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Résumé

Dans la présente étude nous avons choisi une bactérie du genre Pseudomonas, qui
posséde un génome codant pour de nombreux métabolites sécrétés par cette bactérie. Etant
donné que le stress salin peut stimuler les bactéries pour améliorer la qualité et la quantité de
ces substances, nous avons isolé ces bactéries de la mer. L’isolement a été effectué a partir de
3 échantillons différents: I'eau de mer, les algues et le sable du fond de la mer. Les résultats
ont montré que seul le sable du fond de mer était riche en Pseudomonas fluorescents. 15
isolats on été choisi parmi ces bactéries cultivées sur King B solide, touts ces isolats
sécretent un pigment fluorescent jaune verdatre , présentent une coloration de Gram négative
et possédent la catalase et I'oxydase.

Un test d’antagonisme entre les isolats de Pseudomonas et une bactérie pathogene
Staphylococcus aureus a permis de sélectionner un seul isolat qui a inhiber la bactérie
pathogéne sur King B et nom sur Muller Hinton. Cette inhibition est également apparue
autour des puits réalisés sur King B et remplis du surnagent d’une culture de king B liquide de

cette souche. Ces résultats indiquent que le métabolite qui inhibe Staphylococcus aureus peut



étre des pyoverdines, qui ont été trouvées dans de nombreuses études inhibitrices de bacteries
et de champignons en raison de leur acquisition du fer et en conséquence leur

appauvrissement du milieu de cet élément.

Mots clés : Pseudomonas- stress salin- King B- Staphylococcus aureus -pyoverdines.

Abstract

In the present study we chose a bacterium of the genus Pseudomonas, which possesses
a genome coding for many metabolites secreted by this bacterium. Since salt stress can
stimulate bacteria to improve the quality and gquantity of these substances, we have isolated
these bacteria from the sea. The isolation was carried out from 3 different samples: sea water,
Algae and sand from the bottom of the sea. The results showed that only sand from the sea
bottom was rich in fluorescent Pseudomonas. 15 isolates were selected from bacteria cultured
on solid King B, all these isolates secrete a greenish yellow fluorescent pigment and exhibit
Gram-negative staining and possess catalase and oxidase.
An antagonism test between the Pseudomonas isolates and a pathogenic bacterium
Staphylococcus aureus allowed selecting a single isolate that inhibited the pathogenic
bacterium on King B but not on Muller Hinton medium . This inhibition also appeared around
the wells made on King B and filled with the supernatant of a liquid king B culture of this
strain. These results indicate that the metabolite which inhibits Staphylococcus aureus may be
pyoverdins which have been found in numerous studies inhibiting bacteria and fungi due to

their iron acquisition and consequently their depletion of the medium of this element.

Key words: Pseudomonas- Salt stress - King B- Staphylococcus aureus -Pyoverdins
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Introduction

L’ environnement marin est extrémement complexe, montrant & la fois une immense
diversité biologique et chimique inexplorées. Plusieurs programmes de recherche sont
lancés pour la découverte de nouveaux microorganismes marins produisant des composes
pharmaceutiques, alimentaires, cosmétiques, chimique, agrochimique. Durant ses cing
derniéres décennies, approximativement 16.000 produits naturels d'origine marine ont été
découverts et isolés a partir d’organismes marins, dont un nombre de métabolites originaux
présentent une grande activité biologique et des propriétés pharmacologique efficaces
(Bakkl et al., 2012). Les Pseudomonas forment un large groupe colonisant I’eau de mer.
IIs inhibent les microorganismes pathogeénes, cette capacité d’inhibition peut se faire selon
plusieurs mécanismes incluant la production d’une large gamme de métabolites
antagonistes. Ces metabolites secondaires, en plus des enzymes dégradant les parois
cellulaires. Les plus caractérisées de ces métabolites secondaires sont les : phénazines,
phloroglucinols, pyrrolnitrine, lipopeptides, et le cyanure d’hydrogéne. Ces métabolites
secondaires sont actifs vis a vis d’une large gamme de bactéries et de champignons.

Ce travail consiste a I’isolement des Pseudomonas fluorescents a partir de 3
échantillons différents : I'eau de mer, les algues marines et le sable du fond de la mer, puis
mettre en évidence I’effet antagoniste de ces bactéries vis a vis d’une bactérie pathogéne

qui est le Staphylococcus aureus, I’étude est présentée comme suite :

e La premiere partie consiste a réaliser une recherche bibliographique sur les
Pseudomonas et leurs métabolites et des généralités sur les staphylocoques.

e La deuxiéme partie est consacrée aux matériel et méthodes utilisés dans la présente
étude.

e Latroisieme partie contient les résultats obtenus suivies d’une discussion.

e Etenfin, du document en trouve une conclusion qui reprend les résultats principaux

de ce travail.
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Chapitre 1Généralités sur les pseudomonas

I. Historique

En raison de leur présence généralisée dans l'eau et des graines de plantes telles que les
dicotylédones, les Pseudomonas ont été observés au début de I'histoire de microbiologie.
Le nom générique Pseudomonas créé pour ces organismes a été défini en terme assez
vague, en 1894 par Migula, comme un genre de bactéries a Gram-négatives, en forme de
tige et possédants des flagelles polaires. Peu de temps apres, les Pseudomonas ont été
isolées de nombreuses niches naturelles et un grand nombre de noms d'espéces a été
initialement attribuée au genre. Selon la deuxiéme édition du (Williams et al., 1986).
Il. Généralité

Le genre Pseudomonas est le groupe le plus hétérogene écologiquement significatif
de bactéries connues, et comprend des batonnets aérobies Gram-négatives qui sont
largement répandues dans la nature et caractérisées par une polyvalence élevée du
métabolisme, grace a la présence d'un systéeme enzymatique complexe. Les exigences
nutritionnelles de Pseudomonas spsont trés simples, et le genre se retrouve dans des
habitats naturels comme le sol, I'eau douce, le de mer, etc. Mais il a également été isolé des
sujets cliniques, des solutions aseptiques, des cosmétiques etproduits médicaux (Franzetti
et Scarpellini, 2007).

Certains membres du genre Pseudomonasappartiennent aux Gamma- Protéobactéries. Ce
groupe en globela majorité des especes de bactéries phyto-pathogénes importants et des
agents porteurs d'infections humaines, alors que d'autres souches et especessont
responsables des activités de bioremédiation et de contrdle biologique (Tripathy et al.,
2006)

Le genre Pseudomonas appartient a la famille des Pseudomonaceae, il comprend une
soixantaine deespéces. Plusieurs études ont souligné le haut degré de diversité au sein de
Pseudomonas fluorescens, ce qui a mené a la subdivision de cette espéece en différentes
biovars. Le groupe de Pseudomonas se compose de bactéries sous forme de batonnets, Gram
négatifs, mobiles par ciliature polaire (sauf Pseudomonas mallei), non sporulant, elles sont
aérobies obligatoires. Les Pseudomonasont un métabolisme mésophile et chimio-
organotrophe, peu exigeantes, et incapable de fermenter le glucose, se caractérisent par la
pluralité des substances hydrocarbonées utilisées comme source de carbone et d’énergie,
produisant des pigments, la plupart étant saprophytes et pouvant coloniser les cellules
corticales mortes des racines(Cook et al., 1996 ).Les membres du genre Pseudomonas

-
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présentent une polyvalence métabolique et physiologique remarquable. Les Pseudomonas
ont un grand intérét en raison de leur rdle dans les maladies végétales et humaines et de leur

potentiel croissant dans les applications biotechnologiques (Mena et al., 2009).

I11.Habitat

Le genre de Pseudomonasse retrouve dans des habitats naturels comme le sol, I'eau douce,
les eaux marines etc., mais il a également été isolé des instruments cliniques, des solutions

aseptiques, des cosmétiques et produits médicaux (Franzetti et Scarpellini, 2007).
IV.Classification dePseudomonas

Les Pseudomonas sont classé selon la hiérarchie suivante (Palleroni, 1984 ; Krieg

etal., 1984; Holt et al.,1994) :

Regne : Bacteria
Embranchement : Prokaryota
Division : Proteobacteria
Classe : Gammaproteobacteria
Ordre : Pseudomonadales
Famille : Pseudomonadaceae
Genre : Pseudomonas

Dans I’édition de 1974 du Bergey’s Manual, ces bactéries sont incluses dans la
famille des Pseudomonadaceae. Leur classification repose sur des caractéristiques
phénotypiques, seules la composition en G+C fussent rajoutées comme caractéristique
génétique.Dans la premiere décennie du nouveau millénaire, la révision taxonomique la
plus détaillée du genre Pseudomonas basée sur le séquencage du gene codant I’ARNr 168,
fat entreprise par (Anzai et al., 2000).

En analysant les séquences de 128 especes de Pseudomonas (certaines sont des
souches de références), ils ont conclu que 57 seulement appartenaient aux groupe des
Pseudomonas sensu stricto; la comparaison de 1073 nucléotides les a subdivisées en 7

groupes:

-
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-Le groupe des P. syringae.

-Le groupe des P. chlororaphis.
-Le groupe des P. fluorescens.
-Le groupe des P. putida.

-Le groupe des P. stutzeri.

-Le groupe des P. aeruginosa.

- Le groupe des P. pertucinogena.

Depuis I’an 2000, la reclassification continue toujours d’étre améliorée(figure 1). Plusieurs
especes étant mal classées comme P. aureofaciens et P. aurantiaca qui sont désormais des
sous especes du groupe P. chlororaphis (Johnson et Palleroni, 1989; Peix et al., 2007),
qui compte actuellement trois sous especes: P. chlororaphis subsp. chlororaphis subsp.
nov; Pseudomonas chlororaphis subsp. aurantiaca subsp. nov. comb. nov. et P.

chlororaphis subsp. aureofaciens subsp. nov. comb. nov. (Peix et al., 2007).

]
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Figure 1 : Les especes appartenant actuellement au genre Pseudomonas (Peix et al.,

V. Caracteristiques morphologiques et culturaux

Les Peudomonas sont des bacilles a Gram négatif, droits ou légérement incurvés,

de 0,5 a 1,0 um de diametre sur 1,5 a 5,0 um (ou plus) de longueur, non sporulés. Ces

bactéries sont généralement mobiles grace a un ou plusieurs flagelles polaires(Garrity,

2005).La culture de ces bactérie est facile avec ou sans production de pigments, sur des

milieux minéraux synthétiquesavec une source simple de carbone : acétate, pyruvate et des

milieux sélectifs a base decétrimide que I'on peut additionner d'acide nalidixique.

Les colonies de P.aeruginosa sont polymorphes, soit large avec une partie centrale

bombée et un contourirrégulier (oeufs sur le plat), soit des petites colonies mates

légerement bombées avec un bordcirculaire régulier, des colonies muqueuses bombées,

opaques, visqueuses parfois coulantes. (Avril et al., 2000).
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Le genre Pseudomonas comprend des espéces fluorescentes produisant des
pigments specifiques. Les deux pigments les plus fréquents et caractéristiques sont la
pyocyanine et la pyoverdine qui sont solubles dans les milieux de culture. Les especes
pigmentées sont par exemple : P. aeruginosa produit les deux pigments, mais pouvant étre
perdus par mutation. P. fluorescens, P.putida, P.syringae, et P. cichorii produisent de la
pyoverdine et P.aureofaciens : produit un pigment jaune orange ou pourpre. Certaines

souches sont apigmentées tel que P. alcaligenes, P. stutzeri. (Martin, 2007).
V1. Pathogénicitée

Pseudomonas aeruginosaest un agent pathogéne opportuniste qui est important

dans I'étiologie de nombreuses maladies infectieuses humaines (Silby et al., 2011).

Les infections avec cette bactérie sont souvent accompagné par un pus bleu, et la
bactérie est communément isolé des spécimens cliniques (plaies, brdlures et infections des

voies urinaires) (Miyada et Lory, 2003).

VII. L’ importance du genre Pseudomonas

Les bactéries du genre Pseudomonas occupent la plupart des
environnementsnaturels. Elles sont isolées de I'eau, du sol et des végétaux. Elles présentent
un fortpotentiel d’adaptation physiologique et génétique et sont capables d’utiliser une
grande variété de nutriments. D’un point de vue écologique, les Pseudomonas
regroupentdes espéces bénéfiques pour I’environnement et des espéces pathogenes (Talon
et al.,2006).

Au niveau de la rhizosphere les Pseudomonas peuvent avoir un effetbénéfique en
mobilisant certains nutriments nécessaires a la croissance de la plante. Elles peuvent aussi
la protéger contre des micro-organismes pathogenes en stimulant lesmécanismes de
résistance intrinseques de la plante par la sécrétion des composés antibactériens et
antifongiques et/ou par la compétition vis-a-vis de certains nutriments. C’est notamment le
cas de souches de P. fluorescens, decrites comme des bactériesphytoprotéctrices jouant un
role prépondérant dans le biocontréle de la rhizosphéere(Walsh et al., 2001).

D’autres espéces sont des pathogenes pour les plantes, comme I’espéce P. syringaequi
compte au moins 37 pathovars capables d'infecter de nombreuses espéces de

vegétaux(Sawada et al., 2002).

-
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Les Pseudomonas spp. Sont capables de dégrader de nombreux composés organiques, tels
des composés halogénés, des hydrocarbures aromatiques et desherbicides (Ramos, 2004).
elles peuvent ainsi étre utilisees dans les processus dedécontamination des sols «
bioremédiation » (Stallwood et al., 2005).

Les Pseudomonas spp. Peuvent également se comporter comme des agents opportunistes et
étre a l'origine d'infections iatrogénes et/ou nosocomiales. Enraison de la richesse de leurs
voies métaboliques, souvent capables de résister a denombreux antiseptiques ou
antibiotiques. Ceci explique leur présence de plus en plusfréquente en milieu hospitalier,
ou elles peuvent étre isolées de Il'environnement humide, des denrées alimentaires, des
réactifs biologiques, des solutés injectables, dusang ou des dérivés sanguins conservés au
froid (Feuilloley et al., 2007).

VII1. Effets de la salinité sur les Pseudomonas

Le métabolisme des Pseudomonas des diverses niches écologiques est contrélé par le
degré de salinité et des facteurs environnementaux. Son activité antagoniste est due
principalement a la sécrétion des métabolites. Ces bactéries sont également connues par le
contréle des agents phytopathogenes dans les sols salins(Prabhakaran et al., 2014).

Dans leur habitat naturel, les Pseudomonas sont fréquemment exposés a des variations
de pression osmotique du milieu environnant. En effet, la salinité élevée du sol peut
interférer avec la croissance et I’activité des Pseudomonas. La membrane cytoplasmique
de ces bactéries est perméable a I’eau mais constitue une barriere efficace vis-a-vis des
solutés du milieu et des métabolites présents dans le cytoplasme (Csonka,1989).

La circulation des molécules d’eau a travers cette bicouche lipidique est accélérée par

la présence de canaux dits aqueux (Kempf et Bremer, 1998).

-
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I. Métabolites de Pseudomonas

Les Pseudomonas spp. fluorescents produisent une gamme importante de métabolites
secondaires, en plus des enzymes dégradant les parois cellulaires. Les plus caractérisees
ces metabolites secondaires sont les: phénazines, phloroglucinols, pyrrolnitrine,
lipopeptides, et le cyanure d’hydrogéne. Ces métabolites secondaires sont actifs vis a vis
une large gamme de bactéries et de champignons (Figure2).
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role central entre les éléments impliqués dans les interactions (Dubuis et al., 2007).

I.1. Antibiose

L’antibiose consiste en une inhibition directe de la croissance du pathogéne via la
production de métabolites aux propriétés antifongiques et/ou antibiotiques. Les souches de
Pseudomonas produisent une variété de métabolites antifongiques puissants impliquées
dans le biocontrole, par exemple I’acide cyanhydrique (HCN), la viscosamide, la
pyolutéorine, le 2,4-diacetylphloroglucinol (DAPG), la pyrrolnitrine, les phénazines, les

butyrolactones, les tensines et les tropolones (Defago, 1993; Haas et Defago 2005).
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D’autre part I’oligomycine A, la kanosamine, la zwittermicine et la xanthobacine
sont produites par Bacillus spp. , Streptomyces spp et Stenotrophomonas spp. (Milner et
al., 1996 ; Nakayama et al., 1999). Certaines souches de PGPR ont la capacité de
dégrader les parois cellulaires fongiques a travers la production d’enzymes hydrolytiques
tels 2-1,3-gluacnase, exo- et endo-polygalacturonases, pectinolyases, cellulases et
chitinases (Whippes, 2001).

1.1.1. Les phénazines

Plusieurs especes de Pseudomonas ont la capacité de produire des phénazines. Ces
métabolites ont de différentes fonctions biologiques notamment dans la virulence de la
bactérie (Mazzola et al., 1992; Mahajan et al., 1999; Wang et al., 2011).

Plusieurs phénazines tel que : la pyocyanine (1-hydroxy-5-methyl-phénazine),
I’acide phénazine-1-carboxyliqgue (APC), le 1-hydroxyphénazine et la phénazine-1-
carboxamide (PCN) sont produites par P. aeruginosa (Budzikiewicz, 1993).

Ces composés ont une activite d’oxydo-reduction. Les deux loci
phzA1B1C1D1E1F1G1 et phzA2B2C2D2E2F2G2 sont a I’origine de la production de
I”’APC. Ce dernier est transformé en pyocyanine et PCN grace aux trois génes phzM, phzS,
et phzH (Mavrodi et al., 2001).

1.1.2-La pyocyanine (PYO)

Le principal pigment phénazinique produit par Pa est la pyocyanine. Ce métabolite
secondaire est retrouvé en large quantité : jusqu’a 27,3 pg/ml (130 pM) dans les
mucus de patients atteints de mucoviscidose présentant une infection chronique a Pa
(Wilson et al., 1988).

1.1.2.1- L’effet antimicrobien de la pyocyanin

L’activité antimicrobienne de la pyocyanine pourrait ainsi étre expliquée par sa
capacité a induire un stress oxydatif.

Hassan et Fridovich (1980) ont observé qu’Escherichia coli est sensible a la
pyocyanine lorsqu’elle est cultivée en milieu minimum, et qu’elle I’est nettement moins
lorsque le milieu est enrichi en extrait de levures. Ils ont constaté que I’ajout de PYO dans le
milieu enrichi induit I’expression des enzymes antioxydantes, la catalase et dans une
moindre mesure le superoxyde dismutase (SOD), et que I’ajout de SOD et de catalase
exogene protege les cellules de la toxicité de pyocyanine. Ces auteurs ont donc suggéré que
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la pyocyanine génére de I’anion superoxyde (Oz7) et par dismutation du peroxyde
d’hydrogéne (H202) a I’extérieur de la cellule, puis qu’une partie d’H2O, traverse la
membrane cellulaire et induit I’expression de catalase.

Voggu et al., (2006) ont observés que la coculture de Staphylococcus aureus en
présence de Pa induit I’apparition de souches de Staphylococcus aureus communément
appelées "Small-colony variants SCVs" ce phénomene est due a la sécrétion de la pyocyanin
par Pa.

La pyocyanine joue aussi un role primordiale dans I’inhibition de Candida
albicans ,en effet, plusieurs études cliniques ont mentionné la limitation de
croissance de Candida albicans par Pa. De plus, un traitement antibiotique ciblant Pa
a pour conséquence une prolifération de C. albicans (Kerr, 1994).

Des études préliminaires ont permis de mettre en évidence in vitro I’effet
négatif exercé par certains métabolites tels que la PYO et | hydroxyphénazine sur la
croissance de C. albicans (Kerr, 1994; Kerr etal., 1999).

La premiére étude de Hogan et Kolter, (2002) a clarifié les conditions dans
lesquelles Pa et C. albicans interagissent : I’interaction de Pa avec C. albicans se
déroule lorsque les bactéries sont en phase stationnaire de croissance et que les levures sont
sous forme filamenteuse. Elle aboutit au terme de 72 h de coculture a I’agglutination d’un
conglomérat bactérien autour de filament puis a la formation d’un biofilm autour des
colonies bactériennes entrainant la mort de C. albicans.

L’utilisation des souches mutées sur les génes de synthése des phénazines et de la
PYO s’est traduit par une réduction marquée de I’activité fongicide de Pa (Mahajan et al.,
1999).

1.1.3. Phloroglucinols

Les phloroglucinols sont des antibiotiques a large spectre, produits par une large
variété de souches bactériennes. Le 2,4-diacétyl phloroglucinol (DAPG) est aussi un
antibiotique phénolique a large spectre d’action produit par P. fluorescens Pf-5 (Howell et
Stipanovich, 1979), P. fluorescens F113 (Fenton et al., 1992), P. fluorescens CHAO et P.
fluorescens Q2-87 (Bangera et Thomashow, 1996).

Cet antibiotique possede aussi une activité herbicide, ressemblant a I’acide 2, 4-
dichlorophénoxyacetique (2, 4-D) un herbicide de post-émergence, pour le contrdle des

mauvaises herbes des céeréales, de la canne a sucre et d’autres plantations. Le DAPG induit

.
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aussi la résistance systémique chez les plantes, et joue donc le rdle d’un éliciteur des
phytoaléxines (Dwivedi et Johri 2003).

1.1.4. Pyrolnitrine (PRN)

La pyrolnitrine (PRN) (3-chloro-4-(2'-nitro-3'-chlorophenyl) un composé pyrrole,
est produite par les Pseudomonas spp. fluorescents comme P. fluorescens et P.
chlororaphis (Elander et al., 1968). La pyrrolnitrine a trouvé son application comme
composé a usage clinique pour le traitement des mycoses cutanées plutét que fongicide
agricole (Hammer et al., 1997 ; McSpadden Gardener et Fravel, 2002).

La production de ce composé par P. fluorescens est impliquée dans le contréle de
certains agents pathogenes racianires comme R. solani, Verticilium dahliae, G. graminis et

Fusarium oxysporum (Howell et Stipatovic, 1979 ; Homma et al., 1989).

1.1.5-Pyolutéorine (PLT)

La pyolutéorine, un autre antibiotique produit par différents Pseudomonas. Les
souches produisant la PLT sont a I’origine de la suppression de nombreuses maladies
telluriques (Howell et Stipanovic, 1980 ; Défago et al., 1990; Maurhofer et al., 1994).

Cette molécule, isolée pour la premiére chez P. aeruginosa, est composée d’un
anneau résocrinol synthétisé par la voie de polycétide, relié a une partie pyrolle bichlorée
(Nowak et al., 1997,1999), possédant un pouvoir fongitoxique efficace contre les

oomyceétes, notamment Pythium ultimun (Maurhofer et al., 1992).

1.1.6. Mupirocine

Plus connu comme [I’acide pseudomonique, est un antibiotique polycétide
naturellement présent chez les Pseudomonas spp. Fluorescents. La mupirocine produite par
P. fluorescens NCIMB 10586, est d’une activité élevée contre Staphylococcus aureus et
d’autres bactéries a Gram positif (El-sayed et al., 2001). C’est un antibiotique largement

utilisé dans les maladies tropicales (Carcanague, 1997).

1.1.7. Antibiotiques peptidique
Les antibiotiques peptidiques sont aussi bien produits par les bactéries & Gram
positif (Katz et Demain, 1977) que celles a Gram-néegatif (Dowling et O'Gara, 1994), par

une synthése multienzymatique non-ribosomique (Kleinkauf et Dohren, 1996).
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Récemment, il a été démontré que des Pseudomonas spp. fluorescent produisent
des lipopeptides cycliques (CLPs). La tensine produite par P. fluorescens 96.578, a montré
un effet potentiel sur le basidiomycete R. solani (Nielsen et al., 2000). La Viscosinamide
un autre lipopeptide cyclique produit par P. fluorescens DR54 (Nielsen et al., 1999), est
aussi actif sur R. solani par la réduction de la biomasse mycélienne et donc la formation de
sclérotes (Thane et al., 2000).

L’Oomycin A est un antibiotique produit par P. fluorescens HV37a, est a I’origine

de la suppression du damping-off du coton causé par P. ultimurn (Gutterson et al., 1988).

1.1.8. Enzymes dégradant les parois fongiques

L’excrétion d’enzymes qui degradent les parois cellulaires fongiques est
fréeguemment impliqué dans les attaques des champignons phytopathogénes (Martin et
Loper 1999; Nielsen et Sorensen, 1998; Picard et al., 2000). La lyse des parois
cellulaires, par les enzymes de dégradation excrétées par les microorganismes est une
fonction bien connue du mycoparasitisme. La Chitinase, la 2-1,3 glucanase et la cellulase
sont d’importantes enzymes spécialement dans le contréle fongique, par leurs activités
dégradatives des composés des parois cellulaires tels que : la chitine, le 21-6 glucane et les
ponts glucosidiques (Schroth et Hancock, 1981; Chet, 1987; Lorito et al., 1996).

Les microorganismes excrétant la chitinase ont été rapportés comme des agents de
biocontrole efficaces (Ordentlich et al., 1988; Inbar et Chet, 1991). Le contrble
biologique de Fusarium solani, se fait essentiellement via les activités des laminarinase et
chitinase chez P. stutzeri YPL-1 (Lim et al., 1991). P. cepacia produisant la 2-1,3
glucanase, réduit I’incidence des maladies causées par R. solani, P. ultimurn et Sclerotium
rolfsii (Fridlender et al., 1993).

Nielsen et al., (1998) ont rapporté que dans la rhizosphere de la betterave a sucre,

les Pseudomonas spp.fluorescents inhibaient R. solani par production d’endochitinase.

11.1.9. Les sidérophores de Pseudomonas

Pour subvenir a ses besoins en fer, Pseudomonas synthétise et sécrete, la pyoverdine
(Pvd) .l1a Pvd est le sidérophore majeur produit par cette bactérie et se caractérise par une
trés forte affinité pour le fer (10% M?) (Albrecht-Gary et al., 1994; Abdallah and
Pattus, 2000 ).

-
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Ces composeés sont les sidérophores typiques des Pseudomonas fluorescents comme
P. aeruginosa et P. fluorescens. La pyoverdine de P. fluorescens est un pigment vert/jaune
fluorescent sous la lumiere UV qui est directement impliqué dans un transport de haute
affinite du fer vers la cellule (Budzikiewicz, 1993).

La découverte de plus d’une cinquantaine de dérivés de la pyoverdine a contribué a
augmenter I’intérét pour I’utilisation de sidérophores comme fongicide et biopesticides, en
plus d’ouvrir une nouvelle avenue pour la classification des Pseudomonas sp. (Wilson,
1997; Meyer,2000). Leur structure consiste en un chromophore dihydroxyquinoline
flanqué d’une chaine de peptide a 6-12 acides aminés liée au groupement carboxyle et a un
acide dicarboxylique connecté sur le groupement NH2 du chromophore (Fernandez, et
al.,2003).

11.1.10. L acide cyanhydrique (HCN)

L’acide cyanhydrique (HCN) qui est produit par plusieurs Pseudomonas sp est un
métabolite secondaire responsable de I’activité biologique contre divers champignons
(Haas et al., 2003). Ce composé volatil est un facteur de virulence qui peut s’avérer

toxique.
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I. Généralités sur le genre Staphylococcus
I.1. Généralités

Les staphylocoques sont des bactéries commensales de la peau et des muqueuses de I’homme
et de I’animal. L’homme est le principal réservoir naturel de Staphylococcus, il présente un portage
sain, principalement au niveau des cavités nasales. Chez I’homme, les staphylocoques en particulier
les espéces S. aureus et S. epidermidis font partie de la flore résidente cutanée de nombreux

individus qui sont des « porteurs asymptomatiques » (Wylie et al., 2005).

1.2. Taxonomie et classification (Delarras, 2007)
1.2.1. Classification de Bergey (1994)
Selon la deuxiéme édition de Bergey‘s Manuel of Systematic Bacteriology, la classification
phylogénétique du genre Staphylococcus est la suivante:
- Domaine : Bacteria -Phylum XIII: Firmicutes
- Classe: Bacilli
- Ordre: Bacillales
- Famille: Staphylococcaceae

- Genre: Staphylococcus avec 38 especes et des sous-especes.

Plusieurs espéces sont retrouvées chez I’homme. D’autres sont présentes chez les animaux ou
dans les aliments (Aouati, 2009).

Parmi celles retrouvées chez I’homme, trois especes occupent une place privilégiée
essentiellement dans la pathologie humaine: S.aureus, S.epidermidis et S. saprophyticus. Les autres
sont rarement impliquées (Avril et Dabernat, 2003).

S.epidermidis, que I’on retrouve sur la peau est une bactérie commensale qui provoque
rarement des maladies cutanée. S. aureus est moins fréquemment retrouve mais il est généralement
pathogene opportuniste. Une troisieme espéce, S. saprophyticus, est unique en ce sens qu’elle n’est

responsable que d’infections urinaires (Figarella, 2004).

1.3. Caractéres phénotypiques et culturaux

La coloration de Gram, la morphologie des colonies sur milieux gélosés et différents tests
biochimiques permettent d’identifier le genre Staphylococcus et I’espéce S. aureus. Les
staphylocoques sont des cocci a Gram positif, isolés ou groupés en amas, immobiles, non sporulés,

parfois encapsulés, catalase-positive et oxydase-négative.

=
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La production d’une coagulase, d’un pigment caroténoide jaune doré et la présence d’une
protéine A de paroi caractérisent Staphylococcus aureus. Les autres espéces sont regroupées sous le
terme de staphylocoques a coagulase négative (SCN), dont le représentant principal est S.
epidermidis (El Kouir, 2003).

I.4. Habitat

Les staphylocoques sont des bactéries ubiquitaires présentes sur la peau, les muqueuses et la
sphére rhino-pharyngée chez les animaux a sang chaud (mammiféres, volailles) et en particulier
chez I’homme. Les staphylocoques ont également été isoles de I’environnement naturel (sol, eau
douce et eau de mer, poussiére, air), de I’environnement domestique de I’Homme (cuisine,
réfrigérateur), de I’environnement hospitalier et des ateliers de préparation alimentaires et a partir
de denrées alimentaires. La peau et les muqueuses de I'hnomme et des animaux constituant I'habitat
primaire de S. aureus, la présence de ce germe dans I'environnement est vrai semblablement due a

une contamination par I'nomme ou les animaux (Bergdoll, 1979).

1.5. Pathogénicité et virulence

Les infections par les staphylocoques sont caractérisées d’une part par les caractéres
destructifs, profonds et des foyers métastatiques, la rapide dissémination des métastases septiques et
I’existence de signes généraux marqués, et d’autre part, la possibilité d’une persistance prolongée
en plusieurs dizaines d’années (Proctor et al., 1998).

Les constituants de la paroi des staphylocoques, les substances enzymatiques et toxiques
produites, hydrolysant les différents constituants cellulaires contribuent a la pathogénie des
staphylocoques (Arvidson, 2000 ; Fauchere, 2002).

1.5.1. Constituants de la paroi

S. aureus posséde un grand nombre de proteines de surface appelées adhésines, qui ont la
capacité de se fixer sur les molécules de I’h6te (ou a des surfaces inertes type cathéters) (Tableau
1). La grande majorité de ces adhésines appartiennent a la famille des MSCRAMM (Microbial
Surface Components Recognizing Adhesive Matrix Molecule) (Foster et Hook , 1998).

Parmi les mieux caractérisées on peut citer notamment la protéine de liaison au collagene
CNA, les protéines de liaison a la fibronectine FnBPA et FnBPB, les protéines de liaison au
fibrinogene (Clumping factor) CIfA et CIfB et la proteine A (ou SpA) qui possede également une

activité super antigénique (Clarke et Foster, 2006).

-
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Tableaul : Principales protéines de surface de S. aureus (Foster et Mcdevitt, 1994; Foster et

Hook, 1998).

Abréviations

Nom complet de la protéine

Ligands

FnBP-A

FnBP-B

CIfA

CIfB

Cna

EbpS

Spa

Bbp

EbhAB

Protéine de liaison a la fibronectine -A

Protéine de liaison a la fibronectine -B

Protéine de liaison au fibrinogene -A

Protéine de liaison au fibrinogene -B

Protéine de liaison au collagéne

Protéine de liaison a I’élastine

Protéine A

Protéine de liaison a la sialoprotéine de

I’0s

Protéine de liaison a la matrice
extracellulaire

Fibronectine fibrinogene Elastine

Fibronectine Elastine

Chaine y du fibrinogene fibrine

Chaines et B du fibrinogéne
Cytokeratine 10 Type |

Collageéne

Elastine

Facteur Von Willebrand

Sialoprotéine de I’0s

Fibronectine

1.5.2. Toxines et facteurs des virulence chez les staphylococcus

Les principales toxines sont les hémolysines, la leucocidine, exfoliatines, et la toxine de choc

toxique TSST-1 (Arvidson, 2000). Les staphylolysines ont un effet cytotoxique ils sont mis en

évidence sur les hématies (Fauchere, 2002).
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La leucocidine est cytotoxique, agissant sur les polynucléaires et les macrophages chez
lesquels elle provoque la perte de mobilité, la dégranulation, la destruction nucléaire et la lyse
cellulaire (Figarella, 2004). La toxine du syndrome de choc toxique staphylococcique ou TSST-1
est un super-antigéne retrouvé chez plus de 90% des souches responsables de ce syndrome
(Fauchere, 2002).

La pathogénie des infections a staphylocoque coagulase négative (SCN), bien qu’encore mal
connue, differe sensiblement de celle des infections a S. aureus. Les infections a S. epidermidis sont
caractérisees par deux élements : elles sont souvent associées a un corps étranger, et comme pour la
plupart des infections @ SCN, elles évoluent sur un mode indolent, subaigu. S. epidermidis produit
en effet beaucoup moins d’enzymes et de toxines que S. aureus (Von Eiff et al., 2002).

Les capacités d’adhésion des staphylocoques aux cellules humaines, aux matrices
extracellulaires et aux corps étrangers sont des facteurs essentiels des processus de colonisation et
d’infection, aboutissant & la formation de ces communautés structurées de cellules bactériennes
entourées d’une matrice polymérique autoproduite et adhérant a une surface inerte ou vivante, que

sont les biofilms (Costerton et al., 1999).

Par la diversité de ses facteurs de virulence ( figure 3), lui permettant entre autres de former
des biofilms au contact des corps étrangers et de survivre au sein de cellules eucaryotes, les especes
Staphylococcus aureus et Staphylococcus epidermidis sont les germes les plus fréquemment
responsables d'infections a corps étrangers, tels que les cathéters intra-vasculaires, les valves
cardiaques prosthétiques et les prothéses ostéo-articulaires (Peters, 1982 ; Pittet et Wenzel, 1995
; Tattevin et al., 1999).

.



Chapitre 111 Genéralité sur les Staphylocoques

Protémes de sunface Protéines sécrerees
(phase exponenticlle) (phase stationnaire}
1
Conitilnse : Enférotoxane
Protéime A | gl B .
i ~ A ' “"“ o b Peptidoglycane  Capsule

Wy exfoliatives i

Protewne &

Le

w,
i Ribto, @
l'alastine v T

acd
Protéine

feiairen fi-Lactamase
1ant Ie —
cal[agén.:“? g

Cross-inking
i Depltes
Protéine lant | : mj—"‘ J Lmaﬁm
Ia i
ﬁhml'lﬂ'ﬁ.ﬂi'“‘a‘ " :

Facteur
d aglutmation

Domame  Répatitions Domains
acerochant ligand
Ia parm

Figure 3: Facteurs de virulence de S. aureus (Gordon, et al., 2008)

1.6. Formation de biofilm

1.6.1. Historique

On attribue la découverte des biofilms a I’inventeur du microscope Antoni Van Leeuwenhoek
(1632-1723) ; qui observa vers 1683 avec cet appareil des communautés de microorganismes au
niveau de ses dents (Donlan, 2002). En 1932 ; Henerici observa des communautés bactériennes
fixées sur ces lames lors du I’expérience visant a observer la croissance des algues sur des lames de
verre placées dans un aquarium. Il a été délivrait I’hypothése que la plupart des bactéries vivant en
milieu aqueux ne sont pas sous la forme planctonique, mais plutét elles sont organisées sous forme
de communautés sessiles fixées a une surface (Henerici, 1932; Trautner et al., 2009). Le terme «

biofilm » a été utilisé pour la premiére fois par Zobell en 1943.
1.6.2. Définition

Le biofilm est une communauté structurée de micro-organismes, se fixant a une surface inerte
ou vivante et réunis au sein d’une matrice d’exo-polysaccharides (Jain et al., 2011) adhésive et
protectrice qu’ils secretent. C’est une structure vivante en perpétuel remaniement. Il constitue le
mode de vie majoritaire des micro-organismes, par opposition a I’état planctonique, libre et isolé
dans I’environnement (Espinasse et al., 2010). Un biofilm peut étre constitué d’une ou plusieurs

especes de microorganismes (Behlau et Gilmore, 2008).
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1.6.3. Etapes de formation des biofilms

Les bactéries semblent initier la formation d’un biofilm en réponse a une pression
environnementale (Annous et al., 2009), telle que le manque d’oxygene et de nutriments ou la

présence d’un traitement (Vu et al., 2009).

Les biofilms peuvent se développer sur une grande variété de surfaces incluant les tissus
vivants, les dispositifs médicaux, ou tout autre support retrouve dans le sol ou dans les milieux
aquatiques. On distingue généralement cing étapes de formation de biofilm (figure 4) (Talaro,
2008).

1.6.3.1. L adhérence réversible

En milieu liquide ou exposé a I’humidité, les bactéries planctoniques s’approchent d’une
surface solide (Hgiby et al., 2011) par mouvement brownien, par sédimentation ou par mobilité
active (présence de flagelles). Elles s’y attachent de maniére réversible des interactions non
specifiques, électrostatiques et électrodynamiques. Cette étape est influencée par des conditions
environnementales impliquant le pH, I’osmolarité, la température, la concentration en oxygeéne et en

nutriments et I’hydrodynamique de fluide (Beloin et al., 2008).

L’adhérence des bactéries est également influencée par la nature de la surface, notamment sa
rugosité et son hydrophobicité. Les bactéries adhérent facilement sur une surface rugueuse,

hydrophobe et non polaire (Beloin et al., 2008).
1.6.3.2. L’adhérence irréversible

La fixation a la surface solide devient irréversible en raison de la production
d’exopolysaccharides par les bactéries (Hgiby, 2011) et surtout grace a des structures d’adhérence
variables selon les especes bactériennes, par exemple les fimbriae et les curli pour E.coli, qui

interagissent avec des récepteurs spécifiques présents sur la surface (Beloin et al., 2008).
1.6.4. Le développement précoce du biofilm

Les bactéries se multiplient lentement et continuent de produire des exopolysaccharides. Elles
s’agregent entre elles et forment des microcolonies, qui sont protégées par la matrice
exopolysaccharidique (Jacobosen et al., 2008).

B
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1.6.5. La maturation du biofilm

L’architecture complexe du biofilm se met en place avec la formation de canaux aqueux et de
pores entre les microcolonies (Folkesson et al., 2008), permettant I’acheminement d’oxygeéne et de
nutriments nécessaires a la croissance de micro-organismes, ainsi que I’élimination des déchets
(Tenke et al., 2006).

La production et la sécrétion d’enzymes ou de toxines provoque la dégradation des résidus
présentent dans les surfaces environnantes et permet ainsi la libération de nutriments (Jacolosen et
al., 2008).

1.6.6. Le détachement de bactéries

Un biofilm est approximativement constitué de 85% de matrice extracellulaire et de 15% de
microorganismes (Bahlau et Gilmore, 2008). La matrice extracellulaire est principalement
constituee d’eau (97%) et incluse également des polymeéres d’exo-polysaccharides, de protéines, des
phospholipides, des nutriments et des meétabolites. Cette matrice a un role protecteur et un réle
structurel (Beloin et al., 2008).

Les bacteries acquiérent un mode de croissance, une physiologie et un métabolisme différent
des bactéries planctoniques. Ces changements phénotypiques résultent d’une révolution du profil
d’expression de leurs génes. Toutes ces transformations sont coordonnées grace a un systéme de
communication entre les bactéries d’une méme espéce au sein du biofilm, appelé quorum sensing
(Behlau et Gilmore, 2008).

Ce systeme est fondé sur la production de molécules diffusibles par les bactéries, par
exemples les acyl-homoserine lactones chez les bactéries & Gram négatif, qui donnent une

indication de la densité cellulaire dans un environnement donné (Filloux et Vallet, 2003).

Les biofilms matures possedent une structure tridimensionnelle avec plusieurs
microenvironnements différents qui évoluent selon I’osmolarité, le pH et la densité cellulaire. Du
fait de cette hétérogénéité, I’état métabolique d’une bactérie différe selon sa localisation, il existe
une variété de phénotypes bactériens au sein de biofilm. Les contacts rapprochés entre les micro-
organismes favorisent le transfert horizontal de matériel génétique. Ce phénomeéne pourrait
notamment faciliter la propagation des génes de résistance aux antibiotiques (Trautner et
Darouiche, 2004).

£
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Des bactéries se detachent du biofilm et se dispersent dans le milieu environnant aprés un
retour & I’état planctonique. Traditionnellement, le détachement de bactéries est considéré comme
un phénomeéne passif, dépendant notamment des forces du flux du milieu dans lequel le biofilm se
trouve. Cependant, le détachement de bactéries peut aussi étre une stratégie active, initiée par les
bactéries elles mémes, leur permettant de coloniser de nouvelles surfaces et de survivre lorsque
I’espace et les nutriments deviennent limités. Les bactéries peuvent se détacher seules ou par petits

ou gros amas selon les mécanismes impliqués (Kaplan, 2010).

Comme pour les autres étapes, le détachement de bactéries est un processus complexe qui
implique des signaux environnementaux et une communication entre les bactéries (Joshi et al.,
2010).

Ainsi un biofilm établi constitue un réservoir de bactéries viables, capables d’aller coloniser

d’autres surfaces (Joshi et al., 2010).

Adhérence Croissance Maturation | Dispersion

draa Mat

Figure 4 : Schéma présentant les étapes du développement du biofilm (Yannik et al., 2014).
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1.6.7. La formation de biofilm par Staphylococcus

La formation d’un biofilm de Staphylococcus est un processus qui se déroule en deux phases.
La premiére phase consiste en I’attachement initial des cellules sur une surface, et la seconde a la
multiplication et a la formation d’une communauté structurée, mature et multicouche des cellules
bactériennes. Ces deux phases sont physiologiquement différentes I’une de I’autre et requierent
chacune des facteurs spécifiques. Le détachement de cellules du biofilm mature permet la
dissémination des bactéries et la colonisation de nouveaux sites d’infection chez I’homme (Otto,

2008).

Figure5: Image obtenue par microscopie confocale d’un biofilm formé par Staphylococcus spp. a la
surface d’un cathéter veineux (Center for Disease Control and Prevention, 2009).
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I. Matériel et Méthodes :

e Lieu de travail :

Notre stage a été réalisée au laboratoire de microbiologie, de I’université Abd El

Hamid Ibn Badis Mostaganem.
I.1. Matériel biologique :

e Souche test

La souche utilisée dans notre travail Staphylococcus aureus a été fournies par le

laboratoire de microbiologie (Université de Mostaganem).
La croissance de la souche a été réalisée a 37°C sur la gelose Chapman.
e Isolement des Pseudomonas

L’isolement des Pseudomonas a été effectué a partir de sable d’origine marine au
niveau de la plage de Salamandre (Mostaganem).Le milieu de culture utilisé pour

I’isolement est le milieu King B solide.(annexe)
I1. Méthode :

1g du sable de mer, est placé dans un tube a essai contenant 9ml de [I’eau distillé
stérile(SM).La préparation des dilutions allant de 107 jusqu'a 102 en procédant au

changement des pipettes a chaque dilution.

A partir des dilutions décimales de 104 103; 0.1 ml de chaque solutions est déposé
ensuite étalé en surface du milieu King B dans des boites de Pétri numérotée

successivement. Les boites seront incubées a 28°C pendant 48h.
11.1. Purification et conservation des souches :

La purification des souches a été effectuée selon la méthode de stries simple sur le milieu

King B et incubés a 28°C pendant 48 heures. Les souches obtenues sont

Conserveées a 4°C dans des tubes contenant la gélose inclinée.

-
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I11. Mise en évidence de I’effet antagoniste:

I11.1 Préparation de la bactérie test :

La bactérie test Staphylococcus aureus est cultivée dans 10 ml de bouillon BN a
37°C pendant 24 h. Puis un repiquage sur boites de Pétri dans contenant le milieu
Chapman et incube a 37°C pendant 24h.

Apres obtention de colonies pures, la bactérie test est cultivée dans 10 ml de bouillon BN a
37°C pendant 18h a 24 h.

I11.2. Test d’antagonisme in vitro:

Le but de ce test est de déterminer si la souche posséde des caracteres de

performance.

Ce test consiste a déposer la souche de Pseudomonas isolé, en trait dans des boites de Pétri

contentent de milieu King B et des boites contenant de milieu MH.

Aprés incubation de 48h a 28°C on dépose aseptiquement des traits perpendiculaires au

trait de Pseudomonas la souchede Staphylococcus.

La lecture de résultats consistea mesurer la distance de zones d’inhibition entre la

souche antagoniste et la souche a tester.
111.3. L’effet de surnagent de Pseudomonassur la croissance de Stphylococcus :

A I’aide d’une anse stérile, on préleve une colonie de Pseudomonas a tester et on
I’introduit dans un flaconqui contient 100 ml de milieu King B liquide, et on incube a 28°C
pendant 48 heures. Apres I’incubation la culture est mise en centrifugation a 6000 tr/ 10min.

Le surnagentcontenant des métabolites est recupérer.

111.4. L application de la méthode des puits :

On a appliqué cette méthode sur le milieu King B solide, Un volume de 20 ml de King B
est coulés dans des boites de Pétri. Et on ensemence la souche testée par un écouvillon.
Ensuite on réalise des puits de diametre entre 0.5 et 0,8 cm. Les puits seront rempli par le

surnagent. L’incubation se fait a 28°C pendant 24 a 48 heures.

La lecture de résultats se fait par la mesure des zones d’inhibition autour des puits.(Figure
06)

g
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Pseudomonas
incubées 48h a
28°C

Centrifugé a 6000 tr /10
min et le surnagent et
récupére.
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Figure6 : Schéma de la méthode de diffusion en puits.
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V. ldentification des souches isolées :

L’identification a été basé sur les caractéres morphologiques et divers caractéres

biochimiques.

V.1 Etude morphologique:

V.1.1. Etude macroscopique :

Cette étude est réalise par observation a I’ceil nu de la taille, la forme, la couleur et

I’aspect des colonies sur milieu solide.
V.1.2. Etude microscopique :
e Coloration de Gram

Cette étude est réalise par I’observation sous microscope optique de la forme de la
disposition des bactéries a la suite d’une coloration de Gram, les bactéries qui apparaissent
en violée sont dit « Gram positive » et celle qui présentant une couleur rose sont appellées
« Gram négative ».

La méthode est présentée dans I’ Annexe.
V.2 Etudebiochimique :
V.2.1. Test de catalase :

La catalase permet la degradation de I’eau oxygenée, sa présence est mise en
évidence en déposant, a I’aide d’une pipette Pasteur, quelques gouttes d’eau oxygénée a
10% sur une colonie isolée (Guiraud et al., 2003). La décomposition de I’eau oxygénée se

traduit par un dégagement de bulles de gaz (catalase positif) selon la réaction suivante :

2H20; —— 3 2H2,0+ 02

V.2.2. Test de croissance a 4°C et 42°C :

Des stries sont réalisées a partir d’une culture purifiée sur le milieu King A, en suite on

incube pendant 48 heures a 42°C et a 4°C. L’incubation et prolongé jusqu’a 4 jour.

La lecture des résultats se base sur la présence ou I’absence d’une croissance sur les boites.

e
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V.2.3. Galerie API 20 NE (bio Mérieux) :

API 20 NE est un systeme standardisé pour I’identificationdes bacilles & Gram
négatif non enterobacteries etnon fastidieux (ex. Pseudomonas,
Acinetobacter,Flavobacterium, Moraxella, Vibrio, Aeromonas, etc.)combinant 8 tests
conventionnels, 12 tests d'assimilation,et une base de données. La galerie APl 20 NE
comporte 20 microtubes contenantdes substrats déshydratés.

Les tests conventionnels sont inoculés avec unesuspension bactérienne saline qui
reconstitue les milieux.Les réactions produites pendant la période d'incubation setraduisent
par des virages colorés spontanés ou révéléspar l'addition de réactifs.La lecture de ces
réactions se fait a l'aide du tableau delecture et l'identification est obtenue a l'aide du
Catalogue Analytique ou d'un logiciel d'identification.

Préparation de la galerie :

* Réunir fond et couvercle d'une boite d'incubation et répartir environ 5 ml d'eau distillée ou

déminéralisée dans les alvéoles pour créer une atmosphere humide.

* Inscrire la référence de la souche sur la languette latérale de la boite. (Ne pas inscrire la
référence sur le couvercle, celui-ci pouvant étre déplacé lors de la manipulation.)
* Sortir la galerie de son emballage individuel.

* Placer la galerie dans la boite d'incubation.

Préparation de I'inoculum :

* Ouvrir une ampoule d'API NaCl 0,85 % Medium (2 ml) comme indiqué au paragraphe
"Précautions d'utilisation"de la notice du produit ou utiliser un tube contenant 2 ml de solution
saline & 0.85 %, sans additif.

* A l'aide d'une pipette, prélever 1 a 4 colonies de morphologie identique, par aspirations ou par
touches successives. Utiliser préférentiellement des cultures jeunes (18-24 heures).

* Réaliser une suspension d'opacité égale a 0,5 de Mc.Farland. Cette suspension doit étre utilisée

extemporanément.

Inoculation de la galerie :
* Remplir les tubes (et non les cupules) des tests NOs a ONPG avec la suspension précédente en

utilisant la pipette ayant servi au prélevement. Pour éviter la formation de bulles au fond des
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tubes, poser la pointe de la pipette sur le cété de la cupule, en inclinant Iégérement la boite
d'incubation vers l'avant.

e Ouvrir une ampoule d’API AUX Medium comme indiqué au paragraphe "Précautions
d’utilisation" et y transférer environ 200 pl de la suspension précédente. Homogénéiser avec la
pipette en évitant la formation de bulles.

» Remplir tubes et cupules des tests GLU a PAC en veillant a créer un niveau horizontal ou
Iégerement convexe, mais jamais concave. Des cupules incomplétement remplies ou trop
remplies peuvent entrainer des résultats incorrects.

» Remplir d'huile de paraffine les cupules des trois tests soulignés (GLU, ADH, URE) pour
former un ménisque convexe.

 Refermer la boite d'incubation et incuber a 29C + 2°C pendant 24 heures (£ 2 heures).

V.2.4. Test d’oxydase :

Le test oxydase doit étre réalisé selon les instructions dufabricant, il constitue le
21eme test d’identification a noter sur la fiche de résultats. Les bandelettes imprégnées de
para diméthyle para phényle diamine, sur les quelle en dépose une quantité de creme
bactérienne le résultat est immédiat.

Figure7 Bandelette d’oxydase.
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I. Caractérisation de la souche test :

La souche obtenue de Satphylococcus a été cultivée sur milieu Chapman.
L’observation macroscopique des souches de Staphylococcus sur milieu de Chapman
(annexe) montre des colonies crémeuses, pigmentées typiquement jaune d’orée, qui
mesurent a peu prés 4 mm de diameétre, opaque le virage de couleur de ce milieu rouge
vers le jaune indique la dégradation du mannitol et I’acidification de milieu.

L’aspect microscopique a été vérifie par une coloration de Gram. L’étude
microscopique de Staphylococcus présente des coques en amas (grappe de raisin)

arrondis, coloration de Gram positive. (Figure 8)

Figure 8: Coloration de Gram des Staphylococcus (G : x100)

I1. Identification des Pseudomonas

L’isolement des bactéries a partir de sable prélevé sous I’eau de mer nous a permis
de selectionner 15 isolats de Pseudomonas fluorescents, c’est dernier ont été purifiés et
examinés par une coloration de Gram.

Les isolats pures ont été sélectionné pour réaliser le test d’antagonisme vis-a- vis de
Staphylococcus.

I11. Test antagoniste sur milieu King B
Les résultats obtenus dans le test d’antagonisme sur milieu King B indiquent
qu’un seul isolat (S2) seulement a montré un effet contre la souche de Staphylococcus

avec une zone d’inhibition de 16 mm (figure9).
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Zone d’inhibition

Figure 9: Activité antagoniste de la souche S vis-a-vis de Staphylococcus

V. Test antagonisme sur milieu MH:
Les résultats obtenus dans I’essai d’antagonisme sur milieu MH n’a montré aucun

effet antagoniste sur la souche étudiée Staphylococcus.

Staphylococcus

Figure 10: Activité antagoniste de la souche S vis-a-vis de

Staphylococcus sur milieu
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IV. L’effet de surnagent de Pseudomonas sur la croissance de

Stphylococcus
L’application de surnagent obtenu apres centrifugation d’une culture liquide dans
un milieu King B dans des puits, a permis d’obtenir de faibles zone d’inhibition (figure
11) .
Cela a permis de dire que les métabolites qui se trouvent dans surnagent n’ont pas
exercé un effet remarquable sur la souche contient pas de métabolites inhibiteur pour le

Staphylococcus.

Zone
d’inhibition

Figure 11: Zones d’inhibitions de Pseudomonas (S2) vis-a-vis de Staphylococcus.

VII. Identification de I’isolat antagoniste (S2) :

VI1I1.1. Etude macroscopique :
L’observation macroscopique des colonies développées sur le milieu King B
(annexe) a 28°C pendant 48h a montré une forme des colonies moyenne, irréguliére, a

pigment diffusible fluorescent de couleur jaune verdatre.

Figure 12: Aspect macroscopique de Pseudomonas sur milieu King B solide.
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VI11.2. Etude microscopique :

La souche isolée est un bacille droit de taille moyenne de couleur rose qui indique

une coloration de Gram négative (figurel3)

p——— T—

Figurel3: observation microscopique de Pseudomonas

VI11.3. Test de catalase :

L’isolat de Pseudomonas (S2) posséde une catalase déterminée par une présence de

dégagement gazeux (O3) elle est dite catalase positive (Figure 14).

A

Dégagement gazeux

Figure 14: Test de catalase

VI11.4.Test de croissance a 4°C et 42°C sur King A :

Les resultats de la croissance a 4°C et 42°C indiquent que

Pseudomonas présente une faible

4°C(Figurelb).

la souche de

croissance a 42°C et une forte croissance a

Figure 15: Test de croissance a 4°C et 42°C sur King A




Résultat et discussion

VI1.5. Test d’oxydase :

Ce test est réalisé directement par un dépét d’une quantité de creme bactérienne sur
une bandelette imprégné d’oxalate N-diméthyl phnyléne-diamine. Ce réactif au contact
du cytochrome c’est des bactéries oxydase positive se traduit par une coloration rose ou
violette foncée en deux minutes environ (figure 16).

Figure 16 : Test oxydase T. Figure 16 : Test oxydase positive.

VI11.6. Indentification biochimique par APl 20 NE Pseudomonas :

Apres incubation de APl Ensemence par la bactérie le lecteur a été faite selon les
figurent.

Le tableau présente les résultats d’identification par API 20 NE, ce tableau montre
que la souche isolée ne fermente pas d’indole, ne fermente pas le glucose et hydrolysent
la gélatine(GEL), ne décompose pas le substrat 4-nitrophényl-2 D-galactopyranoside
par la 2-Galactosidase (para — Nitrophényl -2 D- Galactopyranosidase ou (PNPG). La
totalité des tests biochimiques de la galerie API 20 NE est montré dans le tableau 2. La

réaction de I’oxydase constitue le 21° test.
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Tableau 02 : résultats des tests biochimiques PSEUDOMONAS

Les tests APl 20 NE

Positive

Négative

No3

TRP

GLU

ADH

URE

ESC

GEL

PNPG

GLU

ARA

MNE

MAN

NAG

MAL

GNT

+

CAP

ADI

MLT

CIT

PAC

OX

+ : Test positive.

- . Test negative.

Figure 17: Identification de Pseudomonas par la galerie API1 20 NE
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Aprés lecture des résultats et numérotation des triplettes des tests par les chiffres 1,2 ,4

On a obtenu les 7chiffres suivant : 0344451.
Identification a été réalise a I’aide du logiciel d’identification API web Le résultat

montre que I’isolat Sz de cette étude fait partie du complexe Pseudomonas fluorescens-

putida.

*
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Discussion

Les bactéries marines doivent s'adapter aux conditions physiques, chimiques et
biologiquesla présence d'une concentration relativement élevée d'ions Na + dans l'eau
de mer a influencé I'exigence de ces ions par la plupart des bactéries marines (Macleod,
1965). Les halophiles extrémes peuvent méme avoir des conditions de croissance
optimales a 10% (P / v) de NaCl (Bowers et al., 2009). Les bactéries marines sont
également capables de vivre dans des conditions nutritionnelles épuisées et de Survies a
de longues périodes de famine (Wai et al., 1999). En outre, la grande majorité de
I'environnement marin est caractérisé par des températures basses (inférieures a 4°C) et
des pressions élevees (supérieures a 100 x 105 Pa), ce qui A entrainé des bactéries
psychophiles et barophiles (Delong et Yayanos, 1987). Il existe méme des souches
bactériennes considerés comme poly-extrémophiles (Bowers et al., 2009). La diversité
des milieux marins a exercé une force motrice sur la sélection des bactéries conduisant a
Nouvelles stratégies adaptatives et la synthése de nouveaux meétabolites. Appelés
métabolites secondaires. Les adaptations aux conditions de la mer peuvent affecter la
production de métabolites secondaires. Par exemple, quatre Les isolats d'actinomycétes
qui produisent de nouveaux métabolites, ont tous augmenté dans une certaine mesure
lorsque I'eau de mer était remplacée par un milieu de fermentation complexe dans de
I'eau désionisée, mais seulement I'un des quatre a pu Produire le métabolite en I'absence
d'eau de mer (Jensen et Fenical, 1996). Les approches moléculaires telles que
I'extraction de I'ADN provenant de l'eau de mer ont montré beaucoup plus loin la
diversité bactérienne que celle obtenue par des méthodes basées sur la culture. Les
conditions de culture dans le laboratoire refletent rarement les conditions naturelles
trouvées dans le site d'échantillonnage et donc des souches de croissance rapide sont
sélectionnées (Bull et Stach, 2007).

Les Pseudomonas forment un large groupe colonisant I’eau de mer. Ces bactéries a
coloration de Gram négatives, non sporulées, sont aérobies obligatoires, a I’exception
de certaines pouvant utiliser le NOs comme accepteur d’électrons. leur mobilité est
assurée par un ou plusieurs flagelles polaires, et elles ont un métabolisme mésophile et
chimioorganothorphe, la plupart étant saprophytes (Bossis et al., 2000). Quelques
especes peuvent causer des infections chez I’humain. particulierement P. aeruginosa,

reconnu comme pathogene opportuniste et causant des infections pulmonaires mortelles
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chez les patients atteints de fibrose kystique (Mavrodi et al., 2001). Les Peudomonas
inhibent les microorganismes pathogénes, cette capacité d’inhibition peut se faire selon
plusieurs mécanismes incluant la production d’une large gamme de meétabolites
antagonistes (kim et al., 2004. iavicoli et al., 2003).

Dans la présente étude nous avons choisi une bactérie qui se distingue par la
production de pigments jaune-vert fluorescents (pyoverdine ou pseudobactine) dans des
conditions de carence en fer. Etant donné que le stress salin peut stimuler les bactéries
pour améliorer la qualité et la quantité de ces substances (Carla et al., 2010), nous
avons isolé ces bactéries de la mer. L’isolement a été effectué a partir de 3 échantillons
différents: I'eau de mer, les algues et le sable du fond de la mer. Les résultats ont montré
que seul le sable du fond de mer était riche en Pseudomonas fluorescents. 15 isolats on
été choisi parmi ces bactéries cultivées sur King B solide, touts ces isolats sécretent un
pigment fluorescent jaune verdatre, présentent une coloration de gram négative et
possédent la catalase et I'oxydase. Plusieurs travaux ont signalé aussi la présence des
Pseudomonas dans le sable de mer: Dans le sable de plage dans une plage marine
subtropicale en floride, aux états-unis (Esiobu et al., 2004) et a partir de sable sec sur
les plages maritimes de caroline du sud (Stevens et al., 2012). Mendes et al. (1993) ont
couramment détecté P. aeruginosa dans les sables de plage sur les plages maritimes en
Portugal, et les valeurs ont été mesurées jusqu'a 2,4 x 10" cellules / g de sable. P.
aeruginosa était également couramment détecté dans le sable de plage dans les plages
des Acgores, dépassant 10 UCF / g de sable (Mendes et al., 1997). Mohammed et al.
(2012) a suggéré P. aeruginosa pourrait étre utile pour évaluer les conditions sanitaires

du sable de plage en I'absence d'indicateurs idéaux de non- risques pour la santé.

Un test d’antagonisme entre les isolats de Pseudomonas et une bactérie pathogéne
Staphylococcus aureus a permis de sélectionner un seul isolat qui a inhiber la bactérie
pathogéne sur King B et nom sur Muller Hinton. Cette inhibition est également apparue
autour des puits réalisés sur King B et remplis du surnagent d’une culture de King B
liqguide de cette souche. Ces résultats indiquent que le métabolite qui inhibe
Staphylococcus aureus peut étre du a des pyoverdines, qui ont été trouvées dans de
nombreuses études inhibitrices de bactéries et de champignons en raison de leur
acquisition du fer et en conséquence leur appauvrissement du milieu de cet élément
(Zhang et al., 2016).

-
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La gélose King B permet la production de pyoverdine, Le phosphate dipotassique
augmente la concentration en phosphore apporté par la peptone et stimule ainsi la
production de pyoverdine, tout en inhibant la production de pyocyanine. Le sulfate de
magnésium apporte les cations nécessaires a la production de pyoverdine. Selon zhang
et al (2016) la pyoverdine a montré différents degrés d'effets inhibiteurs sur la
croissance de Vibrio sp. Marin. L’effet inhibiteur de la pyoverdine était probablement
di a sa capacité a séquestrer le fer, mais le complexe de la pyrrodine ferrique ne
pouvait étre reconnu et utilise par le vibrio sp. lls ont également montré que le biofilm
développé par Vibrio parahaemolyticus wzw1 et wz2121 et Vibrio cyclitrophicus hs12
était significativement réduit en présence de pyoverdine. Les résultats ont démontré que
la pyoverdine peut étre un agent prometteur qui pourrait étre potentiellement appliqué

pour lutter contres les infections de Vibrio.

.
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Conclusion

Ce travail est un petit apergu sur les bactéries d’origine marine qui sont considérées
comme un matériel biologiques d’une importance biotechnologique. les Pseudomonas
choisis dans cette étude sont I’'un des grand groupe de bactéries vivantes qui vivent
principalement dans le sol, I'eau de mer et I'eau douce, et beaucoup d'autres environnements,
ce qui se reflete dans leur capacité métabolique polyvalent et large potentiel d'adaptation aux
fluctuations des conditions environnementales .Leurs meétabolites sont d'un grand intérét en
raison de leur importance dans I’industrie, dans les applications biotechnologiques et en
médecine (Silby et al., 2009). Les Pseudomonas sp. Produisent une gamme importante de
métabolites secondaires, en plus des enzymes dégradant les parois cellulaires. Les
pyoverdines les phénazines, phloroglucinols, pyrrolnitrine, lipopeptides, et le cyanure
d’hydrogéne. Ces métabolites secondaires sont actifs vis a vis d’une large gamme de bactéries
et de champignons. La pyoverdine pourrait inhiber la croissance et la formation de biofilm.
L'effet inhibiteur de la pyoverdine est probablement d{i a sa capacité a séquestrer le fer. En fin
nous pouvons constater que l'obstacle majeur a I'évaluation compléte des métabolites
bactériens et des mécanismes adaptatifs est la difficulté de reproduire en laboratoire les
conditions habituellement rencontrées par la bactérie dans des environnements stressants

naturels.

D’autres progrés dans les méthodologies analytiques récents nous permettront peut
étre de clarifier les mécanismes et le potentiel des bactéries marines et leurs produits

biochimiques particuliers.

.
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Annexe



King B solide :
Peptone de caséine (Tryptone).......ccvcvveiieins coevennannnnnn. 20 g
Sulfate de magnesium .........cooiviiiiiiiiii s eveiieenaans 15¢

Phosphate bipotassique .............ccoecevvvievieiie i 1.5 9

€] =] (] 10 ml
AT e 209
Baudistillé ... 1000 ml
PH o 7.2
King A solide :

Peptone de caséine (Tryptone).........oovveveveienineennnennnns 20 g
Sulfate de potassium .........cooiiiiiiii e e, 10¢g
Chlorure de magnésium ........c.coovviveiieieie e e eenn 149

€] =] (] 10 ml
AT e e 209
Baudistillé ..., 1000 ml

King B liquide :

Peptone de caséine (Tryptone).........ocoveveveineninninnnnn. 20 g
Sulfate de magnesium ........c.ccoeeiiiiiie e e, 159
Phosphate bipotassique .............ccceeeviiivievie e 1.5 @
GIYCEIOL .. e 10 ml
Baudistillé ... ..o 1000 ml
Chapman :

Extrait de viand de beeuf...............cooiii 10

PEPIONES ...t 10g
Manntiol...........coooiiiiii .22 100
Chlorure de Soduim.......cooviiiie e e e 759
Rouge de phenol..........coooiiiiiiiii 0.025¢
AT e 159
P e e, 7.49

Mueller Hinton solide
Peptone de caséine (Tryptone) ........ccevvviveiieneeniiinnnnn, 175¢g
Extraitde viande ..........oo i 29



Amidon ... 01, B

AT e e 189
Baudistillé ... ..o, 1000 ml
Bouillon nutritif

Peptone .......cooiiii B O
Extraitde viande ...........ccoo i, 19
Extraitde levure..........coveiiiiii i e, 29
NaCl.....oo 0D
Baudistillé ... ..., 1000 ml

Coloration de Gram :

On prépare une goutte de suspension bactérienne avec I’eau distillée sur une lame ; et on
réalise un frottis ou un étalement.

On fixe la préparation a flamme, on seche soigneusement puis on laisse refroidir la lame.
On procede a la coloration avec le violet de gentiane (1min), puis on rince avec I’eau
distillée.

On recouvre la lame au Lugol (1min).

On décolore jusqu'a disparition de la couleur violet par I’alcool en faisant couler goutte a
goutte sur la lame inclinée .Ensuite on rince avec de I’eau distillée.

On recouvre la lame par fuchine pendant une minute, on rince avec de I’eau distillée.

On seche la lame I’air et on I’observe a I’objective x100, en immersion avec de I’huile.
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