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Résumé

Résume :

Le présent travail a pour objectif ; I’étude de 1’activité antibactérienne de certaines souches de
lactobacillus sp associées a des antibiotiques vis-a-vis des bactéries pathogénes. Une analyse
de plusieurs recherches scientifiques sur 1’utilisation des antibiotiques ou des substances
alternatives en association a une antibiothérapie est réalisée pour évaluer I'importance des
effets synergiques et discuter les résultats obtenus par différents auteurs. L’évaluation de
I’effet synergique positive ou antagoniste des associations des agents antimicrobiens
(antibiotiques + bactériocine ; huile essentielle + antibiotique ; huile essentielle +bactériocine)
est effectuée in vitro par la méthode de E test ou le damier qui permet la comparaison de
I’efficacité des différentes combinaisons antimicrobiennes vis-a-vis de plusieurs souches
pathogenes. 1l est démontré que des combinaisons de bactériocines associées a différents
antibiotiques tell que : polymyxine et la colistine exercent une activité antibactérienne avec un
effet synergique contre les bactéries pathogenes : (Escherichia coli ; Listeria monocytogenes ;
Salmonella choleraesuis ; Pseudomonas aeruginosa, Yersinia enterocolitica) par la méthode
de diffusion en puits sur gelose. Aussi, il est possible d'avoir des activités antibactériennes
avec différentes huiles essentielles telles que 1’huile de Pelargonium asperum en combinaison
avec des bactériocines ou des antibiotiques permettant I’inhibition de Staphylococcus aureus ;

et Escherichia coli.

Mots clés: bactéries lactiques, antibiotique, activité antibactérienne, pathogenes, effet

synergique.



Abstract

Abstract :

This work aims to study the antibacterial activity of lactic acid bacteria strains associated with
antibiotics against pathogenic bacteria. An analysis of the various research works on the use
of antibiotics or alternative substances associated with antibiotic therapy is done to evaluate
the synergistic effects importance and to discuss the results obtained by different authors. The
evaluation of synergistic positive or antagonistic effect of the antimicrobial agents
combinations (antibiotic + bacteriocin; essential oil + antibiotic; essential oil + bacteriocin) is
done by the E-test method or checkerboard used for the in vitro comparison of the efficacy of

different antimicrobial combinations against several pathogenic strains.

Analysis of selected articles confirm the possibility to have an antibacterial activity with
different combinations of bacteriocins and antibiotics such as polymyxin and colistin by the
synergistic effect against pathogenic strains such as (Escherichia coli; Listeria
monocytogenes; Salmonella choleraesuis; Pseudomonas aeruginosa; Yersinia enterocolitica)
by the method of well diffusion on agar. Additionally, it is possible to have antibacterial
activity by different essential oils such as Pelargonium asperum oil associated to bacteriocins
or antibiotics for different pathogens inhibition (Staphylococcus aureus; and Escherichia
coli).

Key words: lactic acid bacteria, antibiotic, antibacterial activity, pathogens, synergistic effect.
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Introduction

Introduction

Les bactéries lactiques sont connues par leur capacit¢ d’inhiber le développement des
bactéries pathogeénes. Cette capacité d’antagonisme est attribuée a la production de
métabolites antimicrobiens : Les inhibiteurs non spécifiqgues comme les acides organiques
(acide lactique, acide acétique ....etc.) (Bourgeois et Larpent.,, 1996), le péroxyde
d’hydrogéne et des inhibiteurs spécifiques tels que les bactériocines (klaenhammer, 1993).
Elle représente un groupe diversifie de bactéries dont le produit majeur de fermentation est
I'acide lactique (Boukefoussa, 2012).

L’utilisation des antibiotiques comme traitement curatif appliqué a des animaux malades soit
comme un traitement préventif pour éviter I’apparition de certaines pathologies, ou encours
comme un promoteur de croissance pour 1’amélioration de la performance zootechnique
(Guillot, 1989). Gunal et al. (2006), ont conduit a 1’émergence rapide de souches
bactériennes multi-résistantes menacant la santé publique. Pour faire face a ce probleme les
études sont actuellement orientées vers la recherche de substance naturelle e comme les
bactériocines des bactéries lactiques (Mehidi, 2015). Ces substances antimicrobiennes ont la
capacité de cibler sélectivement les bactéries pathogénes ou altérantes, sans pour autant
inhiber les bactéries indispensables. Tous ces criteres suggérent qu'ils peuvent étre un
substituant idéal de lutte contre les infections microbiennes (Mehidi, 2015). En effet, la
résistance des bactéries aux antibiotiques reste aujourd’hui un probléme majeur de santé
publique. La pression de sélection exercée par I’utilisation importante de 1’antibiothérapie et
la diffusion épidémique des souches résistantes sont les deux facteurs principaux

conditionnant cette évolution (Soussy, 2007).

Le présent travail a pour objectif : 1’étude de I’activité antibactérienne de certaines souches
de bacteries lactiques associees a des antibiotiques vis-a-vis des souches pathogénes et le
manuscrit s’articule autour de ce contexte en Trois parties ; la premicre concerne des rappels
bibliographiques, la deuxiéme partie décrit le matériel et les méthodes nécessaires a la
réalisation des travaux de manipulations et la troisieme partie est consacrée a l'analyse des
differents travaux de recherche concernant l'utilisation des antibiotiques et/ou des substances

alternatives en association a une antibiothérapie.

Page | 1
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I. Les bactéries lactiques :

I.1. Généralités :

Les bactéries lactiques sont un grand groupe des micro-organismes non pathogenes de
catégorie alimentaire regroupant un ensemble d’espéces hétérogénes (Labioui et ElImoualdi,
2005). Ces bactéries sont mésophiles avec une croissance de 10 °C a 40 °C et un optimum
entre 25 et 35 °C, mais certaines sont capables de se développer a 5 °C ou 45 °C, elles
supportent des pH de 4 a 8 (exceptionnellement de pH 3.2 a 9.6), il s’agit d’un groupe de
bactéries a Gram-positif sous forme cocci (figure 01 A) ou batonnet (figure 01 B) (Luis et
al., 2006 ). Ces bactéries exigeantes ne possedent pas de cycle de Krebs, ni de cytochromes,
ni porphyrines (composants de la chaine respiratoire) ni catalase, ni nitrate-réductase et leur
croissance requiert des acides aminés, des bases azotées et des vitamines. (Abid, 2015 ;
Adeyemo et al., 2017). Elles ont en commun la capacité de fermenter les sucres en acide
lactique. Certaines sont dites homofermentaires alors que d’autres sont dites
hétérofermentaires (Helmut et Jirgen, 2009) et leur croissance requiert des acides aminés,

des bases azotées et des vitamines. (Abid, 2015 ; Adeyemo et al., 2017).

Les bactéries lactiques sont ubiquistes (Tableau 02) et on les trouve dans différentes niches
écologiques comme le lait et les produits laitiers, les végétaux (plantes et fruits), les
muqueuses et tube digestif humain et animal (Drouault et Corthier, 2001). Les principaux
genres (tableau0l) qui constituent le groupe des bactéries lactiques sont Lactobacillus,
Carnobacterium, Streptococcus (figure03), Entérocoques, Lactococcus, (figure04)
Pediococcus, Leuconostoc (figure02) et le genre Bifidobacterium est actuellement considéré

comme un genre de bactérie lactique (Guetarni., 2007).

Les lactobacilles (figure 05) ont un meétabolisme énergétique saccharolitique ou le lactate est
I’acide organique majoritaire (De Vuyst et al., 1994).Les lactobacilles ont des besoins
nutritionnels complexes, ils exigent un milieu riche en hydrate de carbone comme les
glucides, les acides aminés, peptides, lipides, et vitamines (Hammes et Hertel, 2009).Ce sont
des bactéries Gram+ a sporulée, immobiles, en forme bacille isolé ou groupées en paires ou
en chainette. Elles forment des colonies de petite taille, lisses, brillantes non pigmentées et
souvent opaques. Ce sont des anaérobies facultatifs ayant un PH optimum de croissances de
5,5 avec une température optimale de croissance entre 30 et 40 °C (Hammes et Hertel.,
2009).

Page | 2
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(A)La forme cocci (B) la forme batonnet

Figure 01 : Les formes cellulaires des bactéries lactiques observé au microscope électrique a
transmission (Makhloufi, 2011).

Figure 02 : Observation de Leuconostoc lactis par microscope électronique a transmission (x
10000).

(Bendimerad, 2013).

T3

Figure 04 : Morphologie en microscope électronique de Lactococcus lactis sub sp lactis
x1000 (Menad, 2017).

Page | 3
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Figure 05 : Obsarvation de Lactobacillus plantarum par microscope électronique a

transmission (Aznarl et Zufigal, 2011).

Tableau 01 : Caractéristiques de différents genres des bactéries lactiques (Berguiga et

khemis., 2014).

Genre Morphologie Fermentation Caractéristiques | Habita
lactobacillus Bacilles Homofermentaire | Thermophiles Homme, carnés
héterofermentaire | Mésophiles Produits laitiers,
végétaux ....
Streptococcus Coques Homofermentaire | Thermophiles Produit laitiers
Enterococcus Coques Homofermentaire | Mésophiles ’intestin de
croissance I’homme et des
a45°C animaux,
Thermorésistante | produit
laitiers.
Leuconostoc Coques Héterofermentaire | Mésophiles Produit
vegétaux

Tableau 02 : habitat des lactobacilles (Perry et al., 2004).

Habitat Espéce rencontres Activités ou produits
Matériel vegeétale en | Lb.plantarum, Casei, Lb. Cornichons.  Ensilage et
décomposition Acidophilus  Lb.delbrukii, | choucroute
Lb.Lactis Fromage et yaourt etc.
Laiterie
Tractus —gastro-intestinale | Lb.Salivrus Formation des caries dentaire
des animaux Gasseri, Flore normale
orale Lbhamnosus.Lb.Ceseal,
intestinale Lb.plantarum

Vagin des mammiféeres

Lb.Vaginalis

Flore normale

Page | 4
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I.2.Activité antibactérienne des bactéries lactiques :

Les propriétés antimicrobiennes des bactéries lactiques peuvent étre associées a de nombreux
¢léments. Elles résultent de 1‘effet combiné de différents facteurs biologiques provenant de
leurs activités métaboliques (Hadj Abderrahman, 2015).Les lactobacilles sont connus pour
leur capacité de produire lors de leur croissance ; des composées actives douées d'une activité
antagoniste a I'égard d'un grand nombre de microorganismes d’altération, leur permettant de

se développer préférentiellement dans divers écosystemes (Matilla-Sandholm et al., 1999).

L'activité antimicrobienne des lactobacilles est due a la production de plusieurs substances
comme : les acides organiques (acide lactique, acide acétique, acide formique), le peroxyde
d'hydrogéne et le dioxyde de carbone. L'inhibition peut étre aussi due & la production de
bactériocines (Nissen-Meyer et al., 1997).En effet, les bactéries lactiques sont connues, par
leur production de substances antibactériennes leur permettant de se développer
préférentiellement dans divers écosystémes. L’activité antagoniste des bactéries lactiques est
due aux métabolites excrétés : I’acide lactique et autre acides organiques, peroxyde
d’hydrogéne, le dioxyde de carbone, le diacétyl, la reutérine et les bactériocines. (Leveau et
al., 1991 ; De Vuyst et Leroy., 2007).

1.2.1.Acide lactique et acides organiques :

Les produits principaux du métabolisme des bactéries lactiques sont des acides organiques qui
sont produits soir par la voie homofermentaire, soir par la voie hétérofermentaire. Le
métabolisme du pyruvate conduit au format uniquement d’acide lactique chez les homo-
fermentaires tandis qu’il conduit a la formate d’acide lactique acétique et formique, d’éthanol
et le dioxyde de Carbonne chez les hétéro-fermentaire (liu, 2003).Leur activité

antibactérienne contre les germes pathogenes s’exprime de deux maniéres :

e Une action directe ou les acides organiques diffusent passivement a travers la
membrane bactérienne sous leurs formes non dissociées. ils acidifient le cytoplasme et
inhibent I’activité enzymatique cellulaire des pathogénes. Cette diminution du PH peut
donc affecter la viabilité des pathogénes bactériens (Aiba et al., 1998 ; Alakomi et al.,

2000 ; lavermicocca et al., 2008).

Page | 5
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e Une action indirecte due a la tolérance de 1’acidité par les lactobacilles et par
conséquent, dans un milieu acide leur compétitivité bactérienne est avantagée par

rapport aux autres bactéries (Servin, 2004 ; Tejéro-Sarienna et al., 2012).
1.2.2. Production de Di acétyle:

Le diacétyle est produit suite a la dégradation du citrate, il est synthétisé par différentes
espéces de bactéries lactiques appartenant a plusieurs genres comme : lactobacillus,
Lactococcus, Leuconostoc et Pediococcus.(El Ziney et al., 1998).11 Présente des propriétés
antimicrobiennes contre les levures, les bactéries Gram négatif et les bactéries Gram positif
non lactiques. La concentration nécessaire a l'obtention d'une inhibition dépend
essentiellement du microorganisme cible (Dortu et Thonart, 2009).

1.2.3. Production de dioxyde de carbone :

Le CO2 est formé pendant la fermentation hétéro-fermentaire, il crée un environnement
anaérobie qui inhibe les microorganismes aérobies. L'accumulation du CO2 dans la bicouche
lipidique peut provoquer un dysfonctionnement de la perméabilité membranaire (Dortu et
Thonart, 2009)

1.2.4. Le peroxyde d’hydrogéne :

Les bactéries lactiques ne posseédent pas de catalase typique contenant un noyau heme pour
dégrader le peroxyde d’hydrogene en oxygene et en eau. Il peut s’accumuler et €tre inhibiteur
de différents microorganismes par 1I’oxydation des lipides membranaires et la destruction des
structures des protéines cellulaires (Zalan et al., 2005).Certaines bactéries lactiques peuvent
néanmoins se protéger contre le peroxyde d’hydrogéne qu’elles produisent par la synthése de
catalase hexamérique ou tétramérique contenant du manganese et qui est parfois decrit
comme étant des pseudos catalases (Strus et al., 2005). Son action se manifestera aussi bien
sur les germes indésirables que sur ceux qui sont indispensables au bon déroulement de la
fermentation. Il est donc rarement utilisé pour son activité inhibitrice. D’autre part, son action

oxydante peut avoir un effet nefaste sur la santé humaine (Zalan et al., 2005).
1.2.5. La Reutérine :

La reutérine (ou 3-hydroxypropionaldehyde) est une substance antimicrobienne qui est

produite comme métabolite intermédiaire pendant la fermentation anaérobique du glycérol par
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certaines espéces de Lactobacillus (El Ziney et al., 1998).La fermentation du glycérol se
déroulent en deux eétapes. Le glycérol sera tout d’abord déshydraté par un «glycérol
déshydratasse» pour former de la reutérine qui sera ensuite réduite en 1,3-propanediol par une
oxydoréductase. Cette deuxieme étape est inhibée en 1’absence de glucose. La reutérine
s’accumule alors dans le microorganisme producteur. (Vollenweider, 2004). La reutérine
inhibent les enzymes a groupement thiol et présentent un large spectre d’activité qui inclue

des bactéries, des champignons et des protozoaires (Galet et al., 2000).
1.2.6. Les bactériocines :

Les bactériocines produites par les BL sont des substances antimicrobiennes de poids
moléculaire variable. Les plus connues sont : la nisine, la diplococcine, 1’acidophiline et la
bulgaricane (Dortu et Thonart, 2009). La plupart des bactériocines produites par les
bactéries lactiques partagent le méme mode d’action, basé sur la formation de pores dans la
membrane de la bactérie cible (De Vuyst et Leroy, 2007 ; Kumari et al., 2009).Bien que
toutes les bactériocines partagent le méme site d’action qui est la membrane cytoplasmique,

leur mode d’action semble étre différent (Mehidi, 2015). (Figure06)
Selon Klaenhammer. (1993), les bactériocines sont réparties en trois classes :

e Les bactériocines de classe | ou lantibiotiques
e Les bactériocines de classe 11 : La classe Il peut étre subdivisée en quatre sous classes lla
alld

e Les bactériocines de classe |1
1.2.6.1. Classe | « Les lantibiotiques » :

Ce sont des peptides de taille inférieure a 5KDa, stable a la chaleur. Cette catégorie comprend
des bactériocines comme la nisine A, 1’épidermine et la lacticine 481. lls peuvent étre divisés
en deux types : Classes La : qui comprend des peptides cationiques hydrophobes allongés
contenant jusqu’a 34 acides aminés et la Classes Lb : qui comprend les peptides globulaires
chargés négativement ou sans charge nette, contenant jusqu’a 19 acides aminés (Twomcy et

al., 2002). Dans cette classe on retrouve la nisine A et Z produites par Lactococcus lactis.

Le mode d’action des lantibiotiques varie en fonction de la sous-classe dont ils font partie.

Les lantibiotiques linéaires de lasse La ciblent des composantes de la membrane cellulaire
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comme le lipide I, qui est un précurseur de la synthése du peptidoglycane (lubelsk et al.,
2007). La liaison de I’antibiotique et du lipide Il entraine la formation de pores dans la
membrane cellulaire. De plus, la bactériocine blogue également la biosynthese de la paroi
cellulaire en empéchant I’étape de transglycosylsation et en séquestrant le lipide I de son site
actif situé au septum (Hasperet et al., 2006). L’ensemble de ces mécanismes va entrainer la
mort cellulaire qui sera causée par la perte du contenu cytoplasmique (acides aminés, ions,
etc.) (Wiedeman et al., 2001).

Les lantibiotiques globulaires (sous-classe Lb) vont plutét interrompre les fonctions de
certaines enzymes nécessaires a la synthese du peptidoglycane (Nagao et al. 2006).Par
exemple, la mersacidine inhibe la biosynthese de la paroi cellulaire en formant un complexe
avec le lipide Il. Elle ne forme pas de pores dans la membrane cellulaire mais interfere avec
I’étape de transglycosylation qui permet la polymérisation des chaines glucidiques dans la
formation du peptidoglycane. Ceci a pour conséquence d’empécher les précurseurs du
peptidoglycane associés lipide II d’étre ajouté au peptidoglycane en croissance, entrainant

graduellement la lyse de la cellule. (Marti et al., 2004).
1.2.6.2.Classe 11 :

Ce sont des peptides de taille inférieure a 10KDa, stables a la chaleur ne contiennent pas
d’acides aminés modifiés. Le mécanisme d'action supposé des bactériocines de classes Ila est
I'interaction de la bactériocine avec la membrane ou un récepteur spécifique, la «mannose
perméase», pour ensuite former un pore dans la membrane de la cellule, ce qui induit la
perméabilité de la membrane, la dissipation des deux composantes de la force proton motrice
et la mort de la cellule (Arous et al., 2004 ; Vadyvaloo et al., 2004 ; Bauer et Dicks., 2005).

Les bactériocines de classes Ilb ont en général un spectre d'action inhibant une large gamme
de bactéries Gram+. Elles forment des pores et rendent la membrane perméable a différentes
petites molécules, des cations monovalents ou des anions, ce qui dissipe une ou les deux
composantes de la force proton motrice. Les ions transportés sont spécifiques de la

bactériocine (Oppegard et al., 2007).
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1.2.6.3 : Classe 111 :

Ce sont des bactériocines a haute poids moléculaire (de taille >a 10 kDa) ; et sensible a la
chaleur. La structure et le mode d’action différent complétement des autres bactériocines
produit par les bactéries lactiques (Nigutova et al., 2007).En effet, I'enterolysin A, la zoocin
A et la millericin B agissent par I'hydrolyse des liens peptidiques des peptidoglycanes des
cellules sensibles. La zoocin A a un spectre d'action étroit alors que I'enterolysin A et la
millericin B ont des spectres d'action large. L'helveticin J a un mode d'action bactéricide
(Nilsen et al., 2003).

classe I classe II classe III
(sakacine) (nisine) l}’so§taphine
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Figure06 : Mode d’action des bactériocines de bactéries lactiques (Cotter et al.,
2005).
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1.3. Intérét du pouvoir antibactérien des bactéries lactiques :

Le rble des BL sur la santé était dans le cadre des probiotiques. (Calvez et al., 2009).Dans le
domaine thérapeutique : étant des probiotiques, les bactéries lactiques apportent des bénéfices
a I’hdte en conférant une balance de la microflore intestinale, et en jouant également un role
important dans la maturation du systeme immunitaire. (Yateem et al., 2008). Différentes
études ont démontré le réle préventif aussi bien que curatif de ces bacteries sur plusieurs types
des diarrhées. (Yateem et al., 2008).

Vincent et al. (1979) ; déterminent l'efficacité d'un mélange stabilisé de Lactobacillus
acidophiles et Lactobacillus bulgaricus dans la prévention de la diarrhée associée aux
antibiotiques et les résultats de cette étude montrent que Il'administration orale de
Lactobacillus GG est efficace pour réduire la durée des symptémes chez les nourrissons bien
nourris et les enfants atteints de diarrhée. 1l ressort de certaines études aussi de la diarrhée
des voyageurs, que la souche Lactobacillus GG est efficace en prévention des diarrhées
survenant chez les touristes, et que Lb. rhamnosus GG a un effet thérapeutique significatif sur
la durée des diarrhées en cas de gastroentérites causées notamment par les rotavirus (Sophie
et al., 2001). Différentes souches probiotiques, incluant L. reuteri ATCC 55730, L. rhamnosus
GG et L. casei DN-114 001 ; ont prouvé leur efficacité dans la réduction de la sévérité et de
la durée de la maladie diarrhéique aigiie chez I’enfant (Rosenfeldt et al., 2002 ; Szajewska et
al.,, 2007 ; Lemberg et al., 2007).Certaines souches sont utilisées sous forme des
suppositoires pour empécher la colonisation du vagin par les bactéries pathogenes et de
prévenir ainsi les rechutes chez les femmes qui souffrent d’inflammations fréquentes et

répétées de la vessie (Yateem et al., 2008).
Il. Les antibiotiques :

L’antibiothérapie est un traitement médicamenteux visant a ¢liminer des bactéries pathogenes

qui se développent et proliférent dans 1’organisme, provoquant une infection. (Soussy, 2007).

Il existe une antibiothérapie dite « probabiliste », ¢’est-a-dire a large spectre d’action qui est
administrée en fonction des germes en cause, puis, en absence de résultat, il y a ce qu'on
appelle une antibiothérapie adaptée qui sera prescrite, ciblée sur la bactérie responsable de
I’infection, et sur 1’antibiotique jugé le plus efficace grace a la réalisation d’un antibiogramme

(Badet, 2019).
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I11.1. Définition et mode d’action :

On appelle « Antibiotique »toute substance naturelle d’origine biologique é€laborée par un
organisme vivant, substance chimique produite par synthése ou substance semi-synthétique
obtenue par modification chimique d’une molécule de base naturelle ayant une activité
antibactérienne en milieu organique et une bonne absorption avec une bonne diffusion dans
I’organisme. Les antibiotiques ont la propriété d’interférer directement avec la prolifération
des micro-organismes a des concentrations tolérées par 1’hote (Newman et al., 2003 ; Singh
et Barett, 2010).

Les antibiotiques ont deux modes d’action : un mode d’action dit « bactéricide » qui détruit
la bactérie en attaquant le peptidoglycane de la paroi bactérienne ce qui cause une
déstabilisation de la bactérie et entraine sa mort et un mode d’action dit « bactériostatique »
qui inhibe la croissance de la bactérie en agissant sur le systeme protéique de la bactérie : en
se fixant sur la sous unité 50s du ribosome bactérien ; entrainant une inhibition de la synthese
protéique, la bactérie ne meurt pas mais ne peut plus se développer ni se multiplier
(Battraud, 2017).

Chaque antibiotique possede un spectre d’action, correspondant aux germes sur lesquels il
montre son activité antibactérienne dont le spectre d'action peut étre plus ou moins large ou
étroit (Badet, 2019).Pratiquement, un antibiotique bactéricide est nécessaire pour éradiquer
complétement une infection grave ou présentant un inoculum important. Il est possible de
distinguer les deux catégories en comparant la concentration minimale inhibitrice (CMI) a la
concentration minimale bactéricide (CMB) : un antibiotique bactéricide est un antibiotique
pour lequel la CMB est sensiblement égale a la CMI. Par contre, 1’antibiotique est dit
bactériostatique lorsque la CMB est largement supérieure a la CMI. Cela signifie que la
concentration en antibiotique au site d’infection n’est pas suffisante pour atteindre la valeur

de la CMB (Berezin, 2001).
11.2. Les différentes classes d'antibiotiques :

Les antibiotiques peuvent étre classés selon plusieurs critéres (Tableau 03) : l'origine, la
nature chimique, le mécanisme d'action et le spectre d'action. Tout en adoptant la

classification des antibiotiques en grandes familles ; pour chaque famille les molécules ont
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une structure de base commune et le méme mécanisme d’action ; une famille peut étre divisee

en groupes et/ou sous-groupes qui ont des spectres d’activité qui different (Hnich, 2017).

Les réactions de synthéses sont inhibées par les antibiotiques, ces derniers se fixent sur des
sites précis (les cibles moléculaires) de la cellule bactérienne ou fongique ce qui entraine la
perturbation des différents cycles métaboliques .Ainsi, chaque famille d’antibiotiques est
spécifique pour chaque cible. Les cibles cellulaires ne sont pas toujours connues avec
précision et correspondent a six niveaux différents de la cellule, a savoir; la paroi, la
membrane cytoplasmique, le génome (réplication et transcription du I’ADN), la traduction du
ARN messager (synthese des protéines), le métabolisme respiratoire et le métabolisme
intermédiaire (Larpent et Sanglier., 1989 ; Yala et al., 2001 ; Lortie et Trudel., 2003).

Tableau 03 : Classification générale et mode d’action des antibiotiques thérapeutiques

(Larpent et Sanglier, 1989).

Cible Familles d’ATB | Les classes Spectre d'activités Mode d'action
Pénems cocci gram+ et bacilles | Empéche la synthése
| . - Gram+ (pénicilline M et G) | de la paroi bactérienne
Betalactamine Pénam b acilles Gram en inhibent  leur
Céphams enzyme
monobacters
Fofocine Spectre  large cocci
. - Gram+, bacilles Gram-
Fosfomycine Unidoze
Monuril
Laparoi ["Glygopeptides | Vancomycine | Spectre étroit: Lesbactéries
_ . Gram+ staphylocoques et
teicoplanine | gntarocoques. Traitement de
la colite
pseudomembraneuse
Polymyxines Colistine Actifs sur les bacilles a | Modifient la
gram- perméabilitt de la
membrane externe des
bactéries Gram-
Gramicidines et | Bacitracine Spectre étroit : bactéries a | Inhibent la synthese
tyrocidines - Gram+ de la paroi bactérienne
Tyrothricine et inhibent le transfert,
La
membran
e

Page | 12



Partie | : synthese bibliographique

Le Aminosides Streptomycin | Spectre large Inhibiteurs de la
ribosome e ) . synthése protéique
Coccl et bacilles Q'ram+ et (fonction bactéricide).
Gram«- Mycobactéries
Néomycines Tout | bactéri Inhibiteurs de la
ou,esb_ est ,.?C ‘i”es synthése protéique
anaérobies sont résistantes (fonction bactéricide).
Tobramycine Inhibiteurs de la
synthése protéique
(fonction bactéricide).
Amikacine Inhibiteurs de la
synthese protéique
(fonction bactéricide).
Gentamicine Inhibiteurs de la
synthése protéique
(fonction bactéricide).
Tétracyclines Doxycline Spectre large mais
_ _ résistances fréquentes,
Minocycline | actives sur les germes a
développement intra
cellulaire
ADN Quinolones Ciproflaxine | Spectre limité aux bactéries | Inhibiteur de la gyrase
_ Gram- a et ’exception des | bactérienne  (I’ADN
Voflaxocine | pseydomonas, aeruginosa | des bactéries).
Moxiflaxine
Oflaxacine
Ciproflaxine
Noroflaxine
Produits Nuitrés | Oxiquinoléin | Spectre large et Spectre | ils provoquent le
e limité aux bactéries | relachement des fibres
. anaérobies  (surtout les | musculaires lisse du
Nitrofuranes | pacilles Gram- les bacilles | myocarde. Il en
Nitroimidazot | Gram+ sporulés) résultg _ une
e vasodilatation
veineuse avec une
diminution de la
pression
intracardiaque et une
vasodilatation des
coronaires.

Fleuoroquinolon

€s

Fluméquine

Pefloxacines

Enoxacine

moxifloxacin
e

-spectre large au
Pseudomonas et  aux
bactéries a Gram+ et Gram-
notamment les
staphylocoques.
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Polyméra Rifamicine Spectre large : | Inhibition de la
se SV mycobactéries cocci gram+ | transcription de
_ _ et bactéries a gram+:« divers | ’ADN en ARN
Rifampicine | pacilles & gram-sont actives
sur les germes  a
développement
intracellulaire.
Sulfamides Sulfaméthoxo | Spectre large | I inhibe le
zole théoriquement large, mais | fonctionnement de la
La ) résistances fréquentes dihydrofolate
syn:hes:(; Trimetoprime réductase qui catalyse
?gnqﬁzl ¢ sulfazalozine !j"’} reduction  du
ihydrofolate en
Triméthoprime | Triméthoprim | Spectre  large-résistances | tétrahydrofolate.
e beaucoup
-moins fréquentes

11.3. La résistance aux antibiotiques :

L'antibiothérapie est le moyen le plus souvent utilisé pour traiter les maladies infectieuses
d'origine bactérienne. Cependant, l'administration d'antibiotiques, peut causer des effets
indésirables tels qu’une perturbation de la flore intestinale et des complications rénales ou

hépatiques (Beaugerie et Petit, 2004).

La résistance bactérienne est retenue lorsqu'un ATB perd sa capacité a inhiber efficacement la
croissance bactérienne. Autrement dit, les bactéries continuent de se multiplier en présence de

concentrations thérapeutiques d'antibiotiques (Hnich, 2017).

Un micro-organisme est consideré résistant lorsque sa concentration minimale inhibitrice est
plus élevée que celle qui inhibe le développement de la majorité des autres souches de la

méme espece (Guillot, 1989).
11.3.1. Types de résistance aux antibiotiques :

La progression de la résistance bactérienne aux antibiotiques cause des infections difficiles a
traiter et pose un probléme de santé publique. On distingue deux types de résistance
bactérienne : La résistance naturelle et la résistance acquise (Meskine et Benabdelkader,
2016).
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11.3.1.1.Résistance naturelle :

La résistance naturelle ou résistance intrinseque est une caractéristique propre a une espéece
bactérienne et partagée par toutes les souches de cette espece. Elle peut étre due a la présence
d’un géne chromosomique commun a toutes les bactéries de 1’espéce (Lagha, 2015). Pour
chaque classe d’ATB, il existe des especes bactériennes pour lesquelles ’antibiotique est
inactif par défaut de cible ou d’acces a la cible. Ainsi, 1’absence de paroi chez les
mycoplasmes rend les B-lactamines inactives vis-a-vis de ces bactéries (Meskine et
Benabdelkader, 2016)

La résistance est stable, transmise a la descendance mais pas ou peu transmissible sur un
mode horizontal. Elle est programmée sur le génome bactérien et les bactéries naturellement

sensibles définissent le « spectre d’activité » de I’antibiotique (Nouri et Ziadi, 2015).
11.3.1.2.Résistance acquise :

La résistance bactérienne acquise a un ATB est un phénomene qui apparait au niveau des
souches d’une espéce donnée, normalement sensible a cet antibiotique (Meskine et
Benabdelkader, 2016). Elle est moins stable, mais elle se propage souvent de fagon
importante dans le monde bactérien, par 1’acquisition des nouveaux genes capables de rendre
la bactérie insensible & un antibiotique ou a un groupe d’antibiotique. Ce nouveau géne peut
étre obtenu soit par mutation au niveau du chromosome, soit par transfert d’ADN de plasmide

conjugatif ou de transposons (Nouri et Ziadi, 2015).
11.3.2. Mécanisme de la résistance :

Les principaux mécanismes responsables de la résistance aux antibiotiques (figure 07) chez
les bactéries sont au nombre de trois, a savoir ; la modification de la cible des antibiotiques, la
Synthese d'enzymes inactivant les antibiotiques et la diminution de la perméabilité

bacterienne aux antibiotiques (Yala et al., 2001).
11.3.2.1. Modification de la cible des antibiotiques :

Avec une modification de leur structure, elles se rendent insensibles a 1’action de
I’antibiotique. C’est un des principaux mécanismes de résistance a la streptomycine, un des

premiers antibiotiques utilisés pour le traitement de la tuberculose (Rabarijaona et al., 1999).
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Certaines bactéries ont développé la capacité de modifier ses PLPs, les souches de S.Aureus
résistantes a la meticilline (SARM) sont résistants a I’ensemble des lactamines sont classées
dans les BMR. Le Lactobacille (bactérie a Gram positif) est naturellement résistant a la

Vancomycine et la Teicoplanine par modification de la cible. (Yala et al., 2001).
11.3.2.2.La synthese d’enzyme inactivant les ATB :

C’est le mode de résistance le plus répandu. On peut citer en particulier la production de
Lactamases. (Hamouche et Sarkis, 2012). Les lactamases sont des enzymes d’inactivation
capables d’hydrolyser le cycle -lactame en formant un complexe enzyme-substrat. Le produit
final de la réaction aboutit a la formation de composés acides tels que 1’acide Pénicilloique ou
céphalosporoique. Pour certaines bactéries comme P.aeruginosa, certaines de ces enzymes
comme les céphalosporines sont produites sur un mode inductible. Ainsi leur production
augmente en présence de lactamines, puis diminue lorsque 1’antibiotique est moins présent
(Picard), contrairement a A.baumannii (Bou et Martinez-Beltran, 2000).il existe d’autres
enzymes comme les acétylases, les adénylases ou phosphorylases (fréquemment rencontrées
chez A.baumannii) qui sont responsables de la résistance aux aminosides (gentamicine,
amikacine ou tobramycine parmi d’autres) (Decré, 2012).1l existe néanmoins des molécules
capables d’inhiber ces enzymes. L’acide clavulanique par exemple, est produit par
Streptomyces clavuligerus (Brown et al., 1976) et est associé a I’amoxicilline pour donner
1’ Augmentin, un des ATB les plus vendus au monde (Grange et al., 1990 ; Stapleton et al.,

.....

associé avec la piperacilline (Bush et al., 1993).
11.3.2.3.Diminution de la perméabilité bactérienne :

La permeabilité des canaux membranaires par lesquels 1’antibiotique pénétre dans la bactérie
est altérée. Ce type de résistance peut apparaitre aussi par diminution du diamétre des porines
chez les bacilles a Gram négatif (Courvalin, 2007). La membrane externe des bactéries a
Gram négatif présente une face interne constituée de phospholipides et une face externe,
constituee de Lipopolysaccharides (LPS) (Cronan et al., 1987) qui représentent 75% de la
surface totale de la membrane externe. Les LPS ont une forte charge négative qui facilite le
passage des antibiotiques cationiques. Certaines bactéries ont développé des mécanismes de

résistance qui réduisent la charge négative nette des LPS (Helander et al., 1998).
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Figure 07 : Principaux mécanismes biochimiques de la résistance bactérienne aux
antibiotiques (Coustés, 2016).

I1.4. Les Alternatives de I’antibiothérapie :

L'apparition de bactéries pathogénes multi-résistantes aux antibiotiques particuliérement vers
I'emploi de probiotiques ou de leurs métabolites. (Woodford et Livermore, 2009).Les
probiotiques sont définis comme des micro-organismes vivants qui lorsqu’ils sont ingérés en
quantité appropriée ont un effet bénéfique sur la santé de 1’hote (FAO, 2001). Les
microorganismes probiotiques les plus étudiés sont les BL en particulier les Lactobacilles. En
effet, les souches probiotiques Lb. acidophilus et Lb. casei, qu’on retrouve entre autres dans le
lait fermenté, a fait I’objet d’é¢tudes montrant leur efficacité contre la diarrhée associée a la

prise d’antibiotiques en milieu hospitalier (Penner et al., 2005).

Par ailleurs, les bactériocines des bactéries lactiques sont des protéines, ou complexes de
protéines, avec une activité bactéricide ou bactériostatique contre des especes proches de la
souche productrice (Klaenhamme, 1988), et peuvent avoir un effet synergique avec les
antibiotiques sur des souches résistantes. Cependant, rare sont les travaux qui ont été réalisés

mais Nagmouchi et al. (2013), ont réalisé une étude sur I’effet synergique entre un type
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d’antibiotique qui est la colistine et deux types de bactériocines : la nisine A et la pédiocine
PA-1/AcH, contre Salmonella choleraesuis ATCC 14028, et d'aprés eux I’association des

bactériocines aux antibiotiques augmentent I’effet de ces derniers (Nagmouchi et al., 2013).
11.5. La synergie :

La synergie est un type de phénoméne par lequel plusieurs facteurs agissant en commun
ensemble créent un effet global d'action coordonnée de deux ou plusieurs bactéries ayant pour
effet d'améliorer une fonction ou leur action sur une cellule cible, ou encore d'assurer leur
survie (Odds F.C, 2003).La compréhension générale de la synergie est qu'il s'agit d'un effet
vu par une combinaison de substances étant supérieure a ce que I'on aurait attendu d’une prise
en compte des contributions individuelles. (Gani et al., 2005). La synergie a été définie
comme une diminution de >2logl0 du nombre de CFU par ml par rapport a l'agent le plus
actif unique (Singh et al., 2002).Effet inhibiteur supéricur de leur effet seul FICI<I seul
(Madhira et al., 2010).

L'opposé de la synergie est I'antagonisme (ou synergie négative), phénomeéne dans lequel
deux facteurs en combinaison ont un effet moindre que la somme de leurs effets attendus
L'antagonisme était défini comme une augmentation de 2 log10 du nombre de colonies a 6 ou
24 h avec la combinaison Par rapport a celle du seul médicament le plus actif. Effet inhibiteur
a moins a leur effet seul FICI>1 (Rosato et al., 2010).

Cependant, toutes les interactions entre les composeés antimicrobiens peuvent altérer
I’efficacité et des relations synergiques ou antagonistes et peuvent entrainer une concurrence
pour une éventuelle cible principale. (Manadari et al., 2007), et peuvont conduire a des
changements dans la conformation structurelle, résultants ainsi dans la réduction de I’activité
inhibitrice parce qu’il pourrait y avoir de nombreux mécanismes potentiels d’action sur la
base d’un effet synergique au début de ce programme de recherche, nous avons donc pas pu
étudier le mécanisme d’action exact (Lis-balchi et al., 1997). D'autre part, un effet synergique
multi-cibles pourrait se produire en impliquant des enzymes, substrats, métabolites et
protéines, récepteurs, ion canaux, protéines de transport, ribosomes, ADN / ARN et physico-

chimiques mécanismes).(Wagnaer et al., 2009).

Page | 18



Partie |1
Mateéeriel et Méthodes



Partie Il : Matériel et méthodes

Il. Matériel et méthodes :

Dans cette partie le plan de travail qui été prévu pour la réalisation de notre étude, est détaillé
I1.1.Matériel :

11.1.1. Matériel biologique :

Les huit souches lactiques qui devait étre testées dans ce travail ont été isolées et identifiées
génétiquement dans le cadre du doctorat en science de notre Promotrice (Tableau04)

Tableau 04 : Les souches lactiques

Souches Identification Moléculaire Origine
PCR16s/ BLAST

LbNOS Lactobacillus plantarum Lait de vache

LbNO09 Lactobacillus plantarum Lait de vache

LbN10 Lactobacillus plantarum Lait de vache

LbN11 Lactobacillus hebarum Lait de vache

LbN12 Lait de vache

Lactobacillus plantarum

LbN13 Lactobacillus plantarum Lait de vache

LbN14 Lactobacillus plantarum Lait de vache

11.2.Méthodes :

11.2.1. Préparation des souches lactiques : Les souches sont conservées a - 20°C
dans du glycérol, elles seront réactivées sur le milieu MRS et incubées en anaérobiose a 37°C
pendant trois jours successifs. Par la suite, 200uL de cultures jeunes (de 18 a 24h) des
differentes souches servent a inoculer 10ml de MRS liquide pendant trois jours successifs,
afin d’obtenir une concentration initiale de 1.10° UFC/ml. Les tubes ensemencés par des
monocultures sont toujours incubés en anaérobiose a 37°C Les surnageant sont obtenues apres
centrifugation (8000rpm /10min) des cultures par filtration avec des filtres millipores (22um)
(Keddari, 2014).
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11.2.2. Etude de ’activité antibactérienne des souches lactiques vis-a-vis des

souches pathogenes : (Staphylococcus aureus et E. coli) par méthode directe et indirect par

méthode de diffusion sur gelose par des disques, briévement :

e Des disques de papier Wattman N°1 de 6 mm de diamétre ont été préparés, stérilisés
e puis déposés a la surface des boites ensemencees par les souches cibles.

e Les disques sont par la suite chargés avec 10 ul de chaque culture ou surnageant.

e Les boites sont laissées diffusées pendant 2 heures a 4°C, puis incubées a 37°C

e pendant 18-24h. Trois essais sont réalisés pour chaque test.

e Les diamétres sont mesurés en mm et le résultat étant la moyenne des trois essais.
11.2.3. Antibiogramme des souches cibles et les souches lactiques :

La sensibilité des souches aux antibiotique devait étre déterminée par la méthode de diffusion
sur gélose MH /MRS (CLSI, 2010). Briévement :

e Des disques d’ATB de différentes familles sont disposés sur la gélose MH
préalablement ensemencée avec la souche teste par la méthode d’écouvillonnage.
e Apres incubation a 37°C pendant 24h, les diametres des zones d’inhibition sont

mesurés, en mm

I1.2.4. Etude de ’association «surnageant/ antibiotique » :

11.2.4.1. Activité antibactérienne des souches de Lactobacillus plantarum
(surnageant) en association avec des antibiotiques par méthode sur milieu
Gélose :

La méthode utilisée pour €valuer I’activité antibactérienne de 1’association Sn/ATBs est celle
de diffusion sur milieu solide préconisée par Halawani (2009) ; Mandal et al., (2010) ;
Toroglu, (2011), brievement :

e Un disque d’antibiotique de 6 mm de diamétre est déposé au centre de chaque boite

MH préalablement ensemencée (un disque par boite).A 1’aide d’une micropipette, 10 pl de SN

sont déposés sur chaque disque d’ATB ;

e Les boites sont laissées diffuser a 4°C pendant 2 h puis incubées a 37°C pendant 24h ;
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e Apres incubation, le diametre des zones d’inhibition est mesuré en mm
Le résultat étant la moyenne de trois essais ; Les données sont analysées comme suit :

v"Indifférence : les deux zones d’inhibition du surnageant seul et de 1’association
Sn/ATBs restent inchangees.

v Antagonisme : la zone d’inhibition de I’association Sn/ATBs est moins importante
que celle du surnageant tout seule.
v" Synergie : la zone d’inhibition de 1’association Sn/ATBs est plus importante que celle

du Surnageant tout seule.

11.2.4.2. Activité antibactérienne des souches de lactobacillus plantarum

(surnageant) en association avec des antibiotiques (par microplaque) :

La méthode utilisée est celle de micro-dilution en milieu liquide aussi appelée méthode de
I’échiquier, car elle permet de tester le pouvoir antibactérien des surnageants bactériens seules
ou en associations avec les antibiotiques. Cette méthode permet de quantifier I'interaction de
deux composés antibactériens A et B en réalisant 1’association d’une gamme de

concentrations des deux composés (Vaubourdolle, 2007).

A. Principe de la méthode de I’échiquier (le damier) : C’est une méthode de référence
consistant a distribuer dans une série de micro-cupules contenant un volume déterminé de
BMH, des concentrations décroissantes de substances antibactériennes et a ensemencer
chaque cupule avec une suspension standardisée de la bactérie a étudier; aprés incubation (de
18 a 24 h), la plus faible dilution du composé antibactérien dans laquelle la croissance
bactérienne est visiblement inhibée représente la CMI. Pour la détermination de la CMB, des
repiquages sur gélose PCA ont été effectués. La CMI est definie comme étant la concentration
la plus basse qui inhibe toute croissance visible d’une souche bactérienne aprés 18 heures de
culture a37°C. Et la CMB est définie comme étant la concentration la plus faible capable
d’entrainer la mort d’au moins 99.99% des bactéries. Elle correspondrait a celle dont les puits

n’ont donné aucune croissance apres repiquage et incubation de 24h a 37°C (Li, 2000).
B. Mode opératoire : Les etapes du test antibacterien sont présentées ci-dessous :

B.1. Préparation des dilutions :
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e Une quantité de 100 pl du surnageant est additionnée a 900 ul de (tampon PBS ou eau
distillé stérile) ce qui correspond a une dilution d’un dixiéme.

e Une série de dilution d’ordre deux est préparée a partir de cette solution mere (1/2,1/4, 1/8,
1/16, 1/32, 1/64, 1/128, 1/256) en utilisant le méme diluant

e Les dilutions des autres substances testées (antibiotiques) ont été préparées de la méme
maniére.

e Les dilutions se font dans des minis tubes & essai et se conservent a 4°c

B.2. Préparation des inocula bactériens (souches pathogenes) : Le test antibactérien doit

étre réalisé sur des souches bactériennes jeunes en phase de croissance exponentielle. Avant

chaque ensemencement, les inocula bactériens sont préparés de la maniére suivante :

e Repiquage des souches bactériennes sur un milieu stérile (bouillon nutritif).

e Incubation environ 6 heures a 37°c afin d’obtenir des colonies bien isolées.

e Standardisation des inocula bactériens : une charge bactérienne standard pour les tests en
milieu liquide qui est de 10 8 UFC/ml. Cette solution est ensuite ramenée a 10’UFC/ml
aprés dilution d’un dixiéme dans de 1’eau physiologique stérile. Les inocula bactériens
doivent avoir une densité optique (DO) comprise entre 0,08 et 0,13 a une longueur d’onde
de 625 nm.

B.3. Ensemencement de la microplaque : L’évaluation de I’activité antibactérienne est

réalisée sur des microplaques de 96 puits contenant 12 colonnes (1 a 12) et 8 lignes (A a H)

(figure08) ; Le puits H1 contient 100 pl du milieu de culture, 5 ul de I’inoculum bactérien, et

50 pl (tampon PBS ou eau distillée stérile) qui sert de témoin de croissance. A 1’exception du

puits H1, chaque puits de la ligne H (en abscisses) contient 100 ul du milieu de culture, 5 pl

de I’inoculum bactérien, et 50 ul d’une dilution de I’agent antimicrobien A (surnageant) (de la
plus concentrée & la plus diluée). Ensuite, A 1’exception du puits H1, chaque puits de la
colonne n° 1 (en ordonnées) contient100 ul le milieu de culture, 5 ul de I’inoculum bactérien,
et 50 ul d’une dilution de I’agent antimicrobien B (antibiotique) (de la plus concentrée a la
plus diluée). Chaque puits du reste de la microplaque contient les mémes quantités du milieu
de culture, de I’inoculum, et 25 ul de chaque agent antimicrobien (association) ce qui permet
de réaliser des combinaisons des différentes dilutions correspondant a celles des deux axes ;
de telle sorte que chaque puits sera unique en ses combinaisons de doses. En fin, Apres 16 a
20 h d’incubation a 37°c, les microplaques sont lues en observant le fond des cupules dans un

miroir.
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Figure 08 : une microplaque de 96 puits
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I11. Résultats et Discussion :

Cette partie est congue par I’analyse des différents travaux de recherches sélectionnés
émanant du contexte de notre étude ; afin de mettre en évidence ; I’importance de 1’utilisation
des associations des différentes substances naturels (antibactériennes) avec les antibiotiques

pour le traitement des différentes pathologies infectieuses.
I11.1. Liste des articles sélectionnés :

1-Nisin A and Polymyxin B as Synergistic Inhibitors of Gram-positive and Gram-

negative Bacteria; 2010 Karim Naghmouchi, Djamel Drider, John Baah, Ron Teather.

2 -Antibacterial activity of class | and Ila bacteriocins combined with polymyxin E
against resistant variants of Listeria monocytogenes and Escherichia Coli; 2011 Karim

Naghmouchi, Yanath Belguesmia, John Baah, Ron Teather, Djamel Drider.
3-Synergistic Effect between Colistin and Bacteriocins in Controlling Gram-Negative

Pathogens and Their Potential to Reduce Antibiotic Toxicity in Mammalian Epithelial
Cells; 2013 Karim Naghmouchi, John Baah, Didier Hober, Eric Jouy, Cédric Rubrecht,
Famara Sané, Djamel Dridere

4-Antibacterial Activity of Pelargonium x asperum Essential Oil and its Potential
Synergy with Nisin; 2017 A. Ouelhadj, L. Ait Salem, D. Djenane

5-Synergy Testing by E test, Microdilution Checkerboard, and Time-Kill Methods for
Pan-Drug-Resistant Acinetobacter baumannii Madhuri ;2010 Madhuri M. Julie E.
Mangino, Wondwossen A. Gebreyes, Beth Biller, Tammy Bannerman, Joan-Miquel Balada-
Llasat, and Preeti Pancholi

6-Synergy Tests by E Test and Checkerboard Methods of Antimicrobial Combinations
against Brucella melitensis; 2005 Gani Orhan, Aysen Bayram, Yasemin Zer and Iclal BAL
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I11.2. Discussion générale :

L’étude de Nagmouchi et al. (2010) : démontre 1’effet de Nisine A et Polymyxine B en tant
qu’inhibiteurs synergiques des bactéries Gram-positives et Gram-négatives. Le but était

d’étudier I’activité inhibitrice de la nisine A en combinaison avec la polymyxine B contre

L.innocua HPB13 et E.coli RR1 afin d’élucider la synergie possible de ces deux
antimicrobiens contre les micro-organismes Gram-positifs et Gram-négatifs, par la méthode
de diffusion sur gélose, selon le protocole suivant : 25 ml d'extrait de soja tryptique fondu
plus levure(Difco,0,25% p / v) contenant 0,75% (p / v) d'agar a été refroidi a 47 ° C et
ensemencé avec une culture TSB pendant une nuit (1% v / v) de souches sensibles de E. coli
RR1 et / ou L. innocuaHPB13. La gélose ensemencée a ensuite été versé dans une plaque de
Pétri stérile et laissé se solidifier a température ambiante. Des puits (7 mm) ont ensuite été
coupés dans la gélose a l'aide d'un perceur de liege métallique stérile et rempli de 80ul de
solution de substance antimicrobienne. Les plaques ont été maintenues a 5 C pendant 2 h pour
permettre la diffusion, et puis ils ont été incubés en aérobiose pendant 18 h a 30 ° C. Apres
cette période d'incubation, les plaques ont été inspectées pour la présence ou l'absence des
zones d'inhibition. (Wolf et Gibbons, 1996).

La combinaison des deux substances antibactériennes a été synergique active contre les deux
bactéries cibles, la nisine A seule n’a montré aucune inhibition d’E. coli RR1. La combinaison
nisine A/polymyxine B a 1,56 / 2,5 Ig ml -1 a provoqué la lyse d’environ 35,86 + 0,35 et
73,36 £ 0,14% des cellules HPB13 de L. innocua aprés 3 et 18 h, respectivement. La
polymyxine B a 0,12 Ig ml -1 et la nisine A/polymyxine B a 4,64/0,12 Ig ml -1 ont réduit le
nombre de cellules RRI d’E. coli viables d’environ 0,23 et 0,65 logl0 CFU ml-1,
respectivement de cellules viables d’E. coli RR1 d’environ 0,23 et 0,65 logl0 CFU ml-1,

respectivement, par rapport au témoin. (Nagmouchi et al., 2010).

Le tableau 05 indique la CMI de la nisine A, de la polymyxine B et de leur combinaison pour
L. innocua HPB13 et E. coli RR1. coli RR1 et de L. innocua HPB13 est illustré a (la figure
09). La polymyxine B et la combinaison nisine A/polymyxine B a des concentrations
d'environ 0,06 et 2,32/0,06 Ig ml -1, respectivement, ont produit des réductions de 0,17 et 0,45
logl0 UFC ml-1 du nombre d'E. coli. Nagmouchi et al. (2010) ont constate que cette

combinaison a un effet synergique et inhibe la croissance de L. innocua HPB13 et E. coli

Page | 25



Partie 111 ; Résultats et discussion

RR1 a un degré significatif et que la concentration de nisine A requise pour le contréle
efficace des souches pathogeénes de Listeria sp pourrait étre considérablement abaissée par la
combinaison avec la Polymyxine B. L’utilisation de concentrations plus faibles de la Nisine A
ou la Polymyxine B devraient ralentir I’émergence de populations bactériennes résistantes a

ces agents. (Nagmouchi et al., 2010).

Les données recueillies dans la présente étude montrent que la combinaison de La nisine A
avec de la polymyxine B & de faibles concentrations pourrait étre exploitée comme stratégie
alternative pour lutter contre Listeria et E. coli. L'effet de I'association peut certainement étre
décrit comme synergique pour les deux bactéries. Au cours de la croissance en bouillon, une
réduction de 0,74 log10 de L. innocua HPB13 CFU (par rapport a des réductions inférieures a
0,4 log10 avec la nisine A seule) a été obtenue, tandis que la nisine autrement inefficace a
entrainé des réductions d’E. coli RR1 CFU lorsqu'il est combiné avec la polymyxine B méme
aux concentrations les plus faibles testées. Comme prévu, la nisine A n‘avait aucune activité
inhibitrice contre E. coli dans les tests sur bouillon ou sur gélose. En général, on pense que les
membranes externes des bactéries Gram-négatives font office de barriere contre des

molécules comme la nisine A, affectant leur action inhibitrice. (Nagmouchi et al., 2010).

Les résultats obtenus par Nagmouchi et al. (2010) ; montrent que la concentration de nisine
A nécessaire pour un contrble efficace des genres qui incluent des agents pathogénes connus
pourrait étre considérablement abaissée en la combinant avec la polymyxine B mais d'autres
études restent nécessaires pour évaluer cet effet sur les souches pathogenes résistants a la
nisine A ou a la polymyxine B et a différentes matrices alimentaires ou pharmaceutiques
surtout que le codt d'utilisation de la nisine reste prohibitif pour de nombreuses industries, en
particulier lorsque des concentrations élevées sont nécessaires pour obtenir des effets

antimicrobiens satisfaisants.
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Tableau 05 : la CMI de la nisine A, de la polymyxine B et de leur combinaison. (Nagmouchi
et al., 2010)

Organisme CMI (ug mi-1)
Nisine A Polyxymine B NisinA/ Polyxymine
B
L. innocua HPB13 3,125 5 0,195/0,312
E. coli RR1 Aucun effet 0,058 0,058/0,015
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Figure 09 : Croissance de L. innocua HPB13 (A) et E. coli RR1 (B) dans la BST en présence
de nisine A et de polymyxine B [Concentrations (Ig ml-1) sont deux, quatre et huit fois plus
élevées que la CMI déterminée pour le des substances antibactériennes en combinaison]
(Nagmouchi et al., 2010)
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La deuxiéeme étude de Nagmouchi et al. (2011), démontre 1’Activité antibactérienne des
bactériocines de classe | et lla associées a la polymyxine E contre les variantes résistants de
Listeria monocytogenes et Escherichia coli. L objectif de cette étude était d’étudier les effets
inhibiteurs des combinaisons de Nisine A ou de Pédiocine PA-1 avec Polymyxine E sur des
variant de L.monocytogenes sélectionnés pour leurs résistances a la nisine A ou a la pédiocine
PA-1 et sur une variante d’E. coli sélectionnée pour sa resistance a la Polymyxine E.
I’inhibition de ces organisations par ces agents seuls ou en combinaison a été évaluée en

utilisant un micro-essai de dilution critique et une mesure de densité optique

La sensibilité aux agents antimicrobiens a été exprimeée en tant que CMI sur la base du test de
dilution. Mota-Meira et al. (1997) utilisant des plaques de microdosage en polystyrene a 96
puits a fond plat stériles (Falcon, Becton Dickinson Labware, Franklin Lakes, NJ, USA).

Les cultures ont été cultivées jusqu'a la phase logarithmique dans du TSB a 30 ° C, puis
diluées au 1/1000 dans du TSB frais. Les cellules viables dans la culture diluée ont été
comptées en étalant dilutions 10 fois (dans de I'eau peptonée, 0,15% p / v) sur de la gélose
tryptique de soja, incubées en aérobie a 30 ° C pendant 18 h. Plagues chargées avec deux
dilutions en série de pédiocine PA-1 (a partir de 20 mg / ml), nisine A(a partir de 25 mg / ml)
et de la polymyxine E (a partir de 15 mg / ml) dans du TSB ont été ensemencées avec environ
2,5x 104 CFU par puits en utilisant une culture diluée de 18 h et incubées en aérobie 8 30 ° C
pendant 18 h. Les densités optiques ont été lues a 650 nm en utilisant un lecteur de plaque de
micro-essai Thermomax (Molecular Devices, Menlo Park, CA, USA).Des contrdles (puits
inoculés avec la culture testée sans agent antimicrobien ajouté) et des blancs (puits contenant
un milieu de bouillon non inoculé avec un agent antimicrobien ajouté) ont été exécutés sur
chaque plaque. La CMI était la concentration la plus faible d'agent testé donnant une
inhibition complete de la croissance (DO égale a DO du blanc). Le test était répété trois fois
pour chaque combinaison antibactérienne et la CMI était la mediane des trois répétitions
(Mota-Meira et al., 1997).

La figure N° 10; montre les zones d'inhibition de la croissance bactérienne produits par les
peptides antimicrobiens et leurs combinaisons diffusant a partir de puits de gélose chargés a
des concentrations initiales de dix fois la CMI déterminée par la méthode de dilution. Les
zones de L'inhibition de L. monocytogenes était de 11 0,35, 12,5 0,7 et 18,7 0,5 mm de
diameétre, respectivement, pour la nisine A (7,8 mg/ml), la pédiocine PA-1 (25 mg/ml) et la
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pédiocine PA-1/nisine A (25/7,8 mg/ml).E coli RR1 étaient de 11,5 0,7 mm de diametre en
présence de polymyxine E (0,3 mg/ml) et de polymyxine E/pédiocine PA-1(0,3/6,25 mg/ml)
et 18 de 1,41 mm de diametre en présence de polymyxine E/nisine A (0,3/7,8 mg/ml). La
CMI de la bactériocine pediocine PA-1 de classe lla était d'environ vingt fois moins pour la
variante résistante de classe | (RvA) que pour la variante résistante a la classe lia (RvP) et

était également inférieure a celle de L.monocytogenes (Nagmouchi et al., 2011).

Les résultats obtenu par la présente étude, démontre que la souche L. monocytogenes de type
sauvage semble étre inhibé par la pédiocine PA-1 et la nisine A a des concentrations de 12
mg/ml, respectivement, et a la polymyxine E a 7,5 mg/ml. Comme prévu, la nisine A
(bactériocine de classe 1) et la pédiocine PA-1 (bactériocine de classe IIa) n’étaient pas actives
contre E. coli RR1, mais cet organisme était sensible a de faibles concentrations de polymyxin
E (environ0, 059 mg/ml). L association de la pédiocine ou de la nisine avec la polymyxine E
¢tait synergique contre les cinq souches. L’association polymyxine / nisine a 9,3 / 32, 4,7 /
62,5 et 0,6 / 15,6 mg / ml a inhibé la croissance de L. monocytogenes résistante a la nisine, L.
monocytogenes résistante a la pediocine et E. coli résistante a la polymyxine, respectivement,

par des facteurs de 94%, 97% et 74% par rapport aux témoins. (Nagmouchi et al., 2011).

L‘association pédiocine / nisine était efficace contre Listeria monocytogenes et ses variantes,
mais pas E. coli ou son variant. La polymyxine (0,21 mg / ml) et la polymyxine / nisine (0,3
/7,8 mg / ml) réduisaient la croissance d’E. coli mesurée dans la phase log de, respectivement,
31,25% et 93,54%. La croissance de L. monocytogenes dans les phases logarithmique et
stationnaire a été réduite, respectivement, de 90,46% et 77,52% par polymyxine / pédiocine a
4,7 125 mg/ ml. (Nagmouchi et al., 2011)

Ces résultats suggerent que la concentration efficace de bactériocine pour le contrble de
variantes résistantes de L.monocytogenes et E.coli pourrait étre considérablement abaissée par
combinaison avec la polymyxine E. Cela suggére la recherche de composés de type
polymyxine pour augmenter 1’efficacité des bactériocines et ralentir 1’émergence de multi-
résistants. Cela pourrait étre une étape importante vers une utilisation étendue des
bactériocines dans le domaine médical (Nagmouchi et al., 2011). Peu d'études traitant des

actions combinées des bactériocines de classe | et de classe Il et, en particulier, avec des
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peptides non ribosomaux tels que la polymyxine ont été publiées a ce jour. Aussi, la

combinaison de bactériocine classe I ou de classe Ila avec la polymyxine a produit des effets

synergiques, suggérant ainsi l'utilisation de concentrations plus faibles de chaque composé
antimicrobien pour contrbler (effet bactériostatique) ou éventuellement éliminer (effet
bactéricide) L. monocytogenes et E. coli RR1. (Nagmouchi et al., 2011). L'utilisation de
concentrations élevées de peptides antimicrobiens augmente également le risque de
sélectionner des sous-populations bactériennes qui y résistent. Comme le montre cette étude,
la concentration de nisine A ou de pédiocine PA-1 requise pour un contrdle efficace du
pathogene potentiel pourrait étre considérablement diminuée en combinant ces bactériocines
avec la polymyxine E pour obtenir un effet synergique, en particulier lorsqu'il s'agit de
variantes résistantes. La polymyxine elle-méme est utilisée comme antibiotique topique.
(Nagmouchi et al., 2011).

L. monoeslogenes S A = ‘y/—‘_\
A C ¢ Pol/NA ~

Pol/Ped

PediN A

POLAN A

Pol/Ped

Ped/NA

Figure 10 : Inhibition de L. monocytogenes (A), d'E. coli RR1 (B) et des variantes RvVA (C),
RvP (D) et RVE (E) par la pediocine PA-1, la polymyxine E et la nisine A dans une gélose de
18 h des tests de diffusion. [Les concentrations étaient 10 fois supérieures aux valeurs de CMI

correspondantes du tableau 1. Le puits "C" (contréle) ne contenait que du tampon de

phosphate] (Nagmouchi et al., 2011)
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L’étude de Nagmouchi et al. (2013), détermine 1’effet synergique entre la colistine et les
bactériocines dans le contréle des agents pathogénes a Gram négatif et leur potentiel a réduire
la toxicité des antibiotiques dans les cellules épithéliales de mammiféres. L’objectif de cette
¢tude était d’évaluer 1’activité in vitro de la colistine seule ou en combinaison avec des
bactériocines, la nisine A et la pédiocine PA-1/AcH, contre les souches suivantes: Salmonella
choleraesuis ATCC14028, la Pseudomonas aeruginosa ATCC27853, Yersinia enterocolitica
ATCC9610 et I’Escherichia coli ATCC35150 (0157 :H7).Les activités antimicrobiennes de la
colistine, de la pédiocine PA-1/AcH et de la nisine A ont été déterminées par la méthode de
diffusion en puits de gélose. La CMI de chaque peptide antimicrobien (AMP) seul ou en
combinaison a été déterminée par un essai de microdilution sur microplaque stérile,
(Microplaques de polystyrene a 96 puits (Falcon ; Becton-Dickinson Labware, Franklin
Lakes, NJ), selon le protocole de Wolf et Gibbons. (1996) ,25 ml d'extrait de soja tryptique
fondu plus levure (Difco, 0,25% p / v) contenant 0,75% (p / v) d'agar a été refroidi a 47 ° C et
ensemencé avec une culture TSB pendant une nuit (1% v / v) de souches sensibles d’E. coli
RR1 et/ ou L. innocua HPB13. L'agar ensemencé a ensuite été versé dans une plaque de Pétri
stérile et laissé se solidifier a température ambiante. Des puits (7 mm) ont ensuite été coupés
dans la gélose a I'aide d'un perceur de liege métallique stérile et rempli de 80 pl de solution de
substance antimicrobienne. Les plaques ont été maintenues a 5 C pendant 2 h pour permettre
la diffusion, et puis ils ont été incubés en aérobiose pendant 18 h a 30 ° C. Apres cette période
d'incubation, les plaques ont été inspectées pour la présence ou l'absence des zones
d'inhibition. (Wolf et Gibbons., 1996 dans Nagmouchi et al., 2013).

Les résultats obtenus par Nagmouchi et al. (2013) ; déterminent la souche la plus sensible a
la colistine était E. coli entéro- hémorragique O157 : H7, qui était inhibée a une concentration
d’environ 0,12 g / ml. Lorsque la nisine A (1,70 g/ ml) ou la pédiocine PA-1/ AcH (1,56 g /
ml) était associée a la colistine, les concentrations nécessaires pour inhiber E. coli 0157 : H7
étaient respectivement de 0,01 et 0,03 g / ml (Nagmouchi et al., 2013). Ensuite, Une
inhibition minimale des souches cibles a été enregistrée lorsqu’elles €taient traitées avec de la
nisine A ou de la pédiocine PA-1 / AcH seule. L’activité contre les souches cibles dans ces
conditions nécessitait une concentration élevée de nisine ou de pédiocine PA-1 / AcH,
conduisant a des CMI de 200 g / ml. La colistine a inhibé toutes les souches cibles, donnant
des CMI allant de 0,12 a 1,21 g / ml. La CMI la plus faible de la colistine observee
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était pour E. coli O157 : H7, tandis que la plus élevée observee était pour S. choleraesuis
ATCC 14028. (Tableau 06). (Nagmouchi et al., 2013).

Par ailleurs, Lorsque la colistine était associée a la nisine A ou a la pédiocine PA-1/ AcH, la
CMI diminuait, indiquant une synergie effet de la combinaison de ces deux antimicrobiens et
la possibilité d’inhiber la bactérie entéro-hémorragique E. coli O157 : H7 et qui était inhibée
par des concentrations remarquablement faibles de colistine d’environ 0,01 et0, 03 g / ml
associé a la nisine A (1,17 g / ml) ou pediocine PA-1 / AcH (1,56 g / ml), respectivement
(Nagmouchi et al., 2013).

Au finale, La combinaison in vitro de la colistine avec la nisine et / ou la pédiocine PA-1/

AcH dans la présente étude a révélé des effets synergiques contre les bactéries Gram négative.

Les valeurs FICI résultant de la combinaison de la colistine et de la nisine A ou de la colistine
et de la pédiocine PA-1/AcH étaient inférieures a 0,50 (0,5), soulignant une synergie in vitro
trés significative. L'analyse de génotoxicité (Figure 11) avec le test des cometes a indiqué que
la colistine provoque des dommages a I'ADN a une concentration de 550 ng/ml. (Nagmouchi
etal., 2013).

La réintroduction de la colistine dans le circuit thérapeutique a donné lieu a de nombreuses
publications vantant les mérites de cette ancienne classe d’antibiotiques polypeptidiques
cationiques et cycliques (Nagmouchi et al., 2013). En effet, la combinaison de la colistine
avec d'autres antimicrobiens tels que la fosfomycine et la tigécycline (Corvec et al. 2013),la
teicoplanine (Wareham et al. 2011) et la télévancine (Hornsey et al. 2012) a produit des
effets synergiques contre divers agents pathogénes. La colistine et la nisine sont connues pour
avoir des cibles différentes sur les cellules bactériennes, et une hypothése pour expliquer ce
synergisme laisse penser que la colistine agit d’abord sur la cellule bactérienne puis la nisine

atteint d’autres cibles. (Nagmouchi et al., 2013).

La pédiocine PA-1 / AcH a été suffisamment caractérisée pour faciliter son application
comme additif alimentaire, mais son potentiel clinique est fondamentalement inexploré.
L'augmentation rapide de la résistance bactérienne aux antibiotiques traditionnels est devenue

un probléme majeur de santé publique dans le monde.

Les industries, les organismes de réglementation et les politiciens ont appelé a un effort de

recherche concerté pour faire face a cette situation alarmante.
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Récemment, un panel d'experts reconnus internationalement dans le domaine des
antibiotiques ont approuveé un appel mondial a I'action pour une programme international
coordonné pour surmonter la rareté antibiotiques (Nagmouchi et al., 2013 ; Carlet et al.,
2012).

La contribution de Nagmouchi et al. (2013), dans ce domaine consiste a mettre en avant les
bactériocines comme anti-infectieuses ou du moins « adjudantes » a I’inhibition des bactéries
pathogeénes. Cette stratégie, si elle est validée, pourrait ralentir [‘utilisation massive

d’antibiotiques responsables de la propagation de la résistance dans I’environnement.

La toxicité de la colistine était la raison pour laquelle les cliniciens ont retiré ce médicament.
Par conséquent, le plein potentiel des présentes découvertes ne peut étre réalisé qu’apres que
des études pharmacocinétiques et pharmacodynamiques confirment les doses thérapeutiques

optimales des combinaisons colistine-bactériocine (Nagmouchi et al., 2013).

Figure 11 : Images typiques de microscopie a fluorescence (cométes) de LBP humaines a
gauche non exposés (A) ou exposés a la colistine a 1 100 ng/ml (B). [Les fleches indiquent
gueues de comeéte indiquant des dommages a I'ADN des leucocytes aprés un traitement a la

colistine] (Nagmouchi et al., 2013)
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Tableau 06 : CMI de la colistine, de la pédiocine, de la nisine et de leurs combinaisons pour
le GNB (Nagmouchi et al., 2013)

GNB MIC (s), pg/ml (FICIH)®
Colistine Pediocine Nisine Colistine-pediocine

S. choleraesuis 1,21 <200 <200 0,15/6,25 (0,12)
ATCC 14028

P. aeryginosa 0,52 <200 <200 0,13/6.25 (0.25)
ATCC 27853

Y. enterocolitica 0,4 <200 <200 0,05/2,28 (0,12)
ATCC 9610

E. coli ATCC 35150 0,12 <200 <200 0,03/1,56 (0,25)

Le travail d’Ouclhadj et al. (2017), vise I’étude de I’activité antibactérienne de I’huile
essentielle(HE) de Pelargoniumx asperum et de la bactériocine, la nisine seul et en
combinaison vis-a-vis de six bactéries dont quatre sont multi-résistantes d’origine clinique. Le
but de cette étude était 1’évaluation in vitro de 1’activité antibactérienne d’huile essentielle de
pelorgonium asperum sous 1’appellation géranium rosat, en combinaison avec la nisine pour
un éventuel effet synergique vis-a-vis différentes souches bactériennes pathogenes par la
méthode de diffusion sur gélose. Les tests in vitro de D’activité antibactérienne d’huile
essentielle  vis-a-vis des différentes bactéries pathogénes ont été évalués qualitativement et

quantitativement par la présence ou 1’absence de zones d’inhibition et la détermination de la
CMI. (Ouelhadj et al., 2017).

La concentration minimale inhibitrice (CMI) de I’HE étudiée a été determinée suivant la
technique de macrodilution en milieu liquide rapportée par Guinoiseau, (2010).L’huile
essentielle est dissoute dans du DMSO 5 % (v/v). Des dilutions un demi en série ont été
préparées dans une gamme de concentration comprise de 63,38 et 0,12 ul/ml dans des tubes a
essai stériles contenant le bouillon MH. 10,5 ul d’inoculum bactérien de 106 UFC/ml sont
déposés dans chacun des tubes de la gamme de dilution. Un témoin de la croissance
bactérienne, pour lequel 10,5 ul de la suspension bactérienne standardisée ont été déposés
dans du milieu MH supplémenté en DMSO 5 % (v/v), est également réalisé. Chaque essai est
répété trois fois. Les tubes sont incubés a 37 °C pendant 24 heures. Apres incubation, tous les

tubes sont examinés, et la CMI (ul/ml) est déterminée en prenant en compte la plus faible
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concentration en HE qui inhibe tout développement bactérien (absence de turbidité). Le
contenu de tous les tubes ou il n’y a pas eu de croissance visible est ensemencé sur un milieu
gélosé. Un témoin négatif est réalisé a partir du tube témoin (ne contenant pas d’HE).
L’absence du développement microbien implique un effet bactéricide. Chaque essai est répéte
trois fois. (Ouelhadj et al., 2017).

Les résultats ont révélé une activité antibactérienne significative exercée par 1’huile essentielle
vis-a-vis de Staphylococcus aureus (ATCC 43300), Staphylococcus aureus et Escherichia coli
avec des diamétres d’inhibition de 36,00 ; 22,50 et 40,00 mm, respectivement (Figure
12).Cependant, 1’huile essentielle de Pelargonium asperum a montré une activité
antibactérienne supérieure par rapport a la nisine. Les valeurs des CMI rapportées dans cette
étude sont comprises entre 1,98— 3,96 ul/ml. Les combinaisons réalisées entre 1’huile
essentielle et la nisine ont montré un effet additif vis-a-vis d’Escherichia coli (ATCC 25922)
avec (50 % HE Pelargonium asperum+50 % nisine). Par contre, il a été enregistré une
synergie vis-a-vis de Klebsiella pneumoniae avec (75 % d’huile essentielle Pelargonium
asperum + 25 % nisine) et contre Pseudomonas aeruginosa avec les trois combinaisons
testées. (Tableau 07). (Ouelhadj et al., 2017).

Les résultats obtenus par Ouelhadje et al. (2017) ; permettent de dire que I’huile essentielle
de Pelargonium asperum possede une activité antibactérienne ainsi que sa combinaison avec
la nisine pourrait représenter une bonne alternative pour la lutte contre 1’antibio-résistance
(Ouelhadj et al., 2017). Les résultats obtenus par la méthode de diffusion sur milieu gélosé
ont permis de montrer que les bactéries Gram positif sont les plus sensibles que les Gram
négatifs. 1l a été fréquemment rapporté dans la littérature scientifique que les bactéries Gram
négatif résistent a I’effet inhibiteur des huiles essentielles et leurs composants. L’activité
antibactérienne obtenue dans ce travail sur les souches multi-résistantes peut étre expliquee
par la présence des composés majeurs a des concentrations optimales et au mécanisme de
synergie entre les molécules bioactives de I'HE de Pelargonium asperum et la nisine.
(Oulehadj et al., 2017). Généralement, il est bien admis que les composés majeurs d’une HE
donnée refletent souvent son activité biologique (Ipek et al. 2005), I’amplitude et les
différences de leur activité dépendent de leur concentration dans le milieu en présence

d’autres composés minoritaires (Oulehadj et al., 2017).
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Cependant les actions synergiques entre les molécules issues de différentes HES en
comparaison avec I’action individuelle d’un ou plusieurs composés et leur sélectivité envers
certaines bactéries restent jusqu’a présent mal élucidées. Pour cela, il serait possible que
I’activité d’une molécule majoritaire soit modulée par d’autres molécules minoritaires (Hoet
et al., 2006 ; Oulehadj et al., 2017). Ces résultats soutiennent la possibilité de les utiliser
comme agents naturels dans plusieurs domaines tels que les industries agroalimentaire et

pharmaceutique pour lutter contre I’antibio-résistance. (Ouelhadj et al., 2017).

Figure 12 : Zones d’inhibition obtenues par la combinaison de I’huile essentielle de

Pelargonium asperum avec la nisine vis-a-vis de la bactérie Pelargonium aeruginosa. A. 75 %
HE Pelargonium asperum + 25 % de nisine. B. 25 % HE Pelargonium asperum + 75 % de
nisine (Ouelhadj et al., 2017)
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Tableau 07 : Activité antibactérienne de la combinaison de ’huile essentielle de

Pelargonium asperum avec la nisine exprimée selon la zone d’inhibition (mm). (Oulhadj et

al., 2017), (moyenne + écart type)

50 % HE 75 % HE 25 % HE
Pelargonium Pelargonium Pelargonium
asperum + asperum + asperum +
50 % nisine 25 % nisine 75 % nisine
Staphylococcus aureus 13,50 £ 0,70 21,00+ 141 16,50 £ 0,70
(ATCC 43300)
Staphylococcus aureus 6,00 £ 0,001 7,00 £ 7,07 6,00 £ 0,00
Escherichia coli
(ATCC 25922) 24,50 + 6,36 20,50 £ 0,70 6,00 = 0,00
Escherichia coli 9,50 £0,70 20,00 £1,41 25,00 £1,41
Klebsiella pneumonia 9,50+0,70 27,50 £ 2,12 6,00 £ 0,00
Pseudomonas aeruginosa 57,5 = 10,60 62,50 = 3,53 62,00 = 2,82
Les diametres des disques (6 mm) sont inclus dans les mesures des zones d’inhibition

L’étude de Madhuri et al. (2010), démontre le Test de synergie par E test, ou le damier de
micro-dilution et méthodes Time-Kill pour Acinetobacter baumannii résistante aux
médicaments. Le but de cette étude était de déterminer des combinaisons d’agents réevelant
une synergie antimicrobienne in vitro par deux méthodes E test différentes : une méthode a
ratio fixe [méthode 1] et avec I’incorporation d’un médicament actif dans le milieu [méthode
2] et la méthode en damier de micro-dilution en bouillon (CB) et de comparer ces résultats
résultats  de time-kill. ~ (Madhuri et al., 2010).

avec les I’analyse
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Des clones d'électrophorése sélectionnés parmi un total de 32isolats ont été testés in vitro avec
de la tigécycline, du colestiméthate, de I’imipénem et de I’amikacine dans des combinaisons a
un et deux médicaments en utilisant les deux méthodes différentes d’E test (avec une méthode
a rapport fixe [méthode 1] et avec I’incorporation du medicament actif dans le milieu
[méthode 2]) et par la méthode de checkerboard (CB). La combinaison de trois médicaments
imipénem, tigécycline et amikacine a également été testée par la méthode de checkerboard.
(Madhuri et al., 2010).

La méthode 1 (E test 1) selon Madhuri et al. (2010) consiste a inoculer des plaques de
gélose Mueller-Hinton (150 mm de diameétre) avec des suspensions des isolats cultivés a
(DO= 0,5 U.Mc Farland) et des bandes E test contenant les antibiotiques ont été ajoutées
séquentiellement aux bactéries ; la premiére bande E test (bande A) était incubé pendant 1 h a
température ambiante, enlevé, nettoyé avec de I'alcool et enregistré comme échelle de lecture
MIC. La deuxiéme bande E test (bande B) a été ajoutée immeédiatement sur I'empreinte de la
premiere bande E test, bande A. Les plaques ont été incubées pendant 18 h a 35 ° C. Des
bandelettes / échelles de MIC respectives ont été utilisées pour lire les MIC en plagant dans la
position de chaque dégradé. Quatre bandes E test ont été placées sur chaque plaque d'agar
Mueller-Hinton. Quant & la méthode 2 (E test 2) ; il s'agit d’utiliser des plaques (fabriquées
par Trek Diagnostics, Cleveland, OH) contenant du colestiméthate et celles contenant de la
tigécycline. Des bandelettes d'imipénem+ tigécycline E test ont été testées sur ces plaques
contenant du colestiméthate et des bandelettes d'imipénem + d'amikacine E test étaient testées

sur des plaques contenant de la tigécycline. (Madhurii et al., 2010).

Les CMI pour E test 1.(Microdilution Checkerboard; Trek Diagnostics) était déterminées
comme suite: CMI des médicaments individuels imipénem (0,5 a 32 g / ml), amikacine (0,5 a
32 g / ml), tigécycline (0,015 a 16 g / ml) et colestiméthate (0,25 a 16 g / ml) et des
combinaisons de ces CMI ont été déterminées en utilisant la technique de microdilution en
bouillon telle que recommandee par le CLSI et décrite (Eliopoulos et al., 1996 ; Moody.,
1992 ; Rand, et al., 1993). En bref, les plagues de microdilution de bouillon ont été inoculées
avec chague organisme d'essai pour donner la densité appropriée (105 UFC / ml) dans 100 |
de bouillon Mueller-Hinton (MHB) et incubé pendant 24 h a 35 ° C a l'air ambiant. Un puits
sans antibiotique a été utilisé comme contréle de croissance positif sur chaque plaque. Les

plaques ont été lues pour la turbidité visuelle, et les résultats ont été enregistrés apres 24 h
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d'incubation a 35 ° C dans Il'air ambiant en utilisant un lecteur a miroir grossissant, car la

turbidité dans les puits indiquait la croissance du micro-organisme. (Madhurii et al., 2010).

L'analyse time-kill a été réalisée selon des techniques publiées antérieurement
(NACCL ,1999 ; Petersen et al., 2006). Des flacons contenant du MHB avec des
combinaisons a un, deux ou trois médicaments ont été inoculés avec une aliquote de phase
mi- logarithmique de l'organisme d'essai a une densité d'environ 106 CFU / ml dans un
volume final de 100 ml et incubés sous agitation. Incubateur a 35 ° C a l'air ambiant. Les
aliquotes ont été prélevées aux instants 0,6 et 24 h aprés I'inoculation et dilué en série dans
une solution stérile de chlorure de sodium a 0,85% pour la détermination des numérations
viables. Les échantillons dilués, en aliquotes de 0,05 ml, ont été étalés en double sur des
plaques de Trypticase soja en utilisant un plateau en spirale. Le log10 CFU / ml bactérien total
a été déterminé apres 18 h d'incubation a 35 ° C. (Madhurii et al., 2010).

Les résultats obtenus ont été comparés aux résultats time-kill. Une synergie a été
systématiquement détectée avec les associations imipénem + colestiméthate et tigécycline +
imipénem. La méthode E test avec le médicament actif incorporé dans la gélose a permis de
détecter une synergie méme en présence du médicament actif et était plus comparable aux
tests CB et time-kill. Une synergie a été détectée avec la combinaison de trois médicaments
d’imipeneme, de tigécycline et d’amikacine par les méthodes Checkerboardet time-kill parmi

plusieurs clones testés. (Madhuri et al., 2010).

En effet, les huit types clonaux de Pan-Drug-Résistant Acinetobacter baumanniia présenté
une résistance a I’amikacine (32 g/ml), a ’ampicilline-sulbactam (16/8 g/ml), ciprofloxacine
(2 g/ml), céfépime (16 g/ml),L’imipenem (8 g/ml) et la pipéracilline-tazobactam (64/4 g/ml),
(Madhuri et al., 2010).L’E test 2 et le Checkerboard semblaient bien corrélés toutes les
combinaisons testées. Parmi 32 opportunités entre les resultats de E test 2 et CB, 5 désaccords
ont été enregistrés. Quatre clones qui étaient indifférents par E test 2 (tigécyclineplus
colestiméthate [clones 7 et 8] et amikacine plus tigécycline [clones 4 et 7]) ont montré une
additivité par CB et un clone (numéro 5) qui a montré une additivité par E test 2 a I’imipénem
plus tigécycline était indifférent par CB (Madhuri et al., 2010).

L'étude a démontré la synergie de I’imipénem et de la tigécycline et les combinaisons
imipénem + colestiméthate par E test 2 et a montré une additivité / synergie par

Checkerboard. Sur la base de ces résultats in vitro, I’imipenéme semble étre un médicament
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puissant lorsqu’il est utilisé en association contre les souches Pan-Drug-Reésistant
Acinetobacter baumannii résistantes a I’imipénéme. Les combinaisons avec des
antimicrobiens qui ont des sites d’action différents (imipénem+ colistine et imipénem+
tigécycline) ont montré une synergie dans au moins certains des isolats testés. Cependant,
aucune synergie n’a été observée avec I’association tigécycline + colistine malgré les
difféerents sites d’action de ces deux antimicrobiens. Ces résultats indiquent 1’importance des
tests de synergie pour prédire I’activité de combinaisons d’antibiotiques spécifiques contre
Pan-Drug-Resistant Acinetobacter baumannii, mais la capacité des tests d’association in vitro
a predire la synergie clinique reste inconnue. (Madhurii et al., 2010). D’autres études
cliniques déterminant la pertinence de ces données sont justifiées. Cependant, les bénéfices
cliniques de ces associations d’antibiotiques in vivo ne peuvent étre déterminés qu’en
évaluant les synergies au moyen d’études pharmacocinétiques soigneusement congues et

grace a des essais cliniques randomisés. (Madhuri et al., 2010).

Tableau 08 : Résumé des tests de synergie antimicrobienne des clones MDR A. baumannii
par E test 2, damier et méthodes time-Kkill. (Madhurii et al., 2010).

Reésultats de sensibilité avec le test indiqué et I'association antibiotique?

Clone Etest 2° Checkerboard® Time-kill

N° TGC | IPM+ | IPM+ | AMK+ | TGC | IPM+ | IPM+ | AMK+ | AMK+TSC+ | IPM+ IPM+ IPM+TGC+
+CST | TGC | CST | TCG +CST | TGC | CST | TGC AMK TGC CST AMK

1 111 /S SIS I I Al AIA I/ Al NT SND 6 he

2 I /S SIS I I AIA SIA I/ I 6 he 6,24 h 6,24 h

3 I SIS SIS I I SIA AJA I/ I 6,24 h SND NT

4 I /S AJS I I Al Al AJA S/ 6 he SND 6 he

5 I AJS SIS I/ I I/ AJA I/ Al NT 6,24 h 6,24 h

6 I SIS SIS I/ I Al Al I/ I/ NT SND 6 he

7 I SIS SIS I/ AJA AJA Al AJA S/ SND SND 6 he

8 I SIS SIS I AIA AIA SIA I I 6,24 h 6 he 6,24 h
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Figure 13 : Analyses chronologiques des isolats de test. (Madhuri et al., 2010).

L'analyse chronologique n'a été effectuée que pour les clones qui ont montré une synergie ou
une additivité avec E test 2 et dans plus de deux puits avec des tests de CB. Les diminutions
log10 du nombre de colonies & 6 et 24 h avec la combinaison antimicrobienne comparé a
I'agent unique le plus actif sont représentées pour chaque type de clone. IP, imipenem ; TG,

tigécycline ; CO, colistine ; AK, amikacine. (Madhurii et al., 2010).

L’étude de Gani et al. (2005), démontre les Méthodes de test de synergie entre les
antimicrobiens ; Tests de synergie par E-test et échiquier ; Contre Brucella melitensis. Le but
de cette étude était d'évaluer le taux de concordance de deux tests in vitro de synergie, le test
E et la méthode en damier, avec diverses combinaisons d'antibiotiques qui pénétrent la paroi
cellulaire contre les isolats de Brucella melitensis récupérés dans le sang. Deux méthodes de
test de synergie différentes, le damier et les méthodes de test E, ont été utilisées pour
comparer les efficacités in vitro de diverses combinaisons antimicrobiennes a 16 souches de
Selon

Brucella melitensis isolées a partir d'hémocultures. les protocoles suivants :
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1) LeE test:

Un inoculum égal a un standard de turbidité Mc Farland 0.5 a été préparé a partir de chaque
isolat de Brucella, et 101 de la suspension ont été inoculés sur des plaques d’agar Mueller-
Hinton avec 5% de sang de mouton. Des bandelettes de test E de RIF, DOX, SXT, SM, AZM
et CIP (AB Biodisk, Solna, Suéde) ont été stockées a -20 ° C jusqu'a utilisation. Les
bandelettes de test E ont été appliquées séparément aux plaques de culture inoculées en
utilisant un gabarit, comme recommandé par le fabricant, et les plaques ont été incubées a 35
° C pendant 48 h dans des conditions aérobies (Figure. 15). Pour les tests, les combinaisons
de bandelettes de test E ont été placées sur le méme milieu de culture dans une formation

croisée, avec un angle de 90 ° a l'intersection entre les échelles aux CMI respectives pour
B. melitensis, et les plagues ont été incubées a 35 ° C pendant 48 h. (Gani et al., 2005).

La détermination des CMI par le test E a été réalisée en double, selon les recommandations du
fabricant, et les CMI ont été interprétées au point d'intersection entre la zone d'inhibition et la
bandelette de test E. L'indice de concentration fractionnelle inhibitrice (FIC) (FIC) a été
calculé sur la base de la zone d'inhibition résultante comme suit : FIC A FIC B, ou FIC A est
la CMI de Il'association / CMI du médicament A seul, et FIC B est la CMI de l'association /
CMI du médicament B seul. (Gani et al., 2005).

2) La méthode de damier :

Formes de poudre standard de RIF (Sigma Chemical Co., St.Louis, Mo.), DOX (Sigma
Chemical Co.), SXT (Hoffmann-La Roche, Inc., Nutley, NJ), SM (Sigma Chemical Co.),
AZM (Pfizer Inc., New York, NY) et CIP (Miles Inc., New Haven, Connecticut) ont été
stockés entre 2 et 8 ° C jusqu'a utilisation. Les solutions meres et les dilutions doubles en série
de chaque médicament pour au moins doubler la CMI ont été préparées selon les
recommandations du NCCLS immédiatement avant le test (Bajaksouzian et al., 1997 ; Gu'r
et al., 2001). Un total de 50 1 de bouillon Mueller-Hinton a été distribué dans chaque puits
des plaques de microdilution (figure 14). Le premier antibiotique de I'association a été dilué
en série le long de I'ordonnée, tandis que le second médicament a éte dilué le long de
I'abscisse. Un inoculum égal a un standard de turbidité Mc Farland de 0,5 a été préparé a
partir de chaque isolat de Brucella dans un bouillon Mueller-Hinton (BBL). Chaque puits de

micro-titre a été inoculé avec 100 1 d'un inoculum bactérien de 5 105 CFU / ml, et les plaques

Page | 42



Partie 111 ; Résultats et discussion

ont été incubées a 35 ° C pendant 48 h dans des conditions aérobies. Le damier résultant

contient chaque combinaison de deux antibiotiques, (Gani et al., 2005).

Les résultats obtenus par Gani et al. (2005) : Le taux de concordance du test E et des
méthodes en damier s'est avéré étre de 55%. Les résultats les plus concordants ont été trouvés
pour la combinaison streptomycine-doxycycline dans 12 tests (75%), dans lesquels quatre
souches ont montré une activité synergique par le test E et une activité antagoniste par la
méthode en damier et une souche a montré une activité antagoniste par les deux méthodes.
Méme si chacune de ces méthodes utilise des conditions et des parameétres différents, les

résultats des deux méthodes s'accordent fréquemment. (Gani et al., 2005).

Afin de prévenir les rechutes et les complications, les patients doit bien adhérer aux
protocoles de traitement, sinon I'administration insuffisante des médicaments entrainera la
phagocytose bactéries pour réinfecter I'hdte. Par conséquent, de nombreuses études ont
menées ces dernieres années pour tester les résultats de cette méthode comparée a celles d'une

autre sensibilité in vitro tests. (Gani et al., 2005).

Les méthodes de test en damier et E se sont révélées concordantes dans certaines études
(Cercenado et al. 1996), mais dans d'autres, les résultats du test E se sont avérés concordants
avec ceux d’autres tests de synergie (Bonapace et al. 2000, Kobayashi et al.,f 1997).White
et al. (1996) ont comparé la méthode du damier, méthode temporelle et test E pour étudier les
effets de quatre différentes combinaisons d'antibiotiques contre Escherichia coli,
Enterobacter cloacae, Pseudomonas aeruginosa et Staphylococcus aureus. Il y avait un
accord de 44 a 88% entre les méthodes time-kill et damier et accord de 63 a 75% entre les
méthodes de test temporel et E. Le taux de un accord entre le damier et les méthodes de test E
a été trouvé a 75%. Les tarifs de I'accord obtenu avec les combinaisons RIF-DOX, RIF-SXT,
SXTDOX, SM-DOX et AZM-CIP étaient de 63,75, 31,25, 13,75, 62,5, et 56,25%,
respectivement (Tableau 09). Méme si chacune de ces methodes utilise des conditions
differentes et les criteres d'évaluation, il y avait un accord fréquent entre les résultats .La
méthode du damier est difficile et chronophage pour une synergie antimicrobienne de routine
mais nous suggéerons que le test E peut facilement étre appliqué a tests de sensibilité aux
antibiotiques des souches de B. melitensis, moins de travail et moins de temps. (Gani et al.,
2005).
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Tableau 09 : Comparaison des résultats par test E et méthode en damier (Ghani et al.,

2005)
Nbre (%) de souches
Activité RIF-DOX RIF-SXT SXT-DOX SM-DOX AZM-CIP
CB ET CB ET CB ET CB ET CB ET

Synergie 10(62,5) | 15(93,7) | 2(12,5) 6(37,5) 4(25) 6(37,5) 7(43,7) 11(68,7) | 10(62,5) | 12(75)
Indifférence | 4(25) 1(6,25) 8(50) 7(43,7) 6(37,5) 4(25) 4(25) 4(25) 4(25) 4(25)
Antagonisme | 2(12,5) 6(37,5) 3(18,7) 6(37,5) 6(37,5) 5(31,2) 1(6,25) 2(12,5)

Total 16(100) 16(100) 16(100) | 16(100) | 16(100) | 16(100) | 16(100) | 16(100) 16(100) | 16(100)

b - i b
P = o

0.25 0.50 1.00 2.00

Uu G

Figure 14 :I’effet synergique de combinaison de deux médicaments montrant par la méthode
de damier (Gani et al., 2005).

e e s SRR

Figure. 15 : Six bandelettes de test E différentes appliquées sur une plaque d'agar (Gani et

al.,

2005).
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Conclusion

Conclusion :

Les bactéries lactiques ont un intérét primordial dans 1’alimentation. Elles jouent un role
important dans I’entretien et ’amélioration de la santé de ’homme. De nombreuses bactéries
lactiques a activité antimicrobienne ont été mises en évidence en exploitant les potentialités
inhibitrices naturelles par des tests d’interaction entre les bactéries pathogénes et les isolats de
bactéries lactiques. (Moraes et al., 2010 ; Penaud, 2006 ; Marth et al., 2001 ; Yateem et al.,
2008).Les antibiotiques ont pendant longtemps été utilisés pour améliorer les performances en
élevage et en medecine humaine. Cette utilisation a entrainé une augmentation des risques
d’antibio-résistance et d’hypersensibilit¢ chez I’homme. Parmi les alternatives aux
antibiotiques, I’utilisation de bactéries probotiques, notamment les lactobacilles, a été

proposée et elle a prouvé son efficacité sur la santé animale (Wilson, Sigee, et al. 2005).

Les différentes études analysées, démontrent bien, I’effet antibactériens des combinaisons des
bactériocines en association avec les différents agents antimicrobiens comme (la colistine et
pylymixine) par un effet synergique (Nagmouchi et al., 2010 ; Nagmouchi et al., 2011 ;
Nagmouchi et al., 2013). Aussi, L’association de certaines huiles essentielles aux
bactériocines ou aux antibiotiques a clairement inhibé la croissance de différents pathogénes.
(Oulhadj et al., 2017).

Nous concluons que l'effet synergique positive, ou antagoniste des associations d’agents
antimicrobiens (antibiotique + bactériocine ; huile essentiel + antibiotique ; huile essentiel +
bactériocine...etc.) est généralement évalué par la technique du E test et /ou le test de damier
qui est utilisée pour comparer in vitro [Defficacit¢é des différentes combinaisons
antimicrobiennes contre plusieurs souches pathogénes, alors Il serait intéressant d'essayer ces
techniques pour la mise en évidence de I’activité antibactérienne de nos souches lactiques
(lactobacillus plantarum) associées a des antibiotiques vis-a-vis des pathogenes de toxi-

infections.

L’ensemble des résultats obtenus in Vitro ne constitue qu’une premicre étape dans la
recherche de substances de source naturelle biologiquement actives, donc en perspective il
serait important d'exploiter I’isolement des molécules bioactives et envisager I'évaluation de

leurs effets toxiques avant toute application.
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