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Rusémé

L’utilisation des extraits de plantes et considéré comme une solution alternative
pour lutter contre les infections microbiennes. La bactérie P. aeruginosa est
pathogene opportuniste multirésistante dans sa forme planctonique et en biofilm.

Dans la présente étude 1’extrait méthanolique et deux fractions, de 1’extrait d’éthyle
d’acétate et de butanol préparés a partir les feuilles de Prunus persica ont été testés
contre trois isolats cliniques de Pseudomonas aeruginosa et une souche de référence
(P. aeruginosa ATCC 27853). Les Résultats montrent une activité antibactérienne
contre les souches testées par I’extrait flavonoique extraite par le butanol
comparativement avec les deux autres extraits .Une activité inhibitrice remarquacle a
été enregistrée. Une CMI autour de 12,5mg/ml et une CMB a une concentration de
25mg/ml.

Le test de I’effet antibiofilm de cet extrait réalisé par la méthode de cristal violet est
négatif sur les quatre souches de P. aeruginosa.

Mots clés : Pseudomonas -extrait flavonoique- multirésistance- Prunus persica-
biofilm - CMI- CMB

Abstact

Plant extracts are considered as an alternative therapy against microbial infections.
The bacterium P. aeruginosa is a multiresistant opportunistic pathogen in its
planktonic and biofilm forms.

In the present study methanol extract and two fractions of ethyl acetate and butanol
extracts prepared from leaves of Prunus persica were tested against three
Pseudomonas aeruginosa clinical isolates and reference strain (P . aeruginosa ATCC
27853). The results show an antibacterial activity against the strains tested by the
flavonoid extract extracted by butanol compared with the other two extracts. A
remarkable inhibitory activity was recorded. A MIC was a around 12.5mg / ml and an
MBC at a concentration of 25mg / ml.

The antibiofilm effect of butanol extract tested by the crystal violet method was
negative on the all four strains of P. aeruginosa.

Key words: Pseudomonas — flavonoic extract - multirésistance- Prunus persica —
biofilm- MIC- MBC.
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Introduction :

P. aeruginosa est une espéce bactérienne ubiquitaire, comme toutes les espéces du genre
Pseudomonas ou apparenté. Ces bactéries ont des exigences nutritives peu importantes et sont
capables de survivre dans I’environnement (eaux, surface, air, aliments) et particulierement en
milieu humide. Elle est un pathogéne opportuniste capable d’infecter un large spectre
d’héte : humains, souris, plantes, insectes, nématodes ou amibes (Mahajan-Miklos et al.,
1999; D'Argenio et al., 2001; Pukatzki et al., 2002). Présente fréquemment dans le milieu
hospitalier, elle atteint essentiellement les sujets débilités (cancéreux, brulés, insuffisant
respiratoires, .....). Sa présence dans certains prélevements par exemple : les urines-témoigne
de manceuvre instrumentale et du caractére iatrogéne de ’infection. Il est également possible
de I’isoler coproculture sans qu’un réle pathogene précis puisse lui étre attribué (Ben et al.,
2004). En revanche, les sujets atteints de mucoviscidose sont trés souvent infectés au niveau

pulmonaire par un type particulier de souche ; les pyocyanique mugueux (Ben et al., 2004).

P. aeruginosa a toujours été considérée comme une cible difficile en chimiothérapie anti-
infectieuse. La séquence compléte de son genome (Stover et al., 2000) a permis de
rationaliser cette observation car 0.3 % des génes sont directement impliqués dans les
mécanismes de résistance, comme il est capable d’acquérir des novo de mécanismes de
résistance suite a I’exposition a des traitements antibiotiques (Woods, 2004 ; Kipnis et al.,
2006). De plus, formant des biofilms (communauté de micro-organismes, adhérant entre eux
et a une surface et marquée par la sécrétion d’une matrice adhésive et protectrice). Depuis
plusieurs années le biofilm est reconnu comme la forme de développement majoritaire des
bactéries dans la nature. En effet, ce mode de développement confére aux bactéries de
nombreuses protections vis-a-vis des différents stress environnementaux. Il se trouve que ce
mode de croissance est souvent associé a des probléemes de santé publique tels que la
formation de biofilms contenant des bactéries opportunistes dans les réseaux d’eau, sur les
dispositifs médicaux (cathéters, endoscopes...) ou encore les muqueuses du corps humain.

Les substances naturelles et les plantes en particulier représentent une immense source de
chimiodiversité, Ces dernieres années, nous assistons a un regain d’intérét des consommateurs
pour les produits naturels. C’est pour cela que les industriels développent de plus en plus des,

procédés mettant en ceuvre des extraits et des principes actifs d’origine végétale.

Nous avons sélectionné pour notre étude la plante médicinale : Prunus persica.



Notre travail comporte deux parties, la premiére englobe une recherche bibliographique
divisée en trois chapitres :

Dans le premier chapitre, nous aborderons la presentation de P. aeruginosa, les
caractéristiques, les facteurs de virulence, les infections et les résistances aux antibiotiques.
Dans le deuxiéme chapitre on a la présentation sur les biofilms, les étapes de formation, et
les fondements physico-chimiques de la formation des biofilms, les mécanismes de résistance
du biofilm et le lien entre Quorum Sensing, biofilm et infection a P. aeruginosa.

Alors que le troisieme chapitre présente une géneralité sur Prunus persica, répartition
description, propriété chimique, culture, caractérisation moléculaire, variétés, propriétés

pharmacologiques et thérapeutiques, propriété antibactérienne.

La deuxiéme partie c’est la partie expérimentale qui présente I’essentiel des travaux et des
résultats obtenus dans le cadre de ce modeste travail :

e Obtention et confirmation de I’identification des isolats testées.

e Préparation des extrais végétaux de la plante étudie (Prunus persica).

e L’activité antibactérienne des extraits préparés sur P. aeruginosa.

e Détermination de la Concentration Minimale Inhibitrice (CMI) et la
Concentration Minimale Bactéricide (CMB) de I’extrait présentant un effet inhibiteur
sur P. aeruginosa.

e [’étude de I’effet d’extrait sur la formation de biofilm par P. aeruginosa.



Partie
bibliographique



Chapitre I :

Pseudomonas aeruginosa




Chapitre | Pseudomonas aeruginosa

1.1. Définition :

Pseudomonas aeruginosa ou bacille pyocyanique est une bactérie saprophyte de 1’air, 1’eau et
du sol, commensale des téguments et des muqueuses de I’homme et des animaux, elle posséde
un pouvoir pathogene étendu. Elle est essentiellement une bactérie pyogéne qui provoque
chez I’homme et chez I’animal des suppurations superficielles et profondes a partir de ces

suppurations on peut I’isoler (Bedoui et al., 2005).

P. aeruginosa présente fréquemment dans le milieu hospitalier elle atteint essentiellement les
sujets débilités : cancéreux brulés, insuffisant respiratoires. Sa présence dans certains
prélévements par exemple : les urines-témoigne de manceuvres instrumentales et du caractere
iatrogeéne de I'infection. Il est également possible de I’isoler de coprocultures sans qu’un role

pathogéne précis puisse lui étre attribué (Ben Messaoud, 2004-2005).

P. aeruginosa se caractérise en particulier par la production d’un pigment (mélange de
pyocyanine et pyoverdine) qui teinte fortement les milieux de culture. Elle posse uniqguement
en aérobiose ou elle utilise les nitrates en anaérobiose (Leyral, 1994). Elle est capable de se
multiplier a I’intérieur d’un large spectre de température avec une température optimale de
croissance se situe entre 30 et 37°C, ce qui en fait une bactérie mésophile. Elle est catalase
positive, oxydase positive et capable de métaboliser plus de 50 composés organiques ainsi que
des composants inorganiques (Vasil, 1986).

» Classification :

Domaine : Bactéria

Phylum: Proteobocteria

Classe : Gammaproteobacteria
Ordre: Pseudomonadales
Famille: Pseudomonadaceae
Genre: Pseudomonas

Espece: Pseudomonas aeruginosa (Prescoltt, 2003).



Chapitre | Pseudomonas aeruginosa

1.2.Caractéres biochimiques :

P. aeruginosa n’est pas capable de fermenter les sucres mais peut les attaquer (le glucose en
particulier) par voie oxydative, entrainant une acidification du milieu. Les milieux MEVAG
(Milieu pour I’Etude de la Voie d’Attaque des Glucides) ou de Hugh et Leifson sont
specialement destinés a mettre cette propriété en évidence. Comme d’autres Pseudomonas, P.
aeruginosa sécréte un certain nombre de pigments, dont les principaux la pyocyanine (bleu-
vert), la pyoverdine (jaune vert fluorescent) et la pyorubine (brun-rouge) (Khalilzadeh, 2009).
Comme la plupart des Pseudomonas, P. aeruginosa posséde une oxydase, d’autres caracteres
sont utiles pour le diagnostic d’espece : Indole (-), urée (-), TDA (tryptophane-désaminase) (-
), gélatine (+), ONPG(-) (orthonitrophényl-galactose), Nitrate-réductase (+), LDC (-) (Lysine-
décarboxydase), ODC (-) (ornithine-décarboxylase), ADH (+) (Arginine-déshydrogénase)
(Lie, 2002).

1.3. Les facteurs de virulences :

P. aeruginosa synthétise de nombreux facteurs de virulence, qui lui permettent de survive
aussi bien dans les différents hotes que dans I’environnement (Lazdunski, 1998). Ces facteurs
de virulence sont impliqués dans les différentes étapes du processus d’infection et permettent

ainsi a P. aeruginosa de colonies son héte. Ils comprennent notamment des facteurs impliqués

dans I’adhérence et la motilité de P. aeruginosa qui permettent la colonisation de 1’hote.

Facteurs

Secretes

Ugnate

Sidérophores

Enzymes hpolytiques

Mobilité
Attachement §F
Biofilm

Lésions
tissulaires

P 1V

{ Enzymesprotéolytiques

Lipopolysacchandes

|
|
‘ Exotoxines } y
|
|

Hemolysines
membranawes (LPS |

Stimulation de la Quorum-sensing
réponse (Qs)
inflammatoire

Figure n° 1 : Principaux facteurs de et leurs interactions avec I'hote.



Chapitre | Pseudomonas aeruginosa

1.3.1.Les facteurs de virulence secrétés :

P. aeruginosa est capable de secréter certains produits qui sont toxiques pour les cellules et
les tissus de I’hote. Ces facteurs de virulence peuvent agir a distance comme les hormones. Ils
sont associés a I’infection aigué et interviennent principalement dans la dissémination de la

bactérie en perturbant les défenses de I’héte.
1.3.1.1.Les protéases :

P. aeruginosa produit deux types de protéases : les métallo-protéases et la sérine protéases. La

production des protéases est régulée par le quorum-sensing (Chaker, 2012).
1.3.1.1.1. Les métallo-protéases :
a. L’¢élastase Las B (Pseudolysine):

Il s’agit d’une meétallo-protéase a zinc de 33 kDa, codée par le géne lasB et secrétée par le
systeme de sécrétion de type Il (Morihara, 1965 ; Bever et Iglewski, 1988 ; Kessler et Safrin,
1988). Cette protéase joue un rble important dans la pathogénie de P. aeruginosa. En clivant
I’¢lastine et le collagéne, cette enzyme est a 1’origine d’une destruction de la jonction entre les
cellules épithéliales. Ceci augmente la perméabilité épithéliale et le recrutement des
neutrophiles. Cette protéase fait augmenter la production de I’IL-8 et diminuer la réponse
immunitaire innée en rendant inactifs, par clivage des protéinées du surfactant, SP-A et des
récepteurs a protéase (Azghani et al., 1993 ; Konet al., 1999 ; Azghani et al., 2000 ; Dulon et
al., 2002 ; Alcorn et al., 2004).

L’¢lastase B est également capable d’inactiver d’autres protéines comme les IgA, IgG et
des composés du complément modulant ainsi la réponse immunitaire (Heck et al., 1990 ;
Hong et Ghebrehiwet, 1992). Elle a la capacité de cliver la protéine uPAR2 (urokinase-type
plasminogen activator receptor) qui est nécessaire a la migration et I’adhérence des cellules
épithéliales et des leucocytes (Beaufort et al., 2004). Elle inhibe aussi la réparation des

cellules épitheliales lésées en altérant la mobilité cellulaire (De Bentzmann et al., 2000).
b. L élastaseLasA (staphylolysine):

C’est une protéase de 20 kDa, codée par le géne lasA et secrétée par le systeme de sécrétion

de type Il (Olson et Ohman, 1992). Elle agit en synergie avec 1’¢lastase B pour la dégradation
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de I’élastine (Kessler et al., 1997). Elle représente un facteur de virulence important qui a la
capacité de moduler les défenses de 1’hote (Estrellas et al., 2000 ; Park et al., 2001).

c. La protéase alcaline (Aeruginolysine) :

C’est une métalloprotéase a zinc de 56 kDa codée par le géne aprA (Okuda et al., 1990).
Elle représente la seul protéase secrétée par le systeme de sécrétion de type | (ou transporteur
ABC) (Guzzo et al., 1991). Elle lyse la fibrine et inhibe sa formation (Kipnis et al., 2004).
Elle joue le r6le d’immunomodulateur pendant I’infection. Elle dégrade des anticorps, les
composants du complément Clq et C3, les cytokines et les chemokines (Hong et
Ghebrehiwet, 1992 ; Avidon et al., 1998 ; Leidal et al., 2003)

1.3.1.1.2. Les Sérine-Protéases
a. Laprotéase IV (Arginyl peptidase) :

11 s’agit d’une protéase de 26 kDa codée par le géne prpL (Wilderman et al., 2001 ; Traidej et
al., 2003). Elle dégrade les protéines A, D et B du surfactant (Malloy et al., 2005), le
fibrinogene, la plasmine, le plasminogéne, 1’épithélium cornéen, des IgG, le complément et
des produits inflammatoires et contribue aussi au pouvoir pathogene de la bactérie (Engel et
al., 1997 ; Engel et al., 1998a ; Engel et al., 1998 ).

Il est vraisemblable que les protéases lasB, LasA, la protéase alcaline et la protéase 1V

agissent en synergie pendant 1’invasion (Suter et al., 1994 ; Matsumoto et al., 2004 ).
b. LasD:

Apreés clivage d’une protéine de 43 kDa, la CbpD (chitin-bindingproteinD). Le fragment N-
terminal de 23 kDa représente la protéase Las D (Park et Galloway, 1995 ; Braun et al., 1998 ;
Folders et al., 2000). Cette protéase posséde la capacité de lyser les bactéries Staphylococcus
aureus permettant a P. aeruginosa de prédominer au niveau poumon (Park et Galloway,
1998).

1.3.1.2. Les phospholipases C :

Les phospholipases C sont des hémolysines thermolabiles dont la synthése est induite par

une carence en phosphate. Elle libére des phosphorylcholine a partir de la phosphatdylcholine
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ou de la sphyngomyéline. Son substrat principal est le constituant majeur du surfactant
pulmonaire (Meriem, 2013).

Egalement sécrétées par le systéeme de sécrétion de type Il, elles présentent différentes
spécificités de substrats (Stonehouse et al., 2002) et ont particuliérement pour cible la partie
lipidique de la membrane des cellules eucaryotes. L’action des phospholipases est facilitée par
les rhamnolipides bactériens.

Par ailleurs, certaines présentent une activité hémolytique (PIcN et PIcH) et jouent un réle
dans la mobilité de type « twiching » (PIcB : Barker et al., 2004). Elles sont capables de
supprimer la réponse oxydative des neutrophiles (Terada et al., 1999).

3.1.3. Les rhamnolipides :

Les rhamnolipides sont des biosurfactants glycolipidiques résistants a la chaleur. Ils sont
composés de rhamnose lié a des acides gras B-hydroxylés. P. aeruginosa produit 25
rhamnolipides qui sont différents soit par la longueur de la chaine ou le degré de saturation de
I’acide gras (Deziel et al., 1999). La biosynthése des rhamnolipides implique 3 enzymes
codeées par les genes RhIA, RhIB et RhIC (Deziel et al., 2003). Plusieurs stimuli
environnementaux tels que la densité cellulaire, le stress et carence nutritionnelle stimulent la
biosynthese des rhamnolipides (McKnight et al., 2000 ; Diggle et al., 2003 ; Déziel et al.,
2005 ; Dekimpe et Déziel, 2009). Cette biosynthese coincide avec la phase stationnaire de
croissance. Elle est régulée soit au niveau de la transcription soit a un niveau post-
transcriptionnel. Parmi les régulateurs impliqués, il y a le quorum-sensing et les systemes a
deux composants tels que GacS /GacA (Diggle et al., 2003 ; Deziel et al., 2005 ; Dekimpe et
Deziel, 2009). Le réle des rhamnolipides dans la physiologie de la bactérie est encore mal
connu. Néanmoins, ils sont des facteurs de virulence de P. aeruginosa. En effet, ils ont été
détectés dans le crachat des patients atteints de mucoviscidose. Ils ont la capacité d’inhiber le
phénomene de clairance ciliaire (Hastie et al., 1986 ; Kownatzki et al., 1987). En outre, les
rhamnolipides jouent un rdle dans le changement de I’hydrophobicité de la surface cellulaire
(Al-Tahhan et al., 2000), dans la solubilisation du PQS (Pseudomonas quinolone signal), la
mobilité de type «swarming » (Deziel et al., 2003) et dans I’architecture du biofilm
(Kownatski et al., 1987; Filloux et Vallet, 2003 ). 1l sont une activité antimicrobienne (Wang
et al., 2005) et une activité hémolytique (Fujita et al., 1988). En plus, ils inhibent la
phagocytose et induisent la nécrose des PMN (leucocytes PolyMorphoNucléaire) (Jensen et
al., 2007).
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1.3.1.4.L’exotoxine A :

L’exotoxine A (ETA) est considérée comme la protéine la plus toxique par P. aeruginosa. Il
s’agit d’une enzyme de 66kDa codée par le géne tOXA et secrétée dans 1’espace extracellulaire
sous forme d’une pro-toxine inactive via le systéme de sécrétion de type 11 (Iglegski et Kabat,
1975 ; Gray et al., 1984 ). Elle est reconnue par les récepteurs CD91 et LRP (LDL related
protein) (Herz et al., 1990). Cette interaction provoque le clivage de la protoxine et une
interaction de la partie active. Cette derniére, a activité ADP-ribosyltransférase, inhibe le
facteur d’¢longation-2 (EF-2) et, donc I’inhibition de la synthése protéique induisant la mort
cellulaire (Pavlovskis et al., 1978 ;Wick et al.,1990 ; Perentesis et al., 1992 ). L’exotoxine A
inhibe la libération de certaines cytokines pro-inflammatoires tel que TNF-a, IL-10, IL-6 et
I’IL-8. Ceci affaiblit la réponse immunitaire de 1’hdte et aggrave 1’état de I’infection (Schultz
et al.,, 2000 ; Schultz et al., 2001). L’exotoxine A est cruciale pour la virulence de P.
aeruginosa. Des mutants déficients de ’exotoxine A ont ét¢ 20 fois moins virulents par

rapport a la souche sauvage (Lory, 1986 ; Miyazaki et al., 1995).
1.3.1.5.Les lectines :

P. aeruginosa produit un grand nombre de glycoprotéines incluant deux lectines solubles : |
(PA-IL) et 1l (PA-IIL). Elles sont principalement presentes dans le cytoplasme de la bactérie
et la présence du calcium est essentielle pour qu’elles soient actives. Cependant, la lectine
PA-IIL est également présente en grande quantité sur la membrane externe (Glick et Garber,
1983 ; Tielker et al., 2005). Ces deux lectines représentent deux facteurs de virulences
important pour I’infection. Leur expression est sous le controle du systeme du quorum sensing

(Winzer et al., 2000 ; Schuster et al., 2003 ; Wagner et al., 2003).
1.3.1.6. Les pyocyanine :

La pyocyanine est un pigment bleu sécrété par la bactérie et implique dans de nombreux
mécanismes de pathogénicité (Lau et al., 2004). Elle réprime la réponse immunitaire de la
cellule hoéte, induit I’apoptose des neutrophiles (Allen et al., 2005) et induit la production
d’IL-8 (Denning et al., 1998). Son importance dans la virulence de P. aeruginosa a été
démontrée lors d’infections sur modéle animal (Lau et al., 2004). Ses propriétés oxydo-
réductrices lui permettent d’oxyder la glutathionne, d’inactiver la catalase des cellules
épithéliales bronchiques et ainsi de participer aux lésions liées au stress oxydatif (O’Malley et
al., 2004).
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1.3.1.7. Les pyoverdines :

La pyoverdine et la pyocheline sont les deux principaux sidérophores et secrétés par P.
aeruginosa. Les sidérophores sont des petites molécules chélatant le fer de I’environnement
afin de I'utiliser dans le métabolisme. Comme le fer est un élément important pour la
croissance de P. aeruginosa, la pyoverdine est donc nécessaire pour la virulence de la bactérie
(Meyer et al., 1996 ; Takase et al., 2000). La pyoverdine régule sa propre sécrétion ainsi que
celle d’autres facteurs de virulence comme 1’exotoxine A et une endoprotéase (Lamont et al.,

2002).
1.3.2.Les facteurs de virulence cellulaire :
1.3.2.1. Les flagelles et pili :

La mobilité en liaison avec la variation de 1’environnement est un phénomeéne primordial dans
le processus de colonisation et d’infection. Les bactéries sont ainsi dotées d’appendices
cellulaires, flagelles et pili (ou fimbriae), leur permettant de « sonder » les surfaces et de se
déplacer dans le milieu.

Le flagelle polaire confére a la bactérie la capacité de se déplacer non seulement en milieu
aqueux, mais également sur des surfaces semi-solides (swarming) (Kohler et al., 2000). Il
présente une forte homologie structurale avec les systemes de sécrétion de type Il et se
compose d’une partie enchassé dans la membrane assurant la rotation par transport de protons
et une partie libre. Celle-ci est constituée en partie de monomeres de flagelline (FlicC) (Bardy
et Jarrell, 2003). Le flagelle est impliqué dans la reconnaissance et 1’adhérence aux surfaces
épithéliales (Simpson et al., 1992) et abiotiques, qu’a la formation de micro-colonies et au
développement « normal » d’un biofilm (O’Toole et Kolter, 1998). La flagelline est ainsi
capable d’interagir avec les glycolipides GM1, les asialo-GM1 (Feldman et al., 1998) et les
mucines (Lillehoj et al., 2002) présentes a la surface de 1’épithélium bronchique.
Le flagelle participe également a la virulence en induisant une réponse inflammatoire
dépendante de NFxB via les récepteurs Toll, TLR5, TLR2 et une production d’IL-8 (Di
Mango et al., 1995 ; Adamo et al., 2004). Des mutants dépourvus de flagelle ont ainsi une
virulence atténuée (Tang et al., 1996 ; Feldman et al., 1998) et I’utilisation d’anticorps anti
flagellaires permet de réduire la Symptomatologie lors de pneumonies a P. aeruginosa chez le
rat (Landsperger et al., 1994). La nature antigénique du flagelle est impliquée dans les

réponses de 1’h6te. Cependant, lors d’infections chronique, et notamment au cours de la
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formation du biofilm, P. aeruginosa est capable de sélectionner des mutant non-flagellés pour
échapper aux défenses de 1’hdte (Mahenthiralingan et al., 1994). Constitués essentiellement
de monomeéres de piline (PilA), leur capacité de rétraction permet une mobilité de
type « Twiching » et « Swarming », permettant une dispersion sur les surfaces humides
(Mattick, 2002).

IIs sont également connus pour jouer un réle crucial dans I’adhérence aux surfaces muqueuses
et leur colonisation (Hahn et al., 1997). Une altération de ces pili conduit a une diminution de
I’adhérence aux cellules épithéliales in vitro (Hahn et al., 1997 ; Comolli et al., 1999).Leurs
sites de liaison correspondent aux asialo-GM2 des membranes cellulaires épithéliales (Gupta
etal., 1994).

Ces constituées bactéries cellulaires sont nécessaires pour I’expression de la virulence de P.
aeruginosa dans un certain nombre de modeles infectieux (Cryz et al., 1983 ;Pier et a.l,
1992 ; Tang et al., 1995 ; Tang et al., 1996 ; feldman et al., 1998). De nouveaux appendices
de surface de la famille des pili de type Vb ont été récemment mis évidence (Bentzman et al.,
2006). D’autres types de pili récemment mis en évidence chez P. aeruginosa sont impliqués
dans I’adhérence aux surfaces inertes et dans la formation du biofilm. Il s’agit notamment des
pili de type I dépendant d’une protéine chaperone CUP (Vallet et al., 2001 ; Ruer et al.,
2007).

1.3.2.2. Lipopolysaccharides (LPS) :

La membrane externe des bactéries a Gram négatif, est d’une part connue pour son role
protecteur contre la lyse provoquée par le sérum et d’autre part pour son activité endotoxique.
P. aeruginosa peut posséder deux types de LPS. Le LPS de type B, de haut poids moléculaire
et le LPS de type A, qui ne possede que le core-lipid A contenant les chaines d’acides gras. La
composition en LPS, et la variation du niveau des bandes A ou B, peuvent étre importantes
pour I’attachement sur différents types de surface selon qu’elle est hydrophile ou hydrophobe
(Makin et Beveridge, 1996). Il est également impliqué dans la stimulation de la réponse
inflammatoire et dans les interactions avec les tissus hotes. L’endotoxine est responsable
d’une stimulation excessive du systéme immunitaire pouvant provoquer un choc septique et

conduire a la mort.
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1.3.2.3.L’alginate :

Les alginates sont des exopolysaccharides visqueux et extracellulaires produites par P.
aeruginosa durant les deux phases aigue et chronique de I’infection. Ils sont composés de
polyméres répétés d’acide mannuronique et d’acide glucuronique et donnent a la bactérie un
aspect mucoide (Evans et Linker, 1973 ; Shanker et al., 1995). La plupart des génes impliqués
dans la biosynthese des alginates sont regroupés sur un opéron contenant 12 génes : algD,
alg8, alg44, algK, algE, algG, algX, algL, algl, algJ, algFetalgA (Chitnis et Ohman, 1993 ;
Schurr et al., 1993 ; Shankar et al., 1995). Les génes algR, algP, algQ et algB régulent la
biosynthese des alginates (Shankar et al., 1995 ; Gacera, 1998).

I.4.Les infections a P. aeruginosa :

P. aeruginosa est un pathogene opportuniste capable d’infecter une grande variété d’hotes :
humain, souris, insectes, nématodes, plantes et amibes (Rahme et al., 1995 ; D’ Argenio et al.,
2001 ; Pukatzki et al., 2002). Chez I’homme, elle n’adhére pas a 1’épithélium normal intact et
ne provoque de maladie que lorsqu’il existe une défaillance du systéme immunitaire ou une
Iésion préexistante. P. aeruginosa colonise particulierement les personnes immunodéprimées
(patients atteints de leucémie, SIDA, cancer), les grands brulés en soins intensifs ou atteints
de la mucoviscidose (Lyczak, 2000 ; Bielecki et al., 2008 ; Branski et al., 2009).

Elle est capable de coloniser une grande diversité de tissus. Elle provoque des bactériémies,
des infections intestinales, urinaires, des dermatites, des otites externes, des keératites
ulcéreuses chez les porteurs de verres de contact, des infections de la peau chez les grands
brdlés, des endocardites chez les patients abusant de drogues intraveineuses (Bielecki et al.,
2008; branski et al., 2009). P. aeruginosa est également capable de causer des méningites et
des osteomyélités en infectant le systeme nerveux central et les structures osseuses (Carek et
al., 2001).

1.4.1. Infection aigue :

P. aeruginosa est capable de provoquer des infections aigués des poumons, du systeme
digestif, des voies urinaires et de la cornée (Lyczak et al., 2000; Berthelot et al., 2005).
L’infection est caractérisée par sa rapidité et, elle est associée au mode de vie
dit « planctonique » en opposition au mode de vie en biofilm. La bactérie est invasive et
cytotoxique. Cette étape d’infection est caractérisée par un systeme de sécrétion de type trois
fortement actif (Tang et al., 1996; Comolli et al., 1999 ; Ventre et al., 2006 ; Hogardtet
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Heesemann, 2010). La sécrétion des exotoxines est abondante (Allewelt et al., 2000 ; Shaver
et Hauser, 2004 ; Lee et al., 2005).

La bactérie induit une forte réponse inflammatoire. Les protéases et les toxines sont a
I’origine de dommages tissulaires conduisant a 1’invasion de la circulation sanguine et par
conséquent a des septicémies. En effet la bactérie est capable de faire des ouvertures au
niveau des jonctions situées entre les cellules épithéliales (Coraux et al., 2004 ; Lau et al.,
2005 ; Zulianello et al., 2006).

1.4.2.Infection chronique :

Plusieurs définitions ont été proposées pour définir I’infection chronique (Hoiby, 1977 ;
Ballmann et al., 1998 ; Lee et al., 2003 ; Proesmans et al., 2006). En effet, elle peut étre
définie comme une infection qui persiste malgré les thérapies de lutte d’un coté, les défenses
immunitaires et la réponse inflammatoire de I’héte de 1’autre co6té. Comme dans le cas de la
mucoviscidose, une infection chronique est caractérisée par la persistance de la pathologie et
des réponses immunitaires (Pressler et al., 2011).

La bactérie est non invasive et non cytotoxique. Elle produit moins de facteurs de
virulence extracellulaires. En outre, la bactérie perd certains facteurs de virulence les plus
immunogenes comme les pili et le flagelle. Par conséquent, elle devient non mobile mais elle
échappe a la clairance et aux réponses immunitaires de 1’hdte. Elle surproduit des
exopolysaccharides pour former un biofilm qui la protege contre les mécanismes de défense
de I’hote (Singh et al., 2000 ; Ventre et al., 2006 ; Hogardt et Heeseman, 2010). Chez les
patients atteints de mucoviscidose, I’installation de la bactérie sous forme de biofilm est a
I’origine d’épisodes d’exacerbations aigues qui entretiennent un cercle vicieux pro-
inflammatoire. L’¢élimination totale du pathogeéne des voies bronchiques devient impossible et
I’infection évolue vers une détérioration progressive définitive des fonctions respiratoires
(Aebi et al., 1995 ; Pier, 2000 ; Pier, 2002).

I.5. Résistance aux antibiotiques chez P. aeruginosa :
|.5.1.Mécanismes de résistance aux B-lactamines chez P. aeruginosa :
1.5.1.1. Résistance naturelle :

P. aeruginosa posseéde une résistance a un grand nombre d’antibiotiques en raison de la

production d’une s-lactamase chromosomique inductible de classe C. Cette enzyme n’est pas

10
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inhibée par le clavulante. Cette résistance naturelle est due aussi & une mauvaise permeéabilité
membranaire. Il est donc naturellement résistant aux pénicillines des groupes V, G, M et A, a
la plupart des céphalosporines de troisiéme génération et aux quinolones de premiere
génération. P. aeruginosa est aussi genéralement résistant a la kanamycine (Poole, 2004). A
ces différents mécanismes, s’ajoute le systeme d’efflux actif Mex AB-OprM, produit
constitutivement chez les bactéries sauvages. Ce systeme joue un réle fondamental dans la
résistance naturelle a de nombreux agents toxiques ou antibiotiques dont les S-lactamines
(Livermore, 1995) et les aminosides (Masuda et Sakagawa, 2000). P. aeruginosa a toujours
été considéré comme un micro-organisme difficile a traiter en raison de sa résistance aux

antibiotiques. Il n’est sensible naturellement qu’a un nombre restreint d’antibiotiques.
1.5.2. Résistances acquises :
1.5.2.1. Résistance enzymatique :

Les B-lactamases sont des enzymes d’inactivation de type serine (classes A, C et D) ou
métallo-enzymes (class B) dont les substrats sont des p-lactamines. L’inactivation
enzymatique (perte de 1’activité antibiotique) survient lors de I’ouverture du cycle B-lactame

(Philippon et Arlet, 2006).
1.5.2.1.1. Résistance par hyperproduction de la céphalosporinase AmpC :

Les cephalosporinases appartiennent a la classe C de classification d’Ambler, ce sont des
sérine-enzymes. Le mécanisme le plus fréquent est une hyperproduction constitutive de
I’AmpC. La surproduction constitutive de I’enzyme AmpC affecte principalement ’activité
de la ticarcilline, de 1’association piperacilline/tazobactam, de la Ceftazidime, de I’ Aztreonam
et dans une moindre mesure du Cefepime.

Habituellement, I’enzyme est produite en petites quantités. Toutefois, la production
d’AmpC chez P. aeruginosa peut augmenter de 10 & 1000 fois (Bagge et Ciofu, 2002).
L’hyperproduction de céphalosporine de type AmpC permet P. aeruginosa de résister a toutes
les p-lactamines a I’exception des carbapénémes. Son action echappea I’action des inhibiteurs
de p-lactamases comme 1’action clavulanique ou tazobactam. La nouveauté de la résistance
c’est la relation avec la quantité d’enzyme AmpC produite (Livermore, 1995). La cinétique
d’hydrolyse n’est pas le reflet direct de 1’activité enzymatique. En effet, I’efficacité d’ AmpC
dépende, a la fois, de la perméabilité de la membrane externe et de I’efflux des molécules
d’antibiotiques (Bush et Jacoby, 1995).

11
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1.5.2.1.2. Résistance par production de p-lactamases de classe B :

Les enzymes de ce groupe sont également connues sous le nom de carbapénemase ou métallo-
de S-lactamase (MBL) en raison de la présence d’un ou deux atomes de Zn?* dans leur actif
pour hydrolyser des p-lactamines (Nordmann et Guibert, 1998). Seul le monobactam est
¢pargné par les caractéristiques hydrolytiques des MbL. L’activité enzymatique des
carbapénémases n’est inhibe ni par 1’acide clavulanique ni par le tazobactam, mais par
I’EDTA, qui chelate les ions zinc présents au niveau du site actif (Nordmann et Poirel, 2002).
L’isolement des MBL transférables est en plusieurs familles : VIM, IMP, GIM, SIM, SPM ou
NDM (Walsh, 2008 ; Yong et al., 2009). IMP-1 a été isolé pour la premiére fois au Japon en
1990 sur un plasmide conjugatif dans une souche de P. aeruginosa (Queenan et Bush, 2007 ;
Walsh, 2008). VIM-1 a été isolé pour la premiére fois en 1997 en Italie a VVérone dans une

souche de P. aeruginosa (Lauretti et al., 1999).
1.5.2.2. Résistance non enzymatique :
1) Perte de la porine OprD2 :

Le principal mécanisme par lequel P. aeruginosa acquiert une résistance aux carbapénémes
est la réduction de la perméabilité par perte de la porine OprD, voie préférentielle de
pénétration des carbapénémes. Ce mécanisme de résistance est stable depuis plusieurs années
et est présent en France chez 15 a 20 % des souches. Cette perte de porine est en effet
responsable d’une augmentation de la CMI, rendant la souche intermédiaire ou résistante aux
carbapenémes. Lorsqu’elle s’accompagne de I’hyperproduction de la céphalosponinase
AmpC, ou de I’hyper-expression du mécanisme d’efflux mexAB-oprM, les CMI peuvent étre

encore plus élevées (Livermore, 2002; Quale et al., 2006).

2) Surexpression de systéeme d’efflux :

Le systtme Mex-OprM, cause une résistance naturelle a la plupart des B-lactamines par
dépression génétique. Il occasionne une résistance acquise a ces molécules. Les systemes
MexCD-OprJ et MexEF-OprN ne se manifestent pas normalement, mais suite & des mutations
peuvent étre responsables de résistances acquises multiples, dont le spectre est 1’égerement

différent (Pechere, Kohler, 1999).

12
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1.5.2.2.1. Résistance aux Aminosides :

La résistance aux fluoroquinolones chez P. aeruginosa est due a la présence de mutation dans
les Quinolone Résistance Determining Regions (QRDR), des génes codant les cibles et a la

surexpression du systéme d’efflux (Yoshid et al., 1990).

Les mutations dans les QRDR des genes gyrA et gyrB, parC et parE affectent la liaison des
fluoroquinolones sur leurs cibles (Yoshida et al., 1990 ; Hooper, 1999 ). Chez les souches
cliniques de P. aeruginosa, ’altération des QRDR des sous unités gyrB et parC est peu
fréquente. Elle conduit a une résistance modérée aux fluoroquinolones (Hooper, 1999). Par
contre, les mutations dans le géne gyrA sont plus fréguentes et sont responsables d’une
augmentation plus forte des CMI de la ciprofloxacines (CMI de 1 a 64 mg/L) (Akasak et al.,
2001).
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Chapitre II : biofilm

11.1. Définition :

Le biofilm est une communauté de microorganismes fixés a une surface et généralement
inclus dans une matrice extracellulaire (Carpentier et Cerf, 1993). Généralement est
considérée comme biofilm toute association de microorganismes adhérant entre eux ou a une
surface (Costerton, 1995). Cette définition regroupe des situations trés différentes, depuis
quelques bactéries adhérentes a une surface, a des biofilms épais présentant une diversité
écologique importante, en passant par la flore commensale de la peau. On admet
généralement que dans un écosysteme donné le nombre de bactéries attachées aux surfaces est
1000 a 10 000 fois plus important que le nombre de bactéries planctoniques (Watkins et
Costerton, 1984). Les biofilms sont ubiquitaires, ils concernent le monde animal, végétal,
minéral, aquatique, technologique. Ces biofilms, de par leurs caractéristiques physiologiques
et génomiques, ainsi que de par leur importance quantitative dans les écosystémes, constituent
une interface primordiale physiologiquement active (Campana et al., 2002).

Les bactéries contenues dans un biofilm présentent des caractéristiques tres différentes de
leurs homologues planctoniques (bactéries libres en suspension) parmi lesquelles des
modifications structurales (par exemple la disparition des flagelles (Flemming, 1990 ;
Costerton et al., 1995). La production d’exo-polymeres, la mise en place d’un systéme de
communication chimique (quorum sensing) (Parsek et Greenberg, 2000). Les augmentations
significative de leur résistance aux agents antimicrobiens (désinfectants ou antibiotiques) et
aux stress environnementaux (déshydratation, privation nutritionnelle, rayonnements
ultraviolets...) (Morton et al., 1998 ; Mah et O’Toole, 2001 ; Campanac et al., 2002). Entre 3
et 50% du protéome total est modifié chez les bactéries des biofilms par rapport a celui des
cellules planctoniques (Sauer, 2003 ; Jouenne et al., 2004).

La structure du biofilm est renforcée par la matrice extracellulaire d’exo-polymeéres,
constituée essentiellement d’exopolysaccharides (EPS) : Chez P. aeruginosa, cette matrice
englobe d’autres molécules de nature organique et inorganique, jouant également un role dans
la résistance aux stress environnementaux, par exemple I’ADN extracellulaire, les protéines et
les rhamnolipides (Allesen-Holm et al., 2006; Pamp et Tolker-Nielsen, 2007). Cette matrice
représente 85% du volume total et permet au biofilm de conserver une grande plasticité. Au
sein du biofilm, les bactéries sont regroupées en micro colonies séparées par des canaux
aqueux. Ce réseau de canaux assure le transport du dioxygene et des nutriments ainsi que
I’évacuation des déchets. Ainsi, les constituants solubles capables de diffuser a travers la

matrice peuvent étre utilisés par les bactéries. Un gradient de nutriments et de dioxygeéne est
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observable depuis le sommet du biofilm jusqu’a sa base ou un microenvironnement anaérobie
(Beer et al., 1994). Cette observation conforte 1’idée selon laquelle 1’état métabolique d’une
bactérie a I’intérieur d’un biofilm dépend de sa localisation au sein de la structure (Filloux et
Vallet, 2003).

I11.2. Formation des biofilms :

La formation d’un biofilm bactérien sur une surface solide est un phénomene complexe dans
lequel des processus physiques, chimiques et biologiques sont impliqués (Characklis et
Marshall, 1990 ; Lappin-Scott et Costerton, 1995). La constitution d’un biofilm mature
nécessite plusieurs étapes.

Figure n°2 : Représentation schématique des différentes étapes de formation d’un biofilm de
P. aeruginosa et visualisation par microscopie a transmission : 1 adhésion réversible, 2
adhésion irréversible/formation de micro-colonies, 3 et 4 maturation, 5 détachement (Stoodley
et al., 2002).

11.2.1. Adhésion réversible :

La bactérie doit dans un premier temps approcher le support. Des mécanismes dans lesquels la

cellule n’est pas active interviennent : mouvement brownien, sédimentation et transfert de

S}




Chapitre II : biofilm

masse par convection (Yang et al., 1999), mais aussi des mecanismes ou la cellule est active
comme le chimiotactisme et la mise en place d’appendices générateurs de mouvement tels que
les flagelles (O’Toole et Kolter, 1998). Cette approche conduit a un attachement transitoire
pendant lequel la bactérie va chercher a « évaluer » la surface sur laquelle elle se trouve. A ce
stade (entre 20 et 50 nm du support), I’adhésion dite réversible, est due aux forces de Van der

Waals, aux forces acide-base de Lewis et aux forces électrostatiques.

Les bactéries peuvent alors étre remises en suspension sous l’effet des mouvements
browniens, des forces de cisaillement du flux de liquide ou encore de la mobilité intrinséque

des cellules (Campanac, 2002).

Dans un deuxiéme temps, une association stable avec la surface s’établit grace a des structures
adhesives telles que des adhésions filamenteuses (fimbriae, pili) ou non (EPS, capsule) et a la
mise en place de nombreuses liaisons de faible énergie comme les liaisons hydrogeéne,

hydrophobes et les liaisons ioniques (Palmer et al., 2007).
11.2.2. Adhésion irréversible :

L’adhésion correspond a une fixation active et spécifique des micro-organismes sur une

surface. Les structures d’adhésion varient selon les types de micro-organismes concernés.
Pour les bactéries Gram-négative, il s’agit des pili, des curli, des capsules et du glycocalix.

Pour les bactéries Gram-positive, ce sont les acides teichoiques, 1’acide mycolique, la capsule

et le glycocalix.

Apres une adhésion transitoire des bactéries, I’intervention des pili de type IV permet une
adhésion permanente avec la surface ou avec d’autres microorganismes. Les pili de type IV
sont des structures fibrillaires présentes chez certaines bactéries a Gram négatif dont le P.
aeruginosa sont impliqués dans un type particulier de mobilité associée a la surface, la
mobilité de type twitching, caractérisée par I’extension et la rétraction du pilus. Cette fonction
permet aux pili de type IV I’approche et la colonisation de la surface (O’Tool et Kolter,
1998). Ainsi différents organites extracellulaires, le flagelle, les pili de type IV et les fimbriae,
sont essentiels a la formation du biofilm et plus particulierement dans sa phase initiale.
L’attachement des bactéries déclenche la régulation génétique a induire la formation du
biofilm et caractérisé par I’expression des substrats extracellulaires polymériques (SEP)
(Renner et Weibel, 2011).
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11.2.3. Maturation :

La phase de stabilisation apparente, correspond a un équilibre dynamique avec perte de
biomasse (mortalité et décrochement) et multiplication concomitante d’une partic de la
biomasse fixée. Le point important est la diminution de I’activité métabolique globale. Celle-
ci met en jeu des mécanismes qui peuvent expliquer, au moins en partie, la résistance des
biofilm a certains antimicrobiens et son évolution en fonction de 1’dge du biofilm. Ainsi, la
biomasse adhérée est caractérisée par un taux de croissance faible qui selon certains auteurs
(Nguyen et al., 1989 ; Jacquelin et al., 1994) serait corrélé a I’existence d’une masse active en
« surface » du biofilm et d’une masse peu active a I’intérieur du biofilm. Les micro-colonies
formées, véritables entités structurales et biologiques, pourraient également exprimer une
immunogénicité spécifique. Au sein du biofilm, I’activité métabolique globale ralentit et
I’architecture se modifie. Des canaux aqueux se créent entre les colonies permettant une
circulation des nutriments, enzymes et déchets. Un gradient de nutriments et d’oxygene se
crée, les cellules les plus proches du support étant les moins alimentées, en « dormance » et

donc les mieux protégées vis-a-vis des agressions extérieures.

Le biofilm va donc acquérir une structure tridimensionnelle caractéristique et tres bien décrite
dans le cas de P. aeruginosa. Les unités de base ont été décrites comme des structures en
forme de « champignons » (Dunne, 2002), au sein desquels les bactéries ne représentent que

10 & 15% associées a 75% a 90% de matrice extracellulaire (Costerton et al., 1999).

Tout au long du processus de formation du biofilm, ’expression génomique est modifiée
(Costerton et al., 2003). Ceci conduit a des modifications phénotypiques drastiques que ce
soit en termes de taille, de profil des protéines membranaire, d’hydrophobicité de surface,...
Les échanges avec le milieu environnant persistent, conduisant & un remaniement constant de
I’expression des genes et donc du comportement et de la structure du biofilm. A ce stade, et
bien qu’en perpétuelle évolution, le biofilm est caractérisé par une perte de sensibilité aux
défenses immunitaires de 1’h6te et aux traitements antimicrobiens qu’ils soient de nature
physique ou chimique (Gray et al., 1984 ; Costerton, 1984 ; Duguid et al., 1992 ; Campanac
etal., 2002).

11.2.4. Détachement :

Le détachement des cellules du biofilm est un phénomene complexe, peu exploré, faisant

intervenir de nombreux mécanismes simultanément. Ceux du quorum sensing, déja cités, sont
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sans doute impliqués via la régulation de I’expression de genes, notamment ceux impliqués
dans la synthése des rhamnolipides chez P. aeruginosa (Davey et al., 2003). La diminution de
la quantité de nutriments pourrait aussi entrainer un détachement des cellules (Allison et al.,
1998) ont montré que dans un biofilm constitué de I’espéce P. fluorescens la diminution de la
quantité de nutriments entraine la sécrétion d’un polysaccharide lyase qui dégrade la matrice

du biofilm, facilitant ainsi la libération des bactéries.

La mort des cellules du biofilm fait aussi partie du processus de renouvellement et de
dispersion de la biomasse. Un mécanisme original régissant 1’autorégulation de la population
des biofilms est proposé par Webb et al. (2003). Les autres ont observé que dans un biofilm
constitu¢ de I’espéce P. aeruginosa la mort d’un grand nombre de cellules intervient
régulierement. Dans les effluents provenant du biofilm ils ont détecté un phage filamenteux
capable d’infecter et de lyser une partie de la population du biofilm, tandis que I’autre partie
des cellules semble résistante. Ce phage étant présent sous forme de prophage dans le génome
de P. aeruginosa, les auteurs formulent I’hypothése qu’il constituerait un mécanisme de
différentiation des cellules a I’intérieur des micro-colonies, facilitant la dispersion d’une sous

population résistant a la lyse (Webb et al., 2003).
11.3. Facteurs favorisant la formation d’un biofilm :

La formation d’un biofilm est un phénoméne complexe, sous I’influence de nombreux
facteurs : caractéristiques de la surface sur lequel les bactéries vont se fixer, forces s’exergant
dans le milieu aqueux (hydrodynamique du fluide), caractéristiques du milieu et propriétés de

la surface des cellules (Donlan, 2002).
11.3.1. Caractéristiques de la surface :

N’importe quel matériau en contact avec un fluide contenant des bactéries est un support
potentiel pour la formation d’un biofilm. La rugosité, les propriétés chimiques d’une surface
et la présence préalable de films protéiques sur une surface jouent une influence sur

I’attachement des bactéries a cette surface et a la formation d’un biofilm.
a. Rugosité de la surface.

Plus une surface est rugueuse, plus la colonisation de cette surface par des micro-colonies est
importante (Characklis, 1990). Les surfaces rugueuses sont colonisées de fagon préférentielle

car les forces répulsives sont moindres et la surface de fixation est augmentée, gréace a la
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présence d’aspérités (Donlon, 2002). Néanmoins, certaines souches sauvages de bactéries
colonisent aussi des surfaces lisses (Donlon et Costerton, 2002). Les biofilms auront ainsi
tendance a se former au niveau des aspérités des matériaux, formant des recoins propices aux

proliférations bactériennes et moins sensibles aux agents désinfectants ou antiseptiques.
b. Propriétés physico-chimiques de la surface.

Les propriétés physico-chimiques de la surface peuvent exercer une influence sur le taux
d’attachement et sur son ampleur. Les microorganismes se fixent plus facilement a des
surfaces hydrophobes et non polarisées comme le verre ou les métaux. Les cellules sont
capables d’outre passer les forces répulsives que peuvent exercer sur elles le substrat, via

I’action de liaison hydrophobes (Bendinger, 1993).
c. Présence de films protéiques sur la surface.

La présence de polymere sur un matériau modifie les propriétés physico-chimiques de sa

surface et a une influence directe sur I’attachement de bactérie a cette derniére. En effet, la
présence préalable sur un biomatériau d’un film protéique comme le sang, les larmes, 1’urine,
la salive, le liquide interstitiel, les sécrétions respiratoires influence 1’attachement de bactérie
a sa surface et favorise la formation de biofilm (Mittelman, 1996).
La nature de ces films protéiques est différente selon les milieux. Prenons I’exemple des
bactéries formant le biofilm de la plaque dentaire. Elles se fixent sur un film protéigue,
présent a la surface de I’émail dentaire et composé¢ d’albumine, de lysozymes, de
glycoprotéines, de phosphoprotéines et de lipides (Donlon, 2002). La présence de films
protéiques sur des implants médicaux en contact direct avec un fluide favorisent la formation
de biofilm. Par exemple, les cathéters veineux centraux, en contact directe avec le sang, sont
recouverts de plaquettes, de plasma et de protéines: albumine, fibrinogene, fibronectine,
laminine... (Goller, 2008).

d. L’attachement a une matrice protéique :

C’est la premicre étape de formation d’un biofilm dans le corps humain (Otto, 2008). Par
exemple, Staphylococcus aureus et Staphylococcus epidermidis expriment a leur surface des
molécules, les MSCRAMML11, capables de se lier aux molécules adhésives des matrices

protéiques, comme le fibrinogene ou la fibronectine (Patti, 1994). Ces interactions spécifiques
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entre matrice protéique de 9QQ trés importantes pour 1’établissement de la colonisation

bactérienne.

11.3.2. Caractéristiques du milieu :

La formation et la dispersion d’un biofilm nécessitent des équipements enzymatiques précis et

des entités structurales particulieres, dont I’activation dépend de facteurs environnementaux

clefs. On peut citer les facteurs suivants (O’Toole, 2000 ; Donlon, 2002 ; Martiner, 2007 ;
Goller, 2008) :

Température

pH : conditions optimales de formation de biofilms en situation de neutralité
(Martinez, 2007),

Concentration en oxygeéne.

Concentration en fer.

Osmolarite.

Présence d’ions spécifiques.

Sources de carbone disponibles : elles ont une influence sur la formation d’un biofilm
et sur sa maturation (Martinez, 2007).

Concentrations en nutriments : dans un milieu statique, la concentration en nutriments
doit étre élevée pour qu’il puisse y avoir formation d’un biofilm ; ce n’est pas le cas
pour un milieu hydrodynamique (Spormann, 2008).

Concentration en certains cations : I’augmentation de la concentration de plusieurs
cations (sodium Na*, Calcium Ca*, ion ferriqgue Fe3*, ion lanthanum) influence
I’attachement de Pseudomonas fluorescens sur des surfaces en verre, en réduisant les
forces répulsives s’exercant entre les bactéries chargées négativement et la surface de
verre (Fletcher, 1988).

Hydrodynamique du fluide : selon la position du matériau dans un fluide, il sera plus
ou moins exposé a des turbulences. La zone de moindres turbulences, a 1’écart des flux
laminaires, est appelée zone de fixation. C’est précisément dans cette zone qu’il est
plus facile pour les microorganismes de se fixer sur une surface, puisqu’ils sont moins
soumis aux forces exercées par le fluide (Donlan, 2002).

Saison : il existerait un effet saisonnier sur la formation de biofilms (Donlan, 1994).
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La formation d’un biofilm dépend, selon les bactéries, de conditions environnementales
différentes. Par exemple, P. aeruginosa peut former des biofilms dans n’importe quelles
conditions alors que d’autres bactéries nécessitent des conditions particuliéres de température,
de pH ou encore de nutrition. Certaines bactéries peuvent s’adapter a des milieux par des
modifications génétiques (Clutterbuck, 2007). Des conditions environnementales stressantes
(fortes concentration de sels, de sucres, d’alcools, hautes températures, variations extrémes du

pH) inhibent la biosynthése du flagelle (Goller, 2008).
11.3.3. Propriétés des cellules :

L’hydrophobicité de la surface de la cellule, la présence de fimbriae, de flagelles et la
production d’exopolysaccharides influencent 1’attachement des bactéries sur une surface.
L’hydrophobicité d’une surface est importante dans 1’adhésion des micro-organismes a cette
derniere, moins les matériaux sont polarisés, plus les liaisons hydrophobes deviennent
importantes. La plupart des bactéries sont chargées négativement et présentent a leur surface
des zones hydrophobes. Plusieurs éléments structuraux des bactéries interviennent des leur
attachement a une surface : flagelles, fimbriae, polysaccharides...ll peut y voir des
compeétitions ou des coopérations entre cellules lorsque plusieurs espéces de bactéries sont
concernées. Les polymeres apolaires situés a la surface des cellules comme les fimbriae,
certaines protéines et les acides mycoliques (composants de certaines bactéries Gram
positives) semblent s’attacher de fagon prédominante a des surfaces hydrophobes. Les
exopolysaccharides et les lipopolysaccharides sont plus importants dans les mécanismes
d’attachement a des surfaces hydrophiles (Donlan, 2002).

La synthése de fimbriae de type | par des bactéries est un processus complexe gouverné par
les statuts nutritionnels des cellules (stimulation de la synthese si déficit carboné ou en acides
aminés chez les souches uropathogenes d’Escherichia coli) et par les conditions
environnementales (pas de synthése si pH bas, température basse ou forte osmolarite) (Goller,
2008). L’expression des curli est sous le contrdle de cascades de phosphorylation.

Les conditions environnementales répriment ou stimulent I’expression de geénes codant pour
des caracteres de mobilite. La synthese de curli est stimulée dans les conditions
environnementales suivantes : faible osmolarité, basse température, faible disponibilité du

milieu en azote, phosphate et fer ; microaérophilie et croissance ralentie (Goller, 2008).
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11.4. Régulation de la formation de biofilm :
11.4.1. Quorum sensing :

La formation d’un biofilm est controlée par des mécanismes de Quorum-Sensing (QS). Il
s’agit de mécanismes de contréle au sein des cellules, matérialisés par des signaux de cellule a
cellule et dépendant de la quantité de cellule présentes : on parle de mécanisme de perception
de densité cellulaire. Ces mécanismes sont basés sur le principe de masse critique (Tomlin et
al., 2005). Une fois que les concentrations en molécules signal atteignent une valeur seuil, des
régulateurs transcriptionnels sont actives et exercent un contrdle sur des génes spécifiques
(Clutterbuck et al., 2007 ; Irie et Parsek, 2008). Des mutations de gene impliqué dans les
mécanismes de QS entrainent des répercussions sur les stades tardifs de formation des
biofilms. Cependant ces phénomeénes sont trés variables d’une espéce bactérienne a I’autre.
Ces génes exercent un contrdle sur une grande partie de 1’expression du transcriptome et du

protéome, permettant de réguler positivement ou négativement la croissance en biofilm.
11.4.1.1. Les molécules de quorum sensing :

Les molécules du QS sont nombreuses (Lazdunski et al., 2004). La majorité des bactéries
utilisent des peptides auto-inducteurs (Type Al-2), dont la taille est tres variable (de 5 a 87
acides aminés). On trouve aussi des N-acylhomosérines lactones (AHL) chez la plupart des
bactéries. Ces molécules du QS peuvent étre dégradées par des enzymes : AHL-lactonases et
AHL-acylases. On obtient par conséquent une ségrégation spatiale des molécules du QS au
sein d’un biofilm (Irie et Parsek, 2008).

11.4.1.2. R6les de quorum sensing :

Le QS régule la physiologie du biofilm en modulant la taille de la population du biofilm et en
prenant en compte les conditions environnementales. Il initie les phénoménes de dispersion et
d’essaimage de bactéries planctoniques a partir du biofilm (Irie et Parsek, 2008). Le QS aurait
aussi un role dans 1’épaisseur du biofilm (Clutterbuk et al., 2007). Il peut réprimer ou stimuler
I’expression de certains caracteéres, comme par exemple la motilité ou certains facteurs de
virulence extracellulaires, comme des proteases (Clutterbuk et al., 2007 ; Irie et Parsek,
2008). Les molécules du QS jouent aussi un réle dans la lutte contre I’attaque d’autres
organismes vivants, comme des protozoaires tels que Serratia marcescens (Queck et al.,

2006). Les synergies observées au sein des biofilms constitués de différentes espéces de
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micro-organismes sont permises grace aux molécules intervenant dans le QS (Bjarnsholt et
al., 2005). Les biofilms composés de plusieurs communautés de bactérie d’especes différentes
ont de fortes concentrations en molécules du QS, compte-tenu de la densité élevée de cellule
présentes.

Parmi les autres mécanismes régulateurs de la formation et de la maturation de biofilms, les
polysaccharides présents a la surface des cellules jouent un réle important dans les
interactions entre bactéries et leur environnement immédiat. Par exemple, on trouve a la
surface d’Echerichia coli une endotoxine faisant partie du lipopolysaccharide (LPS) et
I’antigéne polysaccharide de capsule K. les lipopolysaccharide font partie de la membrane
externe des bactéries a Gram-négatif. 1ls peuvent inhiber ou stimuler la formation de biofilm
selon les cas (Decho, 2010). Les polysaccharides des capsules sont des facteurs de
virulences ; ils protegent les bactéries des défenses immunitaires de 1’hote (par exemple de la
phagocytose) (Beloin et al., 2008).

Par ailleurs, un biofilm mature peut €tre considéré comme 1’ensemble de plusieurs sous-
populations  bactériennes. Ces sous-populations sont le résultat de différents
microenvironnements localisés dans le biofilm. Ainsi certains sous-populations seront plut6t
actives et produiront des EPS, alors que d’autres seront métaboliquement inactives ou en train
de mourir (Stewart et Franklin, 2008). La lyse et la mort cellulaire contr6le pendant la
maturation du biofilm ou par des phénomenes de fratricide apportent des nutriments et de
I’ADN extracellulaire au reste de la population bactérienne. L’ADN ainsi libéré est un

constituant essentiel de la matrice (Whitchurch et al., 2002 ; Steinberger et Holden, 2005).
11.4.2. Le lien entre Quorum Sensing, biofilm et infection a P. aeruginosa

La capacité de P. aeruginosa a former des biofilms in vitro et in vivo a conduit a considérer
ce mode de vie comme une étape clé dans certains processus infectieux a P. aeruginosa
(Ruimy et Andremont, 2004). Ainsi, au niveau pulmonaire, de nombreux patients peuvent
présenter une étape de colonisation. Le développement d’une forme biofilm, avec
multiplication des bactéries adhérées, correspond au passage au stade d’infection.

Differents travaux ont mis en évidence le lien entre QS et pathologie liée a P. aeruginosa.
Ainsi, dans le modele de pneumopathie a P. aeruginosa chez la souris nouveau-née, la souche
PAOL1 produit des lésions pulmonaires inflammatoires avec un infiltrat de polynucléaires. Le
mutant correspondant lasR est responsable d’une pneumonie moins sévére, avec une mortalité

réduite (Tang et al., 1996 ; Pearson et al., 2000).
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De maniere globale, une réduction de la virulence est observée chez les mutants affectant
les génes du QS. La méme implication du QS est notée pour des modeles d’infection cutanée
a P. aeruginosa (Rumbaugh et al., 2000).

Lors d’une étude récente sur souris C57BL/6 instillées par un inoculum de P. aeruginosa
inclut dans des billes d’agarose, Pierre et al. (2008) ont étudié la cinétique d’expression de
trois genes de virulence de P. aeruginosa appartenant a des systémes de régulation différents
(exoS, lasl et algD) durant les 7 premiers jours de I’infection. Les auteurs sont observé une
diminution progressive de I’expression du gene exo S et une augmentation de I’expression des
génes algD et lasl. Ces observations sont en accord avec une perte progressive de la
fonctionnalité du systeme de sécrétion de type 111 et un développement du phénotype mucoide
avec production d’alginate au cours de I’infection.

La capacité a former des biofilms de P. aeruginosa représente la principale cause de
persistance des pneumopathies chez les patients mucoviscidosiques (Costerton et al.,1999).
Lors de la formation du biofilm, la quantité d'Al-1 ne peut étre suffisante pour déclencher
I'activation de I'expression de genes que lorsque les bactéries sont déja nombreuses. Davies et
al. (1998) ont observé la formation de biofilms chez des mutants lasl et rhl de P. aeruginosa,
montrant que lors des étapes précoces de la formation du biofilm les deux mutants étaient
capables d'adhérer au support et de former des micro-colonies semblables a celles observées
avec la souche sauvage. En revanche, pendant la phase de maturation seul le mutant rhl
formait des biofilms semblables a ceux observés avec la souche sauvage, tandis que le mutant
las formait des biofilms moins épais, sensibles a I'action du SDS 0.2%. L'addition d'Al-1 dans
le milieu restaure le phénotype sauvage.

L'étude de Sauer et al., (2002) a permis de distinguer cinq étapes différentes lors du
développement de P. aeruginosa sous forme de biofilms en milieu minimum : I'attachement
réversible, I'attachement irréversible, deux étapes de maturation et la dispersion (Sauer et al.,
2002). A chacune de ces étapes correspond I'expression de phénotypes particuliers, différant
entre eux par I'expression d'au moins 500 protéines. Par ailleurs les auteurs ont aussi observé
que I'expression de lasl est plus importante dans les étapes de maturation du biofilm. Le
mutant lasl présente une matrice exopolysaccharidique nettement différente de celle observée
chez la souche sauvage: EPS essentiellement en surface des cellules, ne remplissant pas les
espaces interstitiels du biofilm.

L'étude récente de Davey et al., (2003) confirme et apporte des explications a ces
observations. Elle semble démontrer que la différentiation du biofilm en une forme mature

"vascularisée" grace a la formation de canaux aqueux serait due a la sécrétion de rhamnolipide
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(biosurfactant) par P. aeruginosa. Le rhamnolipide ne serait pas nécessaire a la formation de
canaux, en revanche il empécherait la colonisation de ces canaux par les cellules en phase
planctonique et pourrait avoir un role dans le détachement de micro-colonies du biofilm.
L'expression du géne codant pour le rhamnolipide étant regulée par les systemes RhlI-RhIR et
Lasl-LasR, ces observations permettent d'expliquer les études précédentes (Espinosa-Urgel,
2003).

L'importance des Al-1 dans la formation des biofilms a été mise en évidence chez d'autres
especes : Chromobacterium violaceum (Martinelli et al., 2004), Aeromonas hydrophila
(Lynch et al.,2002), Burkholderia cepacia (Conway et al., 2002),... Chez ces espéces, les Al-
1 interviennent aussi dans les étapes de maturation des biofilms.

Parallélement, Riedel et al. (2001) ont mis en évidence la possibilité d'une communication
entre especes bactériennes d'un biofilm via un Al-1. lls ont étudié des biofilms intra
pulmonaires chez la souris. Ces biofilms étaient constitués de deux espéces: P. aeruginosa et
B. cepacia (Riedel et al., 2001), qui sont fréquemment isolées lors d'infections pulmonaires
chez des patients atteints de cystite fibreuse. Lors de ces infections, P. aeruginosa se
développe dans les secrétions bronchiques et forme des structures apparentées aux biofilms,
sécrétant notamment des homosérines lactones de type 1 (Singh et al., 2000). Les auteurs ont
montré que les homoserines sécrétées par P. aeruginosa peuvent réguler I'expression de
protéases de B. cepacia impliquées dans la virulence, tandis que les homosérines sécrétées par
B. cepacia n'interagissent pas avec P. aeruginosa (Riedel et al., 2001).

L’action du QS peut également s’exprimer au niveau de 1’hote. Ainsi, Williams et al. Ont
démontré que les Al de P. aeruginosa sont capables d’altérer la réponse immunitaire sur
cellules eucaryotes (Williams et al., 2004). Ainsi, la 3-0x0-C12-HSL stimule la production
d’TL8 par les cellules épithéliales pulmonaires (Smith et al., 2002) et influence également le
processus d’apoptose des macrophages et polynucléaires neutrophiles (Tateda et al., 2003).

Différentes études cliniques ont été réalisées afin de démontrer I’importance du QS dans les

infections broncho-pulmonaires a P. aeruginosa chez des patients mucoviscidosiques.

L’ensemble de ces données démontre le lien entre QS, formation de biofilm et pneumopathies
a P. aeruginosa et constitue I’introduction a une nouvelle approche thérapeutique ciblée sur le

QS et/ou la formation de biofilm.
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Chapitre Il : Prunus persica

I11.1. Historique :

En France, des noyaux de péches ont été retrouvés parmi les vestiges archéologiques de
I’époque gallo-romaine a saintes (visibles au Musée archéologique). Le pécher est cultivé
depuis le Moyen Age. L’apparition de I’espalier au XVII® siécle a contribué a 1’extension de
sa culture. A Versailles, dans le jardin fruitier du Roi Soleil, il existait déja une quarantaine de
variétés différentes dont les noms évoquaient parfois les charmes féminins: « Téton de

vénus », « Belle de Chevreuse », « Grosse Mignone ».

Le pécher est un petit arbre cultivé depuis 1I’Antiquité dans le bassin méditerranéen. En se
fondant sur la littérature classique (Hedrick, 1919) avait conclu que le pécher était arrivé en
Grece au IV® siécle avant notre ere, en provenance de Perse. Toutefois, une découverte
récente de restes de pécher datant du VII° siécle avant notre ére, dans I’ile de Samos, indique
que le pécher pourrait étre arrivé plusieurs siécles plus tét (Daniel et Maria, 2012).

Les Romains ne ’ont pas cultivé avant le 1* si¢cle avant notre ére. A 1’époque de pline
I’ancien, les romains cultivaient cinq variétés de pécher qu’ils dénommaient malumpersicm «
pomme de perse ». Le latin persicum a donné I’italien pesca, le frangais péche et I’anglais
peach. L’origine supposée persane explique aussi le nom spécifique donné par Linné, Prunus
persica, « prunus de Perse ». Mais en fait, le pécher est arrivé en Perse par la route de la soie

en provenance de chine.

111.2. Répartition :

Bien qu’originaire de chine, le pécher n’existe plus véritablement a 1’état sauvage (référence
Flora of chine (archive) : Amygdalus persica (archive). Le pécher est cultivé pour ses fruits ou

pour ’ornement dans les régions tempérées ou subtropicales du globe.

111.3. Description :

Prunus persica L. de lot (Peach) nommé comme Amygdalus persica est un arbre a feuilles
caduques de la sous-famille des Prunoideae de la famille des Rosaceae, avec une hauteur de 5
a 10 m et est couramment cultivé en Asie du Sud-Ouest, Europe, Himalaya et I’Inde jusqu’a
une altitude de 1000 pieds. Il y a environ 100 genres et 3000 espéces dans la famille des
rosacées (Judd et coll, 1999). Prunus a prés de 200 espéces cultivées pour leurs fruits
comestibles et les graines (Rheder, 1940). Les feuilles sont vermifuges, insecticide, sédative,
diurétique adoucissantes, expectorant, vermicidal et sont utilisés en leucoderme et en tas. Pate

de feuilles est utilisée pour tuer les vers dans les plaies et les infections fongiques. Le
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traitement de la bronchite chronique est réalisé en interne avec des feuilles (Fatma et Basu,
1984). Elles ont anti-oxydante majeurs, tels que prunétine, quercétine et kaempférol (Jung et
al., 2002). Les fleurs sont considérées comme laxatives et diurétique et utilisé pour traiter la
constipation et I’cedéme. Le fruit de la péche est favorisé autour de la monde, y compris au
japon. Graines de péche mélangé avec diverses plantes on a prescrit comme les remedes

traditionnels chinois d’athérosclérose (Zhang et al., 2009).

» Classification : (Cronquist, 1981).

Reégne : Plantae

Sous —régne :  Tracheabionta
Division : Magnoliophyta
Classe : Magnnoliopsida

Sous-classe : Rosidae

Ordre : Rosales
Famille : Rosaceae
Genre : Prunus
Espéce : Prunus persica

Figure n°3 : Prunus persica

I11.4. Propriété chimique :

Péche a une teneur de 86-89% d’cau, une teneur en sucre de 7.5-8.5% (principalement
saccarose, glucose et fructose), une teneur en protéine de 0.6 a 1.2%, une teneur en matieres
grasses de 0.3%, une teneur en fibre de 1.2 a 1.4% de principalement la cellulose, pectines et
hémicellulose), une teneur en acide de 0.63%, une teneur en sels minéraux 0.8% de potassium
étant le constituant principal. Plusieurs vitamines (principalement du groupe B et C) et une

teneur en caroténoides de 0.20 a 0.80% carotene principalement f.

Le totale des acides présents dans les péches sont I’acide malique et dans une moindre
proportion, 1’acide citrique et 1’acide quinique. Il contient également des composés

phénoliques, catequines et leu Co anthocyanines.
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L’intérét pour la composition phénolique des fruits tient a la corrélation entre les
polyphénols totaux et l’activité antioxydant. Les principaux composés phénoliques de la
péche sont des tanins condensés, des acides chlorogéniques et quelques flavanols et pigments

d’anthocyanosides.

e Les péches fraiches contiennent des acides chlorogéniques, toutefois en quantité bien
moindre que les prunes. Ces acides ont une activité antioxydant et anxiolytique (a
forte dose).

e Les péches fraiches contiennent des flavanols (catéchol, épicatéchol) ainsi que des
oligomeres de flavanols, appelés tanins condensés ou proanthocyanidols. Ces
composés que l’on trouve aussi dans le raisin et la prune ont une activité
vasodilatatrice.

e Les anthocyanosides sont des pigments responsables de la coloration rouge des
péches. Les composés anthocyanosidique principale est le cyanidol 3-O-glycoside

avec des contributions du cyanidol 3-O-rutoside.

Des mesures comparatives effectuées sur des péches et des poires cultivées dans des vergers
expérimentaux, soit en agriculture biologique soit par les méthodes conventionnelles ; ont
montré que les fruits biologique étaient plus riches en composés phénoliques (Marina et
Maria, 2001).

I11.5. Culture :

Le pécher a une tendance non apicale, ¢’est-a-dire que lors d’une taille, il repart plutot de la
base au détriment de la cime. Il est difficile de les cultiver en pot @ moins de les remettre en

pleine terre régulierement pour leur redonner de la vigueur.
Le pécher est cultivé soit en plein-vent, notamment dans les vignes d’Europe, soit en espalier.

La récolte manuelle des péches a lieu en été ; les fruits, fragiles, sont rapidement placés en
chambre froide.

La multiplication se fait par semis ou par multiplication végétative. On peut utiliser comme

porte-greffe, selon le type de sol :

e Un pécher franc (Chanturgue, GF 305) ;
e Un prunier ‘Ferdor’ ;

e Un hybride pécher amandier ‘GF 677°.
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Certaines variétés telles que la « péche de vigne » ou la « reine des vergers » se multiplient
fidélement par semis. Le pécher fructifie généralement vers 1’age de 7 ans et peut produire des

fruits pendant 12,5 a 20 ans. Le pécher est une espéce a autogamie préférentielle.

En France, la culture est concentrée dans les régions méridionales. La variété des péches est

tres grande, on distingue (Claire Doré, 2006) :

e Les variétés adaptées au climat tempéré, a long repos hivernal ;

e Les variétés adaptées au climat subtropical, a faible repos hivernal.
I11.6. Caractérisation moléculaire :

Pour chaque adhésion, les jeunes feuilles ont été recueillies sur un arbre. L’extraction d’ADN
a effectuée (Shagai Maroof et al., 1984). Seize paires d’amorces ont été choisies parmi la
bibliotheque génomique CT enrichi de la péche (INRA Bordeaux, France) sur la base de leur
reproductibilité et haute puissance de discrimination fondée sur la péche (Testolin et al.,
2000 ; Aranzanaet al., 2002 ; Dirlewangeret al., 2002)

111.7. Variétés :

Il existe des centaines de variétés de Prunus persica. Outre Prunus persica var. persica, qui

donne des péches au sens ou on I’entend habituellement (fruits a peau duveteuse), citons :

e Prunus persica forme compresse, le pécher a péche plate chinoise
e Prunus persica var. nuci persica, qui donne le brugnon ou la nectarine
e Prunus persica ‘Atropurpurea’, le pécher pourpre (arbre omemental a feuillage

pourpre).
Pour Prunus persica var. persica, voici quelques-unes de ses variétés intéressantes :

e "Amsden’ : péche blanche, floraison précoce, bonne résistance a la cloque

e Sanguine vineuse® ou 'Péche de vigne : fruit a chair rouge et fondante, saveur
délicate, floraison tardive.

e "Reine des vergers' : variété ancienne, fruits a chair blanche, sucrée et juteuse

e "Grosse mignonne” : variété ancienne a chair blanche, trés sucrée et parfumée,
résistante aux maladies

e Belle impériale™ : variété ancienne, fruits a chair blanche, trés gros et parfumés
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111.8. Propriétés pharmacologiques et thérapeutiques

Prunus persica est une plante croitre dans la région tempérée utilisée comme laxatif, sédatif,
anticancéreux et se composer également des glycosides, des flavonoides, des anthocyanines,
des vitamines etc (Deb et al., 2010). Le fruit est favorisé autour du monde, incluant au Japon.
Ou les raines de péche ont été mélangées a des diverses plantes prescrits en tant que
médecines traditionnelles chinoises pour I'athérosclérose (Zhang et al., 2009). Pulpe de péche
montre également une certaine bioactivité, y compris l'atténuation induite par la
chimiothérapie de hépatotoxicité (Lee et al., 2008) et l'inhibition de I'activité inflammatoire
allergique (Shin et al., 2010).

Les feuilles de la péche ont antioxydants principaux, tels que le prunetin, la quercétine et le
kaempferol (Jung et al., 2002). Elles sont insecticide, sédatif, diurétique, adoucissant,
I'expectorant, vermicide et sont employeés dans le leucoderme, dans les piles, le traitement de
la gastrite, la coqueluche et la bronchite chronique. La pate de feuille est employée pour tuer
des vers dans les blessures et infections fongiques (Kritikar et Basu, 1984). Extrait des feuilles
montre effet hépatoprotecteur contre des lésions hépatiques induites par tétrachlorure de

carbone chez le rat (Preeti et al., 2010).

I11.9. Propriété antibactérienne :

Une étude de ’activité biologique d’écorce de P. persica montre que I’extrait méthanolique
exerce une activité antibactérienne significative contre la Klebsiella pneumonia et
Enterococcus faecalis. La fraction d’éther de pétrole a également démontré une activité
antibactérienne significative contre Escherichia coli et Staphylococcus aureus. La fraction de
dichlorométhane a inhibé la croissance d’E. coli et K. pneumonie. La fraction d’éthyle acétate
a indiqué une activité significative contre E. faecalis. La fraction méthanoique de P. persica
inhibe significativement la croissance de K. pneumonia et E. faecalis, alors qu’aucune activité
a été indiqué par E. coli, P. aeruginosa, S. aureus, B. subtilis, S. typhi et S. flexenari (Sumaira
et Habib, 2012).

En Inde, l'activité antibactérienne de 1’extrait méthanolique de graine de Prunus persica seul
et en association avec 1’extrait méthanolique de Annona squamosa a été mis en évidence par
la méthode de diffusion en milieu gelose milieu gélosé vis-a-vis des isolats cliniques a

coloration de gram négatifs (Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Salmonella typhi,
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Pseudomonas aerugenosa et Salmonella paratyphi) et coloration de gram positifs
(Staphylococcus aureus et Enterococcus faecalis) (Anup et al., 2013).

31



Chapitre IV :

Mateériel et méthodes




Matériels et Méthodes

V. Isolement de Pseudomonas aeruginosa:
IV.1. Obtention des bactéries :

Les isolats de P. aeruginosa incluses dans cette étude ont été isolés a partir des prelévements

cliniques au niveau du laboratoire du service de Bactériologie de I’hopital de ««Mostaganem»»
a- Enrichissement :

L’enrichissement des échantillons a €té réalisé par incubation en milieu BN (Bouillon nutritif)
pendant 24h

b- L’ensemencement sur la gélose nutritive (GN)

Apres ’enrichissement des prélévements, nous avons fait I’ensemencement sur milieu GN.

Les boites ensemencées sont incubées en aérobiose pendant 24h & 37°C.
IV.2. Identification de P. aeruginosa :

L’identification des isolats a été fait en comparaison avec la souche de référence P.
aeruginosa ATCC 27853

IV.2.1. Etude macroscopique des colonies :

Dans cette etude il a été pris en considération les caractéres suivants: la forme, l'aspect et la

couleur des colonies.
IVV.2.2. Etude microscopique :

Cette étude est réalisée par une coloration de Gram qui permet de connaitre le type de Gram

des bactéries ainsi que leur morphologie (batonnet ou cocci).
IV.2.3. Croissance a 4°C et 42°C :

Les isolats sont ensemencées dans des boites de pétri contenant le milieu GN, ensuite elles
sont incubées a 4°C et 42°C pendant 48 heures. La lecture se base sur la présence ou

I’absence de croissance.
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IV.2.4. Production des pigments :

P. aeruginosa secrétent les deux pigments, pyocyanine et pyoverdine. L’observation de la
pyocyanine identifie méme 1’espéce car c’est la seule a produire ce pigment. Cependant
P. aeruginosa peut perdre par mutation la capacité de synthése de 1I’un ou I’autre de ces
pigments.

La présence des pigments fluorescents jaune verdatre (pyoverdine) est testée sur le milieu
King B, la production d’un pigment bleu (pyocyanine) est vérifiée sur milieu King A
respectivement par la méthode de stries simple.

L'incubation est réalisée a 37°C pendant 24 heures.
IV.2.5.1dentification biochimique:
IVV.2.5.1. Production de catalase :

Ce test est basé sur la détection de ’enzyme catalase produite par la bactérie. Il s'agit de
mettre en contact une colonie bactérienne avec une goutte d’eau oxygénée. Une réaction
positive se traduit par I’apparition d’un dégagement gazeux sous forme de mousse au de
bulles.

IV.2.5.2. Production d’oxydase :

Ce test est basé sur la détection de la production de 1’enzyme cytochrome oxydase. Il s'agit de
mettre en contact une colonie bactérienne avec un disque d’oxydase. Une réaction positive se
traduit par D’apparition d’une coloration violette, soit immédiatement, soit apres quelques

secondes. La lecture est limitée a 30s.
IVV.2.5.3. Utilisation des sucres, production de gaz et d’H2S :

Ce test est réalisé sur un milieu gélosé incliné T.S.I (Triple Sugar Iron), qui permet d’étudier
I’utilisation du lactose, du saccharose, la fermentation du glucose et la production des gaz et
d’Hz2S. L’ensemencement des tubes est réalisé par des stries sur la pente et par piqure central

a partir d’une culture sur milieu gélosé. L’incubation se fait a 30°C pendant 24h.
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1VV.2.5.4. test de mobilité et utilisation du mannitol

Le milieu mannitol mobilité est ensemencé par piqure centrale jusqu’au fond du tube et
incuber pendant 24h a 37°C. Si le milieu devient jaune la bactérie est mannitol (+) et s’il y a

Présence d’un trouble cela indique que la bactérie est mobile.
IV.2.5.5. Test de rouge de méthyle (RM) et vogues —proskauer (VP) :

Ces tests sont réalisés en utilisant le milieu Clark et Lubs (bouillon répartit dans des tubes
standards), 1’ensemencement des deux tubes de Clark et Lubs se fait par inoculation,
I’incubation est réalisée a 30°C pendant 24h. Au moment de la lecture des résultats on ajoute
au premier tube, 3 gouttes de RM et dans le deuxieme tube, on additionne 3 gouttes de VP1
(o naphtol) et 3 gouttes de KOH.

La coloration rouge dans le test de rouge de méthyle montre un milieu relativement acide
(glucose convertis en produits acides tels que le lactate, I'acétate et le formate), la bactérie est
dite rouge de méthyle positif (RM+). La coloration jaune indique un résultat négatif.

L’apparition d’un anneau rouge (en surface) dans le test de VP signifie la présence
d’acétoine et la fermentation du glucose par la voie butylene glycolique,

la souche est dite VP positif.

L’absence de I’anneau rouge, signifie I’absence d’acétoine, la souche est dite VP négative.

1VV.2.5.6. Utilisation de citrate

Le caractere recherché est I’utilisation du citrate comme seule source de carbone. Le milieu
utilisé est le citrate de simmons, ensemencé par stries longitudinales, ensuite met en
incubation pendent 24h heures a 37°C. Le virage de I’indicateur de pH au bleu est due a

I’alcalisation du milieu et la souche est dite citrate (+).
IV.2.5.7. Recherche de la nitrate-réductase

Le nitrate réductase est une enzyme qui catalyse la réaction de réduction des nitrates en
nitrites dont leur mise en évidence est réalisée en utilisant le réactif de Griess. Parfois,

certaines bactéries peuvent pour suivre cette réduction, jusqu’a une dénitrification.

NOz+ 2H" +2% NO2” + H20
NO73 + 6H" 5% ~ N2+ 3H20

y

v
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Le réactif de Griess, prend une teinte rouge-orangé en présence d’ion nitrites.

L’absence de coloration rouge ne signifie pas obligatoirement que la bactérie testée ne
possede pas de nitrate-réductase, car elle peut posséder une nitrate-réductase tres active qui
est capable de réduire les nitrate jusqu’au stade diazote N2 et une bactérie possédant une telle
enzyme consomme tous les nitrates du milieu. Dans ce cas le test est complété par 1’épreuve
de Zo-Bell en ajoutant la poudre de zinc qui est un composé capable de réduire les ions

nitrates en ions nitrites :

2H" NO3 + Zn° » NO2+Zn?" +H0

L’apparition d’une teinte rouge indique la formation d’ions nitrites par 1’action du zinc,
donc ca signifie la présence des ions nitrates dans le milieu, donc la bactérie ne possede pas
de nitrate-réductase. A I’inverse, 1’absence de coloration rouge indique qu’il n’y a plus d’ions
nitrates dans le milieu pour réagir avec le zinc, donc la bactérie possede une nitrate-réductase

trés active qui a consommeé tous les ions nitrates.
IV.2.6. La galerie APl 20 NE :

Les trois isolats ont fait I’objet d’une identification biochimique avec le systéme API 20
NE. La galerie biochimique API 20 NE est un systéme miniaturisé, prét a I’emploi et
standardisé. Elle comporte 20 microtubes contenant des substrats déshydratés. Les tubes sont
ensemencés avec une suspension bactérienne effectuée en eau physiologique stérile. Les
réactions produites au cours de la période d’incubation se traduisent par des virages colorés

spontanés ou révélés par I’addition de réactifs (Kerr, 1996).

La galerie API 20NE permet d’effectuer les tests suivants : NOs (réduction des Nitrates),
TRP (formation d’indole (Tryptophane), GLU (fermentation (GLUcose), ADH (Arginine
DiHydrolase), URE (UREase), ESC (hydrolyse (B-glucosidase) (ESCuline), GEL (synthese
d’une gélatinase), PNPG (B-galactosidase (Para-NitroPhényl-Bd-Galactopyranosidase), GLU
(assimilation (GLUcose), ARA (assimilation (ARAbinose), MNE (assimilation (ManNosE),
MAN (assimilation MANNitole), NAG (assimilation (N-Acétyl-Glucosamine), MAL
(assimilation (MALtose), GNT (assimilation (potassium GlucoNaTe), CAP (assimilation
(acide CAPrique), ADI (assimilation (acide ADIpique), MLT (assimilation (MaLaTe), CIT
(assimilation (trisodium ClITrate), PAC (assimilation (acide PhénylACétique) (Kerr A, 1996).
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Figure n° 4 : La galerie biochimique API 20 NE
IV.2.7. Conservation des isolats :

Les isolats purifiees et identifiées sont conservées a 4°C dans des tubes de gélose nutritive

(GN) incliné, inoculer et incuber préalablement pendant 20h a 30°C.

1V.3. Matériel végétal :
1V.3. 1. Récolte de la plante :

Pour la présente étude, il est utilisé comme mateériel végétal la plante Prunus persica. Les
feuilles ont été récolté durant les mois de juin et juillet 2015, séchées a I’ombré pendant
quinze jours, Aprés le séchage, la matiere végétale a été réduite en poudre a 1’aide d’un
broyeur électrique, puis conservée soigneusement dans des sachets en papier dans un endroit

sec.
1VV.3.2. Préparations des extraits :
1VV.3.2.1. Préparation des extraits bruts (Extraction par le méthanol) :

L’extraction par percolation type Soxhlet a été la méthode choisie, L’extracteur de Soxhlet est
une piéce permettant d’effectuer une extraction solide-liquide avec une grande efficacité.
L’appareil porte le nom de son inventeur : Franz VVon Soxhlet ; ¢’est une méthode simple et
convenable qui nous permettra de répéter infiniment le cycle d’extraction avec un solvant
frais jusqu’a épuisement complet du soluté dans la matic¢re premiere, d’ou vient son efficacité

élevée (Penchev, 2010).
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Figure n° 5 : le montage de I’extraction soxhlet.
» Le principe de ’extraction Soxhlet :

La matiere a extraire est mise dans la cartouche du Soxhlet. Le solvant est introduit dans
le ballon puis chauffé pour démarrer 1’extraction. Cette dernicre est arrétée lorsque le liquide
entourant la cartouche devient clair, cette couleur indique que le solvant n’extrait plus rien du
solide. Le contenu du ballon (solvant plus maticres solubilisées) est ensuite traité¢ a 1’aide du

Rotavapor pour éliminer le solvant. Le résidu est pesé pour quantifier la masse d’extrait total

sec (Mext) (Penchev, 2010).

Figure n° 6 : 1’évaporateur rotatif (Type : BUCHE R-210).
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1VV.3.2.2. Extraction des flavonoides :
a) Extraction des flavonoides par 1’acétate d’éthyle:

A partir de I’extrait méthanoique, nous avons préparé 1’extrait acétatique (EAC). L’extrait
méthanoique est ajoutés dans un solvant composé d’acétate d’éthyle/eau distillée volume par
volume. Le tout a été vigoureusement agité pendant 20 minutes. Au bout de 30 a 50 minutes
dans une ampoule a décanter, nous avons assisté a la formation de deux (2) phases. Apres
élimination de la phase inférieure aqueuse, la phase supérieure acetatique a été recueillie et

évaporée a pression réduite (Bekkara et al., 1998).

Figure n° 7 : Extraction des flavonoides par 1’éthyle acétate.
b) Extraction des flavonoides par butanol :

On ajoute le butanol a I’extrait aqueux obtenu de I’extraction de flavonoide par I’Ethyle
Acétate Le tout a été vigoureusement agité pendant 20 minutes, met dans une ampoule a
décantation qui a donné deux extraits : extrait flavonoide par butanol et extrait aqueux
(Bekkara et al., 1998).
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Figure n° 8 : Extraction des flavonoides par butanol.
1V.3.3. Le rendement d’extraction :

Selon Clémence et Dongmo (2009), le rendement exprimé en pourcentage par rapport
au poids du matériel de départ et déterminé par la relation suivante :

R (%) = (Mext) x 100/ Méch

e R: Rendement (en %);
e Mext : est la masse de I’extrait apres 1’évaporation du solvant en g ;

e Méch : est la masse de I’échantillon végétal en g.
IV.4. Activité antibactérienne des extraits préparés :

L’activité antibactérienne des extraits préparer a été évaluée par la méthode de diffusion en
milieu gélose Mueller-Hinton telle que décrite par Bauer et al., (1966) et reprise par Barry et
al., (1985).

A partir de colonies jeunes de 24h, une suspension bactérienne est réalisée dans 1’eau
physiologie stérile pour chaque isolat testé. La turbidité de cette suspension est ajustée a
0.5Mac Farland puis diluée au 1/100. On obtient alors un inoculum estimé a 10° unités
formant colonie par millilitre (UFC/ml). Cet inoculum est ensemencé par inondation sur des
boites de pétri contenant la gélose Mueller-Hinton (SFM, 2008).

Des disques en papier Whattman de 6 mm de diamétre, ont été d’abord stérilisés par

I’autoclavage, puis ont été imprégnés durant 15-20 minutes dans les déférents extraits.ils sont

()]
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ensuite délicatement déposés a la surface de la gélose. Les boites de pétri sont d’abord
laissées pendant 30 minutes a la température ambiante pour une pré-diffusion des substances,
avant d’étre incubée a 37°C a 1’étuve pendant 24h (Adesokan et al., 2007).

e L’organigramme suivant résume la démarche adoptée :

Souche pure a étudier

v
Préparation de I’inoculum en eau physiologique

v
Ensemencement en surface par inondation (milieu Mueller- Hinton)

v

Disposition des disques imprégnés par les extraits sur la surface de Mueller- Hinton

v
Incubation a 37°C/24h
Protocole de I’activité antibactérienne en milieu solide
IV.5. Détermination de la Concentration Minimale Inhibitrice (CMI) de I’extrait :

La Concentration Minimale Inhibitrice (CMI) de facon générale est la plus faible
concentration d’antibactérienne capable d’inhiber toute croissance visible aprés un temps

d’incubation de 18 a 24 heures.

Chacune des trois isolats de P. aeruginosa et la souche de référence P. aeruginosa ATCC
27853 étudiés est inoculés dans des tubes a raison de 10° UFC/mI soit 200 pl de suspension
bactérienne de DO =~ 0,08-0.1 /tube contenant 2ml de milieu Luria Bertani (LB) ajusté avec
les déférentes concentrations de I’extrait (50 - 25 - 12,5 - 6,25 - 3,12 - 1,5mg/ml) testées. Ces
tubes son incubés a 37°C pendant 24h.
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IV.5.1. Préparation des dilutions :

A partir d’un extrait préparé et des tubes en verre contenant 2ml de milieu LB stérile, en
passant par la préparation des concentrations 50; 25; 12.5; 6.25; 3.12 jusqu’a 1.56mg/ml

suivant le protocole mentionné ci de sous :

/|\ Vv Vv Vv Vv V Vv V
U y
tv

v} v

SM 50 25 125 625 312  1.56mg/ml

(100mg/ml)

IV.6. Détermination de la Concentration Minimale Bactéricide (CMB) de ’extrait

La concentration minimale bactéricide (CMB) est la concentration antimicrobienne qui
laisse au plus 0,01% de germe survivants. Pour sa détermination, la gélose nutritive coulée
dans des boite de pétri est ensemencée en stries par les contenus des tubes ayant une
concentration > CMI dans la série de dilution précédentes. La CMB est déterminée apres une
incubation de 24h a 37°C (Biyiti et al., 2004).

IV.7. Effet de I’extrait flavonoide sur la formation du biofilm de P. aeruginosa :

Dans le but d’étudi¢ I’effet d’extraits préparés sur la formation de biofilm par P.
aeruginosa, nous avons inoculé chacun des trois isolats et la souche de référence P.
aeruginosa étudiés dans des tubes a raison de 10° UFC/ml soit 200 pl de suspension
bactérienne / tube, ces tubes contenant préalablement 2ml de milieu LB additionné par deux
déférentes concentrations de ’extrait flavonoique extraite par le butanol (1/2 et 1/4CMI). Ces
tubes sont incubés a 37°C pendant 24h. La quantification des biofilms attachés aux tubes est

évaluée semi-quantitativement par 1’analyse cristal violet.

a1
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2 ml de milieu LB contenant les # concentration de 1’extrait
+ 200puL de la suspension bactérienne a108UFC/mll

Incubation a 37°C

Ringage (3fois) par I’eau distillée (10ml)
Séchagelé I’air libre
Ajout de 2ml de Cristal Violet a 1% (laisser agir 15 min)
Ringage (3 fois) par I’eau distillée
Ajout de 2ml d’éthanol 95% (laisser 1min)
Transfert de 1’éthanol de chaque tube vers une cuve de spectrophotométre

Lecture de la DO a 580nm

Figure n° 9 : Protocole de quantification de la formation de biofilm
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V. Résultats et discussion
V.1. Identification des isolats obtenus

V.1.1.L'étude macroscopique

L'observation macroscopique a montré que les colonies de Pseudomonas aeruginosa ayant
une forme plate opaque, bombée, de conteur régulier et parfois irrégulier, avec un aspect

métallique, une pigmentation jaune verdatre présente dans le milieu King B et bleu vert dans
le milieu King A.

Figure n°10: Aspect macroscopique de Pseudomonas aeruginosa ensemenceée :
Sur King A (A) et sur King B (B).
V.1.2. L'étude microscopique

L'observation microscopique des bactéries apres la coloration de Gram des frottis réalisés a
partir des cultures purifiées a montré que les quatre isolats de P. aeruginosa

apparaissent sous forme de bacille a couleur rose a coloration de Gram négatif.

Figure n°11: Observation microscopique de P. aeruginosa apres une coloration de Gram
(x1000)

ey
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V.1.3. Croissance a 4°C et a 42°C

Apres 48 heures d’incubation, toutes les bactéries ont poussés a 42°C mais aucune culture n'a

été obtenue a 4°C.
V.1.4 Caractéres biochimiques
V.1.4.1. Test de I’oxydase

La coloration violette qui a apparue en quelques secondes, révéle une réaction positive, tous

les isolats sont dites oxydases positives (Mac Faddin, 2000).
V.1.4.2. Test de la catalase

L'apparition des bulles de gaz aprés I'addition de H20-, révele une réaction positive et tous les

isolats sont dites catalase positive.

Figure n°12: Résultat de test de la catalase pour le P. aeruginosa

V.1.4.3. Milieu TSI (Triple sugar iron)

Les tubes de TSI ensemencés par les isolats présentent un culot et une pente rouge,
ce qui signifie que les bactéries sont des non fermentatifs de sucres (lactose, glucose et
saccharose), I'absence de bulles d'air et des précipités noirs révele I'absence de gaz et de H>S.
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Figure n°13: Résultat de test de TSI pour les quatre isolats de P. aeruginosa.
V.1.4.4. Utilisation du mannitol et recherche de la mobilité

La dispersion des bactéries dans le milieu mannitol mobilité, révéle que les quatre isolats sont
mobiles et peuvent se déplacer dans la gélose molle du milieu utilisé. L’absence de

dégradation du mannitol révéle que tous les isolats sont Mannitol négatif.

Figure n°14: Résultats de test mannitol mobilité pour les isolats testés de P. aeruginosa.
V.1.4.5. Utilisation de citrate

Les quatre souches sont citrate (+). Dans ce milieu le citrate (CsHsO72) est la source unique
de carbone. L’utilisation de ce substrat en aérobie en présence d’enzyme citrate perméase, a
¢été traduite par le virage de l’indicateur de pH (bleu de bromothymol) au bleu da a

I’alcalinisation du milieu. L’équation de 1’oxydation par respiration aérobie du citrate est :
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2CsHs5073+90, ——»12C0O,+2H,0+60OH"

Figure n°15: Résultat de 1'utilisation de citrate pour les isolats testés de P. aeruginosa.

V.1.4.6. Test de rouge de méthyle (RM) et Vogues —Proskauer (VP)

L’absence de la coloration rouge aprés 1’addition de rouge de méthyle au moment de la
lecture des résultats, révele que tous les isolats sont RM négatif, le milieu est dit
légérement acide ou alcalin, Pour le test VP I’absence d’une coloration rouge, signifie
I’absence d’acétoine et absence de fermentation du glucose par la voie butylene

glycolique ( pas de production d’acétoine ), la souche est dite VP négative.

Figure n°16: Résultat de test de rouge de méthyle et VVogues — Proskauer

Pour les quatre isolats de P. aeruginosa.
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V.1.4.7. Réduction des nitrates

En anaérobiose, les souches poussent en utilisant le nitrate comme accepteur final
d’électron de sa chaine de phosphorylation oxydative. Cette respiration anaérobie est liée
a lactivit¢ d’enzymes localisées dans la membrane plasmique bactérienne (Marchal et
al.,1987). Ce test et pour but de rechercher la nitrate réductase. Apres incubation on verse
quelques gouttes de réactif de GRISS (Nit I: acide sulfanilique, et Nit Il: a-naphtylamine) la

présence d’un précipité rouge signifie que les réactives de GRIESS ont réagi avec les nitrites.

Figure n°17: Résultat du test positif de nitrate réductase pour les quatre isolats de P.

aeruginosa.

V.1.5. Galerie biochimique API 20 NE :

Les résultats obtenus de tous les isolats testés sont mentionnés dans le tableau N°1.

Tableau n°01 : les résultats des différents tests de la galerie biochimique API 20 NE pour les
trois isolats testés de P. aeruginosa.
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Teste Isolat1 | Isolat2 | Isolat6
NO3 (réduction des Nitrates) + + +
TRP (formation d’indole TRyptoPhane) - - -
GLU(fermentation (GLUcose) - - -
ADH (Arginine DiHydrolase) + + +
URE (UREase) - - -
ESC (hydrolyse (B-glucosidase) (ESCuline) + + +
GEL (synthése d’une gélatinase) + + +
PNPG (B-galactosidase (Para-NitroPhényl-BD-
Galactopyranosidase), - - -
GLU (assimilation (GLUcose) + + +
ARA (assimilation (ARAbinose) - -
MNE (assimilation (ManNosE) - - -
MAN (assimilation (MANRNitol) + + +
NAG (assimilation (N-Acétyl-Glucosamine) + + +
MAL (assimilation (MALtose) - -
GNT (assimilation (potassium GlucoNaTe) + + +
CAP (assimilation (acide CAPrique) + +
+

ADI (assimilation (acide ADIpique)

+ + +
MLT (assimilation (MaLaTe) + + +
CIT (assimilation (trisodium ClTrate) + + +
PAC (assimilation (acide Phénylacétique) - - -

+ : Réaction positive
- . Réaction négative

Oxydase positive
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Figure n°® 18: Résultats de I’API 20 NE de I’isolat n°1 P. aeruginosa

Figure n°20 : Résultats de I’API 20 NE de I’isolat n° 3 de P. aeruginosa.
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V.2. L’obtention des extraits des plantes :
V.2.1. L’extrait méthanoique de Prunus persica

L’extrait méthanoique recueilli aprés extraction.

Figure n°21: L extrait méthanoique de Prunus persica.

V.2.2. Rendement d’extraction : Le tableau N°2 montre le rendement des trois extraits
effectués sur les feuilles de Prunus persica

Tableau N°02 : Le rendement des trois extraits préparés de Prunus persica.

L’extrait Rendement %
Extrait méthanoique 34.4

Extrait d’éthyle Acétate 55

Extrait de butanol 5.9

V.3. Activité antibactérienne des extraits prépareés de P. persica :

Suivant les résultats de I’activité antibactérienne des trois extraits preparés a partir des
feuilles de Prunus persica (extrait brut par méthanol et les deux fraction de 1’extrait d’éthyle

d’acétate et de butanol) par la méthode de diffusion sur gélose MH.
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Des zones d’inhibition des trois isolats de P. aeruginosa (P1, P> et P3) et une souche de
référence (P. aeruginosa ATCC 27853) ont été enregistré par uniquement 1’extrait
flavonoique par le Butanol. Ceci signifié que I’extraits butanolique posséde une activé
antibactérienne sur les isolats de P. aeruginosa testes et il est plus actif par rapport les deux

extraits (méthanoique et éthyle d’acétate).

La variation observée dans 1’activité antibactérienne entre les trois extraits préparés suivant
le protocole décrit par Bekkara et al., (1998) peut étre expliqué par la variation de
concentration des composées responsable de 1’activité antibactérienne observées entre des

extraits réalisés par les déférents solvants chez la méme plante.

L’efficacité optimal d’un extrait peut ne pas tre due a un constituant actif principal, mais a
I’action combinée (synergie) de différents composée de 1’origine de cet extrait (Rojas et al.,
1992 ; Marjori, 1999 ; Essawi et Srour, 2000). Comme peuvent étre affecté par I’antagonisme

entre les constituants dans le méme extrait.

Figure n°22 : Activité antibactérienne d’extrait de butanol contre P. aeruginosa.

V.4. Concentration Minimale Inhibitrice (CMI) d’extrait flavonoique de P. persica:

La CMI et la CMB ont été determinées pour I’extrait possédant la plus forte activité

antibactérienne, il s’agit de I’extrait flavonoique par le butanol sur la bactérie P. aeruginosa.

Les résultats que nous avons obtenue comparativement aux témoins montre qu’avec une
concentration de 12.5 mg/ml on a remarqué une absence de trouble, ce qui explique

I’inhibition de leur croissance par I’extrait. Cette concentration correspond a la concentration
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minimale inhibitrice de I’extrait flavonoique par butanol sur les isolats de P. aeruginosa testés
(Figure n°23). L’apparition de trouble a partir de la concentration de 6.5 mg/ml est d{ au fait
que les extraits a ces concentration sont diluée et sont alors incapables d’inhiber la croissance
des isolats (concentration inefficace pour 1’inhibition de la croissance).

Une étude de I’activité biologique réalisée en 2012 par Sumaira et Habib montre que I’extrait
méthanolique exerce une activité antibactérienne significative contre la Klebsiella pneumonia
et Enterococcus faecalis. La fraction d’éther de pétrole a également démontré une activité
antibactérienne significative contre Escherichia coli et Staphylococcus aureus. La fraction de
dichlorométhane a inhibé la croissance d’E. coli et K. pneumonie et Celle d’éthyle acétate a
indiqué une activité significative contre E. faecalis. La fraction de chloroforme n’a montré
aucune activité significative contre E. coli, K. pneumonie et Bacillus subtilis. L’extrait
méthanoique de P. persica inhibe significativement la croissance de K. pneumonia et E.
faecalis, alors qu’aucune activité a ét¢ indiqué par E. coli, P. aeruginosa, S. aureus, B.

subtilis, S. typhi et S. flexenari.

Figure n°23 : Les résultats de I’effet de I’extrait de butanol sur la croissance de P. aeruginosa
V.5. Concentrations Minimale Bactéricide (CMB) d’extrait flavonoique de P. persica:

L’ensemencement sur la gélose nutritif a partir les concentration > a la concentration minimal
inhibitrice, a révélé un pouvoir bactéricide contre P. aeruginosa a la concentration de 25

mg/ml de I’extrait flavonoique par butanol (fig 24).
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6,25 mg/ml

12,5 mg/ml

25 mg/ml CMB

50 mg/ml

Figure n°24 : CMB d’extrait flavonoique par butanol de P. persica
V.6. Effet d’extrait flavonoique sur la formation du biofilm de P. aeruginosa :

Les résultats que nous avons obtenus pour I’effet d’extrait flavonoique extraite par le butanol
sur la formation de biofilm par P. aeruginosa indiquent que 1’extrait testé ne montre aucune

inhibition de formation de biofilm comparativement aux témoins.

Figure n°25 : Effet d’extrait flavonoique sur la formation du biofilm par P. aeruginosa (A :
Biofilm non traité par I’extrait, B : Biofilm traité par 2 CMI d’extrait, C : Témoin négatif)
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Conclusion

P. aeruginosa est aujourd’hui clairement reconnu comme un pathogéne nosocomial majeur
chez les patients immunodéprimés ou affaiblis, ainsi que dans le cadre de la mucoviscidose. P.
aeruginosa a toujours été considéré comme une cible difficile en chimiothérapie anti

infectieuse.

A travers 1’étude réalisée sur la plante Prunus persica, on a Vvérifié 1’activité antibactérienne
des trois extraits préparés a partir les feuilles (extrait brut par méthanol et deux fraction a
partir de I’extrait par éthyle d’acétate et par butanol) contre trois isolat de P. aeruginosa (P1,
P et P3) et une souche de référence (P. aeruginosa ATCC 27853) par la méthode de diffusion

sur milieu gélosé.

Les résultats obtenus montrent une activé antibactérienne contre les trois isolats de P.
aeruginosa (P1, P2 et P3) et une souche de référence (P. aeruginosa ATCC 27853) testé par

seulement I’extrait flavonoique par Butanol.

Cette étude suggere probablement que les flavonoides de P. persica soluble dans le butanol
sont plus actifs contre les isolats testés de P. aeruginosa en comparaissant aux flavonoides

solubles dans I’éthyle d’acétate et le méthanol.

La détermination de la Concentration Minimale Inhibitrice (CMI) de cet extrait (I’extrait
flavonoique par Butanol) en milieu liquide suivez par ensemencement en milieu gélosé dans
le but de détermination de la Concentration Minimale Bactéricide (CMB), ont montré une

activité inhibitrice autour de 12,5mg/ml et 25mg/ml respectivement.

Le test d’effet de 1’extrait flavonoique par Butanol sur la formation de biofilm par 1’analyse de
cristal violet, n’a montré aucun effet inhibiteur sur la quantité de biofilm formé par les isolats

testés de P. aeruginosa.
En perspectives, les recommandations suivantes sont suggeérées:

Etablir des études chimiques des extraits de la plante pour pouvoir connaitre leurs

compositions et comprendre la déférence entre eux.

Les résultats restent préliminaires et donc nécessite des tests plus avancés in vitro mais aussi

in vivo pour plus de confirmation.
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Annexes : Les milieux de culture

e Gélose nutritive (GN)

Peptone
Extrait de viande
Extrait de levure
NaCl
Agar
Eau distillée
pH

e king A solide
Peptone de caséine
Sulfate de magnésium
Phosphate bipotassique
Glycérol
Agar
Eau distillée
pH

e king B solide
Peptone de caséine
Sulfate de potassium
Chlorure de magnésium
Glycérol
Agar
Eau distillée

pH

69

1g

29

59

209
1000ml

7.2

209
1.59
1.5¢
10ml
20g
1000ml

7.2

209
10g
1.49
10ml
209
1000ml
7.2



e Milieu LB (Luria Bertani) (Sigma) (pour réactivation des souches)

Tryptone 10g/L
Extrait de levure 5¢/L
NaCl 10g/L

e Milieu Mueller Hinton (MH) (activité antibactérienne)

Extrait de viande 39
Acide hydrolyse de caséine 179
Amidon 1.5¢
Agar 20g
Eau distillée 1000ml
pH 7.2

e Bouillon nutritif (pour réactivation des souches)

Peptone 69
Extrait de viande 19
Extrait de levure 29
NaCl 59
Eau distillée 1000ml

pH 7.2
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