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Résumé

L’utilisation intense des antibiotiques a entrainé I'apparition de souches pathogeénes
extrémement résistantes, ce qui est difficile de soigner leurs infections qui ne peuvent étre traités
efficacement qu'avec un groupe restreint d’agents antimicrobiens. Pour cela, il est devenu tres
important de rechercher de nouveaux antibiotiques non conventionnels.

Pseudomonas aeruginosa produit de nombreux métabolites secondaires a effet biologique
significatif contre différents pathogénes, responsables de ces différentes infections.

Dans le présent travail nous avons essayé d’évaluer I’activité antimicrobienne de la
pyocyanine de 9 isolats de Pseudomonas aeruginosa. Tout les isolats sont d’origine clinique
sauf un qui est obtenu a partir des racines d’une plante graminée sauvage (I’orge du rat =
Hordeum murinum). Les résultats de 1’antagonisme de ces isolats vis-a-vis des bactéries a Gram
positif et négatif et des levures ont montré des zones d’inhibition importante parmi lesquels un
isolat S2 qui a montré un effet sur toutes les souches cibles.

Le dosage de la pyocyanine produite chez 4 isolats par spectrophotométric a montré que la
meilleure production de métabolite est trouvée chez la souche S2. Cette derniére est sélectionnée
par la suite pour tester ’activité antimicrobienne de sa pyocyanine contre des germes pathogénes.
Ce phénazine est extrait par Chloroforme et son effet est évalué par la méthode de diffusion des
disques sur milieu Mueller-Hinton. Les résultats obtenus révélent une sensibilité des bactéries a
Gram positif et les levures plus grande que celle des Gram négatifs avec des zones d’inhibition
de 15 mm pour Staphylococcus aureus ATCC 33862 et Candida albicans d’origine génital.

L’effet de la température et du temps d’incubation sur la production de la pyocyanine a été
réalisé pour les 4 isolats les plus performants. La meilleure production (15.9pg/mL) est atteinte
lors d’une incubation a 37°C pendant 48 heures par 1’isolat S2.

Une caractérisation de la pyocyanine par spectrophotométrie UV-visible a montré un spectre
contenant 3 pics, deux dans I’UV (a 300 et 380nm) et un dans le visible (& 520nm). Un

maximum d’absorption a été enregistré a 380nm.

Mots clés : Pseudomonas aerugionsa, pyocyanine, activité antimicrobienne, souches pathogénes.



Abstract

The intense use of antibiotics has resulted in the emergence of extremely resistant pathogenic
strains, which is difficult to treat their infections that can only be effectively treated with a small
group of antimicrobial agents. For this reason, it has become very important to look for new
unconventional antibiotics.

Pseudomonas aeruginosa produces numerous secondary metabolites with a significant
biological effect against different pathogens responsible for these different infections.

In this work we have tried to evaluate the antimicrobial activity of the pyocyanin of 9 isolates
of Pseudomonas aeruginosa. All isolates are of clinical origin except one that is obtained from
the roots of a wild grass plant (Rat barley = Hordeum murinum). The results of antagonism of
these isolates against Gram-positive, Gram-negative bacteria and yeast showed significant areas
of inhibition among which an isolate S2 had an effect on all target strains.

Determination of pyocyanin produced in 4 isolates by spectrophotometry showed that the
best production is found in strain S2. This isolat is subsequently selected to test the antimicrobial
activity of its pyocyanin against pathogenic germs. Pyocyanin is extracted by Chloroform and its
effect is evaluated by disk diffusion method on Mueller-Hinton medium. The results obtained
revealed a greater susceptibility of Gram-positive bacteria and yeasts than Gram-negative ones
with 15 mm inhibition zones for Staphylococcus aureus ATCC 33862 and Candida albicans of
genital origin.

The effect of temperature and incubation time on pyocyanin production was performed for
the 4 best performing isolates. The best production (15.9 pg / ml) is reached during incubation at
37 ° C for 48 hours by the isolate S2.

A characterization of the pyocyanin by UV-visible spectrophotometry showed a spectrum
containing 3 peaks, two in the UV (at 300 and 380nm) and one in the visible (at 520nm). A

maximum of absorption was recorded at 380nm.

Key words: Pseudomonas aerugionsa, pyocyanin, antimicrobial activity, pathogenic strains.
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Introduction

Introduction

Pseudomonas aeruginosa est une bactérie a Gram négatif présente dans presque toutes les

niches écologiques, y compris le sol, I'eau et les plantes (Onbasli et Aslim, 2008) et présent
méme en milieu hospitalier (Abdulrazaq Abdul-Lateef et al., 2017). 1l est fréquemment
isolé de sites contaminés et est capable de produire des métabolites qui améliorent sa
compétitivité et sa survie (Onbasli et Aslim, 2008) tel que les phénazines et principalement la
pyocyanine (Liang et al., 2011). Cette substance qui est un trait caractéristique important et
significatif de Pseudomonas aeruginosa est un pigment bleu-vert soluble dans l'eau
(Abdulrazaq Abdul-Lateef et al., 2017), elle a des effets antimicrobiens sur un grand
nombre de groupes différents de microorganismes ( Ozyiirek et al., 2016).
La pyocyanine est un antichlamydia efficace elle inhibe l'infectiosité du corps élémentaire de
Chlamydia et également la croissance de chlamydia dans l'inclusion au cours des étapes
ultérieures du cycle de développement (Li et al., 2018). En dépit de la toxicit¢ de la
pyocyanine, son utilisation contre les infections microbiennes humaines avec des
concentrations tolérées par les cellules humaines peut devenir une solution de dernier recours
devant les infections par des germes résistants a tous les moyens thérapeutiques
conventionnels (Li et Webster, 2018). En plus, plusieurs travaux ont signalé la possibilité
d’utiliser la pyocyanine comme moyen thérapeutique contre les infections de Chlamydia (Li
et al., 2018) ct les maladies dermatologiques causées par des champignons tel que
Trichophyton rubrum, qui pourrait étre un agent causal majeur de la teigne corporelle (El-
Zawawy et Ali, 2016).

En raison du potentiel d'oxydo-réduction du pigment, il a été suggéré que le mécanisme
moléculaire de son action passe par la génération du radical superoxyde (Al-Saadi ez al.,
2012). Ainsi, plusieurs études s’intéressent a son activité anticancéreuse (Zhao et al., 2014 ;
Alka et al., 2018).

La découverte et l'utilisation de plus en plus répandue d'antibiotiques ont conduit a
l'apparition rapide de souches résistantes aux antibiotiques aujourd'hui; de plus en plus
d'infections sont causées par des microorganismes qui ne répondent pas aux traitements
conventionnels (Li et Webster, 2018).

Le but de ce travail est d’utiliser un métabolite secondaire secrété par des souches
de P.aeruginosa qui est la pyocyanine contre des microorganismes pathogénes.

Pour achever ce but, les objectifs suivants sont fixés :

e Isolement et caractérisation phénotypique de Pseudomonas aeruginosa.
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o L’effet antagoniste de Pseudomonas aeruginosa vis-a-vis des souches pathogénes.
e Production et extraction de la pyocyanine.

o Evaluation de I’activité antimicrobienne de la pyocyanine contre quelques

souches pathogeénes (bactéries et levures).

o FEtude de I’effet de la température et du temps d’incubation sur la production de

la pyocyanine.

e (Caractérisation de la pyocyanine produite par spectrophotométrie UV -visible.

Le manuscrit est structuré en deux parties, la premicre partie concerne la recherhce
bibliographique composée de deux chapitre : le premier présente des généralités sur
P.aeruginosa et le deuxiéme chapitre sur la production des phénazines par cette bactérie.

La deuxiéme partie concerne le coté pratique dans lequel le matériel et les méthodes suivis
dans ce travail sont expliqué, puis ; les résultats sont présentés, discutés, pour tirer a la fin une

conclusion et des perspectives.



Chapitre I : Géneéralités sur Pseudomonas aeruginosa

1. Historique :

Le pathogene bactérien opportuniste actuellement connu sous le nom de Pseudomonas
aeruginosa a regu plusieurs noms tout au long de son histoire en raison de la coloration bleu-
vert caractéristique produite lors de sa culture. Sédillot a été le premier a constater en 1850
que la coloration des pansements chirurgicaux était associée a un agent transmissible (Lister
et al., 2009). C’est en 1869 que Fordos a souligné que la coloration était due a un pigment
bleu cristallin appelé pyocyanine (Sefraoui, 2015). Pseudomonas aeruginosa a été¢ découvert
pour la premiere fois en 1872 par Schroter, qui a décrit une bactérie capable de produire un
pigment bleu hydrosoluble dans le pus et sur des pommes de terre bouillies, et I’a appelé

Bacterium aeruginosum. L’isolement bactérien sera fait dix ans plus tard par Gessard, qui le

nomme Bacillus pyocyaneus, ce nom sera conservé jusqu’aux années soixante du 20 siécle
(Méar, 2014).

Aujourd'hui, B. pyocyaneus est connu sous le nom de Pseudomonas aeruginosa, et son
nom refléte encore sa capacité a produire un pigment : aerugo est le mot latin de verdigris, le
revétement bleu-vert sur cuivre (Blankenfeldt et Parsons, 2014).

2. Définition :

Pseudomonas aeruginosa est un bacille a Gram négatif , non sporulant de forme droite ou
légérement courbée, il mesure de 1 a 5 um de long et de 0,5 a 1 um de large. C’est une
bactérie mobile grace a la présence d’un flagelle monotriche polaire, mésophile, aérobie
stricte, qui posséde néanmoins tous les systémes nécessaires a la respiration anaérobie. Sa
morphologie de méme que pour tout le genre Pseudomonas, est facilement distinctive grace a
la production de la pyocyanine (Elmeskini, 2011 ; Salacha, 2010). Il appartient a la division
des protéobactéries, qui sont toutes des Gram négatifs, classe des y-protéobactéries, dans
laquelle se trouvent la plupart des bacilles Gram négatifs pathogénes pour ’homme (Méar,
2014). P. aeruginosa appartient a la famille des Pseudomonadaceae (Barakat, 2012). Le
genre Pseudomonas contient actuellement 144 especes, ce qui en fait le genre de bactérie
Gram négatif qui contient le plus grand nombre d'especes (Gomila et al., 2015) citant : P.
aeruginosa, P. chlororaphis, P. fluorescens, P. pertucinogena, P. putida, P. stutzeri et P.
syringae. P.aeruginosa est le principal représentant du genre Pseudomonas. Cette bactérie
mésophile est capable de se multiplier a I’intérieur d’un large spectre de température allant de

15 a42°C. La température optimale de croissance est 37°C

(Barakat, 2012).
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3. Habitat :

Pseudomonas aeruginosa est une bactéric largement récupérée de l'environnement,
capable de coloniser un certain nombre de sites humides dans les plantes et les sols et dans
une grande variété d'environnements aquatiques (Bédard ez al., 2016).

Considérant les environnements terrestres, son isolement des plantes ou des 1égumes ainsi que
sa détection dans les sols agricoles été rapportés, cependant ; il est encore difficile de savoir si
ces environnements constituent un réservoir ou un destinataire transitoire de P. aeruginosa
(Deredjian et al., 2014). 11 vit comme saprophyte dans 1’eau douce, on le retrouve
fréquemment a I’état commensal dans 1’appareil digestif de 1’animal ou de I’homme sain et
plus rarement au niveau cutané ou au niveau des muqueuses (Salacha, 2010).

Le rapport le plus ancien sur sa présence dans les sols provient de (Ringen et Drake
,1952). Plus tard, (Green et al, 1974) I'ont trouvé dans les sols californiens et ont conclu que
le sol agricole était un habitat naturel pour la bactérie, car les sols échantillonnés n'avaient pas
de source d'engrais organique connu ni de paturage animal et que l'eau d'irrigation était
exempte de bactérie de I’homme ou de I’animal. D'autres études ont montré que P. aeruginosa
est souvent présent dans les sols pollués de diverses régions géographiques et participe a la
dégradation des hydrocarbures (Deredjian et al., 2014).

P. aeruginosa est bien connu pour sa capacité a établir une résidence permanente dans les

voies respiratoires des patients atteints de fibrose kystique (FK), ce qui entraine la récurrence
d'infections pulmonaires chroniques, un déclin progressif de la fonction pulmonaire et une
augmentation des taux de mortalité (Streeter et Katouli, 2016).
Les réservoirs environnementaux de P. aeruginosa dans les hdpitaux sont nombreux et
comprennent des aérosols, de 1’eau potable, des robinets, des drains d’évier et de douche, des
appareils respiratoires, des humidificateurs, et des bassins d’hydrothérapie, ainsi que des
bassins de baignade (Bédard et al., 2016).

4. Génome de Pseudomonas aeruginosa :

La capacité de P. aeruginosa a s'épanouir dans un répertoire d'hotes et d'environnements a
souvent été associée a son génome relativement volumineux (6 a 7 Mb) (Freschi et al., 2018).
Le premier génome de P. aeruginosa a étre séquencé était celui de la souche PAOI1, une
souche largement utilisée dans les études de recherche et isolée a l'origine d'une plaie (Kung
et al., 2010). La séquence du génome de cette souche a révélé qu'elle posséde un grand
nombre de génes impliqués dans la régulation, le catabolisme, le transport et I'efflux de

composés organiques, ainsi que plusieurs systémes de chimiotactisme présumés
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(Lee et al., 2006). P. aeruginosa présente la proportion la plus élevée de génes régulateurs
prévus dans les génomes bactériens séquencés. Une analyse montre 468 génes contenant des
motifs caractéristiques des régulateurs de la transcription ou des capteurs environnementaux
(Stover et al ., 2000).

Les génomes de P. aeruginosa partagent une similitude signifiante, bien qu'ils aient été
isolés de différentes niches ou d’origine clinique. Par conséquent, ces génomes similaires
peuvent former un pool génomique connu sous le nom de pan-génome et fournir ainsi des
informations sur la virulence, la résistance aux médicaments et la formation de biofilms liés a
la pathogénicité de P. aeruginosa (Li et al., 2016).

5. Versatilité métabolique :

L'omniprésence de P. aeruginosa est en partie attribuée a sa capacité a utiliser diverses
sources de carbone et a générer de I'énergie par de multiples voies (Arai et al., 2014), il
possede une chaine respiratoire ramifiée terminée par des oxydes d'oxygeéne et d'azote qui lui
permet de se développer par respiration aérobie en présence d'oxygene (Kawakami et al.,
2010). Pseudomonas aeruginosa posséde cinq oxydases terminales pour la respiration aérobie,
dont une cytochrome ¢ oxydase de type A (caa3) et deux cytochromes de type C (cbb3-1 et
cbb3-2), ainsi qu'une quinol oxydase de type A (bo3) et I'oxydase insensible au cyanure
(CIO), qui est une quinol oxydase non-hémique-cuivre (Osamura et al., 2017).

Les cytochromes ¢ oxydases de type cbb3 sont les principales oxydases terminales dans des
conditions de forte et de faible teneur en oxygeéne (Hirai et al., 2016). Bo3 et caa3 (ce qui
ressemble le plus a l'oxydase terminale mitochondriale) ont de faibles affinités pour l'oxygene,
par contre la CIO et les enzymes cbb3 ont de fortes affinités pour I'oxygéne (Jo et al., 2014).

P. aeruginosa a un métabolisme flexible qui peut utiliser les oxydes nitriques comme
accepteurs alternatifs d'¢lectrons pour produire de 1'énergie lorsque l'oxygene est épuisé
(Toyofuku et al., 2012). En absence d'oxygeéne et en présence de nitrate ou de nitrite, cette
bactérie peut se développer par dénitrification (Trunk ez al., 2010), les souches de P.
aeruginosa sont généralement des dénitrifiants actifs (Chen et al., 2003).

De plus, il effectue une fermentation de l'arginine pour produire de I'énergie dans des
conditions anaérobies en l'absence d'autres accepteurs d'électrons appropriés (Trunk et al.,
2010) en absence de nitrate ou de nitrite, I'arginine sert de substrat énergétique pour la
croissance anaérobie ; P. aeruginosa dégrade l'arginine en ornithine, liée a la génération

d'ATP (Eschbach, et al., 2004).

)
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La fermentation du pyruvate pourrait également jouer un role important en tant que
métabolisme de survie endogéne général en réponse a une privation d'énergie (Schreiber et
al., 2006).

6. Pouvoir pathogene et facteurs de virulence :

6.1. Pouvoir pathogéne :

Les pathogénes opportunistes, dont P.aeruginosa est un modele qui utilise I’opportunité
que représente la baisse des défenses immunitaires de ’organisme pour provoquer des
dommages chez I’hote. Cela ne signifie pas qu’il ne peut se développer que chez
I’'immunodéficient ; il peut aussi créer des pathologies chez un individu sain mais ses atteintes
seront plus fréquentes et plus séveres chez les immunodéficients (Leclerc, 2002).

P.aeruginosa est a I’origine de plusieurs types d’infections ; des infections pulmonaires,
urinaires ; ostéo-articulaires ; des surinfections de Iésions cutanées, en particulier chez les
grands brilés, des septicémies et des endocardites (Claire, 2014).

L’infection pulmonaire chronique a P. aeruginosa est a 1’origine de la majeure partie de la
morbidité chez les patients atteints de mucoviscidose. L'infection chronique est considérée
comme une croissance de P. aeruginosa dans les tissus respiratoires sur une période de 6
mois. Environ 80% des adultes atteints de FK ont une infection chronique a P. aeruginosa
(Rikalovic et al, 2017).

Les études sur les sources et les véhicules par lesquels I'organisme est transféré aux
patients étaient auparavant limitées a l'environnement immédiat des patients a l'intérieur de
'hopital. Ces sources impliquées comprennent les éviers, les solutions et les crémes, les mains
du personnel et le matériel d’inhalation et de réanimation (Green et al., 1974).

L'eau du robinet provenant de robinets contaminés par P. aeruginosa joue un role important
dans la propagation de ce pathogene chez les patients. Il a été démontré qu'un grand nombre
de transmissions s’effectue du robinet au patient et du patient au robinet (Reuter et al., 2002).

6.2. Facteurs de virulence :
6.2.1. Les systémes de secrétions :

La plupart des facteurs de virulence secrétés doivent traverser la membrane des cellules de
I’hote afin d’étre délivrés directement dans le cytoplasme de ces cellules, pour se faire, la
bactérie posseéde des complexes macromoléculaires, plus ou moins sophistiqués, appelés des

systémes de sécrétion (Chaker, 2012).
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6.2.1.1. Systéme de sécrétion de type I (SST1) :

Le SSTI1 est composé d'un ABC transporteur (ATP Binding Cassette) localisé dans la
membrane interne, d’une protéine spécifique de la membrane externe appelée OMP (Outer
Membrane Protein) et d’une protéine dite de « fusion membranaire » (MFP), ancrée dans la
membrane interne qui relie I’ABC transporteur a 'OMP (Thibault ,2010).

Deux SSTI1 ont été bien décrits chez P. aeruginosa (Reboud, 2017) : le systtme Apr
permet la sécrétion de la protéase alcaline AprA et de la lipase LipA, et le systtme HasDEF
qui secreéte la protéine HasA qui a la capacité d’acquérir des ions des hémes des
hémoglobulines (Gebus, 2008). D’autres SST1 sont présents chez P. aeruginosa, mais aucun
substrat spécifique n’a été mis en évidence (Reboud, 2017).

6.2.1.2. Systéme de sécretion de type II (SST2) :

Chez P. aeruginosa, trois systéemes de sécrétion de type 2 ont été identifiés. Le systéme
Xcp est de loin le systéme le mieux caractérisé et sécréte plusieurs facteurs de virulence
jouant un réle important au cours de I’infection (Golovkine, 2015). Ce systéme est nécessaire
pour la sécrétion d'exotoxine A, de lipases, des phospholipases C, de la phosphatase alcaline
ou d'¢lastase (LasB) (Durand et al., 2003).

Le deuxieme SST2 on ne lui connait qu’un seul substrat: la phosphatase alcaline LapA. Un
troisiéme SST2, a été identifié récemment dans la souche clinique PA7 et lui est spécifique
(Sall, 2013).

6.2.1.3. Systéme de sécrétion de type III (SST3) :

Présent chez de nombreuses bactéries, le systéme de sécrétion de Type III (SST3) permet
la translocation d’exotoxines directement dans le cytoplasme de la cellule eucaryote cible. 11
est un facteur majeur de virulence de P. aeruginosa, trés actif lors des infections aigués,
lorsque la bactérie se développe sous forme planctonique, mais également actif dans une

moindre mesure lors des infections chroniques (Perdu ,2013).
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Figure 1: Représentation schématique du SST3 de P.
aeruginosa (Sato et Frank, 2011)

Dans le cas de P. aeruginosa, le SST3 bloque les processus phagocytaires, induit la mort
cellulaire et permet la dissémination des bactéries dans I’organisme (Verove, 2011).
Seulement quatre effecteurs ont été identifiés a ce jour chez P. aeruginosa, les exotoxines
ExoS, ExoT, ExoU et ExoY, il produit moins de toxines que les autres bactéries a Gram
négatif (Yersinia 6 toxines, Shigella 25 toxines, Salmonella 23 toxines) (Pernet, 2014).

6.1.2.1.4. Systéme de sécretion de type V (SSTS) :

Le systéme de sécrétion de type V (SSTV) représente la voie de sécrétion la plus simple ;
la protéine substrat traverse la membrane interne via le systéme Sec, ensuite ; des feuillets B
de cette protéine forment un canal dans la membrane externe qui servira pour le passage de la
protéine a secréter (Chaker, 2012).

Chez P. aeruginosa, le SSTS permet la sécrétion de la protéase LepA et de 1’estérase EstA,
impliquée dans la production des rhamnolipides (Golovkine, 2015).
6.1.2.1.5. Systéme de sécrétion de type VI (SST6) :

Le systtme de sécrétion cible les bactéries et sécréte des effecteurs qui inhibent la
croissance des cellules voisines, en utilisant un systeme de libération par contact (Corbitt et
al., 2018).

Les protéines sécrétées par le T6SS appartiennent essentiellement a deux familles, a savoir
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Hcp et VgrG. La fonction de Hep consiste a former des nanotubes sur la surface bactérienne
et que ces tubes pourraient permettre le transport d'autres protéines effectrices dépendantes du
T6SS (Hachani et al., 2011). La protéine VgrG forme un trimére et est censée servir de
capuchon pour le tube Hep qui fonctionne comme un dispositif de perforation en forme de
pointe de queue (Spencer, 2015) permettant le passage de protéines ou de complexes

macromoléculaires (Hachani et al., 2011).

6.2.2. Facteurs de virulence associés a la bactérie :
6.2.2.1. Pili :

P. aeruginosa posséde de multiples pili de surface cellulaire (type IV) qui sont responsables
de l'adhérence aux membranes cellulaires et a d'autres surfaces, de la motricité par
contraction, de la formation de biofilms et responsable aussi des réactions avec le systéme
immunitaire et avec les antibiotiques (Al-Wrafy et al., 2017).

6.2.2.2. Flagellum :

Le flagellum polaire de Pseudomonas aeruginosa est un polymére composé de flagelline,
nécessaire a l'adhésion des cellules, a la motilit¢ de nage et a la formation de biofilms. De
plus, la flagelline monomere est reconnue par le systéme immunitaire inné (Bucior et al.,
2012). Il peut également déclencher une réponse inflammatoire (Gellatly et Hancock, 2013).

6.2.2.3.LPS:

Le lipopolysaccharide (LPS) de P. aeruginosa est un facteur important dans la médiation
de la virulence bactérienne et des réponses de I'hdte (Pier, 2007). Il joue un réle dans
I’adhésion des bactéries avec les cellules épithéliales via les récepteurs CFTR (Cystic fibrosis
transmembrane conductance regulator) et asialoGM1 (Reboud, 2017).

Sur le plan structurel, il est composé de trois domaines, a savoir le lipide A,
I’oligosaccharide central et I’antigene distal O (O-Ag) (Lam et al., 2011) ; le lipide A, aussi
appelé endotoxine, est responsable d’une stimulation excessive du systéme immunitaire
pouvant provoquer un choc septique et conduire a la mort (Ben Haj Khalifa, 2011).

L'antigéne-O est porteur de déterminants antigéniques (épitopes), qui sont spécifiquement
reconnus par les anticorps induits par la bactérie chez I'hdte et constituent des cibles
puissantes pour les anticorps protecteurs (Bystrova et al., 2006).

6.2.2.4. Alginate :

L'alginate est un facteur de virulence dans l'infection pulmonaire chronique a P.
aeruginosa dans la fibrose kystique (Pedersen et al., 1992). 11 joue un role dans I'adhésion de
la bactérie aux surfaces des cellules épithéliales (Marty et al., 1998) ct permet également

d’atténuer la réponse immunitaire en inhibant I’activation du complément, en réduisant le

S
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chimiotactisme des polymorphonuclaires et en diminuant la phagocytose (Chaker, 2012).
6.2.3. Facteurs de virulence secrétés :
6.2.3.1. Les protéases :

Les protéases de Pseudomonas aeruginosa sont considérées comme des facteurs de
virulence importants qui endommagent les tissus hotes et interférent avec les mécanismes de
défense antibactériens de 1’hote (Oldak et Trafny, 2005) .elles comprennent 1’¢lastase A
(LasA), I’¢lastase B (LasB), la protéase alcaline 23 (AP), la protéase IV (PIV), la petite
protéase de Pseudomonas (PASP), la grande protéase A 24 (LepA), MucD, et
I’aminopeptidase de P. aeruginosa (PAAP) ( Galdino et al., 2017).

6.2.3.1.1. L’élastase :

L'¢lastase appartient a la famille des protéinases de sérine caractérisée par la réactivité d'un
résidu sérine dans le site actif de I'enzyme. Cette enzyme hydrolyse I'élastine, la protéine
spécifique des fibres élastiques, et digére d'autres protéines telles que I'hémoglobine, la
caséine et la fibrine (Raftari er al., 2013). Elle clive également une grande variété de
protéines hotes, telles que le collagéne, les IgG et les protéines du complément (Laarman et
al., 2012). La sensibilité¢ des protéines IgA humaines a I'¢lastase suggeére un mécanisme par
lequel P. aeruginosa pourrait échapper a la fonction protectrice des IgA en produisant cette
enzyme (Heck et al.,1990).

6.2.3.1.1.1. L’élastase B :

LasB, un substrat de systéme de sécrétion de type Il, a fait 'objet de beaucoup d'attention
en raison de son expression hautement régulée lors de la colonisation tissulaire et de
l'infection, en particulier dans les poumons (Leduc et al., 2007). C’est une métalloprotéinase
au zinc ¢lastolytique qui endommage les tissus hotes par I'hydrolyse des composants de la
matrice extracellulaire et en franchissant les barriéres endothéliales et épithéliales en attaquant
les jonctions serrées intercellulaires (Kuang et al., 2011) et participe également a
l'inactivation protéolytique de nombreux composants extracellulaires des systémes
immunitaires innés et adaptatifs, notamment les opsonines, les cytokines, les chimiokines, les
peptides antibactériens et les inhibiteurs de protéinase ( Leduc et al., 2007).

6.2.3.1.1.2. L’élastase A :

LasA est une protéase extracellulaire qui renforce l'activité élastolytique de 1’¢lastase de
Pseudomonas et d'autres protéases en clivant de I'élastine sur des sites inconnus (Kessler et
al., 1997). Elle a également une activité anti-staphylolytique élevée (Kessler et al., 1998)
résultant de clivages au sein des liaisons croisées de la pentaglycine dans le peptidoglycane

des cellules de S. aureus (Barequet et al., 2004). Son action sur les protéines, y compris

o
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I'¢lastine, est limitée et vise principalement les séquences Gly3 et Gly2-Ala, peu communes
dans la plupart des protéines (Kessler et al., 1998).

6.2.3.1.2. La protéase alcaline :

La protéase alcaline (AprA) est une métalloprotéase au zinc de 50 kDa et est sécrété via
son propre systéme de sécrétion de type I, qui dégrade plusieurs composants du systéme
immunitaire de 'hote tels que les compléments Clq et C3 (12) ( Laarman et al., 2012), la
laminine, l'interféron-y humain (IFN-y), le facteur de nécrose tumorale o (TNF-o) et
l'interleukine-6 (IL-6), leurs dégradation peut entrainer une réponse immunitaire altérée
(Liyama et al., 2017). P. aeruginosa code pour un inhibiteur extrémement puissant de la
protéase alcaline (Aprl) qui est uniquement situé dans le périplasme, ou il est censé a protéger
les protéines périplasmiques contre la AprA sécrétée (Bardoel et al., 2012).

Les capacités immunomodulatrices d’ AprA incluent ¢galement la possibilité de dégrader
la flagelline, un activateur connu des réponses pro-inflammatoires via la reconnaissance du
récepteur a péage 5 (TLRS) (Casilag et al., 2016). De plus, AprA peut inhiber les fonctions
des neutrophiles, en interférant avec leur chimiotactisme, permettant ainsi a la bactérie de
s'échapper des phagocytes du systéme de défense de I'hote (liyama et al., 2017).

6.2.3.2. La leucocidine :

La leucocidine est une substance cytotoxique produite par plusieurs souches de
Pseudomonas aeruginosa. La toxine endommage les leucocytes de diverses espéces animales
et de nombreuses cultures tissulaires, mais est inefficace contre les érythrocytes et les
thrombocytes (Scharmann, 1976).

6.2.3.3. Les sidérophores :

Ce sont des molécules de faible poids moléculaire (200 a 2 000 Da), sécrétées par les
bactéries dans leur environnement et capables de chélater avec une trés haute affinité le fer
ferrique (Vaulont et Schalk, 2015).

Afin d’acquérir le fer, P. aeruginosa produit deux sidérophores majeurs, la pyoverdine
(PVD), souvent considérée comme sidérophore principal, et la pyochéline (PCH) (Cunrath,
2015).

6.2.3.3.1. La pyoverdine :

La pyoverdine est un groupe de composés fluorescents jaune-verdatre qui représente le
principal systéme d'aquisition du fer chez P. aeruginosa (Newman et al., 2017). Elle lie le fer
ferrique avec une affinité exceptionnellement élevée, suffisante pour extraire le métal des
protéines séquestrantes du fer chez les mammiféres, telles que la transferrine. En fournissant

du fer a l'agent pathogéne, la pyoverdine peut également contribuer a la formation de biofilms

)
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(Kang et al., 2018). Elle est essentielle a la virulence dans de nombreux mod¢les d'infection,
y compris l'infection pulmonaire et les mod¢les de brilures (Newman et al., 2017).

La pyoverdine peut également agir comme molécule de signalisation des facteurs de
virulence ; le régulateur de pyoverdine PvdS controle (complétement ou partiellement)
l'expression de deux autres facteurs de virulence, a savoir la protéase IV et I'exotoxine A

(Weigert aus Straubing, 2017).

6.2.3.3.2. La pyochéline :
La pyochéline lie le fer (III) avec une affinité plus faible (pFe(Ill) = 16) que la pyoverdine

mais présente une affinité élevée pour les métaux biologiques divalents (Paulen, 2017).

La production de PCH peut jouer un role dans la réponse inflammatoire prolongée
d'infections chroniques, connue pour causer des 1ésions tissulaires ( Carballido Lopez, 2018)
elle augmente la I¢talité de P. aeruginosa au cours d’une infection intrapéritonéale (Minandri
etal., 2016).

6.2.3.4. Les rhamnolipides :

Les rhamnolipides sont des glycolipides extracellulaires thermostables de faible poids
moléculaire, ce sont des composés cytotoxiques qui perturbent la mobilité des cils vibratiles
tapissant 1’épithélium respiratoire (Claire, 2014), sont multifonctionnelles aux propriétés
surfactives sécrétés par le pathogeéne bactérien Pseudomonas aeruginosa. Ces biosurfactants
sont synthétisés par les enzymes RhlA et RhIB a partir des deux précurseurs rhamnose et 3-
hydroxyalkanaote (Mohammad et al., 2013).

Ils possédent un pouvoir détergent sur les phospholipides du surfactant pulmonaire. Ils sont
impliqués dans la mobilité de type « swarming », dans la formation du biofilm et perturbent le
transport mucociliaire et les mouvements ciliaires de I’épithélium respiratoire humain et
inhibent la phagocytose (Ben Hadj Khalifa, 2011).

Les souches de P.aeruginosa qui sécrétent efficacement les rhamnolipides s'infiltrent dans
I'épithélium respiratoire, contrairement a celles exprimant tous les autres facteurs régulés par
le QS. Les rhamnolipides purifiés, appliqués sur les surfaces des épithéliums, suffisent a
perturber fonctionnellement 1'épithélium et a favoriser l'invasion paracellulaire de P.
aeruginosa déficient en rhamnolipides (Zulianello ef al., 2006).

6.2.3.5. Les lectines :

Parmi les facteurs de virulence sécrétés par la bactérie, deux lectines solubles ont été
découvertes : la premiére, PA-IL (ou LecA), d’une taille de 12.7 kDa, montre une spécificité

pour le galactose, la deuxieéme ; lectine PA-IIL (ou LecB) d’une taille de 11.7 kDa montre une
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trés forte affinité pour le fucose (Charles, 2006).

6.2.3.5.1. La lectine PA-IL :

PA-IL est directement cytotoxique pour les cellules épithéliales respiratoires et inhibe leur
croissance (Charles, 2006). LecA ralentit considérablement la croissance des cellules
épithéliales des polypes nasaux et réduit le nombre de cellules ciliées. De plus, elle provoque

la formation de grandes vacuoles dans les cellules (Grishin et al., 2015).

La molécule galactophile LecA a un effet cytotoxique sur les cellules épithéliales
respiratoires en diminuant leur vitesse de croissance, contribuant ainsi a la Iésion de
I'épithélium respiratoire et elle induit une perméabilité de I'épithélium intestinal, entrainant
une absorption accrue de I'exotoxine A (Chemani et al., 2009).

6.2.3.5.2. La lectine PA-IIL :

LecB est impliqué dans I'assemblage des pili a la surface des cellules et dans la production
de protéase IV (Funken et al., 2012). De plus, LecB diminue in vitro la fréquence de
battement ciliaire de 1'épithélium des voies respiratoires, inhibant ainsi un mécanisme de
défense important du poumon humain (Tielker et al., 2005).

6.2.3.6. Exotoxine S, T, U& Y :

Les exotoxines S, T, U et Y ont en commun d’étre sécrétées a travers le SST3. Exo S et
exo T sont deux enzymes ayant une parenté de structure. Elles portent 2 activités : une activité
GTPase et une activité ribosyl transférase. Elles sont responsables d’une perturbation du
cytosquelette d’actine (Méar, 2014). ExoS, une ADP-ribosyltransférase, nécessaire a la
destruction des tissus au site de 1’inflammation et a la dissémination bactérienne, elle peut
aussi contribuer a I’'inflammation pulmonaire en stimulant la prolifération lymphocytaire
(Khalilzadeh, 2009). ExoT est une toxine bifonctionnelle a activit¢ RhoGAP et ADPRT; elle
entrave la production d'espéces réactives de l'oxygeéne éclatant dans les neutrophiles et
favorise l'apoptose des cellules hotes en transformant la protéine hote Crk par ribosylation
d’ADP en une cytotoxine et en activant la voie apoptotique intrinséque des mitochondries
(Klockgether et Tiimmler, 2017).

ExoU est une phospholipase, on estime qu'elle est 100 fois plus puissante que I'ExoS et
capable de provoquer la mort rapide des cellules eucaryotes de I'hdte en raison d'une perte
d'intégrité de la membrane plasmique compatible avec une nécrose (Gellatly ez al., 2012).
L’exotoxine Y cause une augmentation de ’AMPc cytosolique conduisant a 1’augmentation

de la perméabilité pulmonaire (Pecastings, 2010).
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6.2.3.7. La pyocyanine :

La pyocyanine provoque un large éventail de dommages cellulaires, tels que I'inhibition de
différentes fonctions comme la respiration cellulaire, la fonction ciliaire, la croissance des
cellules épidermiques. Elle pourrait aussi contribuer a la persistance de P. aeruginosa , ainsi
qu'a la perturbation de I'homéostasie du calcium. (Oleiwi, 2015). La pyocyanine a de
nombreux effets pathogenes, tels qu'une augmentation de 1'lL-8, une réponse dépressive de

1'hote et une apoptose chez les neutrophiles (Agrawal et Chauhan, 2016).

Figure 2 : Les facteurs de virulence chez Pseudomonas aeruginosa (Méar, 2014).

7.La multirésitance chez Pseudomonas aeruginosa :

L'apparition de P. aeruginosa multirésistant est due a I’exposition a divers antibiotiques et
a I’apparition des résistances croisée (Aloush et al., 2006). La définition de la MDRPA a été
¢tablie comme isolats intermédiaires ou résistants a au moins trois médicaments dans les
classes suivantes: béta-lactamines, carbapénémes, aminosides et fluoroquinolones (Obritsch
et al., 2005).

D'une maniére générale, les principaux mécanismes de P. aeruginosa utilisés pour contrer
l'attaque par des antibiotiques peuvent étre classés en résistance intrinseéque, acquise et
adaptative ( Pang et al., 2018). La résistance intrinséque revient a la faible perméabilité de sa
membrane externe (1/100 de la perméabilité de la membrane externe d'E. Coli), I'expression
constitutive de diverses pompes a efflux a spécificité étendue pour le substrat et la AmpC
B lactamase chromosomique naturelle (également appelée céphalosporinase) (Strateva et
Yordanov, 2009). P. aeruginosa aune limite d’exclusion importante en raison du nombre
limité de grands canaux de sa principale porine OprF(Breidenstein ez al., 2011). En outre, la
plupart des antibiotiques, méme lorsqu'ils pénétrent avec succes par le canal de la porine, sont

efficacement pompés vers I’extérieur de la cellule par les transporteurs d'efflux de la famille
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RND (Resistance-Nodulation-Division) (Sugawara et al., 2012).

Ces pompes fonctionnent comme un complexe tripartite composé de la protéine RND (le
composant de la membrane interne), de la protéine de fusion membranaire (MFP: le
composant périplasmique) et de la protéine de la membrane externe (OMP: la protéine de la
membrane externe) (Dinesh et Ayush, 2013). Cet assemblage permet d’expulser le substrat
de la membrane interne directement vers le support extracellulaire reproduit (Avrain et al.,
2013).

La résistance de P. aeruginosa aux béta-lactamines est due a 1’existence de métallo-béta-
lactamases et de béta-lactamases a spectre étendu, conférant une résistance a la majorité des
béta-lactamines (Auajjar et al., 2006).

La béta-lactamase AmpC chez P. aeruginosa est induite par la présence de certains béta-
lactames et d'inhibiteurs de béta-lactamines, conférant une résistance naturelle aux
pénicillines et aux céphalosporines (Garcia et al., 2018) et aux céphamycines et résistent a
l'inhibition par le clavulanate, le sulbactame et le tazobactame (Tankhiwale, 2016). Comme
toutes les P lactamases de cette classe, elle hydrolyse ses substrats en plusieurs étapes. Apres
une association non-covalente et réversible avec 1’antibiotique, 1’hydroxyle libre de la sérine
catalytique attaque le cycle B -lactame du substrat en créant un ester acyle covalent.
L’hydrolyse finale de I’ester libére I’enzyme et 1’antibiotique rendu inactif par clivage de son
cycle B —lactame (Charlotte, 2014).

P. aeruginosa peut exprimer une résistance aux antibiotiques autres que les béta-lactames
par une modification de la cible de I’antibiotique. Les deux classes d'antibiotiques les plus en
vue susceptibles a ce mécanisme de résistance sont les fluoroquinolones et les aminosides
(Garcia et al., 2018). La résistance aux aminosides est liée le plus souvent a 1’acquisition
d’enzymes inactivatrices. Plus rares sont les résistances dues a 1’acquisition de méthylases
(ribosomal methyl transferase ou Rmt) de I’ARNr 16S, cible de cette classe d’antibiotiques.
(Barbier et Wolff, 2010) ct parfois d’une surexpression de pompes d’efflux (Mérens et al.,
2011).

L'inactivation du systéme de réparation oxydative de I'ADN augmente la fréquence des
mutations chez P. aeruginosa, ce qui entraine une production accrue de B-lactamase et une
surexpression de la pompe d’efflux MexCD-OprJ (Pang et al., 2018).

Les mutations des topoisomérases Il et IV conférent une résistance a la fluoroquinolone
plus facilement chez P. aeruginosa que chez les bactéries de la famille des
Enterobacteriaceae, parce que P. aeruginosa aune sensibilité inhérente plus faible

(Livermore, 2002).

]
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L’acquisition de génes de résistance (par exemple ceux codant pour les -lactamases et les
enzymes modifiant les aminoglycosides) par transfert de geéne horizontal entraine
effectivement un développement de résistances antimicrobiennes multidrogues chez P.

aeruginosa (Poole, 2011).

Outre le transfert horizontal des geénes de résistance, la résistance acquise se manifeste
¢galement par des mutations dans les génes chromosomiques (Henrichfreise et al., 2007).
L’exposition de Pseudomonas aeruginosa aux aminosides sélectionne fréquemment des sous-
populations résistantes montrant une résistance instable, dite « adaptative », a ces
antibiotiques (Hocquet et al., 2003)

La résistance aux fluoroquinolones est principalement due aux mutations ponctuelles dans
les génes de I'ADN gyrase (gyrd et gyrB) et de la topoisomérase IV (parC et parE), la
présence d'une résistance transférable a quinolone induite par les plasmides (PMQR), des
mutations dans les genes régulant 1’expression des pompes a efflux et une diminution de

I’expression des porines de la membrane externe (Yang et al., 2015).
8.Formation de biofilm :

Pseudomonas aeruginosa peut former des biofilms dans de nombreux environnements et
provoquer une grande variété d’infections chroniques (Chen et al., 2018). Le biofilm
représente un facteur de virulence important pour ces bactéries, et protége P.aeruginosa des
mécanismes de défense immunitaire (Al-Wrafy et al., 2017).

La formation de biofilm par Pseudomonas aeruginosa peut avoir lieu sur un certain nombre
de surfaces, y compris les tissus du poumon pour la fibrose kystique et sur des surfaces
abiotiques telles que les lentilles de contact et les cathéters (O’Toole et Kolter, 1998). La
pertinence clinique et la facilité relative de croissance des biofilms ont fait de cette bactérie un
organisme modele pour la recherche sur la formation des biofilms (Chen et al., 2018).

L'analyse microscopique des expectorations et du tissu pulmonaire de patients atteints de
Fibrose Kystique révele la présence de P. aeruginosa dans des agrégats enfermés dans une
matrice extracellulaire (Landry et al., 2006). Dans la nature, P. aeruginosa existe rarement
sous forme planctonique, libre, mais plutot sous la forme de biofilm (Méar, 2014).

La structure et la stabilité¢ du biofilm de cette bactérie sont déterminées par au moins trois
polysaccharides différents, a savoir alginate, Psl et Pel (Pericolini ez al., 2018). L'alginate, qui
est un polymeére acétylé d'acide béta-d-mannuronique et d'acide alpha-I-guluronique (Mittal et
al., 2009), protége les cellules du biofilm de P. aeruginosa de la phagocytose par les

leucocytes pieége I'hypochlorite, réduit le chimiotactisme polymorphonucléaire, inhibe

]

l'activation du complément et diminue la phagocytose des bactéries mucoides planctoniques
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par les neutrophiles et les macrophages (Leid et al., 2005).

Dans certaines circonstances, P. aeruginosa produit une enzyme alginate lyase qui divise
le polymére en oligosaccharides courts, cela annule les propriétés d'ancrage de l'alginate et
entraine un détachement accru des bactéries loin de la surface, leur permettant ainsi de se
propager et de coloniser de nouveaux sites (Boyd et Chakrabarty, 1995).

Certains rapports suggerent que les biofilms mucoides de P. aeruginosa sont plus résistants
aux antibiotiques que les biofilms non mucoides (Hentzer et al., 2001). Récemment, la
structure de Psl a ét¢ identifiée en tant que motifs répétitifs d’un pentasaccharide ramifié
neutre composé de monosaccharides D-glucose, D-mannose et L-rhamnose (Colvin et al.,
2012). C’est le composant principal de la matrice extracellulaire du biofilm de P. aeruginosa
(Ma et al ., 2006) favorisant a la fois les interactions cellule-cellule et I'attachement a la
surface et joue également un réle unique en tant que molécule de signalisation intercellulaire
(Irie, 2017). Le psl est nécessaire pour le maintien de la structure du biofilm aprés la fixation,
il fonctionne comme un échafaudage, réunissant des cellules de biofilm dans la matrice et joue

un réle dans la différenciation des biofilms (Ryder et al.,2007).

Le polysaccharide Psl pourrait avoir une contribution importante a la persistance du
biofilm chez les patients atteints de mucoviscidose et pourrait étre utile pour la conception de
traitements pour l'infection a P. aeruginosa (Ma et al., 2012).

Pel est proposé d'étre un polysaccharide riche en glucose, distinct de la cellulose (Franklin
et al., 2011), essentiel pour la formation d'une pellicule a l'interface air-liquide (Ghafoor et
al., 2011). Il est important pour initier et maintenir les interactions cellule-cellule dans les
biofilms ou il peut dans certaines circonstances jouer un role dans I'adhérence des cellules a
une surface. Il offre une protection des biofilms contre certains antibiotiques aminosides

(Jennings et al., 2015).
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1. Définition des phénazines:
Les phénazines (PZ) sont des métabolites secondaires hétérocycliques bien connus,

produits par diverses bactéries, dont Pseudomonas, Streptomyces, Nocardia, Sorangium,
Brevibacterium, Burkholderia, Methanosarcina et Erwinia, les bactéries sont leur seule
source connue (Mezaache-Aichour et al., 2013). Leur production dans la rhizosphére peut
contribuer a la compétence écologique des bactéries productrices et a la compétition

(Mazzola et al., 1992).

Popind iy @t i D-Alanyi-grisecaitaic eoid Famarilinia B
. T T T ] [ T r———
IO
8
L K M
S i
[
[
¥
T
j ¥
Dwrramconine O Phanpgine 1. eies sy sunl Phaiimpiee | @ aliadiliinngbd =il i |
PR

Hapeto g i

Enduphanages &

Figure3 : Une collection de dérivés de phénazine naturels et de leurs origines.
(Blankenfeldt et Parsons, 2014).

Les PZ différent par leurs structures en fonction des divers substituants (tels que -COOH,
-OH, -CH3) ajoutés a différentes positions du noyau hétérocyclique basique et peuvent donc
différer par leur activité antibiotique (Mezaache-Aichour et al., 2013).

Bien que I’activité redox ait surtout attiré I’attention sur leur role dans la création d’espéces
réactives d’oxygene dans le contexte de I’infection, dés 1931, Friedheim a émis I’hypothese
que la réduction de la phénazine pourrait étre bénéfique aux cellules productrices comme
systéme respiratoire alternatif (Wang et al., 2010). Elles continuent d'étre utilisées dans de
nombreuses applications, notamment comme accepteurs et donneurs d'électrons, composants
de piles a combustible, capteurs environnementaux et biocapteurs, en tant que composants

centraux de composés antitumoraux, et agents de controle biologique, et ayant des activités
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antipaludiques et antiparasitaires (Mezaache-Aichour et al., 2013).

En plus de leurs effets sur d’autres organismes, des études récentes ont indiqué que ces
composés activent directement certains facteurs de transcription et agissent comme des
signaux intercellulaires chez P. aeruginosa. En raison de leurs propriétés rédox, les
phénazines peuvent également jouer un rdle dans la physiologie des souches qui les
produisent en facilitant la réoxydation du NADH dans des conditions limitant I'oxygene, telles
que celles trouvées dans les biofilms matures (Mavrodi et al., 2010).

2. Biosynthése des phénazines :

La biosynthése des phénazines débute avec 1’acide shikimique, a partir duquel est
synthétisé le chorismate, qui sera transformé en acide 2-amino-2-deoxyisochrorismique, ce
dernier pourra alors se dimériser pour former le premier compos¢ de la famille, soit la
phénazine-1- carboxylique acide (PCA). Les autres molécules comme la pyocyanine, la
phénazine-1- carboxamide (PCN) et 1’1-hydroxyphénazines (1-OHPHZ) dérivent du PCA
(Baraket, 2012). Les génes codant pour les enzymes biosynthétiques de la phénazine sont
disposés dans un opéron principal phzABCDEFG, dans la plupart des pseudomonads
produisant de la phénazine. Un tel opéron existe en double dans le génome de P.

aeruginosa.(Price-Whelan et al., 2006).
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Figure 4 : Biosynthése des phénazines (Dahah, 2017).

3. Les phénazines de P.aeruginosa :

Chez Pseudomonas aeruginosa, les phénazines favorisent sa croissance et sa survie dans
des conditions limitant le fer chez les patients atteints de mucoviscidose (Zhao et Yu, 2018).
Les composés phénaziniques sécrétés par cette bactérie se trouvent en grande partie sous
forme d'acide phénazine-1-carboxylique (PCA), de pyocyanine, de 1-hydroxyphénazine (1-
HP) et de phénazine-1-carboxamide (PCN) (Nansathit et al., 2009), les couleurs vont du
bleu de la pyocyanine (PYO) au jaune citron de 1'acide phénazine-1-carboxylique (PCA), de
la teinte orange de la 1-hydroxyphénazine (1-OH-PHZ) a la teinte verte de la phénazine- 1-

carboxamide (Recinos, 2012).
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3.1.La pyocyanine :

La pyocyanine, caractérisant P.aeruginosa qui est la seule espéce a le produire ( Ozcan et
Kahraman, 2015) est un pigment bleu soluble dans I’eau élaboré en tant que métabolite
secondaire qui agit comme un antibiotique bactéricide. Chimiquement, la pyocyanine est la 5-
méthyl-1-hydroxyphénazine qui peut subir une séric complexe de réactions d’oxydo-réduction
(Al-Saadi et al., 2012), clle est peu soluble dans I’eau, mais soluble dans le chloroforme et dans
les solvants organiques (Méthanol, Ethanol...). En solution aqueuse, elle présente la propriété de
changer de couleur en fonction du pH et de son état d’oxydation: la PYO oxydée est rouge en
milieu acide (pH< 4,9) et bleue en milieu neutre et alcalin. La PYO réduite ou leucopyocyanine

est incolore (Baraket, 2012).
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Figure S: Formule développée de la pyocyanine en milieu acide et en milieu
basique (Baraket, 2012)

La syntheése de cette substance est influencée par les sources de carbone et d'azote
présentes dans les milieux de croissance, sa production peut conférer a P. aeruginosa un

avantage sélectif dans certaines situations de croissance (Onbasli et Aslim, 2008).

La pyocyanine est également reconnue pour sa capacité a réduire les ions ferriques (Fe3+) a
l'état ferreux (Fe2+), une forme soluble pouvant étre facilement absorbée par P. aeruginosa
pour des besoins nutritionnels (Muller et Merrett, 2014).

3.1.1. Biosynthése :

Chez Pseudomonas aeruginosa, le produit final de la voie shikimate, le chorismate, sert de
dernier précurseur commun pour la biosyntheése des deux métabolites aromatiques primaires, y
compris la phénylalanine, la tyrosine et le tryptophane, et des métabolites aromatiques
secondaires, y compris la phénazine-1-acide carboxylique (PCA) et la pyocyanine (PYO)
(Sterritt et al., 2018). La pyocyanine est produite a partir d'acide chorismique par la voie de la
phénazine. L'acide phénazine-1-carboxylique, la phénazine initiale formée, est converti en
pyocyanine en deux étapes catalysées par les enzymes PhzM et PhzS (Greenhagen et al.,

2008). La premiére enzyme est dépendante de la S-adénosylméthionine alors que la deuxiéme
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est dépendante de la flavine (Parsons et al., 2007).
L'action de PhzM consiste a convertir le PCA en bétaine de l'acide 5-méthylphénazine-1-
carboxylique, qui peut ensuite étre converti en PYO par PhzS. La PCA est converti davantage

en phénazine-1-carboxamide par l'action de PhzH et en 1-hydroxyphénazine par PhzS

(Higgins et al., 2018).
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Figure 6 : Schéma de la production de phénazine (pyocyanine) par P.  aeruginosa (Das et

al., 2016). La production de pyocyanine est déclenchée au début de la phase stationnaire par le biais de

molécules QS (AHL et PQS), de génes produisant de la phénazine (phzA-G) et enfin du géne phzM.

3.2.LaPCA:

L’efficacité de la PCA a été démontré contre un nombre de champignons phytopathogénes
comme Gaeumannomyces graminis var. tritici, Pythium sp., Polyporus sp., Rhizoctonia
solani, et les bactéries pathogénes comme Actinomyces viscosus, Bacillus subtilis, Erwinia
amylovora (Mezaache, 2012).

33.LaPCN:

La PCN différe du PCA par la présence du groupement carboxamide (CONH) au lieu du

groupement hydroxyle sur le carbone 1 du noyau phénazine. Cette molécule est plus stable

que la PCA, et exprime ses activités antifongiques méme a pH alcalin (Mezaache, 2012).
4. Spectre d’activité antibiotique et pouvoir inhibiteur des phénazines :

Ces substances présentent un fort potentiel antifongique contre de nombreuses espéces
telles que Gaeumannomyces graminis var tritici, Fusarium oxysporum, Pythium spp.,

Rhizoctonia solani. , Gibberella avenacea, Alternaria spp et Drechslera graminea
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(Simionato et al., 2017). Physiologiquement, la phénazine inhibe et controle la synthése des
acides nucléiques et des protéines; par conséquent, ses modes d'action peuvent inclure des
interactions avec I'ADN (intercalation ou liaison de rainure), des topoisomérases, des
antioxydants et des molécules a transfert de charge (Kumar et al., 2014). La pyocyanine
produite par P. aeruginosa LEC]1 est responsable de I’inhibition de 1’espéce Septoriatritici qui
cause une maladie de blé¢ (Dahah, 2017).

Les composés phénaziniques ont une activité antimicrobienne contre les bactéries a Gram
positif (Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus), bactéries a Gram négatif (Escherichia coli)
et certaines bactéries phytopathogénes telles que Erwinia carotovora et Ralstonia
solanacearum. Ces substances sécrétées affectent également Mycobacterium tuberculosis
(Dahah et al., 2016). 11 a été démontré aussi que certaines phénazines ont des activités
insecticides,  antitumorales, anticancéreuses, antiplasmodiques, antipaludiques et
antiparasitaires (Guttenberger et al., 2017).

La pyocyanine a une activité antibiotique contre d’autres bactéries et champignons. Cette
activité pourrait conférer a P. aeruginosa un avantage sur les bactéries concurrentes occupant
la méme niche (Winstanley et Fothergill, 2008). Ce pigment est capable de perturber la
chaine de transport d'électrons des champignons, ce qui révéle l'effet antifongique (Ozyiirek
et al., 2016). Elle est connue aussi pour entraver la croissance de S. aureus en inhibant sa
respiration, ce qui aboutit & un phénotype non respirant du SCP censé étre résistant aux
actions de la pyocyanine (Noto et al., 2017).

5. Utilisation des phénazines dans le domaine thérapeutique : cas de la

pyocyanine :

Les activités anticancéreuses des phénazines ont récemment été résumées et évaluées de

maniere critique par Cimmino et al. Il a été constaté que la mise en ceuvre de phénazines en
tant qu'agents anticancéreux était problématique en raison de l'intercalation non sélective de
I'ADN conduisant a une toxicité générale (Guttenberger et al., 2017).
Le traitement de la lignée cellulaire du cancer de la prostate (DU145) avec de I’acide
phénazine-1-carboxylique stimule I’inhibition de la prolifération cellulaire de manicre
dépendante de la concentration et du temps par production d’espéces réactives de 1I’oxygene et
voie apoptotique (Karuppiah et al., 2016).

La 1-hydroxyphénazine, l'acide phénazine-1-carboxylique et la pyocyanine produit par
I’isolat clinique P.aeruginosa PA14 sont capables de tuer le nématode Caenorhabditis
elegans (Cezairliyan et al., 2013).

Diverses applications biotechnologiques potentielles de la PYO ont été découvertes, telles

a
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que la production de I'antitumoral et la capacité de controler les champignons et les bactéries
pathogenes. Ce métabolite secondaire a fait I'objet d'études approfondies et a attiré I'attention
des chercheurs sur ses propriétés antibiotiques a large spectre contre les champignons
(Candida albicans, Aspergillus funmigatus) et une activité antibactérienne élevée (Bacillus
cereus, Micrococcus luteus, Staphylococcus aureus, Escherichia coli) et de nombreux
microbes pathogénes infectant le corps humain (Dahah et al., 2016).

La pyocyanine montre des effets antimicrobiens synergiques en présence de nanoparticules
d'argent contre des souches microbiennes (Nowroozi et al., 2011). Outre ses applications
pharmacologiques et industrielles, cette substance a une activité antibiotique étendue contre
divers genres et espéces de protozoaires. Il a également été démontré que les isolats
environnementaux de Pseudomonas peuvent contréler les vibrions et améliorer la survie
larvaire dans les systémes d'écloserie de crevettes (Priyaja et al., 2016).

Les phénazines sont associées a des activités antitumorales. Les cellules qui respirent
activement, telles que les cellules tumorales, semblent étre plus susceptibles a la génération
d'espéces oxygénées réactives (ROS) provoquée par la pyocyanine (Hassani et al., 2012 ),
leurs dérivés peuvent interférer avec la fonction des topoisomérases I et II dans les cellules
eucaryotes. Les cellules cancéreuses contiennent des taux élevés de topoisomérases, l'activité
de ces enzymes et par conséquent la prolifération des cellules tumorales peuvent étre affectées
par la pyocyanine (Moayedi et al., 2017).

La pyocyanine inhibe de maniére significative la prolifération des cellules tumorales
HepG2 et déclenche la production de grandes quantités d'espéces réactives de l'oxygeéne
(ROS), régulant ainsi la superoxyde dismutase (SOD) et la catalase (CAT). La mort cellulaire
induite par la PYO implique des 1ésions de ' ADN et une apoptose (Zhao et al., 2014).

La pyocyanine produite par P. aeruginosa CGR-3 a une activité rédox et des effets nocifs
sur les cellules cancéreuses des mammiferes. Son activité anticancéreuse sur la prolifération
de la lignée cellulaire L132 (lignée cellulaire épithéliale de poumon humain) a montré qu’elle
inhibe 61% des cellules a une concentration de 0,318 pg/ mL (Alka et al., 2018).

La plupart des études associent les propriétés cytotoxiques de la pyocyanine & son aptitude
au cycle redox, ce qui dans des conditions aérobies conduit a la production d'espéces
oxygénées réactives, telles que le superoxyde ( Oy") et le peroxyde d'hydrogéne (H202)
(O’Malley et al., 2003). Elle a un potentiel d'oxydoréduction tel qu'il pourrait concurrencer
les électrons a différents niveaux de respiration, réduisant finalement l'oxygeéne par son
réducteur via une oxydase terminale et le contournement du passage d'électrons nécessaire au

transport actif et a la phosphorylation oxydative (Baron et Rowe, 1981).
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Elle mis les cellules sous un stress oxydatif accru en présence des équivalents réducteurs
cellulaires (par exemple, NADH ou NADPH) (O’Malley et al., 2003). Ce cyclage redox
conduit a la production d'abondantes quantités de H20:. D’autres part, elle inhibe la
respiration cellulaire et inactive la catalase (Cheluvappa et al., 2008).

Les ROS intracellulaires formées apres une exposition a un PCN provoquent des 1ésions
radicalaires entrainant des lésions oxydatives des composants du cycle cellulaire, ainsi que
des lésions directes de I’ADN, de I’appauvrissement en NAD(P)H et de [I’inhibition
enzymatique (Hall ez al., 2016). Il se forme des espéces d’azote réactif (RNS) trés toxiques
lorsque le superoxyde réagit avec I’oxyde nitrique. RNS et ROS agissent ensemble pour
endommager les protéines, I'ADN et les phospholipides et finalement causer la mort des
cellules (Alka et al., 2018).

ROS
GSH NAD(P)H 0,” —)
(Hy0,)
PCN
—_—
&
GSSG NAD(P)* 0,

Figure 7 : Mécanisme du stress oxydatif induit par les PCN (Hall et al., 2016).

La pyocyanine est active dans des conditions aérobies et dénitrifiantes, mais pas dans des
conditions de fermentation. Son action antibactérienne nécessite une respiration active, mais
pas nécessairement la présence d'oxygeéne (Baron et Rowe, 1981).

La pyocyanine a une valeur thérapeutique pour les infections a Chlamydia ; elle est
considérée comme un antichlamydia efficace. Elle exerce son activité antichlamydiale en
désactivant directement l'infectivité des corps élémentaire et en induisant la production de
ROS antimicrobiennes (Li et al., 2018).

Le pigment peut étre un composé actif contre Trichophyton rubrum, qui pourrait étre un
agent causal majeur du tinea corporis. Des traitements topiques avec une pommade a la
pyocyanine ont une efficacité pour guérir la teigne corporelle. La pyocyanine peut donc
répondre a la demande constante de nouveaux agents naturels antimycotiques contre les

infections fongiques génantes (El-Zawawy et Ali, 2016).

Le traitement topique a la pyocyanine peut protéger efficacement la peau des infections a S.
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aureus, K. pneumoniae et C. albicans chez les lapins avec une guérison maximale et une

croissance des poils de la zone traitée par la pyocyanine aprés 14 a 20 jours (Gharieb et al.,
2013).
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1. Echantillonnage :

Dans le but d’obtenir des isolats de Pseudomonas aeruginosa, deux échantillonnages ont
été effectué dans deux régions différentes de la Wilaya de Mostaganem, I’une a Sour et 1’autre
a Touahria, les échantillons récoltés sont des racines de graminée sauvage (orge des rats =
Hordeum murinum). Les plantes avec leurs racines sont introduites dans des sachets en

plastique étiquetés et transportés rapidement au laboratoire.

Figure8 : la graminée récoltée (orge des rats = Hordeum murinum).

2. Isolement de Pseudomonas aeruginosa :

1g de chaque échantillon est mis dans un tube contenant 9ml d’eau distillé stérile, puis ;
une série de dilution décimale (de 10—1 a 10—6) est effectuée a partir de chaque échantillon.
Dans des boites Pétri contenant de la gélose King B, 0.1 ml des dilutions (de 10—3a 10-6)
sont ensemencés séparément et €talé avec un étaleur stérile, ensuite ; les boites sont

incubées a 30°C pendant 48 heures.

3. Choix et purification de Pseudomonas aeruginosa :
Seules les colonies donnant un pigment jaune-vert fluorescent sur le milieu King B ont été
sélectionnées. Les colonies choisies sont purifiés sur le milieu King A puis, une vérification

de la pureté a été faite en réalisant une coloration simple par la fushine.

4. Provenance des isolats cliniques de Pseudomonas aeruginosa :
En plus de I’échantillonnage effectué, sept souches cliniques sont fournis par Mme

e
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LATTAB Aicha du laboratoire de Microbiologie et de Biologie végétale de Mostaganem. Ces
souches proviennent des prélévements pathologiques des patients au niveau EPH Ain Tedles
et Sidi Lakhdar plus une souche de Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853.

Les souches ont été réactivées dans un BN puis, ensemencées sur milieu King A.
5. Conservations des isolats :

Les isolats ont été ensemencés sur gélose incliné de King A, incubés a 30°C (pour I’isolat

du sol 114) et a 37°C (pour les isolats cliniques) pendant 48 heures puis conservés a 4°C.

6. Provenance des souches pathogenes :

Les souches tests sont fournis par le Laboratoire de Microbiologie et de Biologie végétale
de Mostaganem : Bacillus cereus ATCC 10876, Bacilus subtilis ATCC 6633, Staphylococcus
aureus ATCC 33862, Proteus mirabilis ATCC 35659, Escherichia coli ATCC 25922,
Candida albicans ATCC 10231, plus une souche de Candida albicans d’origine vaginale.

7. Identification des Pseudomonas :

7.1.Etude macroscopique :

Cet examen est basé sur 1’étude des caractéres morphologiques des colonies (1’aspect, la

forme et la couleur).
7.2.Etude microscopique :

Cette étude est réalisée par une observation a ’état frais et aprés une coloration de Gram
permettant de savoir le type de Gram des bactéries ainsi que leur morphologie.

7.3.Etude biochimique :

Les tests suivants ont été réalis€¢ : détection de cytochrome oxydase et de catalase,
production de pigments (sur les milieux King A et King B), croissance a 42 ° C et 4 ° C,
protéolyse de la gélatine, réduction des nitrates, réactions de rouge de méthyle et de Voges
Proskauer et utilisation des sucres : glucose, lactose et saccharose (Dahah et al., 2016).

7.3.1. Recherche de la catalase :

L'enzyme se trouve dans un large éventail d'organismes aérobies et anaérobies facultatifs.
Le mécanisme de base du fonctionnement de cette enzyme implique la décomposition
d’espece réactive d'oxygene, a savoir le peroxyde d'hydrogene (H202) en oxygene et en eau,
réduisant ainsi le stress oxydatif provoqué par ce substrat (Kaushal ez al., 2018).

Pour réaliser ce test, une goute d’eau oxygénée a 10 volumes est déposée sur une lame porte
objet propre, ensuite ; a 1’aide d’une anse de platine une quantité de la colonie suspecte est
émulsionnée. La présence de la catalase se traduit par le dégagement immédiat de bulles

d’oxygéne (Delarras, 2014).
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7.3.2. Recherche du cytochrome oxydase :

La recherche du cytochrome oxydase a été effectuée en frottant un échantillon bactérien sur
une bandelette de test (dichlorhydrate de tétraméthyl-p-phénylénediamine ou un disque
d'oxydase, p-amino-diméthylaniline). Le réactif du test oxydase rose pale sert de substrat
artificiel. Il donne des électrons au cytochrome oxydase et qui s'oxyde en un composé violet
et ensuite violet foncé. La présence de cette coloration pourpre foncé représente un résultat
positif. Sans changement de couleur ou une coloration rose pale indique 1'absence d'oxydase
et constitue un test négatif (Prescott, 2002).

7.3.3. Production de pigments :

La pyocyanine et la pyoverdine, ces deux principaux pigments produits par P.aeruginosa
peuvent étre mis en évidence sur les géloses King A et King B. La gélose King A favorise la
synthése de la pyocyanine, pigment qui colore le milieu en bleu ou en vert si les deux
pigments (pyocyanine et pyoverdine) sont synthétisés en méme temps (Delarras, 2014).

La gélose King B permet la production de pyoverdine ou un pigment jaune-vert est
observé (Mezaache, 1997).

Des boites contenant le milieu King A et King B sont ensemencées par I’isolat étudié et

incubées a 30°C (114) et a 37°C (souches cliniques) pendant 24 heures.
7.3.4. Croissancea42eta4°C:

Historiquement, la croissance a 42 ° C a été considérée comme un test différentiel clé pour
la séparation de P. aeruginosa des autres especes de Pseudomonas fluorescents (Oberhofer,
1979). L’incubation a 42 et a 4° C a été effectuée apreés ensemencement sur gélose de King B
pour une durée de 24 heures (King et Philip, 1978).

7.3.5. Protéolyse de la gélatine :

La liquéfaction de la gélatine (la formation d'un liquide) peut étre testée en tubes profonds
de gélatine nutritive avec la bactérie appropriée en piquant le milieu jusqu'au fond du tube,
puis, les tubes sont incubés a 30°C (I14) et a 37°C (souches cliniques). Apres l'incubation, les
cultures sont placées dans un réfrigérateur de 4°C. Si la gélatine c¢’est hydrolysée, le milieu
restera liquide aprés réfrigération. Si la gélatine n'a pas été hydrolysée, le milieu se
resolidifiera (Prescott, 2002).

7.3.6. Réduction des nitrates :

La réduction des nitrates par les bactéries est médi¢e par la nitrate réductase et indique que
la bactérie peut utiliser les nitrates (NO3~) comme accepteur d'électrons pendant la respiration
anaérobie. Pour la recherche de cette enzyme, un bouillon nitraté est ensemencé avec et

incuber a 30°C (I14) et a 37°C (souches cliniques) pendant 24 heures. L.’ajout des réactif NR1
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et NR2 est nécessaire pour la détection des nitrites, si le NO3™ a été réduit en NO,~, une
couleur rouge apparait généralement, ce qui indique la présence de NO, , si aucun
changement de couleur n’est observé, soit la bactérie était incapable de réduire le NO3™, ou
elle était capable de réduire le NO3™ directement en azote atmosphérique. La poudre de zinc
est ajoutée au tube, si le bouillon reste incolore aprés 1’ajout de zinc, la bactérie a également
réduit le produit intermédiaire NO,~ en produit gazeux N2 ou en un autre produit azoté. Par
contre, I’apparition d’une couleur rouge aprés 1’ajout de la poudre de zinc indique une réaction
négative, ¢’est-a-dire que le NO3™ n’a pas été réduit (Buxton, 2011).
7.3.7. Tests VP-RM :

Le test Voges — Proskauer ou VP est utilisé pour détecter I'acétoine dans le milieu Clark et
Lubs. La lecture est effectuée en ajoutant de I'alpha-naphtol et de I'nydroxyde de potassium.
Une couleur rouge cerise indique un résultat positif, tandis qu'une couleur jaune-brun indique
un résultat négatif (Hemraj et al., 2013).

Dans le test rouge de méthyl les bactéries qui effectuent une fermentation mixte produisent
suffisamment d'acide pour éliminer le pouvoir tampon du bouillon. Il en résulte une
diminution du pH. Aprés incubation, l'indicateur de pH rouge de méthyl est ajouté au
bouillon. Cet indicateur est rouge a un pH inférieur a 4,4 (résultat positif) et jaune a un pH
supérieur a 6,0. Une couleur orange indique un pH intermédiaire (Hemraj et al., 2013).

7.3.8. Test TSI:

Ce test est réalis¢ en utilisant le milieu TSI qui permet de mettre en évidence en 24 heures
I’attaque du glucose, du lactose et/ou saccharose ainsi que la production d’hydrogeéne sulfuré
et de gaz. A partir d’une culture pure sur gélose nutritive et a ’aide d’une ance de platine, un
ensemencement de la pente par des stries et du culot par une piqure est effectué. Les tubes
sont incubés a 30°C (I14) et a 37°C (souches cliniques) pendant 24 heures. Un virage de
couleur du culot vers le jaune traduit la fermentation du glucose, un noircissement intense
traduit le dégagement d’H>S. Au niveau de la pente, la fermentation du lactose et/ou du
saccharose présents en forte concentration dans le milieu entraine une acidification et un
virage au jaune (Delarras, 2014).

8.Etude phénotypique des souches pathogénes cible :

Une coloration de Gram, recherche de la catalase et d’oxydase sont effectuées pour toutes

les souches.

Un ensemencement de Staphyloccucus aureus, Candida albicans, E.coli sur les milieux

sélectifs Chapman, Sabouraud et MacConkey ont été effectué respectivement.
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9.Test d’antagonisme in vitro :
L’objectif de ce test est de sélectionner les isolats les plus compétitifs afin d’obtenir

uniquement ceux présentant des caractéristiques d’antagonisme.

Cet essai consiste a déposer en ligne les isolats de Pseudomonas aeruginosa sur des géloses
Mueller-Hinton et les incuber a 37 © C (pour les souches cliniques) et a 30 ° C (pour I’isolat
du sol) pendant 48 heures. Aprés cette période d’incubation les souches cibles sont
ensemencées par une ligne perpendiculaire a celle de la souche d’intérét, ensuite ; les boites
sont incubées a 37° C pendant 24 heures. Les zones d’inhibition entre le Pseudomonas

aeruginosa et la souche cibles ont été mesurées (Balouiri ez al., 2016).

Incubation Strie de
Strie de la a30/37°C la souche

pendant 48h .
souche de cible

—>

P.aeruginosa
Incubation a
37° C pendant

24h

Zone
d’inhibition

Figure9 : Test d’antagonisme effectué par la méthode des stries.
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10. Dosage de la pyocyanine :

10.1.Production de la pyocyanine :

La production de la pyocyanine a été faite sur milieu solide. Un ensemencement en stries
des antagonistes (S2, S5, S7, Sr) est effectué¢ sur des boites Pétri contenant environ 15 ml de
gélose nutritive et incubées a 37° C pendant 72 heures. Apres cette période d’incubation ; la
bactérie a été raclé a I’aide des écouvillons stériles (Sudhakar et al., 2013). Ensuite, la gélose
est découpée par un chétteur en petits morceaux sous formes de carrée, mise dans un becher,
puis un volume équivalent de chloroforme est ajouté (15ml), le mélange séjour pendant 30
minutes jusqu’a ce que le solvant devient bleu et filtré puis récupéré dans un tube a essai

stérile.

10.2.Quantification de la pyocyanine produite :

La Mesure de la quantit¢ de la pyocyanine produite a ét¢ évaluée selon la méthode de
(Kurachi, 1958) ct (Grosso-Becerra et al., 2014) . En bref, 1 ml d” HCI 0,2N est ajouté a 3
ml de chloroforme contenant la pyocyanine extraite. La pyocyanine est récupérée pour &tre
mesurée par spectrophotométrie a une longueur d’onde de 520 nm.

Les valeurs sont exprimées en pg/ml de pyocyanine aprés multiplication de I’absorbance a
une constante qui est égale a 17,072.
11. Caractérisation et identification du métabolite extrait :
11.1. Etude par spectrophotometrie UV-visible :
Un balayage a été utilisé pour obtenir le spectre UV-visible de la pyocyanine extraite

contenant des pics d’absorptions maximales dans un intervalle de longueur d’onde allant de
200 a 800 nm (Dahah, 2017).
12. Effet antimicrobien de la pyocyanine :

L'effet antimicrobien de la pyocyanine extraite a ét¢ déterminé par le test de diffusion sur
disque selon (Dahah et al., 2016) ct (Alka et al., 2018). Des suspensions bactériennes des
souches cibles ont été préparées et leur turbidité a été ajustée a 0.5 McFarland (DO= 0.08-
0.1=10% UFC / ml). 100 pl de chaque suspension a été étalée par écouvillonnage sur des boite
Pétri contenant le milieu Mueller-Hinton, puis ; des disques stériles ont été imprégnés de la
solution de la pyocyanine extraite (environ 20 pl) d’une concentration de 14.86 pg/ml
préalablement filtré par un filtre millipore de 0.22pum, placés a l'aide d'une pince stérile sur le
milieu et incubés pendant 24 h a 37 ° C. L'activité antibactérienne a ét¢ déterminée par mesure

du diamétre des zones d'inhibition (mm) autour des disques.
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13. Effet de la température et de la période d’incubation sur la

production de la pyocyanine :

L’estimation de la production de la pyocyanine en fonction de deux températures et trois
périodes d’incubation a été étudiée. Les cultures de Pseuodmonas aeruginosa sont incubées a
30 et 37 °C pendant 24, 48 et 72 heures. Le dosage de la pyocyanine a été effectué par la
méthode de kurachi, 1958.

14. Identification par galerie API 20E :
API 20 E est un systeéme pour I’identification des Enterobacteriaceae et autre bacille a
Gram négatif non fastidieux. Utilisant 23 tests biochimiques standardisés et miniaturisés (Guy

Leyral et Joffin, 1998).

14.1. Préparation, inoculation et incubation de la galerie :

Le fond et le couvercle d’une boite d’incubation sont réunis, ensuite environ 5 ml d’eau
distillée stérile sont répartis dans les alvéoles pour créer une atmosphere humide. Puis, a partir
d’une culture de 18 a 24h, une suspension bactérienne de la souche S2 ajustée a 0.5 de
McFarland a été préparée. Pour les tests CIT, VP, GEL on a remplis les tubes et les cupules.
Pour les tests restants, seulement les tubes sont remplis. Les cupules des tests soulignés ADH,
LDC, ODC, URE et H2S sont remplis de I’huile de paraffine.

14.2. Lecture et interprétation :
Aprées incubation, la lecture de la galerie est faite en se référant au tableau de lecture.

o Test VP : ajout d’une goutte de VP1 et VP2, attendre minimum 10 minutes, une

couleur rose franche ou rouge indique une réaction positive.

e Test TDA : ajout d’une goutte de réactif TDA une couleur marron foncée indique une
réaction positive.

o Test IND : ajout d’une goutte de réactif JAMES une couleur rose diffusant dans toute
la cupule indique une réaction positive.

o Test NO: : ajout d’'une goutte de NR1 et NR2 dans la cupule GLI, attendre 2 a 3
minutes, une couleur rouge indique une réaction positive. Une réaction négative
(coloration jaune) peut étre due a une transformation en N2, ’ajout de 2 a 3 mg de
poudre de zinc est nécessaire. Aprés 5 minutes, si le tube reste jaune, la réaction est

positive. Si la cupule est rose-rouge, la réaction est négative.
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1. Isolement et obtention de Pseudomonas aerugionsa :

L’isolement de Pseudomonas a partir des racines de la graminée Hordeum murinum (Horge
du rat) nous a permis d’obtenir 18 isolats de Pseudomonas fluorescents dur milieu King B. un
seul isolat seulement a donné un pigment bleu sur milieu King A ce qui nous a permis de le
considérer comme Pseudomonas aeruginosa. 8 souches d’origine clinique de la méme espéce
ont été fournies par Dr. Lattab Aicha du Laboratoire de Microbiolgie et de Biologie végétale.

2. Identification de Pseudomonas aerugionsa :

2.1. Etude macroscopique :

L'observation macroscopique sur milieu King A a montré que toutes les colonies des
isolats sont de petite taille, opaque, muqueuse légérement bombées avec un bord circulaire
régulier sauf I’isolat rhizosphérique présente des bordures irréguliéres (Avril ez al., 1992).

2.2. Etude microscopique :

Deux types d’observations ont été réalisé : une observation a 1’état frai et une observation
aprés coloration de Gram.

L’observation microscopique a 1’état frai a montré des batonnets mobiles. La coloration de
Gram a révélé des bactéries a Gram négatif (fig 10), de forme batonnet droite et fine,

dépourvue de spores (Gahlout et al., 2017).

Figure 10 : Observation microscopique des Pseudomonas aeruginosa aprés coloration de Gram

(Obj x100).
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2.3. Résultats des tests biochimiques :
2.3.1. Recherche de la catalase et du cytochrome oxydase :
Les isolats sont des catalase positif en dégageant des bulles d’air lors du contact avec I’eau
oxygénée (fig 11 a) (Dellaras, 2014). Toutes les souches possédent un cytochrome oxydase et
ont montré une couleur violette sur la bandelette aprés frottement de leurs colonie sur cette

derni¢re) (fig 11 b) (Prescott, 2002).

b
a

Figurell : Test de catalase (a) et d’oxydase (b) pour un isolat de Pseudomonas aeruginosa.

2.3.2. Production de pigments :

Les souches sont caractérisées par la production de deux pigments (fig 12) : la pyocyanine
qui diffuse sur milieu King A en donnant une couleur bleue-verte (Barbhaiya et Rao, 1985 ;
Osawa et al., 1963) et la pyoverdine qui pigmente le milieu King B par une couleur jaune
verdatre (Meyer et Abdallah, 1978 ; Streeter et katouli, 2015).

L’isolat du sol montre une couleur verte foncée sur King A (fig 13) et une couleur jaune sur

milieu King B.

Figure 12 : Aspect macroscopique da la souche Sz de P aeruginosa sur gélose King A (1) et
gélose King B (2)
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Figure 13: Aspect macroscopique de I’isolat 114 sur gélose King B.

2.3.3. Résultats des tests biochimiques :

Tableau 1: Résultats de quelques tests biochimiques de P.aeruginosa

% 114 S1 S2 S2 S4 S5 Sé6 S7 Sr
Test

42°C -
4°C +

Gélatine + + e e e e + + +
Nitrate +

réductase

VP - - - - - - - - -
RM - - - - - - - - -
Glucose
Lactose - - - - - - - - -
Saccharose
H:S - - - - - - - - -
Gaz - - - - - - - - -

(+) : résultat positif. (-) : résultat négatif.
3. Observation des souches pathogénes cibles :

Sur milieu Chapman la souche de Staphylococcus aureus ATCC 33862 a montré des
colonies de petite taille avec un virage de couleur vers le jaune traduisant la fermentation du
mannitol (fig 14). La coloration de Gram a montré des cocci a Gram positif regroupés en
amas (Ayeni et Odumosu, 2016) (fig 15).

Candida albicans d’origine vaginale et Candida albicans ATCC 10231 forment de petites
colonies blanchatres (fig 16) sur milieu Sabouraud (Bechelaghem et al., 2015).
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Figure 14 : Observation microscopique apres coloration de Gram (x1000) de
(A) S.aureus ATCC 33862, (B) B.cereus ATCC 10867, (C) P. mirabilis ATCC 35659.

Figure 15: Aspect macroscopique de Figure 16: Aspect macroscopique de Candida
S.auerus ATCC 33862 sur milieu Chapman. albicans sur milieu Sabouraud.

4. Résultat du test d’antagonisme in vitro :

La recherche de D’activité antagoniste in vitro a été testée vis-a-vis 4 souches
pathogeénes : Bacillus cereus 10876, Staphylococcus aureus 33862, Proteus mirabilis
35659 et Candida albicans. Les résultats obtenus (tableau 2) montrent que I’activité
antagoniste se différe d’une souche a une autre concernant les souches clinique. Par contre,
I’isolat rhizosphérique (I14) n’a montré aucune activité (fig 17).

Parmi les 8 souches cliniques de P.aeruginosa, 5 souches (S1, S2, S5, S7, Sr) seulement
ont montré un pouvoir inhibiteur vis-vis les souches pathogénes avec une variation dans le
degré d’inhibition. Ces zones qui sont de 7 a 35 mm dépendent de la souche de P.aeruginosa

et du pathogene testé. Candida albicans ATCC est la plus inhibée par les trois souches S2,
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S7, Sr avec des zones d’inhibition de 35 mm, 22 mm et 30 mm respectivement. La souche S2
a montré une activité antagoniste a I’encontre de tous les pathogénes et les zones d’inhibition
sont comprises entre 11 et 35 mm.

Les deux souches S1, S5 et présentent une activité antimicrobienne vis-a-vis les
pathogeénes a Gram positif seulement. Tandis que les souches S6, S7 et Sr ont une activité

antagoniste envers les pathogénes a Gram positif et négatif.

Souche de
P.aeruginosa

Zone

d’inhibition

Souche
pathogeéne

Figure 17: Activité antagoniste des isolats vis-a-vis les souches cibles.

P : Proteus mirabilis ATCC 35659.

B.c : Bacillus cereus ATCC 10867.

S.a : Staphyolcoccus aureus ATCC 33862.
C.a: Candida albicans.
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Tableau 2: Les zones d’inhibition (en mm) de I’activité antagoniste in vitro des souches

de Pseudomonas aeruginosa vis-a-vis les souches pathogenes

Les souches B.cereus ATCC S.aureus ATCC P.mirabilis C.albicans
pathogenes 10876 33862 ATCC 35659 ATCC 10231
Les souches
antagonistes

S1 25 10 0 0

S2 21 11 16 35

S3 0 0 0 0

S4 0 0 0 0

Ss 23 17 0 0

S6 8 5 5 0

S7 10 0 7 22

Sr 7 0 4 30

114 0 0 0 0

Cette activité antifongique et antibactérienne exercées par P.aeruginosa a large spectre est
peut étre due aux métabolites qu’il produit (Zhang et al., 2017), comme la phénazine-1-
carboxamide qui est efficace contre S. aureus, y compris MRSA. Les modes d'action des
phénazines peuvent inclure des interactions avec 'ADN (intercalation ou liaison de rainure),
des topoisomérases, des anti-oxydants ou des molécules a transfert de charge (Cardozo et al.,
2013).

Selon Mashburn er al., 2005, La présence de S. aureus a entrainé une diminution de la
transcription des genes régulés par le fer de P. aeruginosa au cours de la co-culture in vivo, ce
qui indique que la présence de S. aureus augmente la teneur en fer utilisable de P. aeruginosa
dans cet environnement. P. aeruginosa lyse S. aureus et utilise le fer libéré pour sa croissance
dans des environnements a faible teneur en fer.

Il a été démontré qu’un acide gras insaturé, 1’acide cis-2-décénoique, produit par P.
aeruginosa est responsable de la réponse a la dispersion des cellules dans les biofilms formés
par une gamme de bactéries a Gram négatif, et par des bactéries a Gram positif. De plus, cet

acide est également capable d'induire une dispersion dans les biofilms de Candida albicans,

@
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ce qui indique que cette molécule a une activité fonctionnelle croisée (Davies et Marques,
2009).

P. aeruginosa sécréte une endopeptidase staphylolytique appelée protéase LasA ou
staphylolysine, qui dégrade la pentaglycine dans la paroi cellulaire de S. aureus, provoquant la
lyse cellulaire (Hotterbeekx et al., 2017). En plus, l'exoproduit 4-hydroxy-2-
heptylquinoléine-N-oxyde (HQNO) de P. aeruginosa inhibe la croissance de S. aureus et
provoque I'émergence de variants de petites colonies (SCV) (Mitchell ef al., 2010). 11 produit
¢galement une mixture de rhamnolipides qui présente Le produit d'excellentes propriétés
antimicrobiennes contre staphylococcus aureus et Bacillus subtilis (Haba et al., 2003).
L’effet bactéricide de la staphylolysine (egalement appelée LasA) produite par P.aeruginosa
contre MRS A a été démontré par Barequet et al., 2009.

5. Dosage de la pyocyanine :

Les résultats présentés dans le tableau (3) montrent que la production de la pyocyanine par

les souches de P.aeruginosa varie entre 3.86 et 8.82 ug/ml ou la quantité la plus élevée est

enregistrée chez la souche S2.

Figurel8 : pyocyanine extraite par HCI 0.2 N.




Résultats et discussions

5.1. Calcul de la quantité de la pyocyanine :

Quantité de la pyocyanine (pg/ml) = O.Ds20 x 17.072
Exemple : 0.516x 17.072=8.82 pg/ml

Tableau 3: quantification de la pyocyanine produite

Souche DO Pyocyanine (ug/ml)
S2 0.516 8.82
SS 0.226 3.86
S7 0.265 4.52
Sr 0.256 4.37

Ces résultats sont en accord avec une étude menée par (Ozyiirek et al., 2016) ou 10
souches cliniques de P. aeruginosa ont été testées pour la production de la pyocyanine, toutes
les souches ont été en mesure de produire différentes quantités de ce pigment. En outre, la
plus forte production de pyocyanine est de 10.42 pg/ml d’une souche isolée a partir d’un
¢chantillon d’urine, tandis que la plus faible production de est de 0.97 pg/ml d’une souche

isolée de 1'abdomen.

6. Caractérisation du métabolite produit :
Le spectre d'absorbance de la pyocyanine a été déterminé de 200 a 800 nm en utilisant un
spectrophotométre UV-Visible. Le spéctre de la pyocyanine dissoute dans 0,2 N d’HCI a
montré deux pics dans I’UV (a2 300 et 380nm) et un pic dans le visible (a2 520nm). Un

maximum d’absorption a été enregistré a 380nm (3.0).

Figure 19 : Spectre d’absorption de la pyocyanine dissoute dans 1’ HC1 0,2 N.

E
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Nos résultats sont en accord avec ceux des études menées par (El-Fouly ez al., 2015) et
(Devnath et al., 2017)ou les pics obtenu a 380 et 520 nm sont caractéristique de la
pyocyanine.

7. Effet antimicrobien de la pyocyanine :

La pyocyanine produite par la souche S2 de P.aeruginosa a montré un effet antimicrobien
variable vis-a-vis les microorganismes cibles (tableau 4). En effet cette molécule révele une
activité importante contre les levures et les bactéries a Gram positif alors que son effet sur les
bactéries a Gram négatif est moins important.

Candida albicans d’origine clinique semble étre la plus sensible a la pyocyanine avec un
diamétre d’inhibition de 15 mm (fig 20). Toutes comme la levure Candida albicans, les
bactéries a Gram positif Staphylococcus aureus ATCC 33862 et Bacilus subtilis ATCC 6633
montrent une sensibilité remarquable vis-a-vis la pyocyanine avec des zones d’inhibition de
15 mm et 12 mm respectivement (fig 21), tandis que 1’effet exercé sur Bacillus cereus ATCC
10876 est moins important par rapport aux deux bactéries précédentes ou la zone d’inhibition
est de 8 mm.

La sensibilité des bactéries & Gram négatif Proteus mirabilis ATCC 35659 et Escherichia
coli ATCC 25922 vient en deuxieéme lieu avec des zones d’inhibition de 8 mm.
Ces résultats sont en accord avec plusieurs études qui ont montré I’activité antimicrobienne et
antifongique de la pyocyanine (Al-Saadi et al., 2012 ; Sudhakar et al., 2015 ; Ozyiirek et
al., 2016).

Selon une étude menée par (Devnath et al., 2017), S.aureus est la plus sensible a la
pyocyanine parmi les bactéries a Gram positif testées, elle a été¢ inhibé a 5 pg/mL de
pyocyanine présentant 17,5 mm de zone d’inhibition.

Cependant, I’activité de la pyocyanine contre d’autres bactéries pathogenes a ét¢ démontré
tel que : S. saprophyticus, K. pneumoniae (Ahmed Mohammed et al., 2017) ainsi que
Salmonella typhi A, Salmonella typhi B, Salmonella paratyphi, Klebsiella sp, Alternaria sp
(Agrawal et Chauhan, 2016 ; Alka et al., 2018).

Les souches de P.aeruginosa produisant de pyocyanine et de rhamnolipides ont une activité
antimicrobienne plus élevée. Des relations linéaires positives existaient entre l'activité
antimicrobienne contre E. coli et B. subtilis et la production de rhamnolipidiques (Onbasli et
Asli, 2008). En plus, selon (Markraphael et al., 2017) ; l'effet antimicrobien de la
pyocyanine et des bactériocines (produites par Lactococcus lactis) peut étre renforcé par leur
application combinée, de maniére a rendre leur efficacité synergique.

La variation de la teneur en lipides de la paroi cellulaire des bactéries a Gram positif et

négatif peut étre responsable de la variation de la sensibilité¢ de la pyocyanine (Agrawal et

L
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Chauhan, 2016). Une autre étude a révélé que la résistance ou la sensibilité a la pyocyanine
est liée au niveau d'enzymes catalase et superoxyde dismutase (Norman et al., 2004).

L'effet inhibiteur de la pyocyanine est provoqué par la modification du transport normal des

électrons dans la chaine respiratoire et la formation des radicaux libres d’oxygéne (Ozyiirek
etal., 2016).

Figure 20 : Effet antimicrobien de la pyocyanine extraite sur les bactéries a Gram
négatif et la levure cibles.

B.cereus ATCC 10876 ‘

Figure 21 : Effet antimicrobien de la pyocyanine extraite sur les bactéries a Gram positif cibles.

E
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Tableau 4: Activité antimicrobienne de la pyocyanine sécrété par la souche Pseudomonas

aeruginosa (S2)

Souche pathogéne testée Diamétre de la zone d’inhibition (mm)
Bacillus cereus ATCC 10876 08
Bacilus subtilis ATCC 6633 12
Staphylococcus aureus ATCC 33862 15
Proteus mirabilis ATCC 35659 08
Escherichia coli ATCC 25922 08
Candida albicans ATCC 10231 10
Candida albicans 15

8. Effet de la température et de la période d’incubation sur la

production de la pyocyanine :

Les résultats de la production de la pyocyanine a 37°C pendant différentes périodes
d’incubation (fig 22) montrent que la quantité de la pyocyanine produite différe d’une souche
a une autre et que les meilleures productions sont atteintes apres 48 heures d’incubations pour
les 4 souches avec un maximum de production del15.9ug/mL observée chez la souche S2. La
quantité de la pyocyanine produite aprés 72 heures vient en deuxiéme lieu ou le maximum est
de 8.8 pg/mL chez la souche S2. Les quantités de la pyocyanine produite apres 24 heures sont
les plus faibles chez toutes les souches avec un minimum de 3.4 pg/mL obtenue chez la
souche S2 qui semble étre la plus influencée par le temps d’incubation. Cependant la souche
Sr et au contraire des autres souches, a montré un rendement aprés 24 heures d’incubation
plus élevé par rapport a celui obtenu apres 72 heures d’incubation.

La différence de pyocyanine produite aprés 24 et 72 heures d’incubation n’est pas grande

chez les souches S5 et S7.

F
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Figure 22 : histogramme représentant I’effet de la période d’incubation sur la
production de la pyocyanine a 37°C.

A une température de 30 °C, les souches présentent une meilleure production apres 72
heures d’incubation (fig 23) avec un maximum de 6.4 pg/mL observé chez la souche S2, sauf
chez la souche S7 ou son meilleur rendement est atteint apres 2 jours (48h) d’incubation et qui
est de 3.89 ug/mL.

L’influence de la durée d’incubation est clairement remarquable chez les deux souches S5
et S7, leur production dans les 24 heures n’a pas dépassé 0.34 pg/mL et 0.51 ug/mL
respectivement et qui sont des quantités tres faibles au regard de celle obtenues apres 48 et 72
heures d’incubation. Par contre, la souche Sr n’a pas montré une grande différence de
production dans les trois périodes d’incubation. Toute comme la souche Sr, la souche S2 n’a
pas présenté une différence assez importante dans la quantité de la pyocyanine produite apres
24 et 72 heures d’incubation (5.77 ug/mL et 6.4 pg/mL respectivement) tandis que sa

production aprés 48 heures d’incubation est relativement faible.
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Figure 23 : histogramme représentant 1’effet de la période d’incubation sur la
production de la pyocyanine a 30°C.

En comparant les résultats obtenus lors de I’incubation des souches a 30 °C et 37 °C

pendant 24, 48 et 72 heures, nous remarquons que :

o La production de la pyocyanine est influencée par la température d’incubation, les
quantités maximales sont obtenues lors de I’incubation a 37 °C avec une production

importante chez la souche S2 (15.9 pg/mL).

e La durée d’incubation meéne a une production différente. Elle est maximale apres 48
heures lors de I’incubation a 37 °C tandis qu’a 30°C le maximum est atteint aprés 72
heures sauf chez la souche S7.

Nos résultats sont en accord avec une étude menée par (Onbasli et Aslim, 2008) ou la

production la plus faible de la pyocyanine lors de I’incubation a 37 °C est remarquée apres 24

heures d’incubation.

Une autre étude a rapporté que la production maximale de pyocyanine a été obtenue aprés
72 heures d’incubation a une température de 30 ° C a partir des isolats de P.aeruginosa issus
de I’environnement (Agrawal et Chauhan, 2016). Ainsi que dans une étude menée par

(Gahlout et al., 2017) mais a une température de 35° C.
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9. Identification par galerie API 20E :

Nous avons mené a une orientation vers I’identification de la souche S2 par galerie API
20 E (fig 24). Apres incubation, la lecture de la galerie a été faite en se référant au tableau de
lecture (Tableau 05). Ces résultats nous ont permet de rapprocher la souche S2 a P.
aeruginosa. Tableau 5 : Résultats des différents tests biochimique de la galerie API 20 E

Tests Réactions/ enzymes Résultats

ADH Arginine dihydrolase +

Ornithine Décarboxylase

H2S Thiosulfate réductase -

TDA Tryptophane désaminase -

VP Assimilation -

GLU Assimilation -

INO Assimilation -

RHA Assimilation -

MEL Assimilation -

ARA Assimilation -

3
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Figure 24: orientation vers I’identification de la souche S2 sur galerie API 20 E ; (A)
avant I’incubation, (B) aprées I’incubation.



Conclusion et perspectives

Le présent travail a pour objectif d’utiliser la pyocyanine produite par le pathogene
opportuniste Pseudomonas aeruginosa dans la lutte contre quelques microorganismes pathogenes.

Pour ce faire, un isolement a été effectué a partir des échantillons des racines d’une plante de
graminée Hordeum murinum. 18 Pseudomonas fluorescents ont été¢ obtenu. Un seul seulement
produit un pigment bleu-vert sur King A. En plus, 8 souches cliniques de Pseudomonas
aeruginosa ont été rajoutées dans cette étude. Plusieurs tests d’identification préliminaires ont été
réalisés pour caractériser cette espece.

L’activité antagoniste de I’ensemble des isolats a été réalisée sur milieu Mueller-Hinton par la
technique de stries vis-a-vis des bactéries pathogénes et des levures afin de sélectionner les P.
aeruginosa les plus antagonistes, 4 isolats de cette espéce ont montré une activité antagoniste a
I’encontre des souches cibles et sont toutes d’origine clinique. Le degré de cette activité varie
selon I’isolat de P.aeruginosa et la souche testée. Une activité remarquable envers les bactéries a
Gram négatif, positif et les levures par la souche S2 ou des zones d’inhibition allant de 11 a 35
mm sont obtenues. Cette souche a été sélectionnée pour la production de la pyocyanine, et pour
étudier D’activité antimicrobienne de cette molécule sur les germes pathogénes. Une étude sur
I’effet de la température et du temps d’incubation sur la production de la pyocyanine est effectuée.

L’effet de la pyocyanine extraite sur les souches cibles a révélé que cette substance possede
une activité antimicrobienne importante et de large spectre envers les pathogeénes. Les zones
d’inhibition obtenues varient de 8 a 15 mm, ou S.aureus ATCC 33862 et C.albicans semblent étre
les plus sensible a cette molécule.

L’analyse de la pyocyanine extraite par spectrophotométriec UV-Visible a montré deux pics
dans ’'UV (a 300 et 380nm) et un pic dans le visible (a2 520nm) avec un maximum d’absorption a
380nm

Selon les résultats obtenus, la production de la pyocyanine est influencée par la température et
le temps d’incubation, ou une meilleure production est obtenue a une température de 37°C apres
48 heures d’incubation et qui est de 15.9ug/mL.

Les perspectives qui résultent de ce travail sont nombreuses et multiples :

e D’un point de vue taxonomique, il serait nécessaire d’effectuer une étude moléculaire des

souches de P.aeruginosa.

o [l serait nécessaire aussi d’étudier les facteurs influengant la production de la pyocyanine

et déterminer ceux qui sont optimaux.



e (Caractérisation de cette molécule par les méthodes d’identification HPLC, CPG-SM.
e D’un point de vue application médical, il serait intéressant de poursuivre des études in vivo
pour vérifier I’efficacit¢ antimicrobienne de la pyocyanine ainsi que son activité

anticancéreuse et de déterminer les doses tolérées par la cellule animale
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Annexes :

Principaux Milieux de culture (Composants g/ litre)

Gélose Chapman
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Mannitol...........oooiiiiiiii . 10g Le chlorure de sodium...................... S5g
Agar........ooiiiiiiireenl 15 € Agar.......oooiiiiiel 15 g
Rougedephénol ....................cec... 0.025g |pH=7.4

pH=74

King B solide King A solide

Peptone de caséine...........................20 g | Peptone de caséine ................. 20g
Sulfate de magnésium .................... 1,5 g | Sulfate de potassium... ............10 g
Phosphate bi-potassique...................1,5 g Chlorure de magnésium........... 1,5¢
Glycérol .......coviiiiii, 10 ml Glycérol .......cooviiiiiinn 10 ml

AGAr o, 20 g Agar ... 20g

pH =7,2 PH 7,2
Muller Hinton solide

Extrait de viande: .................ccoieeiinnil 3g

Peptone de caséine:........... ............ 17,5¢g

Amidon: ..., 15¢g

Agar: .o 16 g

pH=74
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