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Résumé

N

Les Staphylococcus a coagulase négative (SCN), en particulier Staphylococcus
epidermidis, sont inoffensifs pour le corps humain. Toutefois, I’immunodéficience chez 1’hote
ou la colonisation d’un matériel étranger a 1’intérieur du corps par ce groupe bactérien font
transformer ces commensaux cutanés en formes virulentes. Dans ce cas ces bactéries sont
retrouvées dans le sang ou dans les biofilms adhérés au matériel étranger. Face a la résistance
de ces formes aux moyens de traitements et a de nombreux échecs dans I'élimination de ces
pathogenes, il est devenu nécessaire de trouver des moyens thérapeutiques efficaces. Apres
avoir confirmé que les isolats de SCN présentent certaines caractéristiques de ce groupe et en
ce basant sur d'autres études citées dans la littérature, nous avons sélectionné 29 isolats de
Pseudomonas a partir des racines d'une plante graminée sauvage (1’orge du rat = Hordeum
murinum) pour les utiliser dans I’inhibition de 20 isolats de SCN en utilisant la méthode des
stries croisés. Les surnageants des cultures des Pseudomonas dans le milieu MH liquide ont
été aussi testés. L’isolat de Pseudomonas PK le plus performant dans 1’inhibition des SCN a
été identifié par le systtme API 20 NE et utilisé pour la production des composés
phénaziniques. Il a été inoculé dans le milieu NBY liquide puis une extraction par le solvant
d'acétate d'éthyle a été effectuée. Le composé obtenu a sec a été utilisé contre les isolats de
SCN.

Les résultats de cette étude montrent que les 29 isolats de Pseudomonas ont inhibé 19
sur 20 d’isolats de SCN et que chaque Pseudomonas a inhibé un groupe de SCN. La Souche a
plus grand effet inhibiteur PK a inhibé 14 isolats de SCN avec des zones d'inhibition allant de
12 mm a 55 mm. Les surnageants des cultures de Pseudomonas dans le milieu MH liquide
n’ont montré aucun effet inhibiteur ceci est due a la faible concentration de la substance active
dans chaque surnageant. Le composé phénazinique extrait a sec a montré une efficacité contre
13 isolats de staphylocoques avec des zones d'inhibition allant de 6,5 a 28,5 mm.

L'analyse du composé obtenu dans des spectrophotometres UV-visible et infrarouge a

montré des caractéristiques qui font rapprocher le composé obtenu aux hydroxyphénazines.

Mots clés : Les Staphylococcus a coagulase négative — Pseudomonas — inhibition - composés

phénaziniques.



Abstract

Coagulase-negative Staphylococci (CoNS), particularly Staphylococcus epidermidis,
are harmless to human body. However, the immunodeficiency in the host or the colonization
of foreign material inside the body by this bacterial group transforms these skin commensals
into virulent forms. In this case, these bacteria are found in blood or in biofilms adhered to
foreign material. To face the resistance of these forms to treatment and failures in the
elimination of these pathogens, it has become necessary to find effective therapeutic agents.
After confirming that the CoNS isolates have certain characteristics of this group and based
on other studies cited in the literature, we selected 29 isolates of Pseudomonas from the roots
of a wild grass plant (Rat barley = Hordeum murinum) for use in the inhibition of 20 CoNS
isolates using the crossed streak method. The supernatants of Pseudomonas cultures in liquid
MH medium were also tested. The best performing Pseudomonas PK isolate in CoNS
inhibition has been identified by the API 20 NE system and used for the production of
phenazinic compounds. It was inoculated into the liquid NBY medium and then solvent
extraction by ethyl acetate was carried out. The dry compound was used against CoNS
isolates.

The results of this study showed that the 29 Pseudomonas inhibited 19/20
Staphylococcus and that each Pseudomonas inhibited a group of CoNS. The larger inhibitory
strain PK inhibited 14 CoNS isolates with inhibition zones ranging from 12 mm to 55 mm.
The supernatants of Pseudomonas cultures in liquid MH medium showed no inhibitory effect,
this is due to the low concentration of active substance in each supernatant. The dry extract
phenazine compound inhibited 13 staphylococcal isolates with inhibition zones ranging from
6.5 to 28.5 mm.

The analysis of the compound obtained by the UV-visible and the infrared
spectrophotometers showed some characteristics that make the compound belong
hydroxyphenazine.

Key words: Coagulase-negative Staphylococci (CoNS)-Pseudomonas -inhibition - phenazine

compounds
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Introduction

Introduction

Les staphylocoques a coagulase négative (SCN) sont des bactéries a caractere ubiquitaire
et un nombre de leurs especes font partie de la flore humaine normale, colonisant a la fois la
peau et les muqueuses, y compris les narines. Ces bactéries peuvent devenir pathogenes
lors d’une rupture de 1’équilibre hote-bactérie (virose, diabete, antibiothérapie) (Mack et al.,
2013) ou lors de la présence de dispositifs biomédicaux implantés dans le corps humain tels
que les cathéters, les valves cardiaques, les protheses d’articulations etc. (Mack et al., 2013 ;
Jamal et al., 2011). Dans les deux cas, il en résulte une infection due a la multiplication de ces
bactéries et a la production de facteurs de virulence. Ceci explique comment 1’extension de

I’infection pouvant aboutir a une septicémie ou a une bactériémie.

Parmi les stratégies suivies par les SCN, est de s’attacher a la surface des dispositifs
médicaux et s’assembler fortement entre elles pour former des biofilms stables. Ces derniers
sont constitués de nombreuses cellules tres résistantes aux antibiotiques. Ces bactéries sont
particulierement difficiles a éliminer et a I’origine de nombreuses maladies dont les infections
nosocomiales, par exemple S. epidermidis est responsable de la grande majorité des infections
nosocomiales de flux sanguin liées au cathéter et au unités de soins intensifs (Biittner et al.,

2015).

Les choix de traitement des infections a SCN résistant s’élargit aux antibactériens naturels
(Singh et al., 2015 ; Moloney, 2016). La capacité des composés antibactériens obtenus a partir
d’autres microorganismes pour inhiber les SCN a également été testée (El Amraoui et al,
2014). Parmi les métabolites étudiés produit par divers groupes de microorganismes on trouve
ceux des Pseudomonas (Chain et Mellows, 1997). Le Pseudomonas est un genre parmi les
divers Gamma-proteobacteria avec plus de 60 especes présentant des modes de vie dans les
différents environnements, y compris le sol, l'eau, les surfaces végétales, les animaux et
I’homme. Le genre Pseudomonas est aussi un colonisateur compétitif dans la rhizosphere et
est bien adapté aux différents stress biotiques et abiotiques. Ces especes sont bien connues
pour leur capacité a utiliser une variété de composés organiques et par leur production de
composés antimicrobiens utilisés dans le traitement des maladies causées particulicrement par
Salmonella typhimurium (Laine et al., 1996), Bacillus subtilis, Proteus vulgaris et Candida
albicans (Trujillo et al., 2007). 1l posseéde également une activité contre les staphylocoques

(Cardozo et al., 2013 ; Hotterbeekx et al., 2017).




Introduction

Le but de cette présente étude est d’isoler, des rhizospheres des plantes, un ensemble de
Pseudomonas fluorescents pour examiner leur activité antagoniste contre des isolats cliniques
de SCN. Cette étape va nous mener a la recherche d’un métabolite extracellulaire efficace

contre ces staphylocoques a intérét médical.

Dans ce manuscrit, nous présentons tout d’abord une recherche bibliographique composée
de trois chapitres : Le premier chapitre présente des généralités sur les Staphylococcus a
coagulase négative, Le deuxieme chapitre est sur les caractéristiques génétiques et
métaboliques des Pseudomonas fluorescents et enfin un troisieme sur les staphylocoques a

coagulase négative dans les infections associées aux biomatériaux (cas de S. epidermidis).

Nous exposons par la suite le matériel et les méthodes employés pour mener a bien nos
travaux d’isolements, de sélections, et I’exploitation des Pseudomonas comme agents de lutte

anti-SCN. Ainsi, nous présenterons les résultats de notre étude en traitant successivement :
- les isolats de Pseudomonas obtenus et leur caractérisation.

- I’effet antagoniste des Pseudomonas vis-a-vis les SCN sur milieu solide.

- I’effet du surnagent de la culture de Pseudomonas sur les SCN.

- extraction d’un métabolite et étude de son effet inhibiteur sur les SCN.

- analyses du produit extrait par spectrophotometre UV-visible et infra rouge.

Finalement, ce manuscrit s'achéve par une conclusion qui souligne les résultats marquant

de ce travail et présente les perspectives de cette étude.
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1. Historique

Les staphylocoques ont été découverts par Pasteur et Koch en 1877-1878 a partir du
pus de furoncle et d’ostéomyélite (Avril et al., 1992; Corne, 2004). En 1883, le nom de
«staphylocoque» a été proposé par Ogston, staphyle, mot grec signifiant grappe de raisin et
kokkos, mot grec signifiant un grain ou une baie (Bhunia, 2008), pour un groupe de
microcoques causant une inflammation accompagnée d'une suppuration. Ogston a été le
premier auteur a différencier entre deux types de coques pyogenes: un premier groupe
arrangé en groupe ou amas appelé « Staphylococcus » et un second groupe organisé en
chainette nommé « Streptococcus de Billroth ». En 1884, une description formelle du
genre Staphylococcus a été fournie par Rosenbach. Celui-ci a divisé le genre
«Staphylococcus» en deux especes, Staphylococcus aureus (staphylocoque doré) et
Staphylococcus albus (staphylocoque blanc). En 1885, Zopf a placé les staphylocoques et
les microcoques dans le genre Micrococcus. Puis, en 1886, le genre Staphylococcus a été
séparé du genre Micrococcus par Flugge. Celui-ci a différencié les deux genres
principalement sur la base de leur action sur la gélatine et la relation a leurs hotes. Les
staphylocoques liquéfiaient la gélatine et €taient parasitaires et/ou pathogenes, tandis que
les microcoques étaient variables dans leur action sur la gélatine et étaient saprophytes
(Gotz et al., 20006).

Les genres Staphylococcus, Micrococcus et Planococcus (genres contenant des coques
a Gram positif et catalase positive) ont ensuite €té placés dans la famille Micrococcaceae.
Vers le milieu des années 1960, une distinction claire a pu &tre faite entre les
staphylocoques et les microcoques sur la base de leur contenu en G+C d'ADN (Glazunova
et al., 2010). La composition de I'ADN des membres du genre Micrococcus présente une
teneur en G+C plus élevée que les membres du genre Staphylococcus. D'autres études,
comme les études d'hybridation ADN-ADN et ADN-ARNTrr ainsi que 1'étude des séquences
de I'ARNr 16S ont clairement démontré les différences génétiques entre les staphylocoques

et les microcoques (Gotz et al., 2006).

Les membres du genre Staphylococcus forment, en effet, un groupe cohérent et bien
défini d'especes apparentées qui sont largement divergentes des especes appartenant au
genre Micrococcus. Jusqu'au début des années 1970, le genre Staphylococcus se composait
de trois especes: l'espece a coagulase positive Staphylococcus aureus et les especes a
coagulase négative Staphylococcus epidermidis et Staphylococcus saprophyticus ;

cependant une étude plus poussée des propriétés chimio-taxonomiques et génotypiques des

ChapitreI : Généralités sur les Staphylocoques a coagulase négative




staphylocoques a conduit a la description de plusieurs nouvelles especes de staphylocoques

(Gotz et al., 2006).

2. Taxonomie et classification
2.1. La famille Staphylococcaceae

La famille Staphylococcaceae fut proposée par des données taxonomiques au cours de
la formulation de la 2 ®™ édition du Bergey's Manual of Systematic Bacteriology (Ludwig
et al., 2009 ). En plus du genre Staphylococcus, la famille Staphylococcaceae comprend
les genres Jeotgalicoccus, Macrococcus, Nosocomiicoccus, et Salinicoccus. Les especes de
Jeotgalicoccus et Salinicoccus ont été isolés de divers échantillons alimentaires et
environnementaux. A ce jour, le genre Macrococcus comprend sept especes, adaptées aux
animaux a sabots (Becker et al., 2014).

Maintenant la famille Staphylococcaceae, avec Bacilliaceae, Planococcaceae,
Listeriaceae, Paenibacillaceae et d'autres familles appartient a I'ordre des Bacillales de la
classe Bacilli. Les Bacilli font partie du phylum des Firmicutes, qui comprend les bactéries
a Gram-positive avec un ADN plutot faible en contenu G+C. En revanche, le phylum

Actinobacteria contient maintenant des especes micrococciques, qui sont caractérisées par

un ADN a forte teneur en G+C (Becker et al., 2014).

La séparation phylogénétique des especes et des sous-especes (ssp.) des

staphylocoques est représentée dans le Tableau O1.

2.2. Différenciation entre les staphylocoques a coagulase positive et a
coagulase négative

Selon le Dictionnaire de Bactériologie Vétérinaire (Euzéby, 1997) le genre
Staphylococcus comprend 47 especes et sous-especes. Néanmoins, le nombre d’especes
n’a cessé d’augmenter au cours des 20 dernieres années et le genre a €t€ remanié.

Le critere de base de la classification des especes de staphylocoques reste la
production de coagulase libre, enzyme responsable de la coagulation des sérums humains
et cunicoles. On distingue ainsi sept especes et sous-especes a coagulase positive (SCP)
dont S. aureus et quarante a coagulase négative (SCN) (Tableau 01). Les SCN sont divisés
en trois groupes suivant leur sensibilité a la novobiocine et leur activité oxydasique. On
peut toutefois noter que 1’espéce S. schleiferi constitue un cas particulier, car la
sous-espece S. schleiferi subsp. Coagulans fait partie des SCP, tandis que la sous-espece

S. schleiferi subsp. Schleiferi est classée parmi les SCN a oxydase négative et sensible a
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la novobiocine. En outre, parmi les SCN, on trouve quelques especes pathogenes
opportunistes pour I’homme et les mammiferes, telles que S. caprae, S. epidermidis, S.
hominis et S. saprophyticus. Ainsi, depuis la découverte de I’'implication de certaines
especes de SCN dans des infections humaines, 1’identification plus précise des membres du

groupe des SCN présente un intérét majeur (Morot-Bizot, 2006).

.
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Généralités sur les Staphylocoques a coagulase négative

Tableau 01 : Séparation phylogénétique des especes et des sous-especes (ssp.) des staphylocoques, étendue par les principales caractéristiques
diagnostiques proposées par Lamers et al., en 2012 (Becker et al., 2014).

Oxydase Négative
Novobiocine Sensible
Coagulase Négative Positive' - variable® - négative’ Négative
Groupe des Hyicus-Intermedius Epidermidis-Aureus
Especes
Cluster Muscae Hyicus Intermedius Aureus Epidermidis Wameri Haemolyticus Lugdunensis
groupe
S. muscae | S. hyicusz S. intermedius’ S. aureus S. epidermidis | S. wameri | S. haemolyticus S. lgdunensis
S. microti | S. agnetis® S. delphini’ Spp. S. capitis S. S. devriesei
. S. rostri S. felis’ S. lutrae’ aureus’ Spp. capitis asteuri S. hominis
Espeéces 4 ; pp-cap P
S. chromo- | S. pseudinermedius” | spp. spp. urealy- spp. hominis
genes3 S. schleiferi anaerobus’ | ticus spp.novobiosepticus
spp. scheleifri’ S. simiae’ S. capae S. jettensis

spp. coagulans’

S. saccharoly-

ticus

S. petrasii
spp. croceilyticus

spp. petrasii
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Oxydase Négative Positive
Novobiocine Sensible Résistant
Coagulase Négative
Groupe des Auricularis Simulans Saprophyticus Sciuri
Especes
Cluster Auricularis Simulans- Pettenkoferi- Saprophyticus Cohnii-Nepalensis Arlettae- Sciuri
groupe carnosus massiliensi Kloosii
S. aricularis | S. simulans S. pettenkoferi S. saprophyticus S. cohnii S. arlettae S. sciuri
S. camsous S. massiliensis spp. Saprophyticus spp. cohnii S. kloosii Spp. sciuri
. Spp. camsous spp. bovis spp. urealyticus Spp. camaticus
Espéces 1YY pp 1YY Y PP
spp. utilis S. equorum S. nepalensis Spp. rodentium
S. condimenti spp. linens S. fleuretii
S. piscifer- S. gallinarum S. lentus
menlans S. succinus S. stepanovicii

Spp. succinus
spp. casei

S. xylosus

S. vitulinus




3. Habitat

Les staphylocoques a coagulase négatives sont des germes ubiquitaires (Grosjean et
al., 2016). Ils peuvent vivre dans la nature comme saprophytes ou comme des
commensales généralement inoffensives sur la peau, les tissus membranaires et les
mugqueuses de I’homme et des animaux (mammiferes et oiseaux) (Delarras, 2014).

Elles sont généralement localisées dans la bouche, les glandes mammaires, 1’intestin,
les voies génitales et urinaires et les voies respiratoires supérieures des hotes. Cependant,
S.epidermidis est I’espece principale, largement répartie sur toute la surface du corps et
particulierement au niveau de la surface antérieur des narines, des creux axillaires, des plis
inguinaux et des plantes des pieds (Flandrois et al., 1997).

D’autre part, S. hominis et S. haemolyticus sont abondants au niveau des régions riches
en glandes sudoripares (périnée, creux axillaires et plis inguinaux) mais peuvent également
coloniser mieux que d’autres especes les régions les plus seches que sont les extrémités. Le
cuir chevelu, ou les glandes sébacées sont nombreuses, est I’habitat de prédilection de S.
auricularis (Flandrois et al., 1997). Par exemple, S. capitis ssp. capitis est trouvé en
abondance sur la téte des adultes, particulierement le cuir chevelu et le front, alors que S.
capitis ssp. urealyticus est également trouvé sur la t€te mais beaucoup plus au niveau des
aisselles de quelques individus (Gemmell et Dawson, 1982).

Les staphylocoques résistants a la novobiocine, tel que S. cohnii se rencontrent
particulierement sur les pieds des humains. Cependant S. saprophyticus apparait

particulierement chez les femmes agées de 10 a 29 ans (Tan et al., 20006).

4. Signification clinique et infections

Bien que les staphylocoques a coagulase négative constituent une composante majeure
de la microflore normale de 1'homme, leur role dans les infections nosocomiales a été
reconnu et bien documenté au cours des deux dernieres décennies. L'augmentation des
infections par ces organismes a été corrélée avec 1'usage d'appareils médicaux et le nombre
croissant de patients immunodéprimés en milieu hospitalier. Le processus infectieux peut
résulter de l'introduction de staphylocoques endogenes au dela des barrieres tégumentaires
normales. Parmi ces especes, S. epidermidis est la plus fréquemment rencontrée dans les

infections cliniques chez 'homme, suivie par l'espece S. haemolyticus (Irlinger, 2008).
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4.1. Septicémie

L’implication des SCN comme cause de septicémie a augmenté. Cela coincide avec
les progres de la pratique médicale, comme I'utilisation accrue des dispositifs médicaux
(cathéters vasculaires, protheses articulaires, greffes vasculaires, protheéses valvulaires
cardiaques et cathéters péritonéaux), ainsi qu'avec le nombre croissant de patients
immunodéprimés. Les principales especes des SCN impliquées dans les septicémies, sont

S. epidermidis, S. haemolyticus, S. hominis et S. lugdunensis (Sistek, 2010).

4.2. Endocardites
Les SCN sont reconnus comme étant des agents pathogéniques responsables des
endocardites sur les protheses valvulaires et sur les valves natives, en particulier du coté
droit chez les toxicomanes par voie intraveineuse. Parmi les especes de SCN, S.
lugdunensis a été rapporté comme une cause importante d'endocardites. La nature
agressive de l'endocardite par S. lugdunensis, comme le reflete la nécessité fréquente d'un
remplacement valvulaire et le haut taux de mortalité, indique que l'identification rapide de

S. lugdunensis est nécessaire (Sistek, 2010).

4.3. Infections urinaires

Les infections urinaires a SCN sont la plupart du temps dues a l'espece S.
saprophyticus. Cette espece entraine des infections des voies urinaires chez les
femmes et méme chez les hommes (cystite, pyurie ou pyélonéphrite). Ces
infections chez les hommes se produisent le plus fréquemment chez des
personnes agées qui sont prédisposées aux maladies des voies urinaires. D'autres

especes des SCN comme S. warneri, S. epidermidis et S. haemolyticus peuvent

aussi étre impliquées dans les infections urinaires (Sistek, 2010).

5. Pathogénicité et facteurs de virulence
5.1. Substances élaborées
5.1.1. Toxines
Les toxines telles que 1’hémolysine, leucocidine, entérotoxine, TSST-I et I’exfoliatine
sont principalement sécrétées par Staphylococcus aureus. Cependant, des études in vitro
ont montré la production d’une delta-toxine par S. epidermidis, S. saprophyticus et S.

haemolyticus. Son role exact dans les infections est mal connu (Becker et al., 2014).
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5.1.2. Enzymes
Par définition, les SCN ne produisent pas de coagulase, mais ils produisent la lipase, la
fibrinolysine et une variété de protéase. La lipase, en hydrolysant les lipides, permet aux
SCN de coloniser les glandes sébacées de la peau. Le role spécifique des autres enzymes
n’est pas clairement défini, mais il est probable qu’elles participent a la colonisation de ces

bactéries ou du moins a leur persistance dans 1’environnement (Becker et al., 2014).

5.1.3. Le « Slime »

Certaines souches des SCN peuvent étre caractérisées par leur capacité de produire
une substance visqueuse extracellulaire glucurono-conjuguée appelée autrement le
« slime ». Plusieurs études montrent que cette substance permet aux SCN d’adhérer aux
surfaces lisses comme celles des cathéters. Elle semble inhiber le chimiotactisme des
polynucléaires neutrophiles, ce qui diminue la phagocytose. Ces propriétés dues au slime
pourraient caractériser les souches nosocomiales et permettraient la distinction entre

simples contaminants et isolats potentiellement pathogenes (Herard et al., 1998).

5.2. Adhérence aux surfaces et formation de biofilm

La production de polysaccharides capsulaires et la capacité de former un biofilm ont été
décrites comme facteur potentiel de virulence de S. epidermidis et d'autres SCN
(Akinkunmi et al., 2014). Les biofilms permettent aux SCN de résister aux contraintes
mécaniques, a la désinfection, au traitement antibiotique, et d’échapper au systeme
immunitaire (Ali et al., 2014).

Un processus d'accumulation cellulaire pour former le biofilm mature suit une fixation
initiale rapide sur une surface de plastique inerte (Ogara et Humphreys, 2001). La matrice
de ce biofilm comprend de nombreuses substances bactériennes, y compris des adhésines
polysaccharidiques associés a 1’adhésion et a I'accumulation, des acides teichoiques et des
exo-polysaccharides (Ali et al., 2014). Les adhésines polysaccharidiques extracellulaires
jouent un role essentiel dans l'adhésion bactérienne initiale et 1'adhésion intercellulaire
(formation de biofilm). Deux polysaccharides majeurs produits par S. epidermidis ont été
examinés, l'adhésine polysaccharidique capsulaire (PSA) et l'adhésine intercellulaire

polysaccharidique (PIA) (Ogara et Humphreys, 2001 ; Martini et al., 2016).
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Dans le modele en deux phases proposé par Mack et al., I'adhérence initiale est méditée
par les PSA et I'accumulation de cellules est due a la production de PIA (fig. 01) (Ogara et
Humphreys, 2001).

Phases : 1 Phases: 2
Aftachement primaire Accunmmulation bactérienne
Adhésine polysaccharidique capsulaire Adhésine intercellulaire polysaccharidique

Figure 01 : Phases de la formation de biofilm de S. epidermidis (Mack, 1999).

6. Résistance aux antibiotiques

De plus de leur virulence, les SCN ont développés une résistance aux antibiotiques, le
profil de leur résistance varie en fonction des agents antimicrobiens entre les especes et les
pays en raison de l'utilisation répandue d'antibiotiques pour la prophylaxie ou la thérapie,
en particulier chez les patients hospitalisés (Al Tayyar, 2015). Les mécanismes et les genes
de résistance des staphylocoques dorés et des SCN sont les mémes. En revanche, la
fréquence des résistances differe : elle est plus élevée chez les SCN, au moins ceux que
I’on isole dans les infections humaines (S. epidermidis et S. haemolyticus) (Leclercq,

2002).

6.1. Résistance aux inhibiteurs de la synthese des parois
6.1.1. Résistance aux béta-lactamines
6.1.1.1. La pénicilline
Les SCN n'ont pas de membrane externe et les [B-lactames peuvent diffuser
directement a travers la paroi cellulaire et se lier aux protéines de liaison a la pénicilline
(PLP). Les PLP sont des trans-peptidases, impliquées dans la réticulation du

peptidoglycane, principal constituant de la paroi cellulaire des bactéries a Gram-positive.
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Les deux mécanismes principaux de la résistance a la pénicilline sont la dégradation de
cette dernicre par la production d'une enzyme pénicillinase codée par un gene blaZ
(généralement porté sur un plasmide) et la production d'une protéine liant la pénicilline
(PLP), qui est codée par le gene mecA. Pres de 90 % des souches de SCN isolées en milieu
hospitalier et en milieu extrahospitalier résistent a la pénicilline G par production de
pénicillinases. Ces pénicillinases sont extracellulaires et inductibles. Elles inactivent les
pénicillines G et V, les aminopénicillines, les carboxypénicillines et les uréidopénicillines

(Strasheim, 2013).

6.1.1.2. La méticilline

Le mécanisme de résistance aux béta-lactamines a été observé des 1961, époque de
l'introduction de la méticilline en thérapeutique. Les souches qui le possedent sont dites
résistantes a la méthicilline ou « méti R ». Chez une souche méti R, seule une faible
proportion des bactéries est capable d'exprimer la résistance et de croitre en présence de
méticilline (Avril et al., 1992 ). La résistance a la méticilline entraine une résistance a toutes
les béta-lactamines, et est déterminée par la présence d’un géne chromosomique (mecA) qui
code pour la PLP2a. Cette PLP additionnelle a moins d’affinité pour les béta-lactamines et en
particulier pour la méticilline. Ce mécanisme est présent chez les Staphylococcus aureus

résistant a la méticilline (SARM) et chez les SCN (Quincampoix et Mainardi.2001).

6.1.2. Les glycopeptides

La vancomycine et la teicoplanine sont les antibiotiques glycopeptidiques
essentiellement utilisés en alternative aux béta-lactamines dans le traitement des infections
dues aux staphylocoques résistants a la méticilline, qui appartiennent surtout aux especes
S. epidermidis et S. haemolyticus, ou en cas d'intolérance chez les patients. L'isolement des
premieres souches de SCN résistantes aux glycopeptides a eu lieu au début des années
1980. Cette résistance concerne en particulier la teicoplanine. La fréquence de cette
résistance varie pour les SCN en fonction des pays ainsi que des techniques utilisées. La
résistance a la vancomycine est apparue secondairement et reste beaucoup moins fréquente

que pour la teicoplanine (Quincampoix et Mainardi.2001).




6.2. Résistance aux inhibiteurs de la synthese des protéines
6.2.1. Les aminosides
Les aminosides empéchent la synthese des protéines, en se liant a la sous-unité
ribosomale 30S, empéchant ensuite la fixation de ' ARNm. Ces antibiotiques peuvent étre
modifiés par diverses enzymes staphylococciques phospho-transférases, nucléotidyl-
transférases et acétyltransférases. Les souches résistantes a la gentamicine sont aussi

résistantes a la tobramycine et a la kanamycine (Strasheim, 2013).

6.2.2. Les macrolides, lincosamides et streptogramines

Les macrolides, les lincosamides et les streptogramines (MLS), inhibent la synthese
protéique en stimulant la dissociation du ribosome et du complexe ARN de transfert-
peptide. Cela entraine une terminaison réversible de 1’élongation protéique. Les macrolides
et les lincosamides (lincomycine et clindamycine) n’ont qu’une activité bactériostatique
sur les staphylocoques alors que les streptogramines (pristinamycine, quinupristine—
dalfopristine), qui résultent de ’association de deux composés A et B agissant en synergie
et possédant une activité bactéricide. Trois mécanismes sont impliqués : une modification
de la cible de I’antibiotique, un mécanisme d’efflux et une modification enzymatique de

I’antibiotique (Quincampoix et Mainardi, 2001).

7. Diagnostic au laboratoire
7.1. Prélévements et transport

Les staphylocoques sont suffisamment résistants a la dessiccation et au refroidissement
pour qu'il n'y ait pas de conditions particulieres de prélevement et de transport. Les
staphylocoques peuvent se retrouver a partir de n'importe quel prélevement. En effet, il ne
faut pas oublier les risques de contamination des échantillons du fait de la présence, au
niveau peau et muqueuses, de flores hébergeant de nombreux staphylocoques (Denis et al.,

2016).

7.2. Examen direct
Les staphylocoques sont des germes pyogenes et dans les pus on retrouve de nombreux
polynucléaires plus ou moins altérés ainsi que des staphylocoques qui apparaissent comme
des cocci a Gram positif de 0,8-1 um de diametre, isolés, ou en diplocoques, en courtes
chalnettes voire classiquement en amas, l'aspect en grappe étant alors le plus

caractéristique (Becker et al., 2014).
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7.3. Culture

Les staphylocoques sont des germes peu exigeants et peuvent étre isolés en bouillons ou
sur milieux solides simples tels que les géloses ordinaires ou gélose au sang, et sur les
milieux usuels. Les colonies de staphylocoques sont de tailles variables (1-3 mm)
circulaires, opaques, 1égerement bombées ou aplaties. La pigmentation des colonies peut
varier du blanc au jaune ou au jaune orangé. A noter que S. saprophyticus produit a
l'isolement primaire des colonies plus grandes (5-8 mm), pigmentées en jaune et
légerement plus bombées. La plupart des especes de SCN ne peuvent étre différenciées
entre elles aprés une culture de 24 heures, aussi il est recommandé d'attendre une
incubation de 2 a 3 jours pour distinguer les différentes colonies sur milieu gélosé. Pour les
produits pathologiques poly-microbiens, des milieux sélectifs sont utilisés tels que :

Le milieu de Chapman un milieu gélosé hyper salé (7.5 de NaCl) qui contient du
mannitol. Les SCN donnent des colonies de plus petites tailles sans fermenter le mannitol.
Quelques especes peuvent parfois fermenter le mannitol comme S. saprophyticus, S.
epidermidis et S. chonii. Toutefois, la pousse sur ce milieu ne constitue qu'une indication
puisque d'autres germes tels que les entérocoques ou les Proteus peuvent €tre cultivé

dessus (Denis et al., 2016).

Le milieu gélosé Columbia, CNA (colistine et acide nalidixique) inhibe les bactéries
a Gram négatif et permet la culture des bactéries a Gram positif, cocci ou bacilles (Denis et

al., 2016).

7.4. Identification de I’espece
Généralement les staphylocoques a coagulase négative ne sont identifiés completement que
lorsque les circonstances de leur isolement indiquent qu'ils sont potentiellement en

situation de jouer un role de pathogene.

7.4.1. Recherche de la catalase
Le test de catalase permet d’établir un diagnostic différentiel entre les Streptococcus et
les Staphylococcus (Danessa, 2015). Toutes les especes du genre Staphylococcus possedent
une catalase a I’exception de S. aureus sous espece anaerobius. Ce test consiste a réaliser
un frottis a partir de colonies isolées, déposer quelques gouttes de peroxyde d’hydrogene,

puis rechercher une libération immédiate d’oxygene (Kloos et Bannermant, 1994).
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7.4.2. Autres tests
En pratique, différents tests peuvent étre utilisés pour le diagnostic différentiel entre les
SCN et S. aureus, le tableau 02 indique les caracteres bactériologiques qui permettent de

faire le diagnostic d'espece.

Tableau 02 : Caracteres de quelques especes de Staphylococcus (Martineau, 1997 ; Avril
et al., 1992)

Test S.aureus S.epidermidis S. saprophvticus
Production de la coagulase + - -
Fermentation du mannitol + - +(-)a
Production d'ADNase + - -
Résistance a la novobiocine - - +b
Croissance anaérobique + + (=)e
Hémolyse + - (+)d
Nitrate-réductase + + +
Phosphatase + + +
D-mannitol (acidification) + + +

a Habituellement positif; occasionnellement négatif.
b Croissance en présence de <1.6 mg/mL de novobiocine.
¢ Pas de croissance ou croissance faible

d Habituellement négatif; occasionnellement positif.

7.4.3. Galerie d’identification
Des galeries miniaturisées sont utilisées reposant sur des tests enzymatiques, des tests
d’acidification ou d’utilisation des sucres ainsi que des tests de résistance a des substances

inhibitrices (Danessa, 2015).
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1. Généralités sur les Pseudomonas

Les bactéries classées dans le genre Pseudomonas comprennent une grande variété de
microorganismes vivants dans diverses niches écologiques. Ces bactéries peuvent étre
trouvées en tant que des agents pathogenes humains (Herndndez-Salmerén et al., 2017) ou
pathogeéne des plantes (Marcelletti et Scortichini, 2014) et, sont présentes en grand nombre
dans tous les principaux milieux naturels et forment également des associations avec les
plantes (Spiers et al., 2000) principalement, associées a la rhizosphere et a 1'endosphere.
Ainsi, montrant des modes de vie polyvalents et des métabolismes variés, qui aident a bien
répondre a une grande variété de facteurs biotiques et abiotiques (Herndndez-Salmerén et
al., 2017).

La classification en genres et en especes a l'intérieur de la famille des Pseudomonadaceae
a longtemps reposée sur des caracteres d'orientation phénotypiques simples. Les
Pseudomonas sont des bacilles a Gram négatif, aérobies stricts, oxydase positive, non
fermentaires, mobiles par une ciliature polaire monotriche ou multitriche, sauf quelques
exceptions, respirant ou non les nitrates, oxydant ou non le glucose et n'accumulant pas du
poly-B-hydroxybutyrate. Le genre Pseudomonas comprend des espeéces fluorescentes (P.
aeruginosa, P. fluorescens, P. putida, P. monteillii, P. mosselii, P. chlororaphis, etc.)
produisant de la pyoverdine et des especes non fluorescentes (P. alcaligenes, P. stutzeri, P.

mendocina) (Denis et al., 2011).

2. Génome de Pseudomonas

Le genre Pseudomonas englobe un groupe des bactéries tres diversifié et représente un
degré remarquable de capacité d’adaptation physiologique et génétique (Spiers et al., 2000).

Le génome de Pseudomonas varie de taille entre 6 et 7 Mpb par rapport a plus d'une
centaine de génomes bactériens séquencés, seulement une partie d'entre eux sont plus grands

que les génomes de Pseudomonas (Jensen et al., 2004).

2.1. Pseudomonas aeruginosa
Le génome de P. aeruginosa est le plus grand génome bactérien au moment ou il a été
séquencé, bien que le génome semble plus proche de la taille typique pour une bactérie
environnementale (Jensen et al., 2004). 1l s’agit de I’'un des plus grands génomes bactériens
connus avec 6,3 méga bases codant 5570 cadres de lecture de la souche modele P. aeruginosa
PAOI. P. aeruginosa possede un nombre important de genes impliqués dans des systemes de
régulation et des fonctions métaboliques. Le taux des genes impliqués dans la régulation

(8,4%) est élevé par rapport aux autres bactéries, ces genes représentent respectivement 5.8%
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et 53% des génomes chez Escherichia coli et Bacillus subtilis. Les autres genes
surreprésentés par rapport aux autres bactéries sont ceux codant pour les pompes d’efflux, les
systemes d’import de nutriments et les systemes de chimiotactisme. Cette diversité lui confere
une grande adaptabilité face a son environnement. P.aeruginosa est capable de métaboliser
plus de 50 composés organiques et des composés inorganiques. Elle peut donc se développer
dans de nombreuses niches écologiques, méme si elles sont pauvres en nutriments

(Chaker,2012).

2.2. Pseudomonas putida

P. putida est une bactérie ubiquitaire fréquemment isolée a partir du sol et plus
particuliecrement les sols pollués, la rhizosphere et 1'eau. P. putida est une bactérie modele
pour le développement d'applications biotechnologiques et présente un réle remarquable dans
la biorestauration des sols contaminés, le développement de biopesticides et la promotion de
croissance végétale. Cette espece est un paradigme d'une bactérie du sol métaboliquement
polyvalente, dont P. putida KT2440 est la souche la plus caractérisée. La souche KT2440 est
un dérivé sans plasmide de I’isolat original désigné P. arvilla souche MT-2, I'hote naturel de
l'archétype TOL pwwo plasmide, et par la suite reclassée P. putida mt-2. Elle a maintenue sa
capacité a survivre dans son environnement naturel et est la premiere bactérie du sol a
coloration de Gram négatif qui a été certifié comme un hote de biosécurité pour l'expression
de genes étrangers. Ce génome offrant un nouvel volé de la biologie d'un groupe de bactéries
telluriques adaptables et métaboliquement polyvalentes (Meliani, 2012).

D'apres sa séquence génomique, il a été prédit que P. putida KT2440 tolérerait divers
métaux lourds, et les propriétés de résistance aux métaux de cette souche ont été confirmées
expérimentalement. La plupart des régions insérées dans le génome de P. putida ont un
contenu en A+T tres élevé par rapport a la moyenne du génome Pseudomonas. Ceci, ajouté au
nombre d'insertions, indique que P. putida est tres sensible au transfert de genes (Jensen et al.,

2004).

Chez P. putida U la dégradation de l'acide phénylacétique (PhAc) est réalisée par une voie
catabolique centrale en aérobiose (Garcia et al, 2000), les geénes codants pour cette voie
catabolique sont situés dans un fragment d'ADN de 18 kb contenant cinq opérons consécutifs
(paaABCEF, paaGHIJK, paalLMN, paaY et paaX) contenant toutes les informations
nécessaires a la dégradation aérobie de ce composé. Les analyses des séquences ont révélé
que ces genes codent 13 enzymes cataboliques (PaaABCEFGHIJKLMN), une protéine

régulatrice (PaaX) et une protéine différente (PaaY) dont la fonction particuliere n'a pas
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encore €té clarifié, bien qu'elle semble nécessaire pour le catabolisme efficace de PhAc

(Luengo et al., 2007).

2.3. Pseudomonas fluorescens
Pseudomonas fluorescens est un saprophyte non pathogene, qui colonise 1'eau, le sol et la
surface des plantes. Il vit en relation commensale avec les plantes, permettant aux plantes
d'acquérir des nutriments essentiels, la dégradation des polluants chimiques et biologiques, et
la suppression des agents pathogenes au moyen de productions d'antibiotiques (Igbinosa et al.,
2014). Il est bien adapté a la survie dans l'environnement du sol et a la colonisation du
systeme racinaire des plantes, et cela s'applique également au cas particulier des agents de

lutte biologique de cette espece (Igbinosa et al., 2014).

P. fluorescens PCL1751 est une souche isolée de la rhizosphere d'une plante de tomate
cultivée en serre. Le génome de P. fluorescens PCL1751 consiste en un chromosome
circulaire d'une taille de 6 143 950 paires de bases (pb); ne contenant aucun plasmide. Il
comprend 19 ARNr, 70 ARNt et 5 534 genes codant pour des protéines. Il contient un grand
nombre de genes impliqués dans la chimiotaxie et la motilité, la colonisation de la
rhizosphere, la biosynthese des sidérophores et la production d'osmoprotecteurs. La
comparaison avec d'autres génomes de Pseudomonas révele des variations importantes dans
la taille de leur génome et la teneur en genes. La présence et 'absence des genes du systeme

de sécrétion sont tres variables (Cho et al., 2015).

3. La versatilité des Pseudomonas

Les Pseudomonas représentent un groupe de bactéries extrémement polyvalent, le plus
étudié pour ses diverses applications biotechnologiques (Bernd, 2008). Ce genre est
caractérisé par une grande capacité de colonisation (omniprésence environnementale), sa
capacité remarquable a produire des métabolites secondaires par I’utilisation d’une diversité
de molécules organiques simples comme source d'énergie (polyvalence métabolique)
(Mercado-Blanco, 2015). Les souches de Pseudomonas présentent également un intérét
écophysiologique pour leurs capacités a dégrader les solvants (P. putida, P. mendocina), une
large gamme de composés organiques nocifs, y compris les polluants chaotropiques et
aromatiques (P. vesicularis, P. stutzeri), et en raison de leurs capacités a tolérer les basses
températures (P. fluorescens, P. syringae, P. fragi) (Baysse et O’Gara, 2007).

La grande versatilité métabolique des microorganismes, en particulier celle des bactéries, a

N

conduit de nombreux scientifiques a étudier les processus microbiens qui minéralisent les
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composés organiques, parmi toutes les bactéries, celles appartenant au genre Pseudomonas
sont capables de minéraliser un grand nombre de composés organiques qui sont toxiques ou
peuvent étre dangereux pour les animaux, les plantes et d'autres microbes. Le fort potentiel
catabolique de ces bactéries semble avoir été acquis car, au cours de leur évolution, ces
microbes ont pu organiser de nouvelles voies cataboliques en utilisant des séquences
génétiques collectées de différentes origines (Luengo et al., 2007).

Ces bactéries ont aussi la capacité de dégrader des composés complexes, tel que les
protéines et les polysaccharides complexes comme 1’amidon, la cellulose, certaines seulement
comme P. pseudoalcaligenes peuvent dégrader le poly B-hydroxybutyrate. L’aptitude de
certains isolats a dégrader des substances xénobiotiques a également attirée 1’attention de
différents chercheurs. De nombreux isolats de P. fluorescens et P. putida ont été cités en
exemple comme souches capables de dégrader des molécules aromatiques plus ou moins
complexes (Mezaache., 2012).

P. putida a réussi a incorporer plusieurs voies de dégradation indépendantes qui forment
une unité fonctionnelle complexe, définie comme le phénylacétyl-CoAcatabolon, qui permet
la dégradation de plusieurs composés aromatiques (2- phényléthylamine, 2-phényléthanol,
phénylacétaldéhyde, éthylbenzene, acide tropique, phénylacétaldoxime, phénylacétamide et
autres esters de l'acide phénylacétique, de l'acide trans-styrylacétique, des acides n-
phénylalcanoiques et des poly-3-hydroxyphénylalcanoates avec un nombre pair d'atomes de
carbone) (Luengo et al., 2007).

Comme d'autres especes de Pseudomonas, les propriétés prédites de P. entomophila
indiquent que cette souche contient un grand nombre de genes impliqués dans 1'adaptation a
de multiples sources de carbone. Ceci suggere que P. entomophila est une bactérie
métaboliquement polyvalente capable de survivre dans le sol, la rhizosphere et I'eau.
Notamment, le génome de P. entomophila contient plusieurs genes qui codent pour des
protéines ayant des activités hydrolytiques telles que les chtinases, les lipases, les protéases et
les hydrolases non caractérisées qui pourraient étre impliquées dans la dégradation des
polymeres présents dans le sol. De plus, le génome de P. entomophila abrite des déterminants
du catabolisme de divers composés aromatiques et hydrates de carbone a longue chaine le
rendant potentiellement utile pour la biorestauration. P. entomophila code plus de 535
transporteurs et un grand nombre de régulateurs qui suggerent d’étre capable de s'adapter a

des différentes variations de substrat (Dieppois et al., 2015).
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4. Production de substances inhibitrices de la croissance des pathogenes

Les Pseudomonas fluorescents produisent un grand nombre de métabolites secondaires qui
pourraient jouer un role dans l'effet antagoniste de ces microorganismes dans le sol. Ces
agents inhibiteurs peuvent étre scindés en 4 groupes : les antibiotiques, les sidérophores, les
enzymes et l'acide cyanhydrique (HCN) (Jacques et al., 1993).

Les premieres molécules antibiotiques a avoir été isolées d'une souche (Pf-5) de P.
fluorescens et identifiées sont la pyrrolnitrine en 1979 puis la pyolutéorine en 1980. Par la
suite, d'autres composés ont été isolés comme la phénazine, le DAPG, la pyocyanine et la
viscosamide (Bojanowski ,2011). A ces métabolites secondaires, il convient d'ajouter une
molécule dérivant du métabolisme primaire, 'ammoniaque, qui, par I'alcalinisation du milieu

qu'elle provoque, peut avoir un effet inhibiteur, principalement sur la croissance d'especes

fongiques phytopathogenes (Jacques et al., 1993).

Il a été démontré que ces métabolites permettent aux Pseudomonas de concurrencer
directement les pathogenes des plantes, de favoriser leur croissance ou de leur induire une

résistance systémique (Caulier et al., 2018).

4.1. Les Antibiotiques

4.1.1. Le 2,4-Diacétylphloroglucinol

La production de 1'antibiotique 2,4-diacétylphloroglucinol (DAPG) contribue a l'activité de
controle biologique de nombreuses souches bénéfiques de P. fluorescens (Meyer et al.,
2009). La biosynthese et la régulation du 2,4-DAPG sont bien décrites, mais le mode d'action
contre les organismes cibles est mal compris (Kwak er al, 2011), il est actif contre de
nombreux organismes, y compris les plantes, les champignons, les virus, les bactéries et les
nématodes (Meyer et al., 2009), il joue un role clé dans les interactions microbiennes et la
défense des plantes dans une grande variété d'écosystemes naturels et agricoles (Kwak et al.,
2011).

Le DAPG affecte plusieurs processus cellulaires, notamment la lyse cellulaire par un
mécanisme inusité, la disruption du cytosquelette d’actine des Aphanomyces et ’inhibition
des fonctions mitochondriales chez Saccharomyces cerevisae (Gauthier, 2013). La souche
CHAO de P. fluorescens supprimait la pourriture noire du tabac, la pourriture de la couronne
et des racines de la tomate, la fonte des semis du concombre et du blé. La souche F113
de Pseudomonas a supprimé la pourriture des racines de la betterave a sucre, la nématode a

kyste et la pourriture molle de la pomme de terre (Kwak et al., 2013).
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Le DAPG induit également une résistance systémique chez les plantes, favorise
I'exsudation des acides aminés des racines, il a une toxicité pour les cellules de mammiferes,
et est un puissant inhibiteur de la réactivation kystique des protistes et inhibe Staphylococcus

aureus qui est un pathogéne humain multirésistant aux antibiotiques (Kwak et al., 2011).

4.1.2. Les Phénazines

Historiquement, P. aeruginosa est la premicre souche a avoir été rapportée comme
productrice de phénazines a la fin du 19e siccle. Cette souche est une des premiers
microorganismes dont on a démontré que les pigments présentaient un effet antibiotique
(Beaulac, 1995). Le pigment bleu-vert 5-N-méthyle-1-dihydroxy-phénazine, caractéristique
de cette espece, constitue fort probablement la premiere phénazine connue et décrite sous le
nom de pyocyanine (Gauthier, 2013). La présence de ces pigments peut expliquer la
colonisation dominante de P.aeruginosa et l'inhibition des autres bactéries qui sont
normalement présentes dans la flore de I'arbre respiratoire. La phénazine vient principalement
inhiber la fonction des flagelles et par le fait méme altérer la réponse immunitaire chez
I'humain (Beaulac, 1995).

Les phénazines sont des pigments hétérocycliques contenant de 1’azote (Mezaache, 2012).
Leur role dans la compétition écologique se traduit également par une action directe sur le
biocontrdle des pathogenes racinaires fongiques. Il a ainsi été montré que les phénazines
permettent d’inhiber la croissance de champignons phytopathogenes tels que
Gaeumannomyces graminis, Fusarium oxysporum, Rhizoctonia solani, Gibbbereala avenacea
ou Drechslera graminea (Barakat, 2012) par leur capacité oxydo-réductrice cellulaire ; en
présence d’oxygene et d’agents réducteurs (incluant le NADH et le NADPH), causant ainsi
I’accumulation de superoxyde et de péroxyde d’hydrogene toxique (Mezaache, 2012).

D’autres études suggerent que les phénazines pourraient avoir d’autres fonctions en plus de
leur réle écologique. Les phénazines pourraient modifier la disponibilité du fer présent dans le
milieu. En effet, les phénazines excrétées dans le milieu pourraient réduire le fer et le rendre
plus disponible. 1l a été montré que P. chlororaphis peut solubiliser des cristaux d’oxyde de

fer via une phénazine (la 1-carboxyamide phénazine) (Barakat, 2012).

4.1.3. La Pyocyanine
La pyocyanine est un pigment bleu sécrété par la bactérie, qui est impliquée dans de
nombreux mécanismes pathogenes. Elle réprime la réponse immunitaire de la cellule hote,

induit I’apoptose des neutrophiles et augmente la production d’interleukine IL-8. La
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pyocyanine a un rdle crucial dans la virulence de P. aeruginosa. Plusieurs auteurs ont
montré ses propriétés oxydoréductives : la pyocyanine oxyde le glutathion et inactive la
catalase dans les cellules épithéliales respiratoires et les cellules endothéliales, participant
ainsi au stress oxydatif et entrainant une nécrose du tissu respiratoire. Récemment, il a été
démontré que la pyocyanine inactive 1’ATPase vacuolaire et le transport mitochondrial, ce
qui a pour conséquence une détérioration des canaux chlorures au cours de la

mucoviscidose (Khalifa et al., 2011).

4.1.3. La Pyolutéorine

La pyolutéorine (PLT) est un antibiotique polycétide phénolique aromatique (Vinay et al.,
2016), cette petite molécule naturelle synthétisée par des Pseudomonas fluorescents (Doi et
al., 2004) a été isolée pour la premiere fois chez P. aeruginosa et plus tard chez les souches Pf-
5 et CHAO de P. fluorescens (Vinay et al., 2016).

Cette molécule est composée d’un anneau résocrinol synthétisé par la voie de polycétide,

relié a une partie pyrolle bichlorée (Thompson et al., 1999), elle est actuellement a 1'étude
pour ses activités antibiotiques, antifongiques et herbicides (Doi et al., 2004).
La pyolutéorine pourrait inhiber les champignons oomycetes, y compris le phytopathogene
Pythium ultimum, et supprime les maladies des plantes causées par ce champignon
(Thompson et al., 1999).

Elle possede des activités antimicrobiennes contre les bactéries a Gram positives et a

Gram négatives (Brodhagen et al., 2005) y compris Erwinia amylovora (Yan et al., 2017).

4.14. La Pyrrolnitrine

La pyrrolnitrine (PRN) [3-chloro-4- (3-chloro-2-nitrophenyl) pyrrole] est un antibiotique a
large spectre isolé pour la premiere fois dans les années soixante a partir de P. pyrrocinia, le
composé pyrrole est produit par les Pseudomonas fluorescents comme P. fluorescens et P.
chlororaphis (Mezaache, 2012). Ce composé a été isolé chez plusieurs autres especes de
bactéries incluant Myxococcus fluvus, Enterobacter agglomerans, Serratia spp., ainsi que
plusieurs Pseudomonas et Burkholderia (Allaire, 2005).

La pyrrolnitrine a trouvé son application comme composé a usage clinique pour le
traitement des mycoses cutanées plutdt que fongicide agricole. La production de ce composé
par P. fluorescens est impliquée dans le controle de certains agents pathogenes racinaires
notamment Botrytis cinerea (Ossowicki et al., 2017), Rhizobia solani, Verticilium dahliae,

Gaeumannomyces graminis et Fusarium oxysporum (Mezaache, 2012).

S
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4.2. Les Sidérophores

Les sidérophores (dérivés du grec signifiant «transporteurs de fer) sont des agents
chélatants a faible masse moléculaire (inférieure a 1000 Da), spécifiques des ions ferriques,
produits par les bactéries et champignons pour combattre le stress dii au fer (Ngamau et al.,
2014). En raison de leur potentiel dans le contrdle biologique des phytopathogenes fongiques,
ils peuvent étre utilisés comme une stratégie alternative a la lutte chimique. Pour plusieurs
Pseudomonas fluorescents, il a été suggéré que la compétition de sidérophores pour le fer
avec des agents pathogenes du sol est un mécanisme important pour le controle biologique car
la plupart de ces plantes peuvent utiliser des complexes de sidérophores-fer comme source de
fer dans le sol. Un avantage compétitif sous contrainte de fer et ainsi limiter la prolifération et

la colonisation des racines par les phytopathogenes (Sasirekha et Srividya, 2016).

4.2.1. La Pyoverdine

La pyoverdine consiste en un chromophore conservé attaché a une chaine peptidique
variable (Calcott et al., 2014). Ce chromo-peptide est constitué de trois parties structurales, un
chromophore de quinoline, une chaine peptidique et une chaine latérale. L'acide chromophore
(1S) -5-amino-2,3-dihydro-8,9-dihydroxy-1H-pyrimido- [1,2-a] quinoléine-1-carboxylique est
identique pour toutes les pyoverdines et son unité catéchol est une des sites de liaison pour le
fer (IIT). Souvent, des composés apparentés supplémentaires peuvent €tre isolés a partir du
bouillon de culture qui ne different des pyoverdines qu'en ce qui concerne leur structure
chromophore. Des différences structurelles entre les pyoverdines qui sont produites par
différentes souches de Pseudomonas fluorescents sont observées dans leur chaine peptidique

qui est liée de maniere N terminale au groupe carbonyle du chromophore (Fuchs et al., 2001).

4.2.2. La Pyochéline
La pyochéline est un type de sidérophore couramment produit par le genre Pseudomonas
et Burkholderia. Les agrégats de genes biosynthétiques de la pyochéline, ainsi que sa capacité
de solubilisation du fer, sont bien caractérisés. Cependant, la pyochéline a récemment
démontré une autre activité biologique autre que d'étre seulement un composé chélatant. Ce
composé peut inhiber particulierement S. aureus dans une étude menée par Adler et al., 2012
et cette activité a été confirmée par une autre étude réalisée par Ong et al., 2016 (Ong et al.,

2017).
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4.2.3. La Quinolobactine
La quinolobactine (QB), un acide 8-hydroxy-4-méthoxy-2-quinoléine carboxylique, a été
décrite pour la premiere fois en 1980 et identifiée plus tard comme sidérophore pour P.
fluorescens ATCC 17400 (Matthijs, 2004). La quinolobactine résulte de I'hydrolyse rapide de
la  molécule précurseur acide 8-hydroxy-4-méthoxy-2-quinoléine-thio-carboxylique

(thioquinolobactine), qui, contrairement a la quinolobactine, posséde une forte activité

antifongique contre le phytopathogene Pythium debaryanum (Heeb et al., 2010).

4.3. Production de substances volatiles (HCN)

Les souches de Pseudomonas produisent une gamme de métabolites bioactifs volatils, y
compris le cyanure d'hydrogene (HCN) (Ossowicki et al., 2017). L’HCN a été étudié pour ses
propriétés antifongiques et son implication dans la suppression des maladies telles que la
pourriture noire des racines du tabac (Paulin, 2017), d’agents pathogenes comme Septoria
tritici et Puccinia recondita (Allaire, 2005) et peut participer a l'inhibition de nombreuses

métallo-enzymes (Ossowicki et al., 2017).

Une corrélation positive existe entre la production de cyanure d’hydrogene et le poids des
plants de concombre confrontés au flétrissement par P. ultimum. Le composé agit directement
sur les cellules de 1’agent pathogene en bloquant la cytochrome oxydase dans la chaine
respiratoire. Cependant, en plus d’une activité protectrice, une fonction écologique de la
synthese de cyanure d’hydrogene a été mise en évidence chez la souche CHAO. Chez cette
derniere, la production d’HCN compte pour une grande partie du pouvoir inhibiteur envers
Thievialopsis basicola. Au niveau de 1’adaptation dans la rhizosphere, la production d’HCN
peut €tre avantageuse pour acquérir des nutriments. Par exemple, 'HCN cause une
augmentation de I’exsudation de nutriments par les tissus de la plante. Il peut aussi contribuer
a I’acquisition de certains ions métalliques en formant des complexes avec ceux-ci. De plus,
en culture in vitro, la production d’HCN peut méme inhiber la croissance de plusieurs

champignons phytopathogenes via la phase gazeuse (Allaire, 2005).

4.4. Les Enzymes

La production d'enzymes mycolytiques est également évoquée pour expliquer 1'action
antagoniste des Pseudomonas fluorescents. Pour une souche de P. stutzeri (Pseudomonas non
fluorescent), ils ont montré que la chitinase et la laminarinase produites par cette souche sont

responsables de 1'antagonisme in vitro observé vis-a-vis de Fusarium solani (Jacques et al.,

<
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1993). P. cepacia produisant la B-1,3 glucanase, réduit I’incidence des maladies causées par

Rhizoctonia solani, P. ultimurn et Sclerotium rolfsii (Mezaache, 2012).

4.5. Les Rhamnolipides

Les agents biosurfactants sont des composés naturels tensioactifs produits par de nombreux
microorganismes (Ismail et al., 2014). Ils peuvent solubiliser des molécules hydrophobes dans
l'eau. La plupart des biosurfactants connus sont des glycolipides. Les biosurfactants suivants
ont été rapportés comme étant produits par les Pseudomonas :

Rhamnolipides (P. aeruginosa, P. putida, P. chlororaphis), Viscosine (P. fluorescens),
Carbohydrate-protéine-lipide (P. fluorescens) et Protéine PA (P. aeruginosa) (Bernd, 2008).

Les rhamnolipides sont des glycolipides extracellulaires amphiphiles les plus connus
(Khalifa et al., 2011). Ils présentent une faible toxicité et sont entierement biodégradables, ce
qui augmente fortement leur acceptation écologique (Bernd, 2008). Les rhamnolipides
possedent un pouvoir détergent sur les phospholipides du surfactant pulmonaire, ce qui les
rend ainsi plus accessibles aux phospholipases bactériennes. Ils perturbent le transport
mucociliaire et les mouvements ciliaires de 1’épithélium respiratoire humain. De plus, ils
inhibent la phagocytose. Ils contribuent donc a 1’invasion du tissu pulmonaire par P.
aeruginosa. Comme le flagelle et les pili de type IV, les rhamnolipides sont impliqués dans la
mobilité de type “swarming” et la formation de biofilms (Khalifa ez al., 2011).

Le role joué par les rhamnolipides n’est pas parfaitement élucidé mais il est généralement
accepté qu’ils participent a la pathogenese des microorganismes qui en produisent. Par
exemple, P. aeruginosa sécrete des rhamnolipides qui ont la capacité de lyser les zoospores
de plusieurs phytopathogenes tels que Pythium aphanidermatum, Phytophthora capsici et

Plasmopara lactucae-radicis (Faille, 2010).
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1. Compréhension de la virulence de S. epidermidis

Parmi les SCN, S. epidermidis est l'espece la plus fréquemment isolée des épithéliums
humains, colonisant principalement l'aisselle, la téte et les narines. Leur capacité a produire
des facteurs d'adhérence et a supporter des concentrations élevées de sel est importante pour
coloniser les tissus humains (Kloos, 1975).

La colonisation omniprésente de S. epidermidis sur la peau humaine et les muqueuses leur
donne l'opportunité de provoquer des infections dans des circonstances particulieres. Malgré,
S.epidermidis est une bactérie faiblement virulente avec peu de facteurs de virulence (Otto,
2004). Des circonstances particulieres ont fait de cette bactérie un pathogéne humain
opportuniste important, reflétant l'utilisation accrue de dispositifs médicaux implantables et
un nombre croissant de patients ayant un systeme immunitaire affaibli, par ex. les patients
recevant un traitement immunosuppresseur, les enfants prématurés, les malades du SIDA et
les toxicomanes (Otto, 2004). S. epidermidis est maintenant considérée comme l'une des

causes les plus fréquentes d'infections nosocomiales (Vuong et Otto, 2002).

Chez les humains immunocompétents, S. epidermidis devient principalement pathogene (i)
lorsqu'il est associé a des dispositifs médicaux implantables sur lesquels il forme des biofilm,
tels que des shunts artério-veineux, des lentilles de contact, des cathéters veineux urinaires et
centraux, des appareils orthopédiques et des cathéters de dialyse péritonéale (Otto, 2004) et
(i1) dans de rares cas, associé a une valve endocarditique native. En général, S. epidermidis a
peu de facteurs de virulence qui causent directement des dommages a I'hdte, par rapport a son
parent plus virulent, S aureus. S. epidermidis doit donc s'appuyer sur des facteurs modulant le
systtme immunitaire de 1'hote afin de maintenir une infection persistante (Mylonakis et

Calderwood, 2001).

2. Facteurs d'attachement et formation du biofilm chez S. epidermidis

La formation de biofilm est le facteur de virulence le plus important de S. epidermidis.
L'adaptation aux facteurs environnementaux et le changement métabolique favorisent la
colonisation des tissus de 1’hdte et les dispositifs médicaux par S. epidermidis et protegent
cette bactérie contre le systtme immunitaire de 1'hote et contre les traitements antibiotiques
(Stewart et Costerton, 2001). I est maintenant admis que les infections a S. epidermidis
dépendent de la capacité de l'espece a adhérer a des surfaces artificielles et a assembler des
groupements de biofilm (Mack et al., 2013).

La formation de biofilm est généralement décrite comme un processus en deux étapes : une

fixation initiale sur les surfaces, une agrégation et une maturation subséquentes en structures
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multicellulaires. Une phase finale de détachement apres I'acquisition de I'état stationnaire suit

ensuite. Les facteurs favorisant la formation de biofilm sont représentés dans la (fig. 02).

Organismes de peau Infusé contaminé
» Flore endogéne ¢ Fluide
» Extrinseque - HCW, ¢ Traitement par
* désinfectant contaminé meédicaments
* Plaie envahi Contamination du moyeu du cathéter SWExtrinséque

¢ Fabricant

+ Extrinseque (HCW)
¢ Endogeéne (peau) = l//

Contamination del'appareil
Thrombus - ) Hématogéne
dela gaine defibrine 2Y20* Iinsertdon
¢ d'une infection locale distante

¢ Extrinseque / fabricant

Figure 02 : schéma d'un cathéter intraveineux montrant les facteurs favorisant la formation de

biofilm (James et al., 2011)

Attachement

La fixation initiale de S. epidermidis au corps étranger (par exemple un dispositif médicale
implanté) peut se produire soit directement sur une surface synthétique non modifié€e, soit
pour héberger sur des protéines qui ont déja recouvert la surface (surface modifiée). Les
surfaces abiotiques impliquées dans les infections associées au biofilm de S. epidermidis sont
des surfaces hydrophobes en plastique, souvent utilisées dans les cathéters ou d'autres
dispositifs (Otto, 2004). Les protéines de surface de S. epidermidis (SES) impliquées dans la
fixation aux surfaces non modifiées sont les acides SSP1 et 2, le AAE et le AtIE , acides
teichoiques et les lipo-teichoiques. Les quatre derniers peuvent également participer a

I'attachement sur les surfaces modifiées (Heilmann et al., 2003).

Accumulation et maturation

Cette phase est caractérisée (i) par l'agrégation intercellulaire entre les cellules accomplies
par une variété de molécules telles que les polysaccharides et les protéines adhésives, (ii) par
les forces de structuration du biofilm conduisant a l'aspect tridimensionnel typique d'un
biofilm mature. La matrice de biofilm peut étre constituée d'exopolysaccharides (par exemple
PIA), d'ADN, de protéines et de macromolécules accessoires (comme les acides teichoiques)

favorisant 'agrégation intercellulaire (Heilmann et al., 2003).

27
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Adhésine intercellulaire polysaccharidique (PIA)

La PIA est la composante matricielle la mieux décrite des biofilms de S. epidermidis. Le
PIA est un homopolymere linéaire non ramifié de résidus N-acétylglucosamine liés en B-1,6
(Martini et al., 2016). La PIA est codée par 1'opéron ica composé de icaA et icaD (exprimant
les N-acétylglucosamine transférases) produisant des chaines des monomeres N-
acétylglucosamines (GIcNAc). Le icaC (un exportateur PIA putatif) provoque 1'allongement
des monomeres GIcNAc, et le icaB (PIA désacétylace) qui code pour une enzyme de surface
qui désacétyle les monomeres apres 'exportation. Les protéines telles que Aap et Bhp ont des
domaines ayant des propriétés putatives de liaison au PIA et pourraient contribuer a créer un

biofilm fort (Vuong et al., 2004).

Formation de biofilm indépendant du PIA

I1 a été reconnu que le PIA n'est pas essentiel pour la formation du biofilm de S. epidermidis.
Un certain nombre de souches productrices de biofilm dépourvues de 1'opéron ica ont été
identifiées (Qin et al., 2007). Ces souches ica-négatives ont également été isolées a partir
d'infections associées au biofilm. Les protéines adhésives remplacent probablement le PIA
dans ces biofilms. En particulier, deux protéines ont été décrites comme importantes dans la
formation de biofilms protéiniques. La protéine associée a l'accumulation (AAP) est une
protéine associée a la surface cellulaire liée de maniere covalente a la surface cellulaire
(Rohde et al., 2007).

La protéine de liaison a la matrice extracellulaire est une adhésine intercellulaire protéique,
attachée de maniere non covalente a la surface cellulaire. Les biofilms PIA et non-PIA
semblent avoir une architecture différente. Les biofilms PIA ont des régions d'une architecture
plate avec d'autres zones constituées de grands agrégats de cellules proéminentes et de
cavités, conduisant a une structure de surface de biofilm irréguliere globale. Les biofilms non-
PIA sont généralement plus fins et présentent une surface régulicre et lisse. Les biofilms
indépendants du PIA sont considérés comme "plus faibles" que les biofilms dépendants du
PIA, cela signifie qu'ils ont souvent une quantité inférieure de matériau de matrice

extracellulaire (Rohde et al., 2007).

Détachement

La phase de détachement implique le détachement de cellules individuelles ou de groupes de
cellules par divers mécanismes, provoquant la propagation des infections a de nouveaux sites
et assure la survie de la bactérie. Plusieurs mécanismes de détachement du biofilm de S.

epidermidis ont été suggérés: dégradation enzymatique de la matrice de biofilm et
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perturbation des interactions non covalentes par des molécules de type détergent, comme les
modulines phénoliques solubles (Kong et al., 2006). Les forces mécaniques, comme le
partage des fluides, la privation de nutriments et l'arrét de la production de matrices peuvent

également contribuer au détachement (Hunt ez al., 2004).

3. Fréquence de Staphylococcus epidermidis dans les infections nosocomiales (cas
des dispositifs médicaux implantés)
3.1. Infections liées aux cathéters intravasculaires
Staphylococcus epidermidis est ’espece la plus fréquemment isolée d’infections liées aux
cathéters en raison de sa prédominance dans la flore commensale cutanée et sa capacité a
adhérer a la surface des biomatériaux grice a la production de biofilm. Ce biofilm permet a S.
epidermidis d’échapper a [Dactivité des antibiotiques et de contrecarrer la réponse
immunitaire. De mai 2002 a mai 2004, 39 infections liées aux cathéters ont €té observées
suite a la mise en place de 213 cathéters veineux centraux. L’incidence globale des infections
liées aux cathéters veineux centraux a ét€ de 5,5 pour 1000 journées-cathéters. Dans la
littérature, elle est comprise entre 2 et 11 pour 1000 journées-cathéters (Touati et al., 2007).
Plus de 150 millions de cathéters intravasculaires sont utilisés aux Etats-Unis chaque année.
Bien que l'on estime que 80 000 infections de cathéters vasculaires se produisent dans les
unités de soins intensifs et les unités d'hémodialyse. Le nombre d'infections de la circulation
sanguine liées au cathéter pourrait étre aussi élevé que 250 000 si les patients dans d'autres
milieux de soins ont été évalués. Les patients immunodéprimés, en particulier les nouveau-nés
ou ceux présentant une neutropénie sévere, sont exposés a un risque accru d'infection

sanguine (Rupp, 2014).

3.2. Endocardite et infection des appareils cardiaques et les greffes vasculaires
3.2.1. L'endocardite a valve prothétique
L'endocardite a valve prothétique (PVE) est causée par des staphylocoques a coagulase
négative, généralement S. epidermidis dans 15 a 40% des cas. L'infection est habituellement
liée a l'inoculation au moment de la chirurgie et se manifeste dans les 12 mois qui suit le
placement de la valve. Une présentation aigué est caractérisée par la fievre et des signes
physiques de dysfonctionnement valvulaire, alors que les stigmates périphériques de
I'endocardite sont plus fréquemment observés chez les patients présentant une évolution plus
indolente. Le diagnostic est généralement confirmé en effectuant plusieurs reprises des
hémocultures positives et des végétations par échocardiographie transcesophagienne.

L'insuffisance cardiaque survient dans 54% des cas et plus de 80% ont des complications, y
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compris un dysfonctionnement de la valve prothétique et des abces intracardiaques (Rupp,
2014).
3.2.2. L’endocardite a valve native

Contrairement a la PVE, l'endocardite a valve native causée par les SCN est relativement
rare, se manifestant seulement dans 5-8% des cas. Le plus souvent elle est causée par
l'utilisation de cathéters intravasculaires et de dispositifs cardiaques, et les isolats causatifs
sont généralement résistants a la méticilline. Les symptomes prolongés et les signes physiques
(fievre, vasculaire ou immunologique) avant le diagnostic sont relativement fréquents.
L'infection par un dispositif électrophysiologique cardiaque (stimulateurs cardiaques,
défibrillateurs) se produit dans 1-2% des procédures de placement des dispositifs et les
staphylocoques a coagulase négative (principalement S. epidermidis) représentent environ 50-

60% de ces infections (Rupp, 2014).

3.2.3. Infections de circulation sanguine liées au corps étranger (FBR-BSIs)

Les SCN et S. epidermidis en particulier sont une cause tres fréquente de la bactériémie
associée aux soins de santé. La plupart des FBR-BSIs sont des infections de la circulation
sanguine liées au cathéter (CRBSI), c'est-a-dire celles qui résultent de l'insertion de cathéters
intravasculaires ou d'orifices totalement implanté. D'apres une étude portant sur 422 unités de
soins intensifs hospitalisés dans 36 pays ayant particip€ au Consortium international de
controle des infections nosocomiales (INICC) entre 2004 et 2009, le taux combiné de
bactériémies associées aux cathéters centraux était de 6,8 par 1 000 jours-ligne. Alors que les
programmes de controle des infections focalisées sur la surveillance des infections liés aux
soins associées aux appareils (DA-HAI) ont réduit I'incidence de ces derniers jusqu'a 30%, les
taux pour les CRBSI allaient encore d'environ 2 par 1000 jours-ligne, aux Etats-Unis. Unités
de soins intensifs, a > 30 par 1 000 jours-ligne centraux, en unités briilées. Au bout d'une

période de sept ans, les isolats les plus fréquemment retrouvés dans les bactériémies

nosocomiales, étaient des SCN (31%) S. aureus (20%) (Rupp, 2014).

3.2.4. Les Endophtalmies
Staphylococcus epidermidis représente le germe le plus fréquemment retrouvé au cours des
endophtalmies aigués (50 % a 60 % des cas). Il a ét€ montré que les bactéries pénetrent dans
la chambre antérieure lors de la chirurgie de la cataracte, par le biais du liquide d’irrigation et/
ou par simple dépot sur I’IOL (« IOL » en anglo-saxon pour « Intra Ocular Lens ») lors de
son implantation. La capacité des organismes a adhérer aux implants est alors associée au

risque d’infection du site d’implantation. Cette corrélation entre adhérence bactérienne et
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endophtalmie a été€ prouvée en ophtalmologie par 4 études complémentaires. Ils ont démontré
que d’une part, I’adhérence bactérienne au polypropylene était plus élevée que celle au
PMMA et d’autre part, que le risque d’endophtalmie était plus important avec le
polypropylene qu’avec le PMMA. Quelle que soit le type de surface, les bactéries adherent
facilement et rapidement aux biomatériaux. Ainsi, un IOL placé sur la section conjonctivale
pendant 5 secondes au cours d’une chirurgie de la cataracte se contamine dans 26 % des cas
(principalement par S. epidermidis, 87 %), démontrant ainsi la capacité des bactéries a adhérer

instantanément aux IOLs (Kodjikian et al., 2005).

3.2.5. Les infections urinaires

Selon I’étude du NNIS (National Nosocomial Infections Surveillance) les SCN représentent
9% des bactéries responsables d’infections nosocomiales, tous sites confondus. Ils sont
également responsables de 4% des infections urinaires d’origine nosocomiale. Une étude
japonaise retrouve méme jusqu’a 10% de SCN isolés dans les urines. En urologie, S.
epidermidis est 1s0lé dans les infections urinaires a SCN avec une fréquence qui varie de 36 a
48% (fig. 03). On le retrouve plus particulicrement chez les patients hospitalisés et/ou
porteurs d’une sonde vésicale. Prostatite dans les formes aigués, I’agent le plus fréquemment
isolé est Escherichia coli. Parmi les cocci a Gram positif, S. aureus est le principal
responsable des abces prostatiques. Par contre, en pathologie chronique, WEDREN a observé
une bactériurie a Cocci Gram+, et plus particulierement a S. epidemidis, chez 43% des
hommes présentant une prostatite chronique bactérienne. La prostatite chronique a SCN
s’accompagne dans la plupart des cas d’un nombre normal de leucocytes dans les sécrétions

prostatiques (Becker, 2014).

M S.epidermidis

H S.haemolyticus
i S.saprophyticus
M Autres SCN

Figure 03 : Répartition des SCN responsables d’infections urinaires (Becker, 2014).
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4. Moyens de lutte

Les moyens de lutte contre les infections causées par les Staphylococcus a coagulase
négative sont compliqués. Les SCN colonisent les cathéters par la formation de biofilms et les
biofilms sont intrinsequement résistants aux antimicrobiens. En outre, les SCN peuvent
devenir résistants a un certain nombre d'antimicrobiens grace a divers mécanismes de
résistance menant a 1'échec thérapeutique (Strasheim et al., 2013).

4.1. Traitement des l'infections par S. epidermidis associée a un biomatériau

Les Staphylococcus a coagulase négative, en particulier S. epidermidis, sont la principale
cause des infections associées aux biomatériaux. Ces infections implantaires sont hautement
persistantes malgré un traitement antibiotique et nécessitent souvent le retrait de 1'implant
(Kwakman et al., 2006).

Le traitement des infections associées aux biomatériaux causées par les SCN est en soi un
défi clinique car S. epidermidis 1solé des environnements nosocomiaux est presque toujours
résistant a de multiples agents antimicrobiens (Rupp, 2014). Le traitement comprend
I'administration d'antimicrobiens par voie orale ou intraveineuse, la technique de verrouillage
antibiotique ou l'enlevement et la réinsertion du cathéter (Strasheim et al., 2013). Selon les
recommandations de traitement spécifiques aux agents pathogenes de l'Infectious Diseases
Society of America, les infections provoquées par les SCN devraient €tre traités avec des
antimicrobiens pendant 5 jours a 7 jours si le cathéter est retiré et pendant 10 jours a 14 jours

si le cathéter est retenu, combinaison avec une antibiothérapie (Strasheim et al., 2013).

La vancomycine constitue la base de la thérapie empirique antimicrobienne de ces
infections. Cependant, I'efficacité de la monothérapie a la vancomycine montre des résultats
contradictoires et le traitement devrait plutot étre une combinaison de vancomycine et d'autres
antimicrobiens, avec une activité antibiofilm, comme la rifampicine, la gentamicine ou la
clindamycine (Strasheim et al., 2013).

La persistance de S. epidermidis dans le tissu péri-implantaire a également été démontrée et
a été associée a la formation d'abces (Kwakman er al, 2006). Les ingénieurs biomédicaux
continuent de travailler sur des biomatériaux et des dispositifs prothétiques qui inhibent
I'adhérence et la prolifération staphylococcique (Rupp, 2014).

4.2. Métabolites de Pseudomonas anti-staphylococciques
Le genre Pseudomonas comprend de nombreuses especes omniprésentes dans notre monde

environnant. Bien que certaines puissent causer des infections seulement a certaines

personnes immunodéprimées, cela n'a pas empéché les chercheurs d'essayer de trouver des
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especes utiles dans le traitement des maladies causées particulierement par des
staphylocoques et des bactéries multirésistantes (Cardozo et al., 2013 ; Dahah et al., 2016).

Plusieurs études ont confirmé l'existence de quelques especes de Pseudomonas qui ne
présentent aucun risque pour la santé humaine, telles que ; les souches MA 342 et DSMZ
13134 de P. chlororaphis, 1a souche A506 de P. fluorescens et les souches ESC-10 et ESC de
P. syringae (Anderson et al., 2018).

Ainsi pour faire face a la résistance croissante des staphylocoques et donc aux échecs des
traitements de leurs infections, les chercheurs ont utilisé les composés secrétés par des
Pseudomonas dans le but de réduire les risques de staphylocoques a coagulasse positive et a
coagulasse négative. Le choix des especes du genre Pseudomonas est justifié par la simplicité
de leur culture et par leur production de divers métabolites anti-staphylococciques
(Hotterbeekx et al., 2017).

En dehors des pigments, des métabolites secondaires produits par les Pseudomonas
fluorescents ont été détectés et €tudiés en raison de leur activité antibiotique. L'utilisation
pratique des antibiotiques des Pseudomonas remonte a la période précédant «l'ere des
antibiotiques». En 1899, Emmerich et Low ont rapporté que le liquide de culture sans
cellules de P. aeruginosa, concentré au dixieme de son volume initial, tuait plusieurs types de
bactéries (Leisinger et Margraff, 1979). Cette activité anti-staphylococcique des especes du
genre Pseudomoans est due a un nombre de métabolites excrétés que nous mentionnons dans
ce qui suit :

1- La Mupirocine (Acide pseudomonique) : C’est un antibiotique (Bactériocine) qui a été

initialement isolé en 1971 a partir de P. fluorescens. 1l est vendu sous le nom de la marque
Bactroban, utilis€ comme une creme ou une pommade appliquée sur la peau. La Mupirocine
est un antibiotique topique utile contre les infections cutanées superficielles comme I'impétigo
ou la folliculite. Il a été€ utilisé également contre S. aureus résistant a la méthicilline (SARM).
La Mupirocine est un inhibiteur compétitif de I’isoleucyl-ARNt synthétase chez les
staphylocoques, cette inhibition conduit a réduire la biosyntheése des protéines. Dans une
étude présentée par Sutherland er al., en 1985 toutes les especes de staphylocoques ont été
inhibées par 0,06 a 0,12, ng de mupirocine par ml, et il n'y avait pas une différence de
sensibilité entre S. aureus et les staphylocoques a coagulase négative. Dans des tests contre
310 isolats cliniques de S. aureus, toutes les souches testées étaient sensibles a la mupirocine.
S. epidermidis présent dans les narines et la peau humaine, peut étre éradiquée par 1'utilisation
de mupirocine topique avant la chirurgie arthroplastique, ceci peut offrir un moyen de

prévention des infections articulaires prothétiques (Salih et al., 2018). Le tableau 03 illustre la
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sensibilité a la mupirocine des staphylocoques a coagulase positive et négative et aussi les

streptocoques (Sutherland et al., 1985).

2- Les plusbacins A1 ~ A4 et Bj ~ B4 : Dans une étude de Shoji ef al., en 1991 une souche

numérotée PB-6250 apparenté au genre Pseudomonas a été trouvé productrice d’un complexe
d'antibiotiques peptidiques, qui a montré une activité inhibitrice de S. aureus résistant a la

méthicilline et s'est révélée étre un inhibiteur de syntheése de la paroi cellulaire. Ils ont été

montrés pour étre de nouveaux antibiotiques nommés plusbacins Al ~ A4 et Bj ~ B4.

Tableau 03 : Activité de la muripocine contre les Staphylococcus et les Streptococcus

(Sutherland et al., 1985)

Organisme Muripocine

MIC pg/ml)

Staphylococcus aureus NCTC 6571 ..o 0.12
Staphylococcus epidermidis NCTC 11047 ..o, 0.12
Staphylococcus saprophyticus 136 ..........oooiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e, 0.12
Staphylococcus hominis NCTC 11320 ......cooiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiceen, 0.12
Staphylococcus haemolyticus NCTC 11042 ... ..o, 0.12
Staphylococcus capitis NCTC 11045 ..., 0.12
Staphylococcus cohnii NCTC 11041 ..o, 0.6
Staphylococcus intermidius NCTC 11048 .....coooiiiiiiiiiiiiiiiin, 0.6
Staphylococcus warneri NCTC 11044 ... 0.12
Staphylococcus xylosus NCTC 11043 ... i, 0.12
Streptococcus pyogenes (A7) 5936 ....ooiniiiiiii 0.12
Streptococcus agalactiae (B) 2866 ..........ccovvviiiiiiiiiiiiiiiiiiieannn, 0.5
Streptococcus equisimilis (C) 2873 ..o i 0.25
Streptococcus bovis (D) 989 ... 32
Streptococcus faecalis (D) K ... 32
Streptococcus faecium (D) 22 ... ..o 64
Groupe G Streptococcus (A) 2373 .o, 0.12
Streptococcus salivarius (K) 1974 ..., 0.5
Streptococcus mitis (viridans) 1324 ... ..., 0.25
Streptococcus pneumoniae 1760 ............cooiiiiiiiiiiiiii i 0.12

* Groupement de Lancefield

=
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3- 4-hydroxy-2-heptylquinoline N-oxide (HQNQO): P. aeruginosa réduit fortement ou

completement la croissance de S. aureus en co-culture dans de nombreux modeles
planctoniques ou biofilm in vitro (Palmer et al., 2005; Baldan et al.,, 2014; Deleon et al.,
2014). Cette activité anti-staphylococcique de P. aeruginosa a été décrite pour la premicre
fois par Lightbown et Jackson (1956), qui a identifié le 4-hydroxy-2-heptylquinoline N-oxide
(HQNO) en tant que composé majeur produit par P. aeruginosa inhibiteur des systemes de
cytochrome de certaines bactéries, y compris S. aureus (Lightbown et Jackson, 1956). Le
méme phénomene a été décrit a nouveau par Machan ef al., en 1991 en testant le surnageant
de culture de cinquante isolats cliniques de P. aeruginosa sur 261 staphylocoques. La
croissance de tous les staphylocoques étaient réduits par chacune des souches de P.

aeruginosa sous ’effet du HQNO (Machan et al., 1991).

5- Les phénazines : Les phénazines sont des produits naturels produits par les Pseudomonas

spp., Streptomyces et quelques autres genres du sol ou des habitats marins. Les phénazines
sont une grande famille de molécules tricycliques azotées avec une activité antibiotique,
antitumorale et antiparasitaire (Laursen et Nielsen, 2004). Les Phénazines isolés de
Pseudomonas (par exemple P. aeruginosa, P. aureofaciens, P. fluorescens et P. cepacia) sont
pour la plupart des structures simples substituées par des groupes hydroxyle et carboxyle. La
pyocyanine (5-N-méthyl-1-hydroxyphénazine), phénazine-1-carboxylique et la phénazine-1-
carboxamide sont parmi les phénazines produites par Pseudomonas, ont des effets inhibiteurs
contre le SARM et pourraient constituer un bon traitement alternatif pour controler les
infections causées par le SARM (Cardozo et al ., 2013). La pyocyanine bloque la respiration
oxydative et inhibe la croissance de S. aureus (Biswas et al., 2009). C’est l'une des
nombreuses phénazines pigmentées produites par P. aeruginosa et est un facteur de virulence
important. De plus, la présence des organismes a Gram positifs, y compris certains
Staphylococcus spp., peut induire la production de pyocyanine chez P. aeruginosa (Whiley et
al., 2014). Par conséquent, la pyocyanine semble €tre un composé antagoniste sécrétée pour
fournir un avantage compétitif a P. aeruginosa en inhibant S. aureus et d'autres bactéries a
Gram positives.

6- LasA protéase : P. aeruginosa sécréte aussi une endopeptidase staphylolytique appelée

LasA protéase ou staphylolysine, qui dégrade la pentaglycine de la paroi cellulaire chez S.
aureus provoquant la lyse cellulaire (Kessler et al., 1993). P. aeruginosa pourrait utiliser la
protéase LasA pour concurrencer avec des staphylocoques mais aussi pour acquérir du fer

(Mashburn et al., 2005).

=
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7- Le cis-2- 1'acide_décénoique : P. aeruginosa produit de l'acide cis-2-décénoique, qui

induit la dispersion dans les biofilms formés par une gamme de bactéries a Gram négatif et a
Gram positif, y compris S. aureus (Davies et Marques, 2009).

8- Les rhamnolipides : Alors que le cis-2- l'acide décénoique est principalement utilisé

comme signal commun pour la dispersion aux stades finaux des biofilms, les rhamnolipides
sont utilisés pour déloger les bactéries concurrentes du biofilm. Beaucoup de rhamnolipides
sont produits en fonction de la souche de Pseudomonas et la source de carbone, et leur
synthese est régulée par le quorum-sensing (Soberén-Chavez et al., 2005). La nature
amphiphile des rhamnolipides leur permet d'intercaler dans les membranes cellulaires de
différents microorganismes et former des complexes perméabilisant ainsi les membranes et
provoquant une fuite de matériau intracellulaire (Sotirova et al., 2008). Les organismes a
Gram positifs semblent €tre plus sensibles a la perméabilisation par les rhamnolipides que les
Gram négatif parce que la présence de lipopolysaccharides protege la membrane de cellule
contre I'effet des surfactants (Soberén-Chévez et al., 2005). Pour S. aureus et S. epidermidis,
les rhamnolipides induit la dispersion du biofilm et inhibe son adhérence (Valle Gomes et
Nitschke, 2012; Pihl et al., 2013).

9 - P. aeruginosa induit une dispersion du biofilm S.epidermidis

Les molécules anti-staphylococciques produites par P. aeruginosa sont également actif contre
d'autres staphylocoques, y compris S. epidermidis. P. aeruginosa s'est avéré inhiber
efficacement et perturber les biofilms établis par S. epidermidis et provoque le détachement
sans tuer les cellules pendant la formation du biofilm des deux especes (Qin et al., 2009; Pihl
et al., 2010). Apres co-inoculation a proportions égales de P. aeruginosa et S. epidermidis
pourraient coexister jusqu'a 18 heures. Apres cette période, les cellules de S. epidermidis dans
le biofilm sont lysées par P. aeruginosa (Pihl et al., 2010). Ces données suggerent qu'il y a
deux étapes dans les interactions entre P. aeruginosa et S. epidermidis, le premier comprend
l'induction du détachement de cellules de S. epidermidis viables du biofilm, tandis que dans la
deuxieme étape c’est la lyse cellulaire et le détachement total (Pihl et al., 2010). P.
aeruginosa empéche la fixation initiale de certains S. epidermidis. En outre, I'exposition d'un
biofilm a S. épidermidis formé sur un cathéter a un surnageant de P. aeruginosa cause
également la dispersion de ce biofilm (Pihl ez al., 2013).

La figure 04 montre les facteurs extracellulaires produits par P. aeruginosa qui affectent
la formation de biofilm, la respiration oxydative, la lyse cellulaire et la virulence de S. aureus.
La lyse de S. aureus entraine une augmentation du fer extracellulaire et le N-acétyl

glucosamine (GlcNac), qui sont détectées par P. aeruginosa. En commun avec les AHL (N-

&
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acyl homoserine lactone), les PQS (Pseudomonas quinolone signal) régule la virulence, la
production de rhamnolipides, le cis-2- 'acide décénoique , la pyocyanine, LasA protéase et le

4-hydroxy-2-heptylquinoline N-oxide (HQNO).

Figure 04 : Les facteurs extracellulaires produits par P. aeruginosa affectant S. aureus
(Hotterbeekx et al., 2017)
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1. Provenance des isolats de Staphylococcus a coagulase négative (SCN)

20 isolats cliniques de SCN ont été sélectionnés pour cette étude, ils ont été fournis par
M™ ZATOUT Asma du laboratoire de Microbiologie et de Biologie végétale de Mostaganem
identifiés par galerie API Staph. Ces souches provenaient de prélevements pathologiques (des
cathéters, des urines et des hémocultures) des patients au niveau du centre anti cancer de
Batna. Dans cette étude, les SCN ont été utilis€és comme microorganismes-cibles pour

déterminer les activités antagonistes et le spectre d’action des Pseudomonas.

2. Identification confirmative des isolats
Les isolats cliniques des SCN ont été ensemencés sur milieu Chapman. Ce milieu permet de
confirmer la tolérance de ces isolats aux fortes concentrations du NaCl. Les SCN donnent des

colonies de petites tailles sans ou avec fermentation du mannitol (Denis et al., 2011).

2.1. Etude microscopique
Cette étude est réalisée apres une coloration de Gram qui permet de connaitre le type de

Gram de la bactérie ainsi que la morphologie de ses cellules.

2.2. Recherche de la catalase

Ce test permet de différencier les staphylocoques des streptocoques (Garnier et Denis,
2007). 11 est basé sur la détection de la production de I’enzyme catalase par la bactérie. Il
s'agit de mettre en contact une colonie bactérienne avec de 1’eau oxygénée. Une réaction
positive se traduit par I’apparition d’'un dégagement gazeux sous forme de mousse ou de

bulles.

2.3. Recherche de la coagulase

La coagulation du plasma humain citraté (Baylass et Hall, 1965) par une coagulase a été
réalisée dans un bouillon de cceur-cervelle (BHIB), incubé pendant 18h a 37°C est mis en
contact volume a volume avec du plasma pendant 30 minutes a 24h a 37°C. Si la bactérie

possede une coagulase, il y aura coagulation du plasma (Denis et al., 2011).

3. Isolement des Pseudomonas

Plusieurs prélevements ont été effectués dans différents points des champs de vigne de
deux régions de la wilaya de Mostaganem, I’'un d’Oued Elkhire et 1’autre de Sidi Lakhdar au
mois de Février 2018. Les échantillons sont des racines de graminées sauvages (orge des rats

= Hordeum murinum). Quelques plantes ont été prélevées a I’aide d’une pioche dans des
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conditions aseptiques. Les plantes avec leurs racines sont introduites dans des sachets en

plastique étiquetés et transportés rapidement au laboratoire.

3.1. Préparation des échantillons

10 g de chaque échantillon sont mis dans un flacon de 250 ml contenant 100 ml d'eau
physiologique stérile (9% de NaCl). Les flacons sont alors mis en agitation, puis une série de
dilutions décimales (de 107 a 10°®) est effectuée 2 partir de chaque échantillon. Dans une boite
de Pétri contenant de la gélose King B, 0,1 ml de surnageant est déposé et étalé avec un

étaleur stérile. Apres 'ensemencement les boites sont incubées a 30°C pendant 48h.

3.2. Choix et Purification des Pseudomonas fluorescents

Dans notre étude, seules les colonies donnant un pigment jaune-vert fluorescent sur le
milieu King B (présence de pyoverdine) ont été sélectionnées. Les bactéries choisies ont été
numérotées et puis purifiées par la méthode des stries. L'opération de purification a été
renouvelée a deux reprises en prenant a chaque fois une colonie bien isolée sur gélose. Ceci
conduit a l'obtention d'une culture pure vérifiée par observation macroscopique et

microscopique.

3.3. Conservation des bactéries
Apres purification, les isolats ont été ensemencés sur gélose King B inclinée en tubes,
ensuite incubés a 30°C pendant 48h. Les cultures en tubes ont été conservées a 4°C jusqu’a

réactivation.

4. Orientation vers I’identification des Pseudomonas

4.1. Etude morphologique

Une étude macroscopique a été faite pour les colonies sur milieu King B et King A et a
permis de révéler la pigmentation et l'aspect des colonies. D’une autre part une étude
microscopique a été faite en deux é€tapes: une observation a I’état frais des isolats de
Pseudomonas entre lame et lamelle afin d’observer leur état vital et leur mobilité fréquente ;
et une observation apres coloration de Gram qui a permis de connaitre le type de Gram ainsi

que la morphologie des cellules bactériennes (Denis et al., 2011).

4.2. Recherche du cytochrome oxydase
Ce test est employé couramment pour I’identification des bacilles a Gram négatif. A 1’aide

d’une pipette pasteur boutonnée, une partie de la culture a été mise en contact avec un disque
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d’oxydase. La réaction est considérée comme étant positive apres apparition d’une couleur

violette apres 30 a 60 secondes (Denis et al., 2011).

4.3. Test de catalase

La catalase est une enzyme présente chez la plupart des bactéries aérobies strictes et
anaérobies facultatives. Elle décompose I’eau oxygénée formée, en eau et en oxygene qui se
dégage. Sur une lame en verre bien nettoyée, on dépose une goutte d'eau oxygénée a 10
volumes, puis on émulsionne un peu de la colonie suspecte ou de la culture obtenue sur
gélose. Le dégagement d’oxygene se traduit par effervescence qui est un résultat positif

visible a I’ceil nu, 1’absence d’effervescence est un résultat négatif (Delarras 2014).

5. Test d’antagonisme in vitro :

Le test d’antagonisme a été réalisé par deux méthodes :
Méthode directe : (confrontation bactérie ou champignon / bactérie) (Fleming et al., 1975).
Méthode indirecte : (confrontation surnageant bactérien / bactérie) (Barefoot et

Klaenhammer, 1983).

5.1. Méthode directe : Méthode de strie verticale (croisement)

Cette méthode consiste a ensemencer la souche antagoniste de Pseudomonas en un seul
trait a la surface du milieu solide et en bordure de la boite de Pétri contenant la gélose Mueller-
Hinton (MH). Apres incubation de pendant 48h a 30°C, les Staphylococcus sont ensemencés
perpendiculairement a Pseudomonas. La lecture des résultats se fait en mesurant la distance
d’inhibition (absence de croissance du SCN) entre les bordures de la souche cible et de la
souche de Pseudomonas a I’aide d’un pied a coulisse ou une regle graduée. Le résultat de
I’interaction entre 1’isolat antagoniste et le Staphylococcus est noté apres 24h d’incubation a

37°C (Selvin et al., 2009).

5.2. Méthode indirecte : Recherche de I’effet inhibiteur du surnageant de culture des
Pseudomonas

Cette méthode repose sur la diffusion de 1’agent inhibiteur dans des puits réalisés dans une
gélose contenant une souche indicatrice. Le surnageant de culture des Pseudomonas, a été
obtenu apres centrifugation d’une culture dans le milieu MH liquide a 5000g pendant 20
minutes pour faire sédimenter les particules présentes, le surnageant a été filtré a travers un
filtre millipore de 0,22 pm.

A partir d’une culture pure de 24h des souches indicatrices, dont la densité optique est

mesurée a 1’aide d’un spectrophotometre a A=625 nm (située entre 0,08 et 0,1 valeur
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équivalente au standard 0,5 MacFarland), 0,1 ml a ét¢ déposé dans chaque boite de Pétri
contenant 20 ml de gélose MH. Apres solidification du milieu, des puits de 4 mm de diametre
ont été réalisés a 1’aide d’une pipette pasteur stérile, ensuite, chaque puits a été rempli par
50ul de surnageant filtré.

Les boites ont été mises a 4°C pendant 2h, afin que les métabolites puissent diffuser, puis
incubées a 37°C pendant 24h. La lecture a été effectuée apres 24h d’incubation. L’inhibition a
été révélée par la présence des zones d’inhibitions (halo transparent) autour des puits

(Veerendrakumar et al., 2015).

6. Identification par galerie API 20NE

Afin d’obtenir une orientation vers le genre et I’espece de 1’isolat performant (k), une
identification biochimique par galerie API 20NE a été effectuée. La galerie AP1 20 NE est
composée de 20 microtubes (surmontés de cupules) contenant des substrats déshydratés, qui
permettent de réaliser 20 tests biochimiques dont 8 tests conventionnels et 12 tests
d’assimilation. Le test d’oxydase constitue le 21°™ test d’identification 2 effectuer hors
galerie (Delarras, 2014). La lecture des résultats se fait a I’aide du tableau de lecture et

I’identification par un logiciel d’identification.

6.1. 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 ajustée a (DO) équivalent a 0.5 de
McFarland est préparée. Les microtubes des tests NO; a PNPG sont remplis avec la
suspension préparée. Ensuite environ 200 pl de la suspension précédente est transférée dans
une ampoule d’API AUX Medium pour remplir les microtubes et les cupules des tests GLU a
PAC. Les cupules des trois tests soulignés (GLU, ADH, URE) sont remplies d’huile de

paraffine stérile. A la fin la boite d’incubation est fermée et incubée a 30°C pendant 24h.

6.2. Lecture et interprétation

Apres incubation, la lecture de la galerie est faite en se référant au tableau de lecture. Les
résultats de toutes les réactions spontanées (GLU, ADH, URE, ESC, GEL, PNPG) sont notés
sur la fiche de résultats.
e Test NO;: Une goutte de chaque réactif (NIT1 et NIT2) est ajoutée dans la cupule NOs3.
Apres 5 minutes, une couleur rouge indique une réaction positive. Une réaction négative peut

étre due a la production d’azote (éventuellement signalée par la présence de microbulles).

<



Matériel et méthodes

Pour cela, 2-3 mg de poudre de Zn sont ajoutés dans la cupule NOs. Apreés 5 minutes, une
cupule restée incolore indique une réaction positive. Si la cupule devient rose-rouge, la
réaction est négative.

e Test TRP : Une goutte de réactif kovacs est ajoutée dans la cupule TRP. Une couleur rose
diffusant dans toute la cupule indique une réaction positive.

e Tests d’assimilation : La croissance bactérienne est observée, une cupule trouble indique

une réaction positive.

7. Production et extraction des phénazines

L’extraction des composés phénaziniques a été faite selon la méthode décrite par Bonsall
et al., 1997 et Dahah et al., 2016. L’isolat performant de PK a été ensemencé dans des boites
de Pétri contenant le milieu King B solide qui sont incubées a 30°C pendant 24h. 20 flacons
de 200 ml contenant 50 ml du milieu NBY (Nutrient Broth Yeast Extract) liquide ont été
inoculés par I’isolat PK, ensuite incubés a 30°C pendant 72h, sous agitation permanente de
180 tr/min.

Les cultures ont été centrifugées apres incubation et le surnageant a été acidifié a pH 2 par

du HCI concentré afin d’éliminer les protéines (Delaney et al., 2001 ; Dahah, 2017).

7.1. L’extraction des Phénazines

Les phénazines ont été extraits du surnagent par 1'acétate d'éthyle en raison de 1 v /v. Les
deux phases ont été introduites dans une ampoule a décanté (fig. 05). Apres avoir bien fermé
I'ampoule, une agitation a été faite énergiquement en prenant soin de dégazer régulierement,
ensuite, I’ampoule est reposée sur son support pour laisser décanter. Une fois la décantation
terminée le robinet est ouvert pour récupérer la phase aqueuse, puis la phase organique. La
phase aqueuse est réintroduite a 1’ampoule pour une deuxieme extraction avec 1v/v de
l'acétate d’éthyle, une agitation est faite, et apres décantation les phases organique sont

réunies et I’extraction proprement dite est terminée.
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Figure 05 : photo de la séparation de la phase organique d’acétate d’éthyle.

7.2. Séchage de la phase organique

Cette opération consiste a éliminer les traces d’eau résiduelle, en introduisant un agent de
séchage solide ici le sulfate d’ammonium anhydre, une quantité a été ajoutée a I’aide d’une
spatule avec une agitation permanente, apres observation que la poudre s’agglomere au fond
de I’Erlenmeyer on ajoute jusqu’a 1’observation du solide libre non aggloméré. Ce dernier a
été éliminé par filtration.

7.3.Séchage sous pression réduite

La phase organique a été ensuite concentrée a sec sous pression réduite a 1’aide d’un
évaporateur rotatif a 55°C pour I’évaporation de 1'acétate d’éthyle (fig. 06). L’acétate d’éthyle
qui est condensé par un réfrigérant est récupéré dans une ampoule (Mezaache, 2012). Le
substrat sec est resuspendu dans du méthanol pour des manipulations ultérieures (Delaney et

al., 2001 ; Dahah, 2017).

Figure 06 : photo de 1’étape de séchage par Rotavapeur.
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8. Etude de I’activité antimicrobienne de I’extrait par la méthode des disques

Afin de déterminer I’activité antibactérienne de 1’extrait obtenu, une méthode des disques
de diffusion a été réalisée. Deux solutions de 0,25 g/ml et 0,5g/ml du substrat sec ont été
préparées dans du méthanol. 0,1 ml d’inoculum de chacun des 20 isolats de Staphylococcus a
été déposé et étalé par écouvillonnage dans chaque boite de Pétri contenant environ 15 ml de
gélose MH. Les disques stériles (6 mm de diametre) ont été déposés a 1’aide d’une pince
flambée et imprégnés avec 10 ul de I’extrait (Hazalin et al., 2009). Ensuite, les boites ont été
mises a 4°C pendant 2h afin que les métabolites puissent diffuser puis incubées a 37°C

pendant 24h.

9. Caractérisation et identification du métabolite extrait
9.1. Analyses par spectrophotomeétre UV -visible
L’extrait sec de phénazine a été mis dans une solution de méthanol puis mis dans une cuve
pour une analyse par spectrophotometre dans le but de caractériser le spectre d’absorption de

ce métabolite.

9.2. Identification par infrarouge a transformation de fourrier (FTIR)
Un échantillon de ’extrait a été envoyé pour une analyse par infrarouge a transformation
de fourrier (FTIR) dans le but de caractériser partiellement la structure de D’extrait

phénazinique (Dahah et al., 2016).

<
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1. Confirmation de I’identification des SCN
Sur le milieu de culture Chapman (fig. 07), les colonies présentent un aspect macroscopique
caractéristique du genre Staphylococcus. Les colonies sont de petite taille sans fermenter le
mannitol (S. epidermidis et S. haemolyticus). Cependant, certaines souches ont fermentée le
mannitol, tout comme, S. xylosus, S. saprophyticus, S. cohnii et S. epidermidis (quelques

souche ont donné une teinte rose / orange : mannitol +) (Denis et al., 2011).

Figure 07 : Aspect macroscopique des colonies des SCN sur gélose Chapman.

1.1. Etude microscopique

La coloration de Gram a montrée des cocci a Gram positif (fig. 08), isolés (a), regroupés en

diplocoques (b) ou en court chainette (c), et en amas ayant la forme de grappes de raisin (d)
(Avril, 1992).

", & “ &Y‘ -
: :.-' v"~‘" j

’C. "”.f ‘v oo

’ IJ/..'" ay ~L pa#
o S ¥ ¢ >
> [ 'S ‘

¢

b§7 oo ‘_ ,

Figure 08 : Observation microscopique des Staphylococcus apres coloration de Gram (x1000)
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1.2. Test de catalase
Toutes les souches des staphylocoques testées pour la production d’une catalase, ont
décomposé I’eau oxygénée en eau et en oxygene qui se traduit par le dégagement des bulles

de gaz (fig. 09).

Figure 09 : Résultats de test de la catalase des SCN

+ Résultat positif, = Témoin négatif

1.3. Recherche de la coagulase
La présence d'une coagulase est utilisée pour distinguer entre les staphylocoques a
coagulase positive principalement S. aureus, ainsi S. intermedius, S. hyicus et les
staphylocoques a coagulase négative (Hart and Shears, 1999). Les 20 isolats de

staphylocoques ne possedent pas une coagulase libre (fig. 10).

Figure 10 : Recherche de coagulase libre

(A) : Témoin négatif (plasma+ bouillon), (B) : S. epidermidis, coagulase négative;.(24h a
37°C)
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2. L’analyse de I’antibiogramme

Fosfomycline; Aamikacine; Tetracycline;

. 15% 10% 5%
Ofloxacine; \
20%

Pristinamycine;
40%

Ervtromycine;
55%

Figure 11 : L’analyse de I’antibiogramme des Staphylococcus a coagulase négative

Il ressort de l'analyse de I’antibiogramme que ces germes présentent des réponses
différentes vis-a-vis les antibiotiques testés (fig. 11). Les isolats ont résistés aux 15
antibiotiques avec des pourcentages différents. Par contre ils sont compleétement sensibles aux

trois autres antibiotiques : Chloramphenicol, Vancomycine et Teicoplanine.

3. Isolement et purification des isolats de Pseudomonas
Dans notre étude nous avons pu isoler et purifier 29 isolats. L’isolement a été effectué sur le
milieu King B. L’identification préliminaire des isolées du sol a été essentiellement basée sur
les caractéristiques morphologiques, la coloration de Gram, la mobilité, la recherche de la
catalase ainsi que I’oxydase ces caracteres vont permettre de classer nos isolats dans le groupe

des Pseudomonas fluorescents (Bossis et al., 2000).

E



Résultats et discussions

4. Caractérisation des bactéries isolées et purifiées

4.1. L’examen macroscopique

L’étude macroscopique a permis d’isoler 3 types de colonies distinctes par les

caractéristiques regroupés dans le tableau 04.

Tableau 04 : Observations macroscopiques de quelques colonies

Couleur Contour | Elévation | Contour Consistance
I1 Verte Ronde Bombée Régulier Mugqueuse
I2 | Jaune verdatre Ronde Bombée Irrégulier Crémeuse
I3 Verte Ronde Plate Irrégulier | Lisse brillante

Nos isolats sont caractérisés par la production du pigment pyoverdine (fig. 12). Ce pigment

diffuse dans les cultures sur gélose King B et les colonies colorent le milieu en jaune verdatre,

ces caracteres sont spécifiques des especes fluorescentes du genre Pseudomonas (Singleton,
1999).
-

\

Figure 12 : Aspect macroscopique d’un isolat de Pseudomonas sur gélose King B

4.2. L’examen microscopique

Les observations microscopiques ont été réalisées suivant deux étapes : la premiere une

observation a 1’état frais de la forme et la mobilité des bactéries ; la deuxiéme une observation

apres coloration de Gram.

Les résultats obtenus apres observation a 1’état frais montrent que les isolats sont des

batonnets tres mobiles (Delarras, 2014).
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Les résultats obtenus suite a la coloration de Gram montrent que les 29 isolats sont des

bacilles & Gram négatif (fig. 13); fins et droits ; isolés ou en diplobacilles ; dépourvu de
spores (Delarras, 2014).
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Figure 13 : Observation microscopique des Pseudomonas apres coloration de Gram (x1000).
4.3. Résultats des tests biochimiques

Tous nos isolats sont catalase positif (fig. 14a), ils ont dégagé des bulles d’air apres contact
avec I’H,O, (Delarras, 2014), et ont une cytochrome oxydase (Palleroni, 1984) sauf les trois

isolats P3, P12 et P26. Certains isolats comme le PN et le PQ ont présenté une activité
oxydase intense (fig. 14b).

Figure 14 : a. Test de catalase pour un isolat de Pseudomonas b. Test d’oxydase isolat de

Pseudomonas.
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5. Résultats du test d’antagonisme in vitro
Les résultats du test d’antagonisme in vitro par la méthode directe, technique du
croisement vertical, ont montré une inhibition de la croissance des SCN. Cette inhibition est

variable selon 1’isolat de Pseudomonas et la souche de SCN testée (fig. 15).

Figure 15 : Activité antagoniste des Pseudomonas vis-a-vis les isolats de SCN

Les résultats de ce test ont montré globalement que tous les 29 isolats de Pseudomonas
testés, ont révélés un pouvoir d’inhibition de croissance, 19 sur 20 des Staphylococcus ciblés
ont été inhibés (Tableau 05). Des zones claires entre Pseudomonas et certains Staphylococcus
testés ont été observées, ces zones varient de 3 a 55 mm, I’histogramme donné par la (fig. 16)
présente les différentes distances de zones d’inhibition en mm entre les isolats de
Pseudomonas et les Staphylococcus. La zone la plus grande a été remarquée par 1’isolat PK
contre la bactérie S. epidermidis 94C. Le deuxieme histogramme donné par la (fig. 17) montre
le nombre des Staphylococcus inhibés par chaque isolat de Pseudomonas. 14 différents
Staphylococcus ont été inhibés par I’isolat PK, tandis que I’isolat PR qui n’a inhibé que 6
Staphylococcus a pu donner un effet sur S.epidermidis 203CAC. résistant a tous les autres
isolats de Pseudomonas, ce qui reflete la différence des substances inhibitrices responsables

d’activité antagoniste chez chaque souche.
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Figure 16 : les distances de zones d’inhibition entre les isolats de Pseudomonas et les
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Figure 17: Nombre de Staphylococcus inhibés par chaque isolat de Pseudomonas

Les Pseudomonas fluorescents qui colonisent la rhizosphere possedent plusieurs
caractéristiques intrinseques qui les rendent particulierement intéressantes pour une utilisation
comme agents de lutte biologique (Allaire, 2005). En plus de la compétition pour les sources

de carbone, I'antagonisme peut étre attribué en grande partie a la production de métabolites
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secondaires (antibiotiques, sidérophores, acide cyanhydrique, les enzymes etc.) (Jaques ef al.,

1993).

En effet, P. aeruginosa produit plus de 55 quinolones / quinoléines en plus de la 2-heptyl-
3-hydroxy-4 (1H) -quinolone, et celles-ci possédent une activité antibiotique significative
contre les bactéries a Gram positives. Les quinolines antimicrobiennes peuvent &tre
conditionnées dans des vésicules membranaires extracellulaires pour provoquer une lyse
directe de S. epidermidis (Mashburn & Whiteley, 2005). Une autre protéine extracellulaire
sécrétée par P. aeruginosa qui a une activité staphylolytique notable est la protéase LasA. Les
polysaccharides extracellulaires sécrétés par P. aeruginosa pourraient représenter une

stratégie prometteuse a utiliser contre les biofilms staphylococciques dans de futures

applications (Qin et al., 2009).

6. L’effet inhibiteur du surnageant de culture des Pseudomonas

Parmi les 29 isolats ayants une activité antagoniste, 12 isolats ont été sélectionnés en raison
de leur spectre d’inhibition contre les Staphylococcus et les zones de leur inhibition a savoir :
PK, P14, PG, PL, PN, PR, P3, PE, P25, PJ, PQ et PA. Les 12 isolats sélectionnés ont été testé
pour I’effet inhibiteur de leur surnageant. Cependant ce dernier n’a présenté aucune activité
antagoniste. Ceci peut €tre justifié par la concentration faible des agents inhibiteurs dans le
surnageant. Selon des études menées par Emmerich et Low le liquide de culture sans cellules
de P. aeruginosa doit étre concentré au dixieme de son volume initial (Leisinger et Margraff,

1979).







Tableau05 : Résultats du test d’antagonisme par la technique du croisement.
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S.epidermidis S. haemolyticus S.xylosus S.cohinii | S.homi
spp cohinii | -nis
29 (94C | 170 | 893 | 203 173 | 82 | 128 | 123 | 805 | 182 | 467 |10 (316 |14: 25 (293 | 347 | 106C 132
mg C C C H 76 | H 15 H T
+ + - + - + | + | + - + + + | + - - + | + + + - 14
PK
+ - + - - + + + - + - + - - + - - - + + 10
P25
+ - - - + - + - + + - - - - + + - + - 8
P14
+ + + - - + + - - - + - - - - + - - - - 7
PI
+ - - - - - + - + + - + - - - - - - - + 6
P19
+ - + - - + - - + - - + - - - - - - + - 6
P10
PA + + - - - + + - + - - - - - - + - - - - 6
- + + - - + + + - - - - - + - - - - - - 6
PR
+ - - - - - + - - + - - - - - - - - + + 5
P26
+ + + - - - - - - - - - - - - - - + - + 5
PL
- + - - - + - + - - - - - - - + - - - - 4
PB
- + - + - - - + - - - - - - - - + - - - 4
PE
PN - + - - - + - + - - - - - - - + - - - - 4
PQ - + + - - + - + - - - - - - - - - - - - 4
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S.epidermidis S.haemolyticus S.xylosus S.cohinii S.homi
spp cohinii | -nis
29mg | 94 | 170 | 893 | 203 173 | 82 | 128 [ 123 | 805 | 182 | 467 |10 | 316 |14 |25 | 293 |34 | 106C 132 T
C C C C H 76 | H : 7TH
15
+ - - - - + + - - - - - - - - | - - + - - 4
PG
P15 + - - - - - - - - + - - - - - - - - + - 4
P9 + - - - - - - - - + - - - - |+ | - - - - - 3
P11 + - - - - - - - - - - -+ - -] - - - + - 3
P3 - - + - - + - - + - - - - - - | - - - - - 3
PJ = - + - - + - - + - - - - - - - - - - - 3
+ - - - - - - - - - + - - - + | - - - - - 3
PS
P22 + - - - - - - - - - - - - - - - - - + - 2
P1 + - - - - - - - o L e A R - - 2
PH + + | - ; - ; - |- T A I T R T ; ; 2
P28 - -t - - - ol . ol I A L L R - - 1
p21 | * o - - - o A A R T A N I A B - - 1
P12 + - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 1
P17 + - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 1
P2 + - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 1
+ : positif - :Négatif T : Total
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1. L’effet antimicrobien de I’extrait de phénazines

La production de phénazine par I’isolat PK a été effectuée sur le milieu NBY, et
I’extraction a été faite par I’acétate d’éthyle. L’extrait de phénazine sec a été mis ensuite dans

une solution de méthanol pour tester son effet antimicrobien.

Les résultats obtenus ont montré que notre extrait présente une activité anti-
staphylococcique, comme le montre la (fig. 18) des zones claires autour les disques imprégnés
de I’extrait de phénazine ont été observées. Ces zones d’inhibition varient selon la souche
testée entre 6,5 et 28,5 mm (Tableau 06). La plus grande zone a été remarquée contre la
I’solat 347 (S. xylosus). Un disque supplémentaire a été imprégné par la solution de méthanol

et n’a donné aucun effet sur nos bactéries cibles.

Figure 18 : Effet antimicrobien de I’extrait de phénazines sur les bactéries cibles

5
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Tableau 06 : Activité antimicrobienne de 1’extrait de phénazines

Numéro de Les bactéries testées Diameétre des zones d’inhibition (mm)
P’isolat
106CAC S. cohnii ssp. cohnii 12
316H S. haemolyticus 14.5
347 S. xylosus 28.5
82CAC S.epidermidis 10.5
293 S. xylosus 9.5
805 S. haemolyticus 9.5
25 S. xylosus 11.5
123 S.epidermidis 16
1076 S. haemolyticus 18
128 S. epidermidis 11.5
29mg S. epidermidis 20.5
170CAC S. epidermidis 13
467 S. haemolyticus 16.5

Nos résultats sont en accord avec les études de plusieurs auteurs, qui ont montré
que les substances phénaziniques sont connues pour leurs activités antifongiques et

antibactériennes (Shahid et al., 2017). Selon d’autres études menées par Borrero et al.,( 2014)

des extraits de phénazine a partir des isolats de Pseudomonas ont inhibé la croissance de S.

aureus et S. epidermidis. L’activité inhibitrice de ce métabolite peut €tre attribuée a son
pouvoir oxydo-réducteur cellulaire ; en présence d’oxygene et d’agents réducteurs (incluant le

NADH et le NADPH), causant ainsi 1’accumulation de superoxyde et de péroxyde

d’hydrogene toxique (Mezaache, 2012).
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2. Résultat de I’identification de I’isolat Pk par la galerie Api

L’isolat PK était parmi les isolats les plus performants, il a inhibé le plus grand nombre des

Staphylococcus testés avec de grandes zones d’inhibition. Une galerie d’identification a été

utilisée pour nous orienté vers le genre et I’espece de cet isolat de Pseudomonas. Apres

incubation, la lecture de la galerie a été faite en se référant au tableau de lecture (Tableau 07).

Les résultats de toutes les réactions sont notés sur la fiche de résultats (fig.19), et ils nous

orientent vers I’identification de 1’espece Pseudomonas fluorescens.
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Figure 19: Résultats d’orientation vers I’identification de 1’isolat PK sur galerie API NE 20

E



Résultats et discussions

Tableau 07: Résultats des différents tests biochimique de la galerie API 20 NE

TESTS REACTIONS/ENZYMES RESULTATS
NO3 réduction des nitrates en nitrites -
TRP formation d'indole -
GLU Fermentation -
ADH Arginine dihydrolase -
URE Uréase -
ESC Hydrolyse (B-glucosidase) -
GEL Hydrolase (protéase) +
PNPG B galactosidase -
GLU Assimilation +
ARA Assimilation +
MNE Assimilation +
MAN Assimilation +
NAG Assimilation + /-
MAL Assimilation -
GNT Assimilation +
CAP Assimilation +
ADI Assimilation -
MLT Assimilation +
CIT Assimilation +
PAC Assimilation -
00X Assimilation +




Résultats et discussions

3. Caractérisation et identification du métabolite extrait
3.1. Analyses par spectrophotometre UV-visible
L’extrait sec de phénazine a été mis dans une solution de méthanol, et aprés analyse par
spectrophotometre nous avons obtenus un seul pic. Le pic obtenus est montré dans la (fig. 20).

L’extrait a montré des caractéristiques d’absorbtion a environ 220 nm.

Méthode par défaut 06:42
Lot par défaut 003 k¢ 3
30004
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Figure 20 : Spectre d’absorption de phénazine par spectrophotometre UV-visible

1 T 1

9.2. Identification par infrarouge a transformation de fourrier (FTIR)

Le spectre IR obtenu représente les vibrations caractéristiques des différentes liaisons
constituant la structure de 1’extrait étudié (fig. 21). La majorité des pics apparaissent dans le
domaine 400 a 4000cm-1. Les bandes d’absorption correspondent a la molécule dont le

détaille est le suivant :

> Une bande située 2 3664 cm™, correspond 2 1'élongation du groupement O-H pour les
phénols ;

> Une bande située 2 2924 cm’', correspond 2 1'‘élongation du groupement C-H
aromatique;

> Une bande située entre 1664 cm™, correspond a 1'élongation du groupement C=N
aromatique,

> Une bandes situées 2 1401 cm™, correspond a I'élongation du groupement C-N;

> Une bandes situées a 1228 cm™', correspond a 1'élongation C-C ;
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> Une bandes situées 2 1072 cm™, correspond 2 I'élongation =C-O-.

Les différentes bandes détectées correspondent a la molécule de la hydroxyphenazine

Click a peak below to manually edit;
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Figure 21: Spectre de I’identification de phénazine par FTIR.
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Conclusion et perspectives

Le présent travail a pour objectif d’isoler a partir d’un sol rhizosphérique des
Pseudomonas fluorescents (qui sont connu par leur grande capacité a synthétiser des
métabolites secondaires) pour les utiliser comme un moyen de lutte contre des
Staphylococcus a coagulase négative.

Les SCN cibles utilisés dans cette étude ont été isolés des patients hopitalisés.
ces germes obtenu du laboratoire de microbiologie et biologie végétale apartiennes au
éspéces suivantes : S. epidermidis, S. cohnii ssp. cohnii, S. haemolyticus, S. xylosus,
S. cohnii et S. hominis. Des tests d’identification répétés ont été effectués dans cette
étude pour confirmer quelques caracteres de ce groupe bactérien. Les SCN obtenu
pour cette étude présentent toutes un aspect caractéristique du genre Staphylococcus
sur le milieu de culture Chapman. Ils sont des cocci a Gram positif, a catalase positif
et a coagulase négative. Ces isolats sont tous sensibles aux trois antibiotiques :
Chloramphénicol, Vancomycine et Teicoplanine.

L’isolement des Pseudomonas a été réalisée a partir des échantillons de racines
d’une plante qui fait partie des gaminées sauvages Hordeum murinum. Les 29 isolats
de Pseudomonas ont subis un test d’antagonisme sur milieu le Mueller-Hinton solide
afin d’évaluer leur pouvoir anti-staphylococcique contre 20 isolats cliniques de SCN.
Ainsi, 29 isolats de Pseudomonas testés, ont révélés un pouvoir d’inhibition sur 19
Staphylococcus. Ces zones d’inhibition varient de 3 a 55 mm, la zone la plus grande a
été constatée chez 1’isolat PK contre 1’isolat n® 94C de S. epidermidis. 14 différents
Staphylococcus ont été inhibés par I’isolat PK. Les autres Pseudomonas ont inhibé
moins d’isolats que PK mais la majorit¢ a inhibé un nombre non négligeable de
Staphylococcus avec une diversité dans leur spectre, par conséquence tout les SNC
(sauf un seul isolat) ont été inhibés par touts les isolats de Pseudomonas confondus.
Ceci reflete la différence des substances inhibitrices responsables de 1’activité
antagoniste chez chaque souche.

Le résultat de I’identification de I’isolat PK par la galerie API NE nous a permit
de le rapprocher a 1’espece Pseudomonas fluorescens.

L’extrait phénazinique produit par I’isolat PK présente une activité anti-
staphylococcique. Ses zones d’inhibition varient selon la souche testée entre 6,5 et

28,5 mm. La plus grande zone a été remarquée contre 1’isolat 347 (S. xylosus).




L’analyse de cet extrait par un spectrophotometre UV-visible a montré un pic
d’absorbtion a environ 220 nm . L’identification par infrarouge a transformation de
fourrier (FTIR) a révélé que la majorité des pics apparaissent dans le domaine 400 a
4000 cm-1 et que les différentes bandes détectées correspondent a la molécule de la
hydroxyphénazine.

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

e du point de vue taxonomique, il serait nécessaire d’effectuer une étude
moléculaire des isolats de Pseudomonas et leurs bactéries cibles les SCN.
e la purification et 1’identification des substances inhibitrices responsables de

I’activité des 29 Pseudomonas.

e |’étude de I’activité des substances inhibitrices vis-a-vis la formation des

biofilms et les biofilms matures des SCN.
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Annexes :

Principaux Milieux de culture (Composants g/ litre)

Gélose Chapman

Gélose nutritive

Composition : Peptone.................. 10g Peptone...............ociiiiiieenen . 10g
Extrait de viande.......................... 0,1 g | Extraitde levure..........................3¢g
Chlorure de sodium......................75 g Extrait de viande.........................3¢g
Mannitol.............oooi 10¢g Le chlorure de sodium.................. 5¢g

YN . | 15¢g PN 1 | T 15¢
Rouge de phénol .......................... 0.025g |pH=74

pH=7.4

Muller Hinton solide Muller Hinton bouillon

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

Peptone de caséine:......... 17,5¢g Peptone de caséine:......... 175¢

Amidon: .........oieiiiinn.. 1,5¢g Amidon: ........ooiiiiiiiin.. 15¢g

Agar: ... 16 g pH=74

pH=74

King B solide NBY a 2% de glucose :

Peptone de caséine ..................... 20g Bouillon nutritif ........................... 80¢g
Sulfate de magnésium ................. 1,5¢g Extrait de levure .............c..coeeent. 20¢g
Phosphate bi-potassique................ 1,5¢g K2HPO4 ... 2,0g
Glycérol .....covviiiiiiiii, 10 ml KH2POA4 ..., 05¢g
Agar .o 20g GIUCOSE .. 20¢g
pH =72 MgSO4-TH20 ..o, 025¢g

pH =70




Tableau d’identification de la galerie Api 20 NE

API 20 NE V6.0 GLU JADH |URE | ESC | GEL | PNPG | GLUa| ARA2 | MNEa| MANa | NAGa | MALa | GNTa | CAPa| ADia |MLTa|CiTa|Paca| ox
FPsewdomonas serugingss 0 g 20 a 1 1 i
Psaudormonas fuorescens oo 1 1 M 10 16
Psgtromonas mendocing o|o0 0 1] 1] 1] 1 0
FPseudomonas pulida 011 1 2 1 1 0o .58
Psevdomonas stulzer g |0 1 0 1 1
Burkholidera cepacia 0 |24 1 99 ;
Burkhalderia peeudomeanel 0o 0 0
Brevundimonas diminutz'Olipela urelirals 01 1

Brevundimonas vesiculans 0|0 0

Comamonas soidovorans o]0 0

Comamonas iestosteroniFs. alcalipanes 0|0 [

Chryseomonas lifeals 0|13 | 1 2
Flavimonas oryziabitans gjojo 1 1 1
Moihylobacienium mesophilicum 21{o0]o M 0 0 |21 f40) 0| 0

Ralsioniz picksti a2 o | 1 alo 0 350 1 | 10 g2

Shewsneds putrsfacians s IR 1| o | s 0|0 1 1

Sphingamonas paucimobilis 1wlo|o 1 8 15 e 3 73
Stanatrophamonas maltaphils 3rl1]o0 o K 3 2 ; 2110 o |7
Acineiobacter baumanniicalcaacaticus 2|08 1] 1 o ferlme] 1 |1 |1 ]1]20 ! 0o 57 I
Acinelobacter haemolyiicus 1[0 |14 oo o1 |o|lo]lo|o|o]| o | 2 ] 1|0
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