1 IMMUNISATION DES LARVES

Deux types de bactéries ont été utilisés pour 'immunisation des larves selon la méthode [11]. Il s’agit de Escherichia coli
ATCC 25922 et de Staphylococcus aureus S1. Pour ce faire, les bactéries ont été cultivées sur le milieu gélosé Mueller Hinton
pendant 16 h a 37 °C. Ensuite, une colonie de la culture bactérienne a été prélevée et déchargée dans 10 mL de Bouillon Mueller
Hinton (BMH) et incubé sous agitation (600 rpm) a 37 °C pendant 24 h. Cent microlitres de cette pré-culture a été de nouveau
ensemencés dans 10 mL de BMH et incubé pendant 3H sous agitation (600 rpm). Cette culture a été centrifugée pendant 5
minutes a 13000 rpm/min et le culot bactérien est récupéré. Avant I’injection, le culot est lavé dans du tampon PBS afin de
limiter les agrégats bactériens puis centrifugé (5 min a 13000 rpm/min). L'inoculum a été dilué dans le tampon PBS a une
concentration finale de 10® UFC/mL. Les larves du cinquiéme stade ont été immunisés avec 5 uL du mélange de I'inoculum
bactérien (1: 1, v: v) a I'aide d’une aiguille fine (diamétre 0,35 mm, longueur 40 mm) par ponction abdominale. Les animaux
ont été mis séparément dans des boites de Pétri stérile et conservé sous une hotte ventilée pendant 24 heures.

2.2.2  COLLECTE DE L’'HEMOLYMPHE

Pour le prélevement de I’hémolymphe les larves ont été soigneusement lavées a I’eau du robinet pour éliminer les débris
alimentaires, puis avec de I’hypochlorite de sodium a 0,5 % (dans I’eau du robinet, v/v) et de I'éthanol a8 70 % (dans de I'eau
distillée, v/v). Ensuite, elles ont été anesthésiées sur de la glace, et percées entre le dernier et I'avant-dernier métamére avec
une aiguille stérile. L'hémolymphe a été recueilli dans des tubes eppendorfs stériles en présence du dithiothréitol (DTT) comme
inhibiteur de protéases. Chaque expérience a été réalisée en regroupant des échantillons d’hémolymphe prélevés sur 25 larves
et conservés a -80 °C. L'hémolymphe des larves non infectées ont été considérés comme témoins pour toutes les expériences
réalisées.

2.23 EVALUATION DE L’ACTIVITE ANTIBACTERIENNE

La méthode utilisée pour étudier I'activité antibactérienne des différents extraits d’hémolymphe est inspirée de
I’'antibiogramme classique employée en bactériologie [12]. L’activité antibactérienne des différents extraits d’hémolymphe a
été évaluée qualitativement par la méthode de diffusion sur un milieu gélosé et quantitativement par la technique de dilution
en milieu liquide suivie d’'un ensemencement par stries sur gélose.

2.2.3.1 DETECTION D’ACTIVITE PAR DIFFUSION SUR UN MILIEU GELOSE

Cette technique permet de détecter la présence d’inhibition de croissance bactérienne par diffusion de composés
antimicrobiens sur un milieu gélosé [13]. Les tests ont été réalisés sur les six (06) souches bactériennes présentées dans le
tableau 1. Environ 20 mL du milieu gélosé Mueller Hinton sont coulés dans une boite de Pétri (90 mm de diamétre). Apres
solidification, le milieu est ensemencé avec un inoculum bactérien d’opacité équivalente a 0,5 Mc Farland ou a une DO de 0,08
a 0,1 lue au spectrophotomeétre (A = 625 nm). Ensuite, des puits de 6 mm de diametre sont réalisés par aspiration a vide a I'aide
d’une pipette pasteur en verre stérile. Dans chaque puits est déposé 50 uL des différents extraits d’hémolymphe a tester a une
concentration de 100 mg/mL préparé dans un mélange de tween/eau (1: 10). L'incubation des boites s’est faite pendant 24 h
a 37 °C. Un témoin constitué uniquement du mélange tween/eau (1: 10) a été réalisé en paralléle pour s’assurer de la non
toxicité de I’émulsifiant (tween 20). L'inhibition de la croissance est détectée par la présence d’un halo d’inhibition autour des
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puits contenant les échantillons a tester. L'importance de I'inhibition est évaluée par mesure de la taille du halo d’inhibition
(diametre d’inhibition) a I'aide du logiciel Imagel.exe. Les hémolymphes des larves infectées ont été retenus pour la
détermination des parameétres bactériens (CMI et CMB).

2.2.3.2 DETERMINATION DE LA CMI ET DE LA CMB

La Concentration Minimale Inhibitrice (CMI) a été déterminée par la technique de dilution en milieu liquide selon [14]. A
partir de la concentration mére (100 mg/mL), une gamme de concentrations décroissantes par dilutions successives de raison
2 a été effectuée pour obtenir huit (08) différentes concentrations (100; 50; 25; 12,5; 6,25; 3,12; 1,56; 0,78). Ensuite, un
inoculum bactérien a la concentration 10° UFC/mL a été préparé a partir d’une colonie jeune de 24 h dans le bouillon Mueller
Hinton. Un millilitre (1 mL) de I'inoculum bactérien est mis en contact avec 1 mL de chaque concentration dans des tubes a
hémolyse. Les tubes ont été incubés pendant 24 h a 37 °C. La concentration du premier tube ne présentant ni trouble ni culot
bactérien a été considéré comme la CMI.

Apreés lecture de la CMI, la gélose Mueller Hinton a été coulée dans des boites de Pétri et ensemencée en stries par 100 pL
des contenus des tubes ayant une concentration > CMI dans la série de dilution précédente. Dans les mémes conditions, des
dilutions décimales de I'inoculum de départ (10 10> 10> 10%) ont été effectuées et ensemencée. La Concentration Minimale
Bactéricide (CMB) est déterminée apres une incubation des boites a 37 °C pendant 24 h. C’est la plus petite concentration qui
inhibe totalement la croissance. L'effet antibactérien sera jugé bactéricide ou bactériostatique en fonction du rapport
CMB/CMI.

2.24 ANALYSES STATISTIQUES

Les données brutes recueillies ont été reportées sur une base de données « Excel, 2013 » puis traitées et analysées
statistiquement a I'aide du logiciel R (R x64 4.1.2). L’analyse des variances (ANOVA a un facteur) et le test de Tukey ont été
utilisés pour comparer les diamétres des zones d’inhibition obtenues. Les résultats obtenus ont été exprimés sous forme de
moyennes * écart-type. Les valeurs de probabilité P < 0,05 ont été considérées statistiquement significatives.

3 RESULTATS ET DIScussION
3.1 RESULTATS
3.1.1 ACTIVITE ANTIBACTERIENNE DES DIFFERENTS EXTRAITS D’HEMOLYMPHE EN IMILIEU SOLIDE

De grandes zones d’inhibition ont été observées sur toutes les boites aprés incubation. Les diamétres de ces zones
d’inhibition sont consignés dans le tableau 2. Pour I'espece O. owariensis, les valeurs varient de 19,12 + 2,88 mm (E. coli ATCC
25922) a 22,58 £ 2,18 mm (S. aureus S1) avec I’'hémolymphe des larves infectées et de 18,23 + 1,20 mm (E. coli ATCC 25922) a
21,69 + 2,88 mm (S. aureus S1) pour celui des larves témoins. Aucune différence significative n’a été observée entre les
diametres induits par chacun des deux extraits d’hémolymphe sur les souches et entre les diamétres induits par les deux
extraits sur une souche bactérienne donnée.

Au niveau de R. phoenicis, une différence significative est observée entre les diamétres d’inhibition provoqués par
I’'hémolymphe des larves infectées et ceux induits par I’hémolymphe des larves témoins. Les zones d’inhibition sont plus
importantes avec I’"hémolymphe des larves infectées. Elles varient de 26,22 + 0,69 mm (Bacillus subtilis) a 35,30 + 2,4 mm (S.
aureus S1) contre 15,84 + 0,61 mm (Bacillus subtilus) a 22,46 + 3,11 mm (Salmonella ssp.) pour celui des larves témoins.

Tableau 2. Diamétres d’inhibition induits par les différents extraits d’hémolymphe sur les souches bactériennes
Diamétres des zones d’inhibition (mm)

Oi Or Rh; Rhr
E. coli ATCC 25922 19.12+2.882 18.23+1.20° 32.03+2.06° 18.74+0.15°
Bacillus subtilus 1A786 20.48+3.14° 19.45+2.387 26.22+0.69" 15.84+0.61°
Salmonella ssp A517 22.55+0.97° 21.21+1.44° 34.35+0.89° 22.46+3.11°
E. coli (E1) 21.82+4.21° 19.12+1.12° 34.03+3.30° 20.58+0.40°
S. aureus (S1) 22.58+2.187 21.69+2.88° 35.30+2.42° 21.19+2.63°
S. aureus (S2) 21.52+1.31° 19.43+2.74° 27.73+1.25" 18.02+0.31°

ISSN : 2028-9324

Vol. 38 No. 4, Feb. 2023

939



Activité antibactérienne in vitro de I’'hémolymphe de deux espéces de Coléoptére (Oryctes owariensis et Rhynchophorus
phoenicis) immunisées par des souches bactériennes

Oi: extrait d’hémolymphe des larves de Oryctes owariensis infectées

Or: extrait d’hémolymphe des larves de Oryctes owariensis non infectée (témoin)

Rhi: extrait d’hémolymphe des larves de Rhynchophorus phoenicis infectées

Rhy: extrait d’hémolymphe des larves de Rhynchophorus phoenicis non infectées (témoin)

3.1.2 CMI ET CMB DE L’EXTRAIT D’"HEMOLYMPHE DES LARVES DE O. OWARIENSIS INFECTEES

Les valeurs des parametres bactériens de I'extrait d’hémolymphe des larves de O. owariensis infectées sont consignées
dans le tableau 3. La CMI a été atteinte a la concentration de 12,5 mg/mL pour les bactéries Gram positif (Bacillus subtilus
1A786, S. aureus S1 et S. aureus S2) et a 50 mg/mL pour les Gram négatif (E. coli ATCC 25922, E. coli E1 et Salmonella ssp.
A517). Les différentes valeurs de CMB obtenues sont: 25 mg/mL pour Bacillus subtilus 1A786 (Fig. 2) et S. aureus S2, 50 mg/mL
pour S. aureus S1 et 100 mg/mL pour les bactéries Gram négatif (E. coli ATCC 25922, E. coli E1 et Salmonella ssp. A517).
Toutefois, le rapport CMB/CMI calculé montre que cet extrait d’hémolymphe a un pouvoir bactéricide sur toutes les bactéries
testées.

£
Ay

» H4—CMB=25mg/mL
{0° ’ -

Fig. 2.  Concentration Minimale Bactéricide (CMB) de I'extrait d’hémolymphe des larves de O. owariensis infectées sur Bacillus sutbtilis
1A786. La fig.2 montre le résultat de la détermination de la Concentration Minimale Bactéricide (CMB) de I'extrait d’hémolymphe des
larves de O. owariensis infectées sur Bacillus subtilis 1A786. En se référant au témoin de batéricidie (présenté a gauche sur la fig. 2), la
concentration ayant moins de 0,01 % de bactéries viables (CMB) par rapport a I'inoculum de départ est 25 mg/mL

Tableau 3. Parameétres bactériens de I’extrait de ’hémolymphe des larves de Oryctes owariensis infectées sur les souches

bactériennes étudiées

CMI (mg/mL) CMB (mg/mL) cMI/CMB Pouvoir
E. coli ATCC 25922 50 100 2 Bactéricide
Bacillus subtilus 1A786 12,5 25 2 Bactéricide
Salmonella ssp. A517 50 100 2 Bactéricide
E. coli (E1) 50 100 2 Bactéricide
S. aureus (S1) 12,5 50 4 Bactéricide
S. aureus (S2) 12,5 25 2 Bactéricide

3.1.3 CMI ET CMB DE L’EXTRAIT D’HEMOLYMPHE DES LARVES DE R. PHOENICIS INFECTEES

Les différentes souches bactériennes étudiées ont présenté une grande sensibilité vis-a-vis de I'extrait d’hémolymphe des

larves de R. phoenicis infectées (Tableau 4). La CMI et la CMB ont été respectivement atteintes aux concentrations de 3,12
mg/mL et 6,25 mg/mL sur toutes les souches bactériennes comme indiqué sur la fig. 3. Le rapport CMB/CMI est égal a 2 pour
toutes les souches, ce qui indique un pouvoir bactéricide de I'extrait sur chacune des bactéries étudiées.
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CMB = 6,25 mg/mL

Fig. 3.  Concentration Minimale Bactéricide (CMB) de I'extrait d’hémolymphe des larves de R. phoenicis infectées sur Staphylococcus
aureus S1, Méti-R. La fig. 3 montre le résultat de la détermination de la Concentration Minimale Bactéricide (CMB) de I’extrait
d’hémolymphe des larves de R. phoenicis infectées sur Staphylococcus aureus S1, Méti-R. En se référant au témoin de batéricidie (présenté
a gauche sur la fig. 3), la concentration ayant moins de 0,01 % de bactéries viables (CMB) par rapport a I'inoculum de départ est 6,25
mg/mlL

Tableau 4. Paramétres bactériens de I'extrait de ’hémolymphe des larves de Rhynchophorus phoenicis infectées sur les souches
bactériennes étudiées

CMI (mg/mL) CMB (mg/mL) CMI/CMB Pouvoir
E. coli ATCC 25922 3,12 6,25 2 Bactéricide
Bacillus subtilus 1A786 3,12 6,25 2 Bactéricide
Salmonella ssp A517 3,12 6,25 2 Bactéricide
E. coli (E1) 3,12 6,25 2 Bactéricide
S. aureus (S1) 3,12 6,25 2 Bactéricide
S. aureus (S2) 3,12 6,25 2 Bactéricide

3.2 DIScUSSION

L’activité antibactérienne des extraits d’hémolymphe des deux espéces de coléopteres a été évaluée sur la croissance in
vitro de six (6) souches bactériennes dont trois souches cliniques de référence, deux souches multi résistantes et une souche
sensible. La croissance de ces souches bactériennes a été inhibée par les différents hémolymphes testés avec des diameétres
de zones d’inhibition relativement grands. Ceux obtenus avec I’'hémolymphe des larves de O. owariensis infectées variaient de
19,12 + 2,88 mm (E. coli ATCC 25922) a 22,58 + 2,18 mm (S. aureus S1) et sont statistiquement identiques a celui des larves
témoins. Pour I’"hémolymphe des larves de R. phoenicis infectées, les diamétres oxillaient entre 26,22 + 0,69 mm (Bacillus
subtilis) et 35,30 + 2,4 mm (S. aureus S1) contre 15,84 + 0,61 mm (Bacillus subtilis) et 22,46 + 3,11 mm (Salmonella ssp.) pour
celui des larves témoins. Ces résultats montrent que les différents extraits d’hémolymphe testés possedent une forte activité
antibactérienne confirmant ainsi une présence probable de peptides antimicrobiens qui seraient produit en réponse a
I'infection expérimentale comme rapporté par plusieurs chercheurs ([8], [15], [16], [11]). Par contre, la présence de composés
antimicrobiens dans I’hémolymphe des larves naives (témoins) pourrait étre le résultat d’une infestation naturelle avant
I’expérimentation. En effet, ces especes vivent dans des conditions hygiéniques médiocres ou elles sont naturellement
exposées a I'attaque de nombreuses bactéries pathogenes présentes dans I'environnement. Ceci pourrait provoquer leur
amorgage immunitaire aboutissant a la synthese de ces composés antibactériens ([17], [18]).

L'activité antibactérienne des hémolymphes des larves infectées a été quantifiée a travers la détermination de la
Concentration Minimale Inhibitrice (CMI) et la Concentration Minimale Bactéricide (CMB) ainsi que le ratio CMB/CMI. Au
niveau de I'espece O. owariensis, les plus petites valeurs de CMI et de CMB ont été obtenues sur les bactéries Gram positif
(Bacillus subtilus, S. aureus S1 et S. aureus S2) a la concentration de 12,5 mg/mL pour la CMI et de 25 mg/mL pour la CMB.
Cette sensibilité des bactéries Gram positif aux extraits de substances naturelles a été rapportée par plusieurs chercheurs ([19],
[20]). En effet, la paroi des bactéries Gram positif est dépourvue de membrane externe et semble étre sensible aux
changements environnementaux externes, tels que la température, le pH et les extraits naturels [21]. Aussi, I'activité de cette
hémolymphe pourrait étre due a I'action de certains peptides antimicrobiens des insectes notamment les défensines qui sont
plus actifs sur les bactéries Gram positif ([22], [23]). Les composés antimicrobiens produits par les insectes sont de natures
diverses, ils peuvent étre spécifiques a un groupe de microorganismes ou avoir une action dirigée contre une large gamme de
pathogene, ce qui pourrait étre le cas avec I’"hémolymphe des larves de R. phoenicis infectées dont la CMI et la CMB ont été
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respectivement atteintes a 3,12 mg/mL et 6,25 mg/mL sur toutes les souches bactériennes. L’activité de ce dernier sur les deux
types de bactérie (Gram+ et Gram-) pourrait étre le résultat d’une action combinée de plusieurs peptides sécrétés lors de
I'infection ou d’un groupe de peptides ayant un spectre d’activité large. Des études ont rapporté que certains peptides
antimicrobiens des insectes tels que les cécropines pouvaient étre bactéricides aussi bien sur des germes a Gram positif que
négatif ([24], [25]).

Toutes les souches bactériennes étudiées, qu’elles soient de Gram positif ou négatif, de phénotype sauvage ou résistant
ont présenté une sensibilité vis-a-vis des différentes hémolymphes. Ces espéces bactériennes sont responsables de plusieurs
types de maladies chez les humains pouvant aller jusqu’aux infections graves et mortelles tels que les septicémies, les infections
du tube digestif et des voies urinaires, les fievres brutales, les méningites et méme les atteintes pulmonaires ([26], [27]). De
plus, elles font partie des bactéries qui possedent les mécanismes de résistance les plus redoutés en ce 21°™¢ siecle ([28], [29]).
En effet, les souches de Staphylococcus aureus multi-résistantes a la Méticilline (SARM), de E. coli et de salmonelle multi-
résistantes aux fluoroquinolones et aux céphalosporines de troisieme génération sont devenues une préoccupation majeure
en milieu hospitalier et méme en médecine communautaire ([30], [31], [32], [33]). Ces phénoménes constituent une menace
croissante pour la santé du fait de la diffusion des souches résistantes et du manque d’un remede efficace pour le traitement
des infections résultantes. Alors, ces antibiotiques naturels, au regard de leur action biocide sur les souches multi-résistantes
pourraient aider a lutter contre ces phénomeénes de résistance.

4 CONCLUSION

Ce travail a été réalisé en vue d’évaluer les propriétés antibactériennes de I’hémolymphe de deux espéces de coléoptéres
issues de I’entomofaune ivoirienne. Les tests ont concerné des larves de Oryctes owariensis et de Rhynchophorus phoenicis
immunisées par des bactéries Gram positif (S. aureus) et Gram négatif (E. coli). L’activité in vitro de 'hémolymphe de ces larves
a été évaluée sur la croissance de six (06) souches bactériennes responsables de plusieurs infections courantes en Afrique.
Toutes ces bactéries étudiées, qu’elles soient de Gram positif ou négatif, de phénotype sauvage ou résistant ont présenté une
sensibilité vis-a-vis des différentes hémolymphes. Les diameétres d’inhibition varient de 19,12 + 2,88 mm (E. coli ATCC 25922) a
22,58 + 2,18 mm (S. aureus, S1) pour I'extrait d’hémolymphe des larves de O. owariensis infectées et de 26,22 + 0,69 mm
(Bacillus subtilis 1A786) a 35,30 + 2,4 mm (S. aureus, S1) pour celui des larves de R. phoenicis infectées. Le pouvoir bactéricide
des extraits a été confirmé a de trés faible concentration. Les plus petites valeurs de CMI (3,12 mg/mL) et de CMB (6,25 mg/mL)
ont été obtenues avec I'extrait de I’"hémolymphe des larves de R. phoenicis immunisées. Ces résultats montrent que ces
hémolymphes contiennent de puissants composés antibactériens pouvant aider a lutter contre les maladies provoquées par
ces pathogenes.
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