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Résumé

La présente étude traite I’effet inhibiteur des différents extraits de trois plantes médicinales a
savoir Aloe vera, Allium sativum et Lawsonia inermis contre quatre isolats cliniques et une
souche de référence de P. aeruginosa. La CMI et CMB ont été déterminées pour les extraits
présentant un effet antibactérien. Un test d'association a été réalisé pour évaluer l'interaction

entre les extraits et la gentamycine.

Aussi, l'effet des extraits et 1’Acide salicylique sur le développement de biofilm chez P.

aeruginosa a été testé par l'analyse de violet cristal.

Les résultats montrent une activité antibactérienne significative contre les cing isolats de
Pseudomonas aeruginosa obtenu avec 1’extrait brut d’Allium sativum et I’extrait méthanolique

de Lawsonia inermis.

L’association entre les extraits utilisés et la gentamycine a montré un effet positif avec
I’extrait de L. inermis dont la zone d’inhibition a augmenté par a port au zones obtenu par la

gentamycine seul.

L’utilisation de I’extrait brut de 1’ail et I’extrait méthanolique de henné et I’acide salicylique
indique un effet inhibiteur sur la quantité de biofilm formé par P. aeruginosa sur des supports en

Verre.

Mots clés : P. aeruginosa, Aloe vera, Allium sativum, Lawsonia inermis, CMI, CMB, I’activité

antibactérienne, biofilm.

Abstract

This study examines the inhibitory effect of different extracts of three medicinal plants: Aloe
vera, Allium sativum and Lawsonia inermis against four clinical isolates and a reference strain of
P. aeruginosa. The MIC and MBC were determined for the extracts showing an antibacterial

effect. A combination test was conducted to evaluate the interaction of extracts with gentamicin.

Also, the effect of extracts and salicylic acid on the development of biofilm in P. aeruginosa

was tested by crystal violet analysis.



The results show a significant antibacterial activity against five isolates of Pseudomonas
aeruginosa. This effect was obtained with the crude extract of Allium sativum and the methanol

extract of Lawsonia inermis.

The association between plant extracts and gentamicin showed a positive effect with the
extract of L. inermis whose zone of inhibition increased with in port areas obtained by

gentamicin alone.

The use of the crude extract of garlic and the methanol extract of henna and salicylic acid

indicates an inhibitory effect on the amount of biofilm formed by P. aeruginosa on glass slides.

Key words: P. aeruginosa, Aloe vera, Allium sativum, Lawsonia inermis, MIC, MBC,

antibacterial activity, biofilm.
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Introduction

Pseudomonas aeruginosa est un germe ubiquitaire largement opportuniste, reconnu comme
un pathogéne nosocomial majeur chez les personnes immunodéprimées, les grands bralés, les
patients en soins intensifs ou atteints de mucoviscidose (Pier et Ramphal, 2005). L’expression
des geénes de virulence au site de I’infection joue un role important dans la physiopathologie de
ces infections. La transcription de nombreux genes de virulence de P. aeruginosa est sous le
controle d’un mécanisme de régulation dépendant de la densité bactérienne, appelé quorum-
sensing (QS). Chez P. aeruginosa, le QS est constitué de deux systémes de signalisation repose
sur la synthése et la diffusion, de bactérie a bactérie, de petites molécules appelées
acylhomosérines lactones (AHL). (Rumbaugh et al., 2000).

P. aeruginosa a toujours été considéré comme une cible difficile en chimiothérapie anti-
infectieuse. La séquence compléte de son genome (Stover et al., 2000) a permis de rationaliser
cette observation car 0.3 % des genes sont directement impliqués dans les mécanismes de
résistance, comme il est capable d’acquérir des novo de mécanismes de résistance suite a
I’exposition a des traitements antibiotiques (Woods, 2004 ; Kipnis et al., 2006).

De plus, formant des biofilms (communauté de micro-organismes, adhérant entre eux et a une
surface et marquée par la sécrétion d’une matrice adhésive et protectrice), elle devient
inaccessible aux antibiotiques et aux cellules du syst¢eme immunitaire de 1’hote. Les biofilms
sont a l'origine de nombreuses infections chroniques, notamment dans I’infection a P.
aeruginosa chez les patients atteints de mucoviscidose ou les biofilms se constituent dans les
alvéoles pulmonaires.

La science moderne et les progrés technologiques accélérent la découverte et le
développement des substances naturel a base des plantes avec l'activité thérapeutique améliorée
et des effets secondaires réduits. Bien que beaucoup de recherches aient été réalisées pour
évaluer les propriétés antimicrobiennes des produits naturels contre les micro-organismes

planctoniques, cependant, moins de travail a été fait sur les formes sessiles ou de biofilm.

Nous avons choisi pour notre étude trois plantes bien connues dans la médecine populaire :

Aloe vera (Aloés), Allium sativum (Ail) et Lawsonia inermis (Henngé).



Notre travail, dans une premiere partie, englobe une recherche bibliographique qui comporte

trois chapitres:

Dans le premier chapitre, nous aborderons la présentation de P. aeruginosa, les infections, les

facteurs de virulence et le réle particulier du QS dans la régulation de ces facteurs de virulence.

Dans le deuxieme chapitre on a développé les déferents mécanismes de résistance aux

antibiotiques chez Pseudomonas aeruginosa dont la formation de biofilm.

Alors que le troisieme chapitre présente une connaissance des différentes caractéristiques des

trois plantes employées, leur classification, description, composition chimique, utilisation et

leurs propriétés antibactériennes.

Dans la deuxiéme partie, nous avons procédé a une approche expérimentale qui s’adresse aux

étapes suivantes :

Obtention et confirmation de I’identification des isolats testées.

Préparation des extraits végétaux des trois plantes étudiées.

Etude de I’activité antibactérienne de différents extraits préparés.

Détermination de la Concentration Minimale Inhibitrice (CMI) et la Concentration
Minimale Bactéricide (CMB) d’extraits présentant un effet inhibiteur sur les isolats de P.
aeruginosa.

Effet de combinaison de la gentamycine avec ’extrait de 1I’Allium sativum et I’extrait de
Lawsonia inermis.

L’étude de ’effet de 1’extrait de I’Allium sativum, ’extrait de Lawsonia inermis et I’acide

salicylique sur la formation de biofilm par P. aeruginosa.



Partie bibliographique



CHAPI

i

e

e —— e

IRE

€.'

il



CHAPITRE | P. aeruginosa : Infections et facteurs de virulence

I. Pseudomonas aeruginosa : Infections et facteurs de virulence

1.1. Définition :

Pseudomonas aeruginosa est un bacille d’environ 1,5um, a Gram négatif, aérobie, mobile

grace a la présence d’un flagelle monotriche polaire (Bauman, 2006).
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Figure n° 1: Pseudomonas aeruginosa: 1- colonies sur gélose KingB (Vincent, 2005),
2- coloration de Gram (x1000) (Salton et Kim, 1996).

Cette bactérie est capable de se développer dans un large spectre de température avec une
température optimale de croissance est de 37°C. Bien que cette bactérie, ayant un métabolisme
aerobie oxydatif, elle utilise I’O, comme accepteur d’électrons mais peut également prospérer
dans des conditions d’épuisement partiel ou total de I'oxygene par utilisation de nitrate comme
accepteur d’électrons. P. aeruginosa est catalase positive, oxydase positive et capable de
métaboliser plus de 50 composés organiques ainsi que des composants inorganiques (Vasil,
1986).

La capacité de croissance de ce germe dans différentes conditions lui confere une large
distribution dans notre environnement, opportuniste vivant normalement a 1’état saprophyte dans
I’eau, les sols humides et les végétaux, mais qui peut également vivre a 1’état commensale sur la

peau ou a I’intérieur du systeme digestif de I’homme et de divers animaux (Livermore, 2002).
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1.2. Le génome de P. aeruginasa :

Depuis le séquencage du génome de la souche modele PAOL (Stover et al., 2000), six autre
souches ont été entiérement séquencées : PA14, PA7, LES, B58, C3719 et PA2192 (seules les
trois premiéres souches sont complétement annotées) (Mathee et al., 2008 ; Winstanley et al.,
2009). La taille de ces génomes varie entre 5 et 7 Mb.

La comparaison entre les différentes souches montre que le génome de P. aeruginosa peut
étre comparé a une «« mosaique»> composée d’un squelette commun d’environ 5000 geénes (Le
cercle dore), interrompus dans chaque souche par une combinaison de «blocs de genes»
spécifiques (dits accessoires) qui conférent a chaque souche un répertoire génétique unique
(Figure n° 2) (Mathee et al., 2008 ; Qiu et al., 2009).
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Figure n° 2: Le pangénome de P. aeruginosa (Mathee et al., 2008).

Un pangénome est une compilation de tous les genes de toutes les souches d’une espece. Les
genes communs de la souche PA14 ont servi de matrice sur laquelle tous les génes accessoires
des souches PA2192, C3719, PAO1 et PACS2 (souche non entierement séquencée) ont été
intégrés.

Ces blocs de genes ont €té acquis par transfert horizontal d’autres génes bactériens et/ou de
bactériophages et ont été inserés dans des regions instables du génome appelées RPG pour
«(Region of Genomic Plasticity»» en noir. Selon les souches, ces RGP peuvent étre le site
d’insertion de ces ilots génomiques ou encore de délétion de segments d’ADN (Mathee et al.,
2008 ; Qiu et al., 2009). Les ilots génomiques contiennent aussi bien des genes permettant

d’améliorer I’aptitude de la bactérie a survivre, dans des niches environnementales specifiques
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que des génes codant pour des traits de virulence (Qiu et al., 2009). C’est le cas des ilots de
pathogénicité qui portent des génes codant pour des toxines et des protéines permettant
I’assemblage des fimbriae et/ou des pili des souche-spécifiques, tels les genes cupD dans la
souche PA14 (Qiu et al., 2006). Par exemple, le géne codant pour I’exotoxine U (ExoU)
exportée par le SST3 se trouve au sein de I’ilot de pathogénicité PAPI-2 (He et al., 2004). P.
aeruginosa possede un taux de genes dévoues a la régulation (8,4%) élevé par rapport aux autres
bactéries, ces génes constituent respectivement 5.8% et 5.3% des génomes de Escherichia coli et
Bacillus subtilis. Ceci lui confére une grande adaptabilité face a son environnement. Les autres
genes surreprésentes par rapport aux autres bactéries sont ceux codant pour les pompes d’efflux,

les systémes d’import de nutriments et les systémes de chimiotactisme (Stover et al., 2000).

1.3. Infections a Pseudomonas aeruginosa :

P. aeruginosa est un pathogene opportuniste et multirésistant aux antibiotiques. Cette
bactérie ne provoque une maladie chez I’homme que lorsqu’il existe une défaillance locale ou
systémique du systéme immunitaire et n’adhéré pas a 1’épithélium normal intact. Elle colonise
les patients immunodéprimés, notamment les personnes atteintes du virus du SIDA, les grands
brulés ou les patients traités par des chimiothérapies neutropéniantes (Lyczak et al., 2000). P.
aeruginosa infecte également des personnes hospitalisées suite a une intervention chirurgicale ou
munis de cathéters pendant une longue durée (Lyczak et al., 2000). Sa multirésistante est due a la
relative imperméabilité de sa membrane, la syntheése de béta-lactamases a large spectre et a la
présence de nombreuses pompes d’efflux (Mao et al., 2002 ; Germ et al., 1999).

P. aeruginosa est le quatrieme organisme pathogene le plus courant en milieu hospitalier,
elle est a ’origine de 10% des maladies nosocomiales (Anonyme, 2007).

P. aeruginosa est aussi la cause de méningites, de dermatites, d’otites externes, de kératites
ulcéreuses chez les porteurs de verres de contact, d’infections de la peau chez les grands briilés,
d’endocardites chez les patients abusant de drogues intraveineuses et d’infections nosocomiales
du tractus urinaire (Bodey et al., 1983). P. aeruginosa est aussi la cause majeure d’infections

pulmonaires et de déces chez les patients atteints de mucoviscidose.
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1.3.1. Infections chroniques :

P. aeruginosa est rencontré lors d’infections respiratoires chroniques telles que la
mucoviscidose, la broncho-pneumopathie chronique obstructive (BPCO) et la dilatation des
bronches (DDB).

La mucoviscidose est une maladie autosomique récessive létale caractérisée par une
mutation du géne CFTR (Cystic Fibrosis Transmembrane conductance Regulator) qui code pour
une protéine transmembranaire impliquée dans le flux d’ions chlores (CI') a travers la membrane
plasmique (Bertrand et al., 2003). Il s’agit d’une maladie chronique du tractus respiratoire
caractériseée par une obstruction des voies respiratoires et des infections récurrentes du poumon
et du sinus paranasal des le plus jeune &ge. Le poumon mucoviscidosique est particulierement
susceptible aux infections occasionnées par P. aeruginosa. Cet organisme joue un role crucial
dans le développement et la progression des maladies pulmonaires chez les patients atteints de
mucoviscidose (Wine, 1999).

L’inflammation du tractus respiratoire causee par une infection chronique a P. aeruginosa
est la cause majeure de morbidité et de mortalité chez les patients mucoviscidosiques (Khan et
al., 1995). En effet, la stratégie consistant a utiliser une antibiothérapie agressive a permis le
contréle des infections respiratoires a Staphylococcus aureus et Haemophilus influenzae mais a
abouti a la sélection de souches de P. aeruginosa résistantes aux antibiotiques s’adaptant a
I’environnement des poumons mucoviscidosiques, riches en mucus, en devenant des variants
monoides (Mashburn et al., 2005). Le mucus présente un environnement propice a la croissance
de P. aeruginosa, son hypersécrétion entraine une augmentation de son épaisseur et la création
d’un gradient d’O; qui va permettre la formation d’alginate par P. aeruginosa (Worlitzsch et al.,
2002).

La BPCO fait référence a un état décrit comme une bronchite chronique se traduisant par
une inflammation chronique et un rétrécissement des voies aériennes. Chez les patients atteints
de BPCO, la fréquence d’isolement de P. aeruginosa va de 3 a 18% en période d’exacerbation
(Sethi, 2000). Le risque d’acquisition et de colonisation a P. aeruginosa chez ces patients est lié
a quatre facteurs reconnus : la rencontre pathogéne-bronches liés a 1I’environnement hospitalier
(Robinson et al., 2003), la sélection de P. aeruginosa dans la flore du patient suite aux
antibiothérapies, les altérations de la muqueuse bronchique et de la clairance mucociliaire, et les
facteurs de virulence de P. aeruginosa favorisant la colonisation initiale (flagelle, pili de type

IV) et la colonisation chronique (quorum sensing, biofilm).
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La DDB est une affection chronique des bronches parfois congénitale mais le plus
souvent faisant suite a des broncho-pneumopathies virales ou bactériennes a répétition, a la
mucoviscidose, a I’inhalation d’un corps étranger, a la coqueluche ou a la tuberculose et se
manifeste par une augmentation anormale et permanente du calibre des bronches. Chez les
patients atteints de DDB, P. aeruginosa est isolé dans 9 a 45% des cas selon les différentes
populations. P. aeruginosa apparait plus tardivement dans la maladie, huit ans apres le
diagnostic de la maladie (Benhamou et al., 1996). La présence de P. aeruginosa est corrélée avec
une altération de la qualité de vie (Wilson et al., 1997) et une mortalité plus élevée (Ho et al.,
1998).

1.3.2. Infections aigues :

P. aeruginosa peut étre responsable d’infections aigiies telles que les pneumonies. Chez les
patients immunodéprimés, particulierement les patients transplantés, brulés, atteints de cancers
ou du SIDA, P. aeruginosa est a l’origine d’infections respiratoires (broncho-pulmonaires)
graves. Les pneumonies aiglies associées a ce pathogene se compliquent fréquemment d’cedéme
pulmonaire majeur, de choc septique et de defaillance multiviscérale, accusant un taux de
mortalité élevé, estimé de 50 a 70% selon les études, malgré une antibiothérapie adaptée (Faure
et al., 2006).

Le taux de mortalité des infections respiratoires a P. aeruginosa chez les patients sous
assistance respiratoire par ventilation mécanique varie de 34 a 48%. Cette bactérie représente le
pathogéne le plus fréquemment identifié chez les patients nécessitant une trachéotomie pour une
ventilation mécanique continue (Rello et al., 2003). P. aeruginosa peut rarement causer des
infections chez des personnes saines. Quand ces infections se produisent, elles sont dues a une
longue exposition aux aérosols d’eaux contaminées, avec un taux de mortalité de 33% (Hatchette
et al., 2000).
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1.4. Les facteurs de virulence chez P. aeruginosa :
Le séquencage de la souche PAO1 a mis en évidence la présence de nombreux facteurs de
virulence codés par le génome de P. aeruginosa ; ceux-ci lui permettent de survivre aussi bien

dans les différents hotes que dans 1I’environnement (Lazdunski, 2003).

1.4.1. Facteurs de virulence cellulaires :

1.4.1.1. Le flagelle :

P. aeruginosa produit un flagelle monotriche polaire confére a la bactérie la capacité de se
déplacer non seulement en milieu aqueux, mais également sur des surfaces semi-solides
(swarming) (Kohler et al., 2000). Il présente une forte homologie structurale avec le systéme de
sécrétion de type III et se compose d’une partie enchassée dans la membrane assurant la rotation
par transport de protons et une partie libre. Celle-ci est constituée en partie de monomeres de
flagelline (FlicC) (Bardy et Jarrell, 2003).

IIs sont impliqué dans la reconnaissance et 1’adhérence aux surfaces épithéliales
(Simpson et al., 1992) et abiotiques, ainsi qu’a la formation de microcolonies et au
développement « normal » d’un biofilm (O’Toole et Kolter, 1998). La flagelline est ainsi capable
d’interagir avec les glycolipides GM1, les asialo-GM1 (Feldman et al., 1998) et les mucines
(Lillehoj et al., 2002) présentes a la surface de 1’épithélium bronchique. Le flagelle participe
également a la virulence en induisant une réponse inflammatoire dépendante de NF«B via les
récepteurs Toll, TLR5 et TLR2, et une production d’IL-8 (Di Mango et al., 1995 ; Adamo et al.,
2004).

1.4.1.2. Les pili de type IV :

Les pili de type IV a sont des appendices de surfaces polaires présents en plusieurs copies
sur la surface de la bactérie. Ils sont impliqués dans la motilité de type «twitching»> qui permet
le déplacement sur une surface solide grace a I’extension puis a la rétraction du pili et la mobilité
de type <« swarming »» (Asikyan et al., 2008) (Figure n° 3).

Les pili de type 1V interagissent avec les régions glycosylées des glycosphingolipides asialo-
GM1 et asialo-GM2 a la surface des cellules épithéliales pulmonaires (Imundo et al., 1995 ; De
Bentzmann et al., 1996 ; Bryan et al., 1998).
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1.4.1.3. Fimbriae :

Différents facteurs d’attachement de type fimbriae, appelés Cup (pour Chaperone Usher
Pathway) sont également impliqués dans 1’adhésion des bactéries sur une variété de surfaces
biotiques et abiotiques. Ce sont des appendices de nature protéique composes de sous-unités de
type piline. L’adhérence aux cellules est possible grace a I’interaction entre une adhésine
(retrouvee en surface du pili) et son récepteur spécifique sur la cellule (Vallet et al., 2001 ;
Kostakioti et al., 2005 ; Ruer et al., 2007).

1.4.1.4. Les rhamnolipides :

Se sont des glycolipides hémolytiques résistants a la chaleur capables d’inhiber la
phagocytose et d’induire la nécrose des PMN (leucocytes PolyMorphoNucléaire) (Jensen et al.,
2007). Ces composes posseédent une activité détergente envers les phospholipides de la
membrane eucaryote et participent aussi a 1’architecture du biofilm (Kownatzki et al., 1987 ;

Filloux et Vallet, 2003) (Figure n° 3).

1.4.1.5. Les lipopolysaccharides :

Les LPS sont les constituants lipidiques majeurs situés a la face externe de la membrane. lls
s’agissent des composés amphiphiles constitués de trois parties : une partie hydrophobe, le lipide
A, inséré dans la bi-couche phospholipidique membranaire, un noyau oligosaccharidique et un
polysaccharide antigéne-O caractéristique de la bactérie.

La fixation des LPS sur les récepteurs eucaryotes asialo-GM1 et TLR4 entraine la stimulation
de la réponse inflammatoire (Kipnis et al., 2006). Le lipide A ou endotoxine est impliqué dans la
stimulation excessive du systéme immunitaire et peut ainsi étre a 1’origine de chocs septiques
(Ernst et al., 2003).

La protéine CFTR pourrait également jouer le role de récepteur, induisant I’internalisation de
la bactérie par les cellules épithéliales pulmonaires et activant ainsi la réponse inflammatoire.
L’absence ou le dysfonctionnement de la CFTR chez les patients atteints de mucoviscidose, ainsi
que les modifications de I’antigéne O pourraient retarder ainsi la réponse immunitaire et
I’élimination des bactéries, conduisant secondairement & leur installation (Goldberg et Pier 1996;
Pier, 2002 ; Schroeder et al., 2002).

La perte de I’antigéne permet d’éviter la reconnaissance de la bactérie par le systéme
immunitaire tandis que la présence d’aminoarabinose pourrait améliorer la résistance de P.
aeruginosa a un antimicrobien, la colisine (Nguyen et Singh, 2006 ; Smith et al., 2006 ; Ernst et
al., 2007).
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1.4.1.6. Les alginates :

Les alginates sont des exopolysaccharides qui donnent a la bactérie un aspect dit mocoide, ils
sont composes de polymeéres répétés d’acide D-mannuronique et d’acide L-glucuronique.
(Shankar et al., 1995). Durant son transfert périsplasmique, 1’alginate subit une acétylation et une
épimérisation pour conduire a trois types d’organisation, homopolymeéres de chaque acide ou des
hétéropolymeres (Remminghorst et Rehm, 2006). Ils sont impliqués dans 1’attachement de la
bactérie sur des surfaces biotiques et abiotiques et permettent la colonisation des cellules
épithéliales respiratoires. Ils participent a ’architecture des biofilms, mais ne sont pas cruciaux
au développement du biofilm (Hentzer et al., 2001 ; Wozniak et al., 2003). La surproduction
d’alginates permettrait cependant de protéger la bactérie de la phagocytose et des antibiotiques

ainsi que d’atténuer la réponse immunitaire (Hentzer et al., 2001 ; Cobb et al., 2004).

1.4.1.7. Les polysaccharides Psl et Pel :

Se sont des polysaccharides essentiels au développement du biofilm et sont des composants
indispensables de ’EPS des souches non-mocoides (Ryder et al., 2007). La structure des Psl
vient d’étre décrite, il s’agit d’un pentasaccharide répété de D-mannose, D-glucose et D-
rhamnose (Byrd et al., 2009). Les Pel sont des polysaccharides riches en glucose dont la
structure exacte n’a pas encore été définie (Ryder et al., 2007). Contrairement aux alginates, ces
polysaccharides sont aussi produits par P. aeruginosa sous sa forme planctonique (Ryder et al.,
2007).
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Figure n° 3: Les facteurs de virulence chez P. aeruginosa associés a la surface.
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1.4.2. Facteurs de virulence extracellulaire :

1.4.2.1. Exotoxine A :

L’exotoxine A est la protéine la plus cytotoxique qui est importante pour la virulence de
Pseudomonas aeruginosa chez les patients atteints de fibrose kystique. Sécrétée sous forme de
pro-toxine inactive via le systeme de sécrétion de type I, elle reconnue de facon spécifique par
le LRP (LDL related protein) (Herz et al., 1990). Cette interaction produit le clivage de la pro-
toxine et une internalisation de la partie active qui cible le facteur d’¢longation E2 perturbant
ainsi la synthese protéique et entrainant la mort cellulaire par nécrose (Wick et al., 1990). Elle

diminue également la réponse de I’hote (Schultz et al., 2001).

1.4.2.2. Les élastases :

L’élastase (LasB) est une métalloprotéinase a zinc codée par le géne lasB secrétée par le
systéeme de sécrétion de type Il. Cette protéine exerce son effet toxique par dégradation de
1’¢lastine, composant majeur de 1’épithélium respiratoire. Ceci conduit a une perméabilisation de
1’épithélium facilitant I’action d’autres facteurs (Azghani et al., 2000).

Las B modifierait également la réponse immune en détruisant les surfactants A et D
(Mariencheck et al., 2003), en augmentant la production d’IL-8 (Kon et al., 1999) et capable
d'inactiver de nombreuses protéines comme les IgA, les 1gG et des composants du complément
(Heck et al., 1990 ; Hong et Ghebrehiwet, 1992).

Las A (staphylosine) est une protéase codée par le géne lasA dont la transcription est
régulée par le quorum sensing et est secrétée par le systeme de sécrétion de type Il. Cette
protéase agit en synergie avec 1’élastase (Las B) pour la dégradation de 1’¢élastine (Kessler et al.,
1997). Et considérée comme un facteur de virulence important lors des infections oculaires a

Pseudomonas aeruginosa (Estrellas et al., 2000).

1.4.2.3. Les phospholipases C (PLC) :

Les PLC sont des enzymes extracellulaires thermolabiles dont l'activité majeure est
I'nydrolyse de la phosphatidylcholine (Lazdunski et al., 1990). Par ailleurs, certaines présentent
une activité hémolytique (PIcN et PlcH) et jouent un réle dans la mobilité de type « twiching »
(PIcB) (Barker et al., 2004). Egalement sécrétées par le systéeme de sécrétion de type I, elles
présentent différentes spécificités de substrats (Stonehouse et al., 2002), tres abondante dans le
surfactant pulmonaire ce qui favorise la colonisation bactérienne des poumons (Kipnis et al.,
2006).
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1.4.2.4. Les lectines solubles :

Les lectines de P. aeruginosa sont des protéines ubiquitaires d’origine non-immune, qui
reconnaissent spécifiqguement et de fagon réversible les sucres sans les modifier. Elles permettent
de lire le glycocode a la surface des cellules. L’arsenal de P. aeruginosa est composé de deux
lectines solubles PA-IL (gene lecA) et PA-IIL (gene lecB) ayant une spécificité respectivement
pour le D-galactose et le L-fucose (Imberty et al., 2006). Ces lectines, principalement
intracellulaires, ont été également identifiées sur la membrane externe des bactéries et seraient
impliquées dans la reconnaissance de 1’hdte, la virulence mais aussi dans la formation ou la

maturation du biofilm (Tielker et al., 2005 ; Diggle et al., 2006).

1.4.2.4.1. La lectine PA-IL

PA-IL pourrait également étre impliqué dans la formation et la stabilisation du biofilm. Des
analyses statiques d’épaisseur de biofilm sur du polystyréne ont montré une réduction d'épaisseur
aprées délétion du géne lecA et une augmentation lorsque celui-ci est surexprimé dans les souches
PAO-P47. En outre, un biofilm formé pouvait étre dispersé par I'addition d'IPTG (Diggle et al.,
2006).

D’autres études ont mis en évidence l'importance de PA-IL dans l'adhérence de P.
aeruginosa sur les cellules épithéliales intestinales de souris mais aussi dans la perméabilité des
cellules permettant ainsi aux exoproduits cytotoxiques, tel que l'exotoxine A, de traverser la
barriere épithéliale (Laughlin et al., 2000). D’autres études ont démontré la participation
d’interactions de type lectine dans le processus d’adhésion de P. aeruginosa NK 125 502 a la
fibronectine immobilisée. L’adhésion de P. aeruginosa est fortement réduite en présence de
I'acide sialique du N-acetylglucosamine (GIcNAc), et du N-acetylgalactosamine (GalNACc) et de
fagon moindre en présence de glucosamine, de galactosamine, du fructose, du mannose, et du
galactose, confirmant la participation de dérivés de galactose en tant que composants importants

pour I'adhérence bactérienne (Rebiere-Huet et al., 2004).

1.4.2.4.2. La lectine PA-IIL
La lectine PA-IIL est produite sous le contrble du « quorum sensing » (Winzer et al., 2000 ;
Schuster et al., 2003 ; Wagner et al., 2003). Des travaux récents ont montré que des souches
mutantes ne produisant plus la lectine PA-1IL devenaient inaptes a former du biofilm (Tielker et
al., 2005). Ces travaux montrent de plus que la lectine se localise sur la paroi extracellulaire de la

bactérie en s’associant aux glycoconjugués présents sur la surface de celle-ci (Tielker et al.,
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2005). La lectine pourrait étre impliquée dans la reconnaissance et 1’adhésion bactérie-hote,

bactérie-bactérie ou encore bactérie-biofilm (figure n° 4).

ey Glycoconjugués des cellules épithéliales
=
)’1:::::% Mucus
& P. aeruginosa
B
%

Lectines PA-IIL

Figure n° 4: Les r6les possibles de la lectine PA-IIL durant I’infection (Imberty et al., 2004).

1.4.2.5. Les toxines du SST3:

Ce systéme est activé par le contact avec la cellule eucaryote cible, et dédié¢ a ’injection de

I’effecteurs directement du cytoplasme de la bactérie dans le cytosol de la cellule cible sans
passage par le milieu extérieur. (Hueck, 1998 ; Shaver et Hauser, 2004 ; Vance et al., 2005).
Lors d’infections aigues, P. aeruginosa est considérée comme invasive et cytotoxique. Sa
cytotoxicité est principalement due aux exotoxines translogquées par le SST3, qui participent a la
dissémination de la bactérie dans 1’organisme en perpétuant 1’état 1ésé des cellules épithéliales
(en inhibant la réparation des blessures cellulaires), ce qui entraine une réaction inflammatoire
forte et provoque la destruction de la barriere épithéliale et/ou endothéliale (Sato et al., 2003 ;
Shaver et Hauser, 2004 ; Sundin et al., 2004 ; Kipnis et al., 2006). De plus, ces exotoxines
permettent a la bactérie d’échapper aux systemes immunitaires en induisant la mort des
neutrophiles et des macrophages (Engel et Balachandran, 2009).

P. aeruginosa secréte quatre exoenzymes a travers le systeme de sécrétion de type Il :
ExoY, ExoU, ExoT et ExoS. Ces quatre effecteurs requiérent un co facteur eucaryote pour étre
actifs (Engel et Balachandran, 2009).

La présence des géenes des toxines est différente selon les souches. Alors que le géne exoT est
présent dans toutes les souches, les genes codant pour ExoY et ExoS sont présents

respectivement dans 89% et 72% des souches. Le gene exoU est présent dans seulement 28% des
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souches et ceci majoritairement dans les souches les plus agressives, isolées de septicémie ou
d’infections urinaires (Shaver et Hauser, 2004 ; Berthelot et al., 2005).

1.4.2.6. Pyoverdine :

La pyoverdine est un sidérophore important pour ’acquisition du fer dans le poumon et
ainsi, favorise la croissance bactérienne. La ferri-pyoverdine (pyoverdine ayant capté du fer)
présente dans le milieu extracellulaire est aussi un régulateur positif de la transcription d’autres
facteurs de virulence. En fait, lors de la liaison de la ferri-pyoverdine a la protéine FpvA, située a
la surface de la cellule bactérienne, il y a transmission d’un signal a la protéine FpvR. FpvR
relache donc les protéines Pvdl et PvdS, leur permettant de se lier a I’ARN polymérase. L’ARN
polymérase liée a PvdS est nécessaire pour la synthése de la pyoverdine, de la protéase IV
(endoprotéase PrIP) et de I’exotoxine A (Lamont et al., 2002).

1.4.2.6. Pyocyanine :

La pyocyanine est un pigment bleu sécrété par P. aeruginosa et impliqué dans de nombreux
mécanismes de pathogénicité (Lau et al., 2004). Elle réprime la réponse immunitaire de la cellule
héte, induit 1’apoptose des neutrophiles (Allen et al., 2005) et induire une dysfonction des
cellules épithéliales nasale chez les patients atteints de fibrose kystique (Ratledge et Dover,
2000).

Son importance dans la virulence de P. aeruginosa a été démontrée lors d’infections sur
modele animal (Lau et al., 2004). Ses propriétés oxydoréductrices lui permettent d’oxyder la
glutathione, d’inactiver la catalase des cellules épithéliales bronchiques et ainsi de participer aux

lésions liées au stress oxydatif (O’Malley et al., 2004).
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I.5. Régulation de I’expression des facteurs de virulence :

La synthése et la sécrétion de la plupart des facteurs de virulence décrits sont modulées en
fonction du stade de croissance de la bactérie (phase exponentielle ou stationnaire), du mode de
développement (planctonique ou biofilm) et des conditions environnementales dans lesquelles se
trouve la bactérie.

P. aeruginosa adapte son expression protéique aux changements d’état et d’environnement

par des nombreux systémes de régulation a deux composants. Parmi ceux-ci le Quorum Sensing

(QS).

1.5.1. Le Quorum Sensing chez P. aeruginosa :

Le Quorum Sensing est un systeme de communication dans une population bactérienne et de
régulation primordial dans I’expression des facteurs de virulence, dans la formation du biofilm,
et dans la persistance de la bactérie au niveau pulmonaire (Smith et Iglewski, 2003 ; Imamura et
al., 2005).

Chez P. aeruginosa, deux systtmes de QS basés sur les homosérines lactones ont été
découverts, Lasl/R et RhlI/R. Lasl, appartenant a la famille des synthases de type Luxl,
synthétise la 3-oxo0-C12-HSL (Pseudomonas autoinducer 1: PAI1) qui se lie au régulateur LasR,
homologue de LuxR (Gambello et Iglewski, 1991 ; Pearson et al., 1994). Le couple LasR/PAI1
régule I’expression de nombreux genes, dont notamment ceux correspondant a des facteurs de
virulence comme LasA, LasB et I’exotoxine A. Par ailleurs, il régule positivement certains génes
impliqués dans D’appareil de sécrétion de type II, couplant ainsi I’expression et 1’export de
certaines toxines (Smith et Iglewski, 2003). La fixation de PAIL sur LasR induit également une
activation de lasl créant une boucle d’auto-induction (Seed et al., 1995).

Le second systéeme de régulation est codé par les génes rhll et rhiR. Rhll permet la synthese
de C4-HSL ou PAI2 (Pseudomonas autoinducer 2) (Ochsner et Reiser, 1995) qui se lie au
régulateur RhIR. L’activation de ce dernier permet la régulation de nombreux genes cibles
comprenant [’opéron rhlAB qui active 1’expression d’une série de genes dont le gene de
I’¢élastase B (lasB), de la protéase alcaline (aprA) et de la pyocyanine (pyc).

Ces deux systemes interagissent, et il existe une hiérarchie dans cette interaction: Lasl/R est
requis pour l'induction de rhll/R et certains promoteurs reconnus par RhIR peuvent aussi étre
reconnus par lasR (Fuqua et Greenberg, 2002). La transcription des genes de virulence régulés
par le QS peut étre contrélée exclusivement par un des autoinducteurs (le gene LasA, les genes
pour la production de pyocyanine) ou par les deux simultanément pour voir leur expression

(’opéron xcp). De plus, ces classes des génes sont exprimées a des stades différents de
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croissance bactérienne (Arevalo-Ferro et al., 2003 ; Hentzer et al., 2003 ; Schuster et al., 2003 ;
Wagner et al., 2003 ; Wagner et al., 2004).

Un troisieme auto-inducteur chez Pseudomonas aeruginosa a été découvert en 1999 ; il
s’agit du 2-heptyl-3-hydroxyquinolone ou PQS (Pseudomonas Quinolone Signal) qui appartient
a la famille des 4-hydroxy-2-alkylquinolines (HAQ) (Pesci et al., 1999). La synthése du PQS
nécessite 1’expression des protéines codées par les opérons pgsABCDE, phnAB, et pgsH
(D’Argenio et al., 2002 ; Gallagher et al., 2002). La transcription de ces génes nécessite la
présence du régulateur PgsR (aussi nommé MvfR) (Gallagher et al., 2002 ; Deziel et al., 2005).
Ce régulateur controle 1’expression de nombreux genes impliqué dans la virulence, incluant les
élastases, les pyocyanines et la lectine LecA, et il affecte la formation de biofilm (Dubern et
Diggle, 2008) et active aussi 1’expression des opérons phnAB, et pgsABCDE (Deziel et al.,
2005).

En effet la synthése du PQS est sous la dépendance des systemes Lasl/R et Rhll/R qui
controlent I’expression du gene pgsR (Wade et al., 2005). Le complexe LasR-PAI1 a un effet
positif sur la transcription de pgsR tandis que le couple RhIR-PAI2 a un effet négatif.
L’expression de PgsR induit la production de PQS qui peut alors se lier a PgsR et facilite sa
liaison au promoteur de 1’opéron pgsABCDE. Cette boucle de rétroaction positive dans la
production du PQS en fait un co-inducteur. Le complexe pgsR-PQS permet la transcription de
rhll, formant cette fois une rétroaction négative. Cet effet n’est visible que chez les mutant lasR
ce qui suggere que cela ce produit lorsque lasR n’est pas exprimé (Gallagher et al., 2002).

Enfin, le r6le du facteur de transcription sigma alternatif RpoS, classiquement mis en jeu a
I’entrée en phase stationnaire de croissance et lors de différents stress dont la chaleur,
I’augmentation d’osmolarité¢, un pH bas ou la présence de peroxyde d’hydrogéne. RpoS est
activé par le complexe RhIR-C4-HSL et stimule en retour la transcription de LasR et de rhIR
(Schuster et al., 2004). RpoN est un autre facteur sigma alternatif semble étre impliqué dans la
régulation du QS. Ce régulateur est responsable de 1’adaptation du métabolisme lors d’une
carence en azote. Thompson et al. (2003) ont montré qu’une bactériec mutée dans le géne rpoN
possede une transcription réduite de rhll ainsi qu’une production moins importante de C4-HSL et
diminution de I’expression de certains systemes controlé par le quorum sensing (production de
pyocyanine, formation de biofilm) par rapport a la souche sauvage dans un milieu de culture
pauvre en nutriments (Thompson et al., 2003).

Le régulateur de réponse global GacA, appartenant au systeme a deux composants
GasS/GasA. Ce systéme contrdle 1’expression des trois génes lasR, rhIR et gscR et la production

de nombreux facteurs de virulence en fonction des signaux de I’environnement. Le circuit de
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régulation dépendant de I’AMPc et de Vfr impliquent parallélement que la régulation des génes
du QS est également sous la dependance du statut énergétique et métabolique de la cellule
(Bleves et al., 2005).

Un autre régulateur, QscR, réprime I’expression des génes QS dépendant en phase exponentielle
de croissance (Chugani et al., 2001) en formant des dimeres avec LasR et RhIR (Ledgham et al.,
2003).

D’autres systémes de régulation négatifs ont été observés, la protéine RsalL capable de se
fixer sur le promoteur de lasl comme un compeétiteur de complexe LasR-PAI1 (De Kievit et al.,
1999 ; Fagerlind et al., 2003). Ce systeme de régulation intervienne aussi dans la modification de
la perméabilité des membranes bactériennes et a la sécrétion de lactonases capables de dégrader
les AHLs (Kohler et al., 2001 ; Fagerlind et al., 2003 ; Aendekerk et al., 2005).

17



CHAPITRE I

i

[

i



CHPITRE Il Résistance aux antibiotiques chez P. aeruginosa

I1. Résistance aux antibiotiques chez Pseudomonas aeruginosa :

P. aeruginosa est caractérisé par sa grande capacité a acquérir de novo des mécanismes de
résistance, en particulier suite a I’exposition a des traitements antibiotiques (résistances pouvant

survenir en cours de traitement).

Les mécanismes de résistances de P. aeruginosa aux antibiotiques sont nombreux, et sont

résumés comme suit :

11.1. Diminution de I’accumulation :

11.1.1. Efflux actif :

Se sont des systemes membranaires polyspécifiques capables de transporter activement, du
milieu intracellulaire vers le milieu extérieur, des substrats tres différents sur le plant de leur
structure chimique. Les systémes d’efflux actif s’opposent ainsi a I’accumulation des
antibiotiques, limitant alors leur interaction avec des cibles le plus souvent intracellulaires. Ce
phénomene engendre généralement une résistance croisée, de bas niveau, a plusieurs familles
d’agents antibactériens (B-lactamines, Aminoglycosides, Fluoroquinolones) (Poole, 2004). Les
systémes d’efflux sont répartis en 5 familles en fonction de leurs similitudes de séquences €en
acides aminés et de 1’énergie requise pour le transport. En effet, ’efflux de diverses molécules
vers le milieu extracellulaire est un processus dynamique utilisant, soit I’hydrolyse de I’ATP, soit
le gradient électrochimique membranaire par le biais d’un antiport. Ainsi, les transporteurs de la
famille ABC (ATP Binding Casette) utilisent I’ATP comme source d’énergie, les transporteurs
de la famille MATE (Multidrug And Toxic compound Extrusion) utilisent un antiport d’ions
Na®, les transporteurs des familles MFS (Major Facilitator Superfamily), SMR (Small Multidrug
Resistance) et RND (Resistance Nodulation cell Division) utilisent un antiport d’ions H*. Chez
les bactéries a coloration de Gram négative, les systemes de la famille RND jouent un réle
particulier dans la résistance aux antibiotiques (Poole, 2004 ; Poole, 2005).

Chez Pseudomonas aeruginosa, neufs pompes RND ont déja été identifiées et caractérisees
comme mécanisme de résistance des formes planctoniques (Li et al., 2003 ; Schweizer, 2003 ;
Mima et al., 2005). Chaque systéme, caractérise par sa spécificité de substrats [Tableau n° 1].
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Tableau n° 1: Principaux systémes d’efflux actif chez P. aeruginosa.

Systemes d’efflux  Principaux antibiotiques substrats Références
MexAB-OprM B-L, Tet, Tig, FQ, Chl, Ery, Tmp, Sul, (Lietal., 1994 ; Lietal., 1995;
Nov, Fus... Masuda et al., 2000)

MexCD-OprJ Tet, Tig, FQ, Ery Chl, Fep, Caz, Cpm... (Poole et al., 1996 ; Masuda et
al., 2000)

MexEF-OprN Tet, FQ, Chl, Ery, Tmp... (Kohler et al., 1997;

MexJK/OprM Tet, Ery (Chuanchuen et al., 2002)

MexGHI-OmpD Tet, FQ (Aendekerk et al., 2002 ;
Sekiya et al., 2003)

MexMN/OprM Chl (Mima et al., 2005)

MexPQ-OmpE FQ, Ery (Mima et al., 2005)

MexXY/OprM Tet, FQ, AG, Fep, Ery, Tig (Aires et al., 1999 ; Mine et al.,

1999 ; Westbrock-Wadman et
al., 1999 ; Masuda et al., 2000 ;
Dean et al., 2003)

MexVW/ OprM FQ, Ery, Tet, Chl (Lietal., 2003)

p-L, p-lactamines (sauf imipénéme); Tet, Tétracycline; Tig, Tigécycline; FQ,
Fluoroquinolones ; Chl, Chloramphénicol ; Ery, Erythromycine Tmp, Triméthoprime ; Sul,
Sulfamides ; Nov, Novobiocine Fus, Acide fusidique ; Fep, Céfépime Caz, Ceftazidime ; Cpm,

Cefpirome ; AG, Aminosides.

11.1.2. Altération des porines :

La diminution de 1’accumulation peut résulter de la perte des porines qui sont le moyen
nécessaire pour les quelles les antibiotiques franchit la membrane externe et atteints leurs cibles
situées au niveau de la membrane interne (Nikaido, 2003).

Chez P. aeruginosa, La protéine OprF est la porine majeure non spécifique permettant la
diffusion lente de divers solutés. La porine OprD1 permet la diffusion du glucose et de ses
analogues structuraux ainsi qu’une diffusion relativement faible de I’imipéneéme. Par ailleurs, la
porine OprD2 assure la diffusion d’acides aminés basiques et des carbapénemes tels que
I’imipénéme et le méropénéme (Trias et Nikaido, 1990 ; Trias et Nikaido, 1990).

Les travaux de Zhanel et al. (1995) visant a comparer des mutants résistants a la

ciprofloxacine obtenus in vitro avec la souche de déepart révélent des modifications dans les
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protéines constituant la membrane externe. L’utilisation d’un anticorps dirigé contre la protéine
OprF a permis de métre en évidence la perte de cette porine chez les bactéries résistantes.
D’autre travaux réalisés sur la porine OprD2 montre que ’absence ou le dysfonctionnement
suite a de substitutions d’acides aminés de cette porine entraine chez P. aeruginosa une
résistance sélective aux carbapénémes (Pai et al., 2001 ; Evans et Segal, 2007 ; Giske et al.,
2008). Ce type de phénomene semble tres fréquent chez les souches isolées de patients atteints

de mucoviscidose (Mérens et al., 2009).

11.1.3. Modification des lipopolysaccharides membranaires (LPS) :

11.1.3.1. Resistance a la colistine :

La colistine, antibiotique appartenant a la famille des polymyxines, est un polypeptide
cyclique, cationique, ciblant les membranes bactériennes. Bien qu’ayant une activité intrinseque
intéressante vis-a-vis des bactéries a Gram négatif, cet antibiotique franchit la membrane externe
puis s’insére dans la membrane cytoplasmique créant une fuite des composés cellulaires et un
arrét de la respiration cellulaire fatal pour la bactérie (Falagas et kasiakou, 2005).

Depuis quelques années, on observe 1’émergence de rares clones hautement résistant a cet
antibiotiqgue (CMI supérieure a 50 mg/L comparativement a la souche PAO1 pour laquelle la
CMI est de 3mg/L) (Johansen et al., 2008). Chez les isolats CF de P. aeruginosa, on trouve que

cette résistance a la colistine, résulte d’une modification des LPS (Johansen et al., 2008).

11.1.3.2. Résistance aux fluoroquinolones :

L’analyse de mutants résistants de P. aeruginosa obtenu par culture sur ciprofloxacine a
révélé des modification dans la composition de leur membrane externe notamment des altération
des LPS (Legakis et al., 1989). Par ailleur, la fixation sur les molécules de LPS de résidus 4-
amino-arabinose, lors de la croissance en présence des polyamines (spermidine, putrescine...)
peut conférer a P. aeruginosa une résistance de bas niveau aux fluoroquinolones (CMI

augmentées d’un facteur 2 a 8) (Kwon et Lu, 2006).

11.1.3.3. Résistance aux aminosides :
Ce mécanisme peut étre aussi a I’origine d’une résistance de bas niveau aux aminosides. En
effet, chez les mutants FE49, dérivant de la souche PAOL, les molécules de LPS sont privees de
leur partie polysaccharidique et d’une partie du core ce qui tend a diminuer les charges

électronégative avec lesquelles les aminosides interagissent pour franchir la membrane externe
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(EI’Garch et al., 2007). Il en résulte alors une augmentation du niveau de résistance aux

aminosides d’un facteur de 2 comparativement a la souche PAO1 (EI’Garch et al., 2007).

11.2. Enzyme inactivants :
11.2.1. B-lactamases :

Les B-lactamases dites a spectre élargi (BLSE), qui conférent une résistance a toutes les 3-
lactames antipseudomonale sauf les carbapénémes, et les carbapénémases sont maintenant
repandues (Aubron et al., 2005 ; Masterton et al., 2006).

A. La céphalosporinase AmpC

Presque la totalité des souches de P. aeruginosa synthétise une céphalosporinase de classe |
nommée AmpC, codé par un géne chromosomique dont I’expression est inductible. La
production de cette enzyme contribue fortement a la résistance naturelle de la bactérie a
I’ampicilline, a I’amoxicilline, aux céphalosporines de premiére et de deuxieme génération (C1G
et C2G), ainsi qu’au céfotaxime et a la ceftriaxone (Livermore, 1995). La surproduction de cette
enzyme est remarqués surtout chez les souches isolées dans des situations ou la pression de
sélection antibiotique est forte comme par exemple chez les patients de réanimation ou ceux
atteints de mucoviscidose (Livermore, 1995 ; Bert et Lambert-Zechovsky, 1996).

B. Oxacillinase

Cette enzyme nommée PoxB ou encore Oxa-50 codée par un gene chromosomique a aussi
bien été détectée chez des souches environnementales que chez des isolats cliniques CF et non-
CF; elle confére a P. aeruginosa une résistance trés modeste au méropéneme et autre pénemes
(Girlich et al., 2004 ; Kong et al., 2005).

C. Pénicillinase

De trés nombreuses pénicillinases ont été identifiées chez P. aeruginosa, dont le déterminant
génétique peut étre porté par un plasmide ou un élément transposable de localisation
chromosomique. Les souches productrices de cette enzyme sont résistantes a la ticarcilline, a un
moindre niveau a la pipéracilline, et de maniére variable selon le type de pénicillinase et le
niveau de production, a la cefsulodine, au céfépime et a la cefpirome. La ceftazidime,

I’imipénéme et a moindre titre I’aztréonam restent actifs (Livermore, 2002).

1.2 .2. Enzymes modifiant les aminoglycosides :
De par leur spectre d’activité étendu et leur caractere rapidement bactéricide, les aminosides
(aminoglycosides) occupent une place importante dans le traitement des infections a P.

aeruginosa, chroniques ou aigues. Chimiquement, les aminosides sont des polycations
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hydrophiles composés, dans la majorité des cas, de plusieurs cycles glycosidiques et d’un cycle
aminocyclitol (2-désoxystreptamine) (Magnet et Blanchard, 2005). Leur action antibactérienne,
cible essentiellement le ribosome, ou la liaison irréversible de certaines aminosides avec la sous-
unité 30S perturbe la reconnaissance codon-anticodon et conduit a la production de peptides

aberrants non fonctionnels (Mingeot-Leclercq et al., 1999).

Les aminosides se fixent sur le ribosome par leurs fonctions —OH et -NH,. La modification
enzymatique de certaines de ces fonctions par la bactéerie peu donc réduire fortement 1’affinité de
I’antibiotique pour sa cible, créant un état d’insensibilité. Chez P. aeruginosa, trois catégories
d’enzymes modificatrices ont été décrites.

Les amino-acétyl-transférases (AAC) qui neutralisent par une réaction d’acétylation les
fonctions —NH

Les phospho-transférases (APH) qui catalysent les réactions de phosphorylation.

Les nucléotidyl-transférases (ANT) qui neutralisent par une réaction de nucléotidylation les
fonctions —OH
Etant donné que ces enzymes sont stéréo-spécifiques et que la nature et la localisation des
fonctions modifiables varient d’un aminoside a D’autre. S’il y a des enzymes produit
naturellement par les espéces comme le cas de la résistance a la Kanamycine et a la néomycine
(APH(3’)IIb), les autre aminoglycosides sont acquises de fagcon aléatoire via des éléments
génétiques (plasmides, transposons). Elles conferent aux souches une résistance de haut niveau a
plusieurs aminosides (Mingeot-Leclercq et al., 1999 ; Zeng et Jin, 2003 ; Henrichfreise et al.,
2007).

11.3. Modification de la cible :
11.3.1. Mutations :

Des mutations dans les Quinolone Résisltance-Determining Region (QRDR) des genes gyrA,
gyrB, parC et/ou parE affectent la liaison des fluoroguinolones sur cibles (Yoshida et al., 1990).
Chez les souches cliniques résistances de P. aeruginosa. L’altération des QRDR des sous-unites
GyrB et ParC est peu frequente (Hooper, 2001). Elle conduit a la résistance modérée au
fluoroquinolones (CMI de ciprofloxacine égale a 2mg/L comparativement a la CMI de PAO1,
0,125 mg/L) (Mouneimne et al., 1999 ; Akasaka et al., 2001). Plus communes, les situations
dans le gene gyrA sont responsables d’une augmentation plus fortes des CMI de 1 a 64 mg/L
(Akasaka et al., 2001). Celles dans parC sont rares (Jalal et Wretlind, 1998), toutefois

I’association de mutations dans gyrA et parC conduit a de tres hauts niveaux de résistance (CMI
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128 mg/L) (Akasaka et al.,, 2001). Chez les souches isolées des patients atteints de
mucoviscidose, les mutations affectent essentiellement la sous-unit¢ GyrA (Thr83—lle et

Asp87—Asn) et sont associées a des niveaux de résistance a la ciprofloxaciline allant de 2 a 8

mg/L (Jalal et al., 2000).

11.3.2. Méthylation de ’ARN 16S :

La Méthylation ribosomale, un mécanisme de protection développé par les organismes
producteurs d’aminosides chez les actinomycétes, elle s’effectue sur le résidu G en position 1404
de ’ARNI16S au niveau de site A (Galimand et al., 2003). Décrit dans un premier temps chez
les entérobactéries (Galimand et al., 2003). La méthylation de ’ARN16S est un mécanisme qui
confére a Pseudomonas aeruginosa une résistance a toutes les 2-desoxystreptamine bisubstituées
en 4,6 mais qui n’affecte pas ’activité de néomycine (Yokoyama et al., 2003). A ce jour,
plusieurs genes codant des méthylases de ce type ont été identifiés chez P. aeruginosa. Le
premier cas de résistance par méthylation de I’ARN16S a été d’écrit chez des souches cliniques
isolées au Japon. Ces souches notamment résistantes a la tobramycine, 1’amikacine, la
gentamicine et a I’arbékacine posseédent un gene rmtA codant une méthylase homologue a celle
produite par les actinomyceétes. Il semble que le gene rmtA, porté par un transposon situé sur un

plasmide conjugatif, ait diffusé a partir des actinomycetes (Yokoyama et al., 2003).

I1.4. Résistance aux antibiotiques inhérente au mode vie en biofilm :

Ce mode de vie est d’un grand intérét pour la bactérie puisqu’il lui confére une résistance a
différentes sources de stress (exposition aux UV, dessiccation, modification du pH, phagocytose)
ainsi qu’a différentes classes d’antibiotiques tels que les aminosides, les B-lactamines et les

fluoroquinolones (Costerton et al., 1999 ; Drenkard, 2003).

11.4.1. Présentation :

Un biofilm est une communauté hétérogéne de bactéries agrégées en microcolonies, entourées
par une matrice adhérentes a une surface inerte ou biologique (Drenkard et al., 2003). Cette
structure représente le mode de vie normal d’une bactérie (Klinger et al., 2005). On s’accorde
aujourd’hui pour affirmer que plus de 90% de 1’activité microbiologique dans un écosysteme
(environnement aquatique, sol, corps humain,..) provient en majeure partie d’une flore sédentaire
adhérant aux surfaces dans une structure de type biofilm. La présence de biofilms est de plus en
plus souvent identifiée comme la source récurrente de problemes a la fois de santé publique,

industriels et sociétaux.
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Ces biofilms sont ainsi impliqués dans plus de la moitié des infections bactériennes chez

I’homme et dans la grande majorit¢é des infections nosocomiales. Ils sont en particulier

directement responsables de toutes les infections prothétiques. P. aeruginosa est la bactérie a

Gram négatif la plus fréquemment rencontrée dans les infections prothétiques, les biofilms a P.

aeruginosa sont responsables des bronchites chroniques chez les patients atteints de

mucoviscidose.

11.4.2. Formation de biofilm :

La formation et le développement d’un biofilm nécessite plusieurs étapes et dépend de

signaux environnementaux et bactériens

Une phase d’attachement initial de la bactérie sur un support solide. Cette fixation,
polaire et réversible, fait intervenir les flagelles, les fimbriae et les pili de type IV.

Une phase d’adhésion irréversible avec une perte de flagelle et synthése d’une matrice
exopolysaccharidique. A ce stade, la structure est monocouche.

Une 1% phase de maturation durant laquelle on observe une stratification de la structure
grace a la production d’adhésines permettant des interactions cellules/cellules.

Une seconde phase de maturation dans laquelle le biofilm adopte une structure complexe
en forme de champignon.

Enfin, lorsque la source de carbone diminue, les bactéries présentes a la surface de la
structure vont se disperser. Cette étape, qui est rendue possible grace a la production de

nouveaux flagelles, permet aux bactéries de coloniser d’autre milieux (Sauer et al.,

2004).

A chacune de ces étapes correspond l'expression de phénotypes particuliers, différant entre eux

par I'expression d'au moins 500 protéines.

24



CHPITRE Il Résistance aux antibiotiques chez P. aeruginosa
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Figure n° 5: Modg¢le de formation d’un biofilm par P. aeruginosa (Costerton et al., 1999 ;
Klinger et al., 2005).

11.4.3. Mécanisme de résistance aux antibiotiques dans un biofilm :

Ces résistances sont dues a différents mécanismes aussi bien physiologiques que génétiques.
La matrice exopolysaccharidique retrouvée dans la structure du biofilm constitue une véritable
barriere limitant, a la fois, la diffusion de 1’oxygene et des nutriments mais, également, la
diffusion des antibiotiques (Walters et al., 2003). Lorsque le biofilm atteint la seconde phase de
maturation, il forme des structures complexes au sein desquelles les quantités de nutriments et
d’oxygene peuvent varier. Un modele artificiel de biofilm, réalisé dans des tubes capillaires, a pu
mettre en €vidence que I’oxygene ne diffuse que dans la partie superficielle du biofilm (Werner
et al., 2004). Créant alors un gradient d’oxygene. Les cellules situées en surface s’orienteront
vers un metabolisme aérobie et seront en phase “active” de croissance alors que les bactéries
situées en profondeur meneront un métabolisme anaérobie. Par ailleurs, la diffusion limitée des
nutriment dans les zones plus profondes du biofilm entraine un ralentissement de la croissance
comme celui observé au cours de la phase stationnaire (Walters et al., 2003).

En plus, la matrice exopolysaccharidique s’oppose également a la pénétration des

antibiotiques. La nature anionique de cette matrice séquestrerait les antibiotiques chargés
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positivement tels que les aminosides, limitant leur pénétration et leur diffusion et diminuant leur
pouvoir bactéricide (Govan et Deretic, 1996 ; Shigeta et al., 1997 ; Walters et al., 2003). Pendant
la pénétration, les antibiotiques n’exercent leur activité que sur une zone située en surface de la
structure, et au niveau de laquelle il y a de I’oxygene (Walters et al., 2003). La résistance aux
antibiotiques pourrait donc s’expliquer par une diffusion limitée au sein de la biomasse et par le
mode de vie qu’impose le biofilm, a savoir une croissance lente et un métabolisme
microaérophile, voire anaérobie, notamment au centre de la structure ou la tension en oxygéne
est treés faible (Walters et al., 2003 ; Borriello et al., 2004).

Une nouvelle explication a été avancée avec 1’identification du géne ndvB (Mah et al., 2003).
Ce géne, uniquement exprimé chez les bactéries vivant sous forme de biofilm, code une
glycosyl-transférase impliquée dans la production de polyméres cycliques de glucose (B-(1,3)-
glucanes cycliques).Accumulés dans [’espace périplasmique ou libérés dans le milieu
extracellulaire, ces glycanes cycliques limitent la pénétration intracellulaire des molécules
d’antibiotiques en la séquestrant. A 1’inverse, le biofilm formé par un mutant ndvB™ devient 8 a
16 fois plus sensible a la tobramycine et a la gentamicine que celui formé par la souche parentale
(Mah et al., 2003).

En ce qui concerne les mécanismes génétiques, ils sont souvent liés a un phénomeéne de
changement d’expression des génes. (Mah et al., 2003). L’analyse transcriptomique révéle tout
d’abord, une modification de I’expression de certains génes impliqués dans la résistance aux
aminosides via des mécanismes d’imperméabilité membranaire comme, par exemple, celui
médié par le géne tolA. La surexpression de tolA affecte la structure des LPS et provoque une
diminution de I’affinité des aminosides pour la membrane externe (Whiteley et al., 2001). Par
ailleurs, I’expression réduite des genes codant les sous-unités de cytochrome ¢ oxydase,
accepteur terminal d’¢lectrons dans le métabolisme aérobie, tend a réduire le transport actif des
aminosides a travers la membrane cytoplasmique (Taber et al., 1987 ; Whiteley et al., 2001). Des
mécanismes de régulation globale peuvent étre activés ou réprimés lorsque la bactérie vit en
biofilm. Ainsi, un mutant invalidé dans le géne rpoS produit d’avantage de biofilm et résiste
d’avantage a Deffet bactéricide de la tobramycine comparativement a la souche sauvage
parentale PAO1. Confirmant cette observation, I’analyse par microarray met en évidence que le
gene rpoS est sous-exprimé lors de la croissance en biofilm (Whiteley et al., 2001).

Enfin, Whiteley et al. ont indiqué que I’expression de certains génes chez des bactéries se
développant sous forme de biofilm pouvait varier suite & une exposition a la tobramycine
(Whiteley et al., 2001).
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11.4.4. Le lien entre Quorum Sensing, biofilm et infection a P. aeruginosa :

Differents travaux ont mis en évidence le lien entre le QS et la pathologie liée a P.
aeruginosa. Lors d’une étude récente sur souris C57BL/6 instillées par un inoculum de P.
aeruginosa inclut dans des billes d’agarose, Pierre et al. (2008) ont étudié la cinétique
d’expression de trois génes de virulence de P. aeruginosa appartenant a des systemes de
régulation différents (exoS, lasl et algD) durant les 7 premiers jours de ’infection. Les auteurs
ont observé une diminution progressive de 1’expression du géne exoS et une augmentation de
I’expression des génes algD et lasl. Ces observations sont en accord avec une perte progressive
de la fonctionnalité du systéme de sécrétion de type Il et un développement du phénotype
mucoide avec production d’alginate au cours de 1’infection.

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

Les auteurs ont observé que I'expression de lasl est plus importante dans les étapes de
maturation du biofilm. Le mutant lasl présente une matrice exopolysaccharidique nettement
différente de celle observée chez la souche sauvage: EPS essentiellement en surface des cellules,
ne remplissant pas les espaces interstitiels du biofilm.

L'étude récente de Davey et al. (2003) confirme et apporte des explications a ces
observations. Elle semble démontrer que la différentiation du biofilm en une forme mature
"vascularisée" grace a la formation de canaux aqueux serait due a la sécrétion de rhamnolipide
(biosurfactant) par P. aeruginosa. Le rhamnolipide ne serait pas nécessaire a la formation de
canaux, en revanche il empécherait la colonisation de ces canaux par les cellules en phase
planctonique et pourrait avoir un role dans le détachement de micro-colonies du biofilm.
L'expression du géne codant pour le rhamnolipide étant régulée par les systemes Rhll-RhIR et
Lasl-LasR, ces observations permettent d'expliquer les études précedentes (Espinosa-Urgel,
2003).
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11.4.5. Role de signalisation de QS dans la résistance de biofilm aux antibiotiques :

Une étude réalisée sur le biofilm de P. aeruginosa révéle que le blocage de la signalisation
QS permettrait de réduire la formation de biofilm et de diminuer la résistance de P. aeruginosa a
la tobramycine. Cela permettrait également de rendre P. aeruginosa plus sensible au peroxyde
d’hydrogéne et a la phagocytose par les leucocytes polynucléaires (PMN) (Bjarnsholt et al.,
2004).

Pour réaliser cette étude, une souche sauvage, et des souches mutées de P. aeruginosa lasR
rhiR, déficientes en signalisation QS, ont été utilisées. Tout d’abord, ces souches ont été chacune
inoculées dans un biofilm et ceux-ci ont été soumis a différentes concentrations de tobramycine.
Dans le cas de la souche mutante, le biofilm a presque été éliminé alors que celui de la souche
sauvage n’a pas vraiment été affecté. Des travaux antérieurs avaient montré des résultats
similaires, mais avec I’utilisation d’inhibiteurs de QS (C-30 et C-56) sur des souches de P.
aeruginosa non mutées (Hentzer et al., 2003). Bjarnsholt et al. (2004) ont également démontré
I’augmentation de sensibilité du biofilm au peroxyde d’hydrogeéne chez les souches déficientes
en signalisation QS.

P. aeruginosa semblant interférer avec le systéme immunitaire de 1’hote via le QS, 1’activité
des poly-MorphoNucléaires neutrophiles (PMN) a été testée chez le mutant lasR rhIR en
comparaison avec la souche sauvage, chez la souche mutante les PMN pénétrent dans le biofilm
et éliminent une partie des bactéries. Chez la souche sauvage le biofilm reste intact. Le biofilm
sauvage ne permet pas 1’activation des PMN contrairement au biofilm mutant. Un test similaire
mais avec l’inhibiteur de QS C-30 sur un biofilm de souche sauvage a montré les mémes
résultats qu’avec la souche mutée.

Des expériences supplémentaires ont permis de montrer que les molécules signal 30C12-
HSL et C4-HSL étaient directement impliquées dans le blocage des PMN.

Des souris ont également été utilisées afin de voir plus globalement I’effet entre une souche
de P. aeruginosa sauvage et une souche mutée. La mortalité est moins élevée chez les souris
inoculées par la souche mutée, et les bactéries sont plus rapidement éliminées. Des coupes
histologiques de poumon ont également montré une inflammation plus élevée chez les souris
inoculées par la souche mutée.

Cette étude montre que P. aeruginosa utilise la signalisation QS pour former un biofilm et
manipuler la réponse immunitaire de 1’hote. L utilisation d’inhibiteur de QS permet de rendre le

biofilm de P. aeruginosa plus sensible aux antibiotiques tels que la tobramycine.
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I11. Déscription et caractéristique des plantes étudiées :
I11.1. Aloés (ALOE VERA) :
I11.1.1. Taxonomie :
Son nom est dérivé du de mot arabe <«calloehy> qui signifie <camer»», correspondant au gout du
liquide contenu dans les feuille (Dagne et al., 2000). Sa taxonomie est configurée dans

I’hiérarchie suivante :

Regne : Plantea

Sous-regne : Tracheobionta

Division : Magnoliophyta

Classe : Liliopsida

Sous-classe : Lilidae

Ordre : Asparagale

Famille : Asphodelaceae

Genre : Aloe

Espéce : Aloe vera (Adams et al., 2000).

111.1.2. Aspect botanique :

L ’Aloe vera ressemblant & un cactus qui pousse dans les climats chauds et secs. C’est une
plante arborescente d’environ 80cm de haut, les feuilles sont épaisses et charnues, les tiges
soutenant principalement les fleurs (Van Wyk et Gericke, 2000).

La plante présente un intérét economique remarquable parce qu'elle rapporte deux produits qui
apprécient l'application répandue dans les industries alimentaire, cosmétiques et médicales (Van
Wyk et Wink 2004; Wynn, 2005).

111.1.3. Répartition géographique :

La plante d’Aloe vera est originaire de I'Afrique du Nord. Actuellement, elle est largement
distribuée en Afrique méridionale et orientale (Dagne et al., 2000). Internationalement, la plante
est intensivement cultivée commercialement en Amérique Centrale, les Etats-Unis et le Texas
méridionaux (Van Wyk et Wink, 2004).
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111.1.4. Composition phyto-chimique :

Differents composants ont été isolés a partir du tissu central de parenchyme des feuilles (Gel)
et dans I’exsudat qui s’écoule a coté des paquets vasculaires. Chez 1’Aloe vera, I’eau constitue

plus de 99% avec un pH voisin a celui de la peau normal chez ’homme (Vazquez et al., 1996).
I11.1.4.1. Composition chimique d’exsudat d’Aloe vera :

L’écorce verte externe de la feuille d’Aloe vera contient 1’exsudat jaune amer, ce dernier

renferme plusieurs composant parmi lesquel on site :
I11.1.4.1.1. L’anthraquinones:

Elles agissent en tant que laxatifs naturels, antidouleur, analgésiques, auraient une action
purgative, anti-inflamatoire, antiparasitaire et antioxydant. Ainsi qu’elles augmente la motricité

digestive et sont utilisées pour traiter la constipation (Reynolds, 2004).
Parmi les anthraquinones libre existant dans 1’Aloe vera on trouve :
e L’Aloine

Le constituant principal de 1I’Aloe vera est connu aussi sous les noms de Barbaloine,
Auraloine ou Curacaloine. L’Aloine est un produit commercialisé, utilisé sous une forme brute

non purifiée, a une composition tres différente selon les producteurs (Josias et Humman, 2008).

Aloine A Aloine B

Figure n° 6: Structure chimique d’Aloine (Josias et Humman, 2008).
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e L’Aloe- emodine

L’Aloe-emodine (ou aloe-emodin-9-anthrone) est un hydroxy-anthraquinone trouvé dans
I’Aloes, comme dans les feuilles et les racines d’autres plantes, habituellement en combinaison
avec ses glycosides ou sous une forme réduite par anthrones. 1l est formé par une oxydation de la
Barbaloine, a également montré des effets anti-tumoraux (empéche la prolifération endothéliale

de cellules et empéche également la prolifération de cellules tumoralles) (Pecere et al., 2000).

CH,0H

Figure n° 7: Structure chimique d’Aloe-emodine (Josias et Humman, 2008).

e Autres anthraquinones

L’isoaléoérésine D et 1’aloérésine E, ont été récemment isolés dans 1’Aloe barbadensis (Aloe

vera), leur concentration est plus importante dans la feuille et diminue avec 1’age de la feuille.

En plus I’acide Aloétique, I’anthranol, les esters d’acide cinnamique (dérivés de la cannelle),
acide chrysophanique, ulcine d’aloes, ces composés phénoliques sont jusqu'a 3 fois plus
importants dans la couche épédermique de la feuille que le gel (Mijatovic et al., 2005).

111.1.4.1.2. Anthrone :

Plusieurs anthrones sont trouvés dans I’espéce d’Aloe vera, parmi les quels: Le 7-

hydroxyaloin A et B (Isobarbaloine A et B), 10-hydroxyaloin A et B (Josias et Humman, 2008).
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CH,OH CHZ0H

Isobarbaloine A (7-hydroxyaloin A) Isobarbaloine B (7-hydroxyaloin B)

Figure n° 8: Structure chimique d’Isobarbaloine (Josias et Humman, 2008).

111.1.4.1.3. Chromones :

La plupart des chromones décrits dans 1’exudat des feuilles d’Aloes sont des dérivés de 8-C-
glucosyl-7-hydroxy-5-méthyle-2-propyl-4-chromone, la variation résulte du degré d’oxydation
dans la chaine latérale propylique, une méthylation du groupe d’hydroxyle sur C7 et une
esterification de la partie de glucose.

I11.1.4.2. Composition chimique du gel d’Aloe vera :

Le gel d’Aloe vera (le tissu de parenchyme ou la pulpe) est sans couleur, composé d’un
mucilage clair se trouvant au cceur des grosses feuilles, a des propriétés fortement émollientes et
constitue une substance largement utilisée en cosmétologie et en dermatologie.

111.1.4.2.1. Composition en glucides :

Une analyse globale d’hydrate de carbone a prouvé que le gel d’Aloe vera contient a la fois
des monosaccharides, tels que le glucose et le fructose et des polysaccharides, dont les
principaux sont :

Les pectines, hemicelluloses, glucomannan, acemannan et mannose (Femenia et al., 1999 ;
Choi et Chung, 2003), en plus, des polysaccharides présente par des petites quantités comme le

cas de I’aloeride, le polyuronide et I’aloeferon ( Ni et Tizard, 2004).
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111.1.4.2.2. Les glycoprotéines :

La fraction de glycoprotéine d’Aloe vera a un poids moléculaire de 29 KDa, elle est composee
de deux sous-unités ou chaque fraction active est composé de 82% protéine et 11% d’hydrate de
carbone. Ce composé favorise la mulitiplication des cellules (fibroblastes, kératinocytes) avec

augmentation de la vitesse de la cicatrisation de la peau (Moreira et Filho, 2008).

111.1.4.2.3. Les polypeptides :

Chez I’Aloe vera, 12 polypeptides ont été déterminée par 1’électrophorése avec des poids
moléculaires varié entre 46-78 kDa, ou le gel a rapporté 2,9% de protéine (Talmadge et al.,
2004).

111.1.4.2.4. Stérols et stéroides :

Les stérols comme le cholestérol, lupeol, béta-sitostérol sont des agents anti-inflamatoires
importants. Ces substances ont des vertus antiseptiques, analgésiques et aussi des vertus

antidouleurs similaires a I’aspérine (Wittiam et Hopkins, 2003).

111.1.4.2.5. Lipides :

L’extrait entier d’Aloe vera a rapporté 0,7% de lipide non polaire, dont les composants
principaux étaient le stigmastérol et son stéarate, avec peu de quantités de 1’oléate methylique, la
trioléine et 1’acide oléique.

Les lipides polaires (0,9%) contiennent principalement 1’acide phosphatidique, avec certaine

diglycéride, la phosphatidylcholine et phosphatidyléthanolamine (Esua et Rauwald, 2006).

111.1.4.2.6. L acide salicylique :

L’acide salicylique (SA) (précurseur de I’aspirine) est synthétis¢ dans la plante en réponse a
I"attaque de divers pathogénes et constitue un élément clef pour I"établissement de la résistance
locale et la SAR (systemic acquired resistance) (Loake et Grant, 2007). Il est impliqué dans
plusieurs réponses aux stress biotiques (infection par les pathogéenes) et abiotiques (exces de

radiation UV, des niveaux d"0zone accrus)

111.1.4.2.7. Autre substances :

En plus de ces composés, 1’Aloe vera contient des vitamines comme la vitamine A, B, B12,

C, E, B-caroténe, choline et acide folique (Yagi et al., 1997). Les enzymes dont les
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principaux sont: les Peroxydases, Aliiases, Catalases, Lipases, Cellulases, Amylases et
Phosphatases Alcalines. Les sels Minéraux comme le calcium, magnésium, potassium, sodium,
aluminium, fer et zinc. Les Acides aminés. La lignine. Saponines. Gibbérilline et auxine (Yagi et
al., 1997) et les tanins (Wittiam et Hopkins, 2003).

I11.1.5. Utilisation :

Les feuilles surtout, car elles constituent un tissu de réserve qui contient un exsudat important
appelé: le jus d’Aloés. Ce jus d’Aloes comprend en réalité deux substances : le suc d’Aloé¢s et le
gel d’Aloés (Bruneton, 1993).

L’utilisation de gel d’dloe vera est largement répandue dans l'industrie de produits
cosmétiques ou elle est employée pour ses propriétés curatives de blessure, de brilure (van Wyk
et Gericke, 2000) et également comme un ingrédient dans l'industrie des boissons et d’autres
produits alimentaire (van Wyk et Wink, 2004). D'autres activités biologiques incluent les anti-
inflammatoire, antiulcer, antidiabétes et propriétés d'antihypertensif, perfectionnement
d'immunité, fonction de foie et prévention améliorées d'asthme (Reynolds et Dweck, 1999 ;
Langmead et al., 2004). L'activité biologique d’Aloe vera a été attribuée a différents composants
qui incluent I'aloin, polysaccharides complexes, sucres, pectines, composés minéral et
glycoprotéines (van Wyk et Wink, 2004 ; Wynn, 2005).

I11.1.6. Effets antibactériens :

Une etude comparative des activités antimicrobiennes du gel et de la feuille d'Aloe vera ont éte
examinées. Le résultat a prouvé que le gel et la feuille ont empéché la croissance de
Staphylococcus aureus. Seulement le gel a empéché la croissance des Trichophyton
mentagrophytes, alors que la feuille possede des effets inhibiteurs sur Pseudomonas aeruginosa
et les Candida albicans (Agarry et al., 2005).

Les extraits d'éthanol, de méthanol et d’acétone du gel d’Aloe vera ont été étudiés pour leur
activité antimicrobienne contre quatre bactéries a coloration de gram positive (Staphylococcus
aureus (MTCC 2943), Streptococcus pyogenes (MTCC 442), Bacillus subtilis (MTCC 441),
Bacillus cereus (MTCC 1272)) et quatre bactéries a coloration de gram négative (Escherichia
coli (MTCC 1687), Pseudomonas aeruginosa (MTCC 1688), Salmonella typhi (MTCC 531) et
Klebsiella pneumoniae (MTCC 530)) en utilisant la méthode de diffusion d'agar. Les extraits
d'éthanol et de méthanol ont montrés une activité plus élevé tandis que l'extrait acétonique, n’a

montré aucune activité contre la plupart de microbes pathogenes testés (Rubina et al., 2009).
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IIL. 2. L’ail (ALLIUM SATIVUM)
111.2.1. Classification :

Le nom commun "ail" et le nom botanique "Allium"”, viennent du mot celtique "All" qui
signifie "qui brale" (Block, 1992). 1l appartient a la famille des Alliaceae (anciennement classée

sous les Liliaceae) :

Classe: Liliopsida

Sous-classe: Liliidae

Superorder : Lililanae

Ordre : Amaryllidales

Famille : Alliaceae

Subfamily : Allioideae

Tribu : Allieae

Genre : Allium

Espeéce : Allium sativum (Takhtajan 1997).

111.2.2. Aspect botanique :

L'ail est une plante monocotylédone, herbacée bulbeuse. On distingue généralement deux
sous-especes connues sous le nom d’ail a tige dure (ophioscorodon) et ail a tige molle (sativum).
La premiére est résistante au froid et s’acclimate bien a une culture dans les régions plus
nordiques. La seconde est mieux adaptée aux régions chaudes et ne produit pas de fleurs, sauf en
conditions de stress (Bachmann, 2008).

L’ail est largement cultivé pour sa valeur alimentaire et médicinale. Les parties le plus
largement répandues de la plante sont les bulbes et les feuilles (Van Wyk et Wink , 2004 ;
Corzo-Martinez et al., 2007).
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111.2.3. Répartition géographique :

Alium sativum a son origine en Asie centrale (Renaud, 2003), cependant, il est actuellement
cultivé dans la plupart des régions du monde, principalement pour ses applications alimentaires,

y compris le Mexique, I'Amérique du Sud, au Moyen-Orient, en Inde et la Chine.

111.2.4. Composition phytochimique :

Le bulbe dail renferme des polysaccharides (cellulose et fructanes), des saponosides
(hétérosides de furostanols: sativosides, proto-éruboside-B etc.) (Bruneton, 1999). En plus, L’ail

est caracterise par sa forte teneur en composés organo-soufrés et en flavonoides.

Le composant principal de I'ail frais non contusé est I'alliine ou sulfoxyde de S-allyl-L-(+)-
cystéine (Figure n° 9). C'est un composé sulfuré stable sans odeur qui a été isolé en 1948 par
Arthur Stoll et Erwald Seebeck (GRUN-THOMAS, 1998). Le bulbe dail en contient en
moyenne de 0,35 % a 1,15 % (WICHTL et ANTON, 2003) et jusqu'a 1,8%.

NN

I
O NH,

Alliine

Figure n° 9: Structure chimique de principal composant de I'ail intact (Bruneton, 1999).

Lorsque les tissus sont blessés, I'alliine est transformée par une enzyme, l'allinase (S-alkyl-L-
cystéine sulfoxyde lyase), en acide pyruvique et acide 2-propénesulfénique, qui sera
immédiatement transformé en allicine (0,3 % de la masse fraiche) (GRUN-THOMAS, 1998 ;
GIRRE, 2001) (figure n° 10). L'allicine (ou allyl-2 propénethiosulfate) a été isolée pour la
premiere fois en 1944 par Chester Cavallito a partir d'un extrait aqueux d‘ail frais. Il a suggeéré la
structure: CH2=CH-CH2-S(0)-S-CH2-CH=CH2. C'est un composé organo-sulfuré, instable et

odorant (odeur de l'ail fraichement coupé) aux propriétés antibactériennes et antifongiques
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(GRUN-THOMAS, 1998). Il se decompose, selon la température et les conditions du milieu en
composés soufrés volatiles et fortement aromatiques (WICHTL et ANTON, 2003).

O
O MNH- ”

I
.S “
f—*ﬁu" \)\C"DQH \O\S /S \/\

2 Alliine / Allicine

Alliinase

(0]
2 + 2 NH;

~~ "COzH
Acide pyruvique

Figure n° 10: Transformation de I'alliine en allicine.

L'huile essentielle obtenue par entrainement a la vapeur et sous pression, contient une variété
de sulfures: diallyl disulfure (DADS), diallyl trisulfure (DATS)... (Amagase et al., 2001).

S .
/\/SW OGNS AN

diallyl sulfure diallyl disulfure allyl methyl sulfure

Figure n° 11: Structure chimique de quelques composés de I'huile essentielle de l'ail.

37



CHPITRE Il Résistance aux antibiotiques chez P. aeruginosa

Durant le processus de la fabrication I'huile macérée de I'ail (macération de l'ail dans une
huile végetale), peu d'alliine est converti en allicine. Mais puisque cette derniére est instable, et
se décompose facilement (Weber et al., 1992) en: vinyldithiines, composés majeurs des
préparations a I'huile de I'ail ( Ohta et al., 1999), ajoénes (formé par condensation de 3 molécules
d'allicine) (Figure n° 12) (Ohta et al., 1999 ; Amagase et al., 2001), diallyl disulfure (Dwivedi et
al., 1998) et différents d’autre composé, qui sont liposolubles (Amagase et al., 2001).
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Figure n° 12: Transformation de I’allicine en 1’ajoénes.

3-Vinyl-4 H-1,2-dithiine 2-Vinyl-4 H-1,3-dithiine

Figure n° 13: Structure chimique des vinyldithiines (Bruneton, 1999).
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De plus, l'ail contient également des biocatalyseurs : hormones sexuelles méales et femelles,
des lectines, des prostaglandines, oxydases, peroxydases (tyrosinase, catalase), des vitamines
(vitamine A, vitamines Bl, B2, B6, vitamine P et vitamine C), des acides gras, des glycolipides,
des phospholipides, des anthocyanines, des flavonoides, de I'acide phénolique et des acides
aminés essentiels (BRUNETON, 1987).

111.2.5. Propriétés pharmacologiques et emplois :

L’ail est cultivé depuis des milliers d’années autant pour une utilisation culinaire que

médicinale. Il compte parmi les plantes médicinales les plus anciennes.

Durant la Premiére Guerre mondiale, I’ail a été utilisé pour combattre le typhus et la
dysenterie, ainsi que comme désinfectant pour les plaies. On utilisait méme le jus d’ail cru dilué
afin d’éviter la gangréne. Durant la Seconde Guerre mondiale, les Russes, a court

d’antibiotiques, utilisaient massivement 1’ail, qui fut alors appelé « pénicilline russe ».

Et de maniere générale, on attribue a 1’ail des qualités: antibactériennes, antibiotiques,
anticancéreuses, hypolipémiantes, hypotensives, inhibitrices de 1’agrégation plaquettaire,
expectorante et immunostimulante. C’est pour ces différentes raisons qu’il serait prescrit lors
d’hypertension, d’hypercholestérolémie, de bronchite, de maux de gorge ou lors de calculs

urinaires (Jean-Michel, 2001 ; Xavier, 2009).

Utilisé par les Egyptiens pour éviter les maladies (Richard et Loo, 1992). Le naturaliste
romain, Pline l'ancien a inscrit plusieurs usages de I'ail: pour éloigner les scorpions, désinfecter

les morsures de chiens, guérir la lepre, asthme et épilepsie (Shaath et al., 1995).

Les Irlandais, les Danois et les Russes utilisaient I'ail, il y a des centaines d'années pour traiter
la toux et le froid (Shaath et al., 1995).

Du fait que l'ail est riche en fructosanes jusqu'a 75% du poids sec, il est diurétique. C'est un
hypotenseur dont I'effet est connu depuis longtemps chez I'nomme, et a été confirmé chez
I'animal. Egalement un antiathéromateux capable de faire diminuer triglycérides et cholestérol
sanguins et d'augmenter le taux des HDL. Une alimentation suffisamment riche en ail diminue
l'agrégation plaquettaire et augmente l'activité fibrinolytique, d’ou l'intérét de la plante dans la

prévention des thromboses (Bezanger-Beauquesne et al., 1990).
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C'est aussi un hypoglycémiant (Bezanger-Beauquesne et al., 1990), antiviral (Weber et al.,
1992), prévient de certains cancerse et dont plusieurs études sur le cancer de I'estomac (Jonkers
etal., 1999 ; Ohta et al., 1999 ; O'gara et al., 2000).

Ses propriétés antiseptiques ont été mises a profit depuis des siecles contre des maladies telles
que la peste ou le choléra (Amagase et al., 2001). Louis Pasteur, en 1858, était le premier a avoir
constaté que l'ail tue les bactéries. Les docteurs Russes traitaient leurs malades avec de l'ail a
défaut de Pénicilline (Shaath et al., 1995). Ces activités antibactériennes et méme antifongiques
de l'ail ont été mis en évidence in vitro (Bruneton et al., 1999 ; Cowan, 1999 ; Jonkers et al.,
1999 ; Ohta et al., 1999 ; O'gara et al., 2000 ; Ross et al., 2001 ; Tsao et Yin, 2001).

Les composés soufrés volatils spécialement: allicine, diallyl disulfure, diallyl trisulfure,
ajoenes, vinyldithiines, sont généralement considérés responsables de la plupart des activités
pharmacologiques (Yoshida et al., 1999 ; O'gara et al., 2000 ; Ross et al., 2001 ; Tsao et Yin,
2001 ; Amagase et al., 2001).

111.2.5. Effets antibactériens :

Des études récentes montrent l'activité antimicrobienne de I'nuile macérée de I'ail contre, des
bactéries a coloration de gram positive et négative, des levures et méme peut inhiber la
croissance de la bactérie Helicobacter pylori responsable de ’ulcére et du cancer de 'estomac
(Ohta et al., 1999 ; Yoshida et al., 1999).

En 2004, une étude prouvé que l'extrait aqueux d'ail (AGE) exerce un effet antimicrobiens
contre 133 isolats bactériens multi-résistant a coloration de gram positive et négatifve, incluant
Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Streptococcus pneumoniae, Streptococcus
pyogenes, Haemophilus influenzae, Salmonella typhi, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia
coli, Shigella sp., Proteus sp. et contre 10 Candida sp. (Iwalokun et al., 2004).

L’évaluation de l'effet de I'extrait d'ail sur les bactéries pathogenes communes de coloration de
gram positive et négative isolés a partir des enfants avec une septicémie hospitalisée a I'hdpital
d’Iran. Le résultat obtenu montre ’activité antimicrobien de I’extrait d’ail contre Escherichia
coli, Klebseilla pneumonia, Proteous murabilis, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus

aureus et Staphylococcus epidermidis (Barak et al., 2007).

Une étude in vitro montre ’effet antibactérien d'ail (Alium sativum) sur Staphylococcus

aureus réalisé par Deresse en 20009.
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111.3. Le henné (LAWSONIA INERMIS)
111.3.1. Taxonomie :
Originaire de Perse et d’Arabie, le henné étant le nom vernaculaire le plus répandu, sa

position systématique a été configurée dans 1’hiérarchie suivante:

Embrechement : Spermaphytes

Sous-embranchement : Angiospermes

Classe : Dicotyledones

Sous Classe : Archichlamydeae

Ordre : Myrtiflorae

Famille : Lythraceae

Genre : Lawsonia

Espece : Lawsonia inermis (Wong et Theng 1995).

111.3.2. Aspect botanique :

Henné (Lawsonia inermis) est un arbuste odoriférant de 2 a 6 métres. C’est espéce unique
dans la famille des Lythraceae (Singh et al., 2005), présentant des feuilles persistantes, étroites et
effilées et de petites fleurs blanches ou roses.

Les feuilles sont 1.3-3.2 par 0.6-1.6 centimétre, elliptique ou largement lancéolée, aigu ou
obtus. Les fleurs sont nombreuses de couleur variable, souvent blanches, petites (moins de 1.3
centimetre), parfumées a odeur de rose.

Les capsules sont sphériques 4-8 millimétres de diametre, avec 32-49 graines par fruit, de
émm de diamétre avec un vestige de style présentant au sommet quatre loges renfermant de

nombreuses graines (Kumar et al., 2005).
111.3.3. Répartition géographique :

Largement cultivée dans les régions tempérées de I’ Afrique, au Moyen Orient et surtout en

Inde comme une plante ornementale et de colorant (Grieve, 2005).
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111.3.4. Utilisation :

Le henné (Lawsonia inermis) a été employé de maniére esthétique et médicinal pendant plus
de 9.000 années. Lawsonia inermis est un agent populaire de coloration de peau et de cheveux
dans beaucoup de régions du monde. Sa racine est considérée une médecine efficace pour
I'infection de gonorrhée et d’herpés.C'est une plante médicinale traditionnellement employée par
divers groupes de personnes (Leva et Amarb, 2008 ; Marc et al., 2008 ; Gbolade, 2009).
Lawsonia inermis est employés en tant qu'antirheumatic et agent antineuralgic (Marc et al.,
2008), et également comme un potentiel antidiabétique (Gbolade, 2009). En outre, le traitement
avec l'extrait hydroalcoolique de Lawsonia inermis (in vivo) a été prouvé et les niveaux
d’enzymes antioxydantes cellulaires ont augmenter telles que la glutathion réductase,

superoxide dismutase et catalase (Dasgupta et al., 2003).

111.3.5. Composition phytochimique :

111.3.5.1. Dérivés de Naphthoquinone :

Le henné (Lawsonia inermis) contient le lawsone (2-hydroxy-1,4- naphthoquinone) (Figure
n° 14), comme le principal ingrédient bio-actif, ce qui est présent dans des feuilles séches dans
une concentration de 1.0-1.4 %. Le composé a été extrait a partir des feuilles et la préparation de
divers dérivés de lawsone a été rapportée (Didry et al., 1968). La résolution de la chlorophylle,
lawsone, 1,3dihydroxy naphtalene, 1.4-naphthoquinone et du 1,2-dihydroxy-4-
glucosyloxynaphthalene a €té isolée dans I'extrait insoluble dans I'eau des feuilles de henné. Un
isoplumpagin dérivé de nouveau naphthoquinone a été isolé dans I'écorce de tige du henné
(Gupta et al., 1993).

th

Figure n°® 14: Structure chimique de Lawsone
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111.3.5.2. Composants aliphatiques, triterpénes et stérols :

La structure de nouveaux glycosides, lawsoniaside et lalioside phénoliques d'isolement dans
les feuilles a été établie comme 1,2,4-trihydroxynaphthalene 1.4-di-pB-D-glucopyranoside et
2,3,4,6-tetrahydroxyacetoxy-2 -- D-glucopyranoside (Takeda, 1988). Un aliphatique ester de n-
tricontyl, n-tridecanoate, [-sitostérol, lupeol, 30-norlupan-3p3-o0l-20-one, betulin et acide

betulinique ont été isolés dans I'écorce de L. inermis (Chakraborthy et al., 1977).

Un glucoside de B-sitostérol a été rapporté des feuilles (Ahmoud et al., 1980). L'extrait
méthanolique des feuilles du henné a également rapporté le B-sitostérol et le stigmastérol (Afzal
et al., 1984) (Figure n° 15). Les graines de la plante contiennent 5.8% d’une huile fixe composée
d’acide arachidonique, d’acides, stéarique, palmitique, oléique et linoleique en plus d’une huile
essentielle composée principalement d’ionone (Sarita, 1991). De I'écorce de tige, un constituant
aliphatique 3-methyl-nonacosan-1-ol (Gupta et al., 1992) et de stérols a savoir le lawsaritol
(Gupta et al., 1992) et le lawsaritol A (Gupta et al., 1994) ont été rapportés. L'essai biologique a
guidé le fractionnement de I'extrait méthanolique de la graine dégraissée menée a l'isolement de
deux nouveaux triterpénoides, d'acide de lawnermis et de son ester méthylique (Handa et al.,
1997).

B- sitosterol Stigmasterol

Figure n° 15: Structure chimique de principaux composants aliphatiques, triterpéne et sterols.
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111.3.5.3. Dérives phenoliques , coumarins, xanthones et flavonoides :

L'extrait éthanolique de la totalité des parties aériennes de henné est avéré exempt des
tannins (Atal et al., 1978). L'acide dail a été rapporté dans les feuilles. La structure des
coumarins, lacoumarin d'isolement dans toute la plante, a été établie comme 5-allyoxy-7-
hydroxycoumarines (Bharadwaj et al., 1976). Trois nouveaux laxanthones, a savoir laxanthones
I, 1, et Il qui ont été caractérisés en tant que 1, 3-dihydroxy-6, 7-dimethoxy xanthone, 1-
hydroxy-3, 6-diacetoxy-7-methoxyxanthone et 1-hydroxy-6- acetoxy xanthone, respectivement
ont été rapportés (Bharadwaj et al., 1977 ; Bharadwaj et al., 1978). Apigenin-7-glucoside,
apigenin-4-glycoside, luteolin-7-glucoside et luteolin-3-glucoside étaient les flavonoides
d'isolement dans le henné (Afzel et al., 1980). La lutéoline, les luteolin-7-O-glucoside et les

acacetin-7-O-glucoside ont été isolés dans les feuilles.

111.3.5.4. D'autres constituants chimiques :

L'acide gallique est présent jusqu'au degré de 5-6 %. La composition en acides aminés du
henné a été rapportée (Khan et al., 1997). La présence du mannitol dans la tige, les fleurs et les
racines de henné a éte étudiée. Un lectin inhibitable d'albumine a été obtenu a partir du henné.
Les oligoéléments dans la poudre de henné étaient Cu, Ni, Mo, V, Mn, Sr, Ba, Fe et Al
comprenant les substances minérales comme Na,O, CaO et K,O. L'huile essentielle des fleurs du
henné contient a-ionone et B-ionone comme constituants en chef. Le fractionnement essai-guidé
immunomodulateur de I'extrait méthanolique des feuilles de henné a eu comme conséquence
I'isolement de sept composés; trois ont été isolés pour la premiere fois dans le genre, a savoir
acide p-coumarique, 2-methoxy-3-methyl-1,4-naphthoquinone et apiin, apigénine, lutéoline et

cosmosiin (Muhammad et Muhammad, 2005) (Figure n° 16).
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Figure n° 16: Structure chimique de constituants chimiques de Lawsonia inermis.

111.3.6. Effets antimicrobiens:

Des extraits d'éthanol de 20 especes des plantes employées par les guérisseurs traditionnels de
Yemene pour traiter les maladies infectieuses ont été examinés pour leur activité antibactérienne
contre les bactéries de coloration de gram positives et négatives. L'extrait d'acétate éthylique de
L. inermis s'est avéreé le plus en activité contre toutes les bactéries dans le systeme d'essai. (Ali et
al., 2001).

L’extrait de chloroforme des feuilles a une activité antibactérienne prometteuse contre

Shigella et Vibrio cholera (Ahmed et al., 2003).

Les extraits bruts aqueux, de méthanol et de chloroforme de la feuille ont montré que l'activité
antimicrobienne in vitro empéchait la croissance de 6 mycétes pathogenes humains et de 4 types
de bactéries (Habbal et al., 2005; Saadabi, 2007).

En Inde, l'activité antibactérienne de 1’extrait methanolique de Lawsonia inermis a été mis en
évidence par la méthode de diffusion de puits d'agar vis-a-vis Staphylococcus aureus (MTCC
087), Escherichia coli (MTCC 729), Klebsiella pneumoniae (MTCC 432), Pseudomonas
aeruginosa (MTCC 1688) et Proteus mirablis (MTCC 425) ( Arun et al., 2010).
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CHAPITRE IV Matériel et méthodes

1V. Matériel et méthodes :

IVV.1. Obtention de bactéries :
Cinq isolats ont été employées dans cet étude y compris :
e Une souche de référence Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853.
e Quatre isolats cliniques (P;, P2, P3 et P,;) obtenus a partir des produits pathologiques
différents :
P; : isolé a partir des seles.
P,, P3 : isolé a partir de 2 prélevements de pus.
P4 : 1solé a partir d’un prélévement bronchique,
Les quatre isolats cliniques (P, P2, P3 et P,;) ont été fournis par le service de Bactériologie de

Laboratoire de I’hdpital de «<Ain Tedeles»>, Mostaganem.

IV.2. Identification des isolats :
L’identification des souches de Pseudomonas aeruginosa est basée sur 1’étude de leurs
caractéres morphologiques, culturaux et biochimiques.

1VV.2.1. Etude macroscopique des colonies :

On a pris en considération les caractéres suivants: la forme, l'aspect et la couleur des

colonies.
IVV.2.2. Etude microscopique :

Cet étude est réalisée par une coloration de Gram qui permet de connaitre le type de Gram
de la bactérie (positif ou négatif) ainsi que leur morphologie (batonnet ou cocci). Les bactéries
qui apparaissent en violet sont dites "Gram positif" et celles qui présentent une couleur rose sont

appelées "Gram négatif".
IVV.2.3. Production des pigments :

La présence des pigments fluorescents (pyoverdines) est testée sur le milieu King B, la
production du pigment bleu (pyocyanine) est vérifiée sur milieu King A respectivement par la

méthode de stries simple.

L'incubation est réalisée a 37°C pendant 24 heurs. La présence de pigment diffusible se traduit
par I'apparition d'une couleur jaune-verdatre pour la pyoverdine ou bleu-vert pour la pyocyanine

qui peut diffuser sur toute la boite.
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IVV.2.4. Croissance a4 °Ceta 42 °C :

Les cing isolats de P. aeruginosa sont ensemencées dans des boites de pétri contenant le milieu

GN, ensuite elles sont incubées dans des incubateurs maintenu a 4°C et 42°C pendant 48 heurs.
IVV.2.5. Production d’oxydase :

Ce test est basé sur la détection de la production de I’enzyme cytochrome oxydase par des

bactéries a coloration de Gram négative.

Il s'agit de mettre en contact une colonie bactérienne avec un disque d’oxydase. Une réaction
positive se traduit par 1’apparition d’une coloration violette, soit immédiatement, soit aprés
quelques secondes. La lecture est limitée a 30s.

1VV.2.5. Production de catalase :

Ce test 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 une goutte d’eau oxygénée. Une
réaction positive se traduit par ’apparition d’un dégagement gazeux sous forme de mousse au de

bulles.
IV.2.7. Caractéres biochimiques :
IVV.2.7.1. Milieu TSI (Triple sugar iron) :

Ce test examine la fermentation du glucose, le lactose et de saccharose par la bactérie et

vérifie si le gaz et le sulfure d’hydrogéne (H,S) sont produits dans le processus.

A partir d'une suspension de la culture, la pente est ensemencée par des stries longitudinales,

plus une piqdre centrale réalisée par une pipette de pasteur.
IV.2.7.1. La galerie APl 20 E :

Les cing isolats ont fait I’objet d’une identification biochimique avec le systéme API 20E.
(Jacoby et al. 2004).

La galerie biochimique API 20 E, est un systéme miniaturisé, prét a I'emploi et standardisé.
Elle comporte 20 microtubes contenant des substrats déshydratés. Les tubes sont ensemenceés
avec une suspension bactérienne effectuée en eau physiologique. Les réactions produites au
cours de la période d'incubation se traduisent par des virages colorés spontanés ou révélés par
I'addition de réactifs (TDA, IND et VVP).
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La galerie API 20 E permet d'effectuer les tests suivants: ONPG, ADH, LDC, ODC, citrate de
Simmons (CIT), production d'hydrogéne sulfuré par réduction du thiosulfate (H2S), synthese

d'une uréase (URE), recherche d'une tryptophane désaminase (TDA), recherche du pouvoir

indologéne (IND), production d'acétoine (VP), synthese d'une gélatinase (GEL), recherche de
I'acidification de neuf "glucides": glucose (GLU), mannitol (MAN), inositol (INO), sorbitol
(SOR), rhamnose (RHA), saccharose (SAC), mélibiose (MEL), amygdaline (AMY) et arabinose

(ARA).

Figure n°17 : La galerie biochimique API 20 E

IV.3. L’antibiogramme :

Un antibiogramme comportant 13 antibiotiques (Tableau n° 2) a été réalisé par la méthode de

diffusion sur milieu Mueller Hinton (Galani et al. 2002).

Tableau n° 2 : Les antibiotiques utilisés pour I’antibiogramme

Classes d’antibiotiques

Les antibiotiques testés

Les B-lactamines

Les céphalosporines
de premiére génération (C1G) :
de troisieme génération (C3G) :
Les aminoglycosides
Les fluoroguinolones
Les macrolides
Les cyclines

Les Streptogramines
Les rifamycines
Les sulfamides

Pénicilline (P) (6u9)

Oxacilline (OX) (5ug)

Augmentin (amoxicilline + acide clavulanique)
(AMC) (20/10)

Céfazoline (CZ) (30uQ)

Ceftriaxone (CRO) (30uQ)

Gentamycine (GN)

Norfloxacine (NOR) (5u9)

Erytromycine (E) (15uQ)

Doxycyline (DO) (30g)

Tetracycline (TE) (30ug)

Pristinamycine (PT) (15ug)

Rifampicine (RA) (30ug)

Le trimétoprime sulfamethaxazol (SXT) (15uQ)
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IV.4. Matériel végétal :
Les plantes ayant fait ’objet de ’expérimentation sont les suivantes :
L’aloés (Aloe vera)

Les feuilles fraiches d’Aloe vera ont été récoltées des espaces verts de I'université de

Mostaganem.
L’ail (Allium sativum)

L’ail (Allium sativum) a I’¢état frais ou sous forme seche (bulbes) a été acheté du marché de

Mostaganem.
Le henné (Lawsonia inermis)

La matiére végétale de Lawsonia inermis a été obtenue du marché sous forme de feuilles
séchées, c’est le henné connu pour 1’'usage domestique. Une quantité de henné a subit ensuite un

broyage et un tamisage pour 1’obtention d’une poudre fine et homogene.

Aloe vera (feuille) Allium sativum (bulbes) Lawsonia inermis (feuille)

Figure n° 18: Photos des plantes utilisées dans cet étude.
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IV.5. Préparations des extraits :
IV.5.1. Préparation d’extraits de I’Aloe vera :
a. L’extrait brut d’Aloe vera (1) :

On choisi des feuille mures, fraiches, saines et épaisses d’Aloe vera, ayant une longueur
approximativement de 25-30 cm. On lave ces feuilles avec 1’eau de robinet et sur une plaque de

verre stérile on la dépose longitudinalement.

A T’aide d’une spatule stérilisé, On érafle doucement le tissu parenchymateux sans couleur
(gel). Ensuite on le liquéfie dans un mélangeur pour enlever les fibres et on filtre a 1’aide d’un

tissu mousseline.

7

>

Figure n° 19: Gel d’Aloe vera.

b. L’extrait éthanolique d’Aloe vera :
e Selon la méthode décrite par Alkhail (2) :
Dont les principales étapes sont résumées comme suite :

- Une prise d’échantillon de gel d’Aloe vera d’environ 50 g a été introduite dans un

erlenmeyer et macérée dans 100 ml d’éthanol (95%) pendant 48 h.

- Le produit est ensuite filtrés a 1’aide du tissu mousseline stérile suivi d’une filtration par

un papier filtre Whattman N°1.

- Puis le filtrat obtenu a été concentré au rotavapor sous vide a la température de 50°C

jusqu'a I’¢élimination compléte de 1’éthanol. (Alkhail, 2005).
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e Selon la méthode décrite par Pawar et al., (3) :

Le gel frais de feuille a été séché dans un four & 80°C pendant 48h. Par la suite, les
opérations de broyage, tamisage sont réalisees, 20 g de cette poudre ont été introduite dans un
erlenmeyer et macérée dans 200 ml d’éthanol pendant 24h et le contenu est ensuite filtré a 1’aide

du papier filtre Whattman N°1.

Puis le filtrat obtenu a été concentré au rotavapor sous vide a 50°C. L’extrait obtenu a été

dessout dans I’cau distillé stérile (Pawar et al., 2005).

IV.5.2. Préparation d’extraits d’Allium sativum :
e Extrait brut d’Allium sativum (jus frais de I'ail) (1) :

Le jus ou eau métabolique d'une plante, représente toute la partie liquide extraite de la plante
(les ampoules fraiches), en ne laissant comme résidus que les fibres cellulosiques (Bernadet,
2000).

L'extrait brut de I'ail est préparé le jour méme des expériences — au maximum une heure avant

— a cause de son instabilité.

e Extrait d’Allium sativum selon la méthode décrite par Rasmussen et al. (2) :

Les ampoules fraiches d’ail ont été épluchées et coupé en petits morceaux, 150 g de I’Ail
coupé a été submergé en 150 ml de toluéne et porté a 1’agitation (180 t/mn) a la température

ambiante pour 24h.

Puis, le mélange a été filtré a travers un papier filtre de Whattman N°1, le totale de 150 ml de
I’eau distillé a été ajouté dans le filtrat obtenu précedemment, le mélange a été remit encore
pendant 24 h a la température ambiante sur le dispositif agité. La phase aqueuse a été séparée de
la phase organique par ’utilisation d’ampoule de décantation. Apres I’obtention de deux phases,
la phase aqueuse a été séparé par décantation et stérilisé par un filtre millipore GS 0,22 um
(Rasmussen et al., 2005).
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Figure n° 20: Les principales étapes réaliser dans la préparation de I’extrait d’Allium sativum

selon la méthode décrite par Rasmussen et al. (2005).

IV.5.3. Préparation de I’extrait méthanolique de Lawsonia inermis :

Pour Lawsonia inermis, 1’extraction par percolation type Soxhlet a été la méthode choisie
(Negrette et al., 1987), 150 g de poudre repartis dans 3 cartouches ont été extraits avec 300 ml de
méthanol sous réfrigérant a reflux jusqu’a épuisement. L’extrait recueilli dans un ballon a été
concentré a 1’aide du rotavapor. Aprés concentration, I’extrait a été recueilli dans un flacon

(Harborne, 1998).

2011/02/10

Figure n° 21: Soxhlet et Rotavapor utilisés dans cette étude.
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IV.6. Activité antibactérienne des différents extraits préparés :

L’activité antimicrobienne des différentes extraits préparer a été¢ déterminée par la méthode de
diffusion en milieu gélosé Mueller-Hinton (milieu le plus employé pour les tests de sensibilité

aux agents antibactériens (Sacchetti et al., 2005 ; Celiktas et al., 2007).

Les différentes souches bactériennes ont été repiquées par la méthode des stries, puis incubées
a I’étuve a 37°C pendant 18 a 24 heures afin d’obtenir une culture jeune et des colonies isolées.

Les colonies ont servi a préparer I’inoculum.

Une colonie bien isolée a été transférée a 1’aide d’une anse de platine stérile dans un tube
contenant de 1’eau physiologie stérile afin d’avoir une suspension microbienne homogene (106
UFC/ml). Par la suite la surface entiére de la gélose Mueller Hinton a été étalée par cette
suspension microbienne (Anonyme, 2009).

Des disques en papier Whattman de 6mm de diamétre, ont été d’abord stérilisés par
I’autoclavage, puis ont été imprégnés durant 15-20 minutes dans les déférents extraits de trois

plantes étudiées. Apres ont été déposes stérilement sur la surface de la gélose.

Les boites ont été incubées 24 h a 37°C (Anonyme, 1996) et I’activité antimicrobienne a été

traduite par 1’apparition des zones d’inhibition autour des disques.

IV.6.1. Détermination de la Concentration Minimale Inhibitrice (CMI) des extraits de

Lawsonia inermis et d’Allium sativum :
1V.6.1.1. En milieu solide:

Les extraits présentant un effet inhibiteur sur les isolats de Pseudomonas aeruginosa, sont
sélectionnés pour déterminer la concentration minimale inhibitrice (CMI) et la concentration

minimale bactéricide (CMB).

Les mémes étapes réalisées dans la détermination de 1’activité antibactérienne avec 1’utilisation

des concentrations différentes.

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

I’autoclavage, puis imprégnés durant 15-20 minutes dans des concentrations croissantes
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d’extraits des deux plantes étudiées. Les disques ont été déposés stérilement sur la surface de la

gélose. Les boites ont été incubées pendant 24 h a 37°C.

L’activité antimicrobienne a été déterminée en mesurant le diamétre de la zone d’inhibition.

IV.6.1.2. En milieu liquide :

La Concentration Minimale Inhibitrice (CMI) de facon générale est la plus faible
concentration d’antibactérienne capable d’inhiber toute croissance visible aprés un temps
d’incubation de 18 a 24 heures. Ici sa détermination s’est effectuée a partir de la mesure de la
turbidité induite par la croissance des germes étudiés. La CMI correspondra donc a la plus petite
concentration pour laquelle il y a absence de turbidité. Par conséquent c’est le premier tube ou la
valeur di est égale a df (di = df) (di et df correspondant a la valeur de la D.O du tube

expérimental avant et aprés I’incubation) (Moroh et al., 2008).

La préparation de I'inoculum se fait a partir des colonies jeunes de 18 a 24 heures. Une colonie
isolée de P. aeruginosa ATCC 27853 a été prélevée a l'aide d'une anse de platine stérile et
homogénéisée dans 10 ml de BN puis porté a incubation pendant 3 heures a 37°C pour avoir une

suspension bactérienne réalisée évaluée a environ 10® UFC/m.

Pour 1’Allium sativum une série de 10 dilutions réalisées dans du bouillon nutritif a 1%, 2%,
3%, 4%, 5%, 6%, 7%, 8%, 9% et 10%.

Pour Lawsonia inermis, une gamme de concentrations a été préparée dans des tubes a essais
contenant du bouillon nutritif par la méthode d’une dilution selon une progression géométrique

de raison 2 avec des concentrations allant de 0,0245 mg/ml a 30,00 mg/ml.

Ensuite, chaque tube de I'une des séries est ensemencé avec 0,5 ml de I’inoculum tandis que
les tubes de l'autre série recoivent 0,5 ml de milieu de culture stérile. On incube ensuite tous les

tubes a I'étuve a 37 °C pendant 24 heures.
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IV.6.2. Concentration minimale bactéricide (CMB) des extraits de Lawsonia inermis et

d’Allium sativum :

La concentration minimale bactéricide (CMB), est la concentration de I’antimicrobien qui
laisse au plus 0.01% de germes survivants. Pour sa détermination, la gélose nutritive coulée
dans des boites de pétri est ensemencée en stries par les contenus des tubes ayant une
concentration > CMI dans la série de dilution précédente. La CMB est déterminée apres une
incubation de 24 heures a 37°C. (Biyiti et al., 2004).

IV.7. Combinaison de la gentamycine avec I’extrait de I’Allium sativum et P’extrait de

Lawsonia inermis :

L’activité antibactérienne de I’association entre la gentamycine (parmi les antibiotiques les
plus utiliser pour le traitement des infections a P. aeruginosa) et les deux extraits qui présentent
une activité antibactérienne importante vis-a-vis les isolats testés, a été étudiée par la méthode de

diffusion en milieu gélosé Mueller-Hinton.

Les étapes réalisées pour cette étude sont les mémes étapes réalisées dans 1’évaluation de

I’activité antimicrobienne des déférents extraits préparés.
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IV.8. L’étude de I’effet d’extraits préparés et acide salicylique sur la formation de biofilm

par Pseudomonas aeruginosa :

1VV.8.1. Effet des extraits sur la formation du biofilm :

Une colonie de Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 cultivée sur gélose nutritive a été
transférée dans 10 ml de bouillon nutritif et incubé pendant 24h pour préparer un inoculum. A
partir de cet inoculum 0,5 ml a été transféré dans chacune des 10 fioles en verre stériles avec des
couvercles contenant 50 ml de bouillon nutritif. Une fiole non inoculée avec Pseudomonas

aeruginosa ATCC 27853 a servi de témoin dans cette étude.
Ensuite, les fioles ont été incubées a 37°C pour 24 heurs.

Les surfaces d'essai étaient en verre (4,5cm x 3cm), ces lames ont été lavés avec un détergent,
rincés par 1’eau distillé stérile bouillant et sécher a I'air avant d'étre placé dans un four d'air chaud

a 75°C pour 30 min.

Aprés 24 heurs d’incubation de la culture, on ajoute les extrait des plantes, trois
concentrations pour chaque extrait [l'extrait brut d’ail (06%, 08%, 25%), Lawsonia inermis
(12,5mg/ml, 16mg/ml, 25mg/ml) ] ont été testé et 4 lames de verre ont été aseptiquement mises
dans chaque fiole. Toutes les fioles ont été incubées a la température ambiante de 28°C pour 48
heures. A la fin de période d'incubation, les lames ont été aseptiquement enlevées de la culture
pour la quantification de biofilms en utilisant I'analyse de violet cristal décrite par Stepanovic et
al. (2004). Chaque lame a été lavee 3 fois avec 5 ml d'eau distillée stérile. Les bactéries adhérées
restantes ont été fixées avec 2.5 ml de méthanol par lame. La lame a été colorée avec 2 ml de
violet cristal (Fisher scientifiques, Etats-Unis) pendant 15 minutes et puis la tache est
excessivement lavée sous I'eau du robinet. Aprés que la lame ait été sécher a I’air sec, le colorant
lié aux cellules adhérentes était solubilisé avec 2.5 ml d'acide acétique glaciaire de 33% (Fisher
scientifiques, Etats-Unis) pour chaque lame, le liquide résolubilisé a été versé dans une cuvette.
L'absorbance (densité optique) de chaque liquide a été mesurée par rapport a la densité optique

du milieu non inoculé a une longueur d'onde de 570 nm (Pawar et al., 2005).
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1VV.8.2. Effet de I’acide salicylique sur la formation du biofilm :

Les mémes étapes réalisées pour I’étude de I’effet des extraits sur la formation de biofilm ont
été effectuées pour analyser I’effet de I’acide salicylique sur la formation du biofilm de
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853. Deux concentrations de 1’acide salicylique (1mg/ml,

2mg/ml) ont été testées
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V. Résultats et Discussion:
V.1. Identification des isolats obtenus:

V.1.1.L'étude macroscopique:

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

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

Figure n°® 22: Aspect macroscopique de Pseudomonas aeruginosa ensemenceée :

sur King A(1) et sur King B (2).

V.1.2. L'étude microscopique:

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

apparaissent sous forme de bacille a couleur rose a coloration de Gram négatif.
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Figure n° 23: Observation microscopique de P. aeruginosa aprées une coloration de Gram
(x1000).
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V.1.3. Croissance a 4°C et a 42°C :

Résultats et Discussion

Apreés 48 heurs d’incubation, toutes les bactéries ont poussés a 42°C mais aucune culture n'a
été obtenue a 4°C.

V.1.4. Test de ’oxydase :

La coloration violette qui a apparue en quelques secondes, révele une réaction positive, tous
les isolats sont dites oxydases positives (MacFaddin, 2000).

V.1.4. Test de la catalase :

L'apparition des bulles de gaz apres I'addition de H,O,, révele une réaction positive et tous les
isolats sont dites oxydase positives.
V.1.5. Caracteres biochimiques :

V.1.5.1. Milieu TSI (Triple sugar iron) :

Les tubes de TSI ensemencés par les isolats présentent un culot et une pente rouge, ce qui

signifie que les bactéries sont des non fermentatifs de sucres (lactose, glucose et saccharose),
I'absence de bulles d'air et des précipités noirs révele I'absence de gaz et de H,S.

IPASTEUR D'ALEE

GELOSE TSI

Figure n° 24: Resultat de test de TSI pour les cing isolats de P. aeruginosa.
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V.1.5.1.2. Galerie biochimique API 20 E :

Les résultats obtenus (Tableau n°3 et Figure n° 25) de touts les isolats testés sont compatibles

avec les caracteres biochimiques de P. aeruginosa (MacFaddin, 2000).

Tableau n°3: les résultats des différents tests de la galerie biochimique API 20 E

Teste résultat

ONPG (orthonitrophényl-béta-D-galactopyranoside) -
ADH (arginine dihydrolase) +
LDC (lysine décarboxylase) -
ODC (ornithine décarboxylase) -
CIT (Assimilation du citrate) +
H2S (Production d'hydrogene sulfuré) -
URE (uréase) -
TDA (Tryptophane désaminase) -
IND (Production d'indole) -
VP (Production d'acétoine) -
GEL (Synthése d'une gélatinase) +
GLU (Glucose) -
MAN (Mannitol) -
INO (Inositol) -
SOR (Sorbitol) -
RHA (Rhamnose) -
SAC (Saccharose) -
MEL (Mélibiose) -
AMY (Amygdaline) -
ARA (Arabinose) -
- : Test négative

+ : Test positive
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Figure n° 25: La galerie biochimique API1 20 E apres un ensemencement et incubation de 24h.
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V.2. Etude de la sensibilité des isolats aux antibiotiques :

Les résultats d’étude de la sensibilité des cinq isolats de P. aeruginosa aux 13 differents
antibiotiques montre une résistance élevé de P. aeruginosa a la majorité des antibiotiques testés,
ces résultats sont compatible avec plusieurs recherches qui ont mentionnés la multirésistance de
P. aeruginosa aux nombreux antibiotiques. La résistance de cette bactérie aux antibiotiques est

du a sa grande capacité a acquérir de novo des mécanismes de résistance. (Figure n° 26 et 27).

La résistance de P. aeruginosa aux Peénicilline (P), Oxacilline (OX) et l'association
amoxicilline + acide clavulanique (AMC) est peut étre du au changement de perméabilité de la
membrane cellulaire et/ou a la production d’enzyme inactivant (Les B-Lactamases) (Masterton
et al., 2006), la résistance a la céfazoline (CZ) est du peut étre a la production de
cephalosporinase AmpC (Livermore, 1995), la resistance aux Erytromycine (E), doxycyline
(DO), Tetracycline (TE) et Trimétoprime sulfamethaxazol (SXT) est du a des systemes d’efflux
actif selon Masuda et al. (2000) et Li et al. (2003).

SXT

AMC
CRO

GN
RA

Figure n° 26: Résultats d’antibiogramme de P. aeruginosa.
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Figure n°® 27: Résultats de I’antibiogramme de cinq isolats de P. aeruginosa testés aux CRO:
Ceftriaxone, AMC: Augmentin (amoxiciline/acide clavulanique), NOR: Norfloxacine, OX:
Oxacilline, CZ: Cefazoline, DO: Doxycycline, GM: Gentamicine, TE : Tetracycline, PT:
Pristinamycine, SXT: Trimethoprime , RA: Rifampicine, E: Erythromycine , P: Pénicilline.
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V.3. Résultats des tests antibactériens des plantes étudiées:

L'activité antibactérienne de deférents extraits préparés a partir des trois plantes Aloe vera,

Allium sativum et Lawsonia inermis contre les cing isolats de P. aeruginosa est présentée dans le

tableau n° 4 et la figure n° 28.

Tableau n° 4: Effet antibactérien de différents extraits préparés a partir d'Aloe vera, Allium

sativum et Lawsonia inermis, sur MH.

Aloe vera Allium sativum Lawsonia inermis
ouches ® | @ ® | © | @ o200/
100% 100% 0,10g/ml | 100% | 100% ’
P. aeruginosa 27853 - - + ++ + ++
P. aeruginosa - - + ++ + ++
P. aeruginosa - - + ++ + ++
P. aeruginosa 3 - - + ++ + ++
P. aeruginosa 4 - - + ++ + ++

(1) : L’extrait brut d’Aloe vera

(2) : L’extrait éthanolique d’Aloe vera selon la méthode décrite par Alkhail en 2005.

(3) : L’extrait éthanolique d’Aloe vera selon la méthode décrite par Pawar et al. en 2005.

(1) : Extrait brut d’Allium sativum

(2) : Extrait d’Allium sativum selon la méthode décrite par Rasmussen et al. en 2005.

- : Diameétre d’inhibition nul.

+ : Diameétre d’inhibition entre 7 et 10 millimétres.

++ : Diametre d’inhibition supérieur a 10 millimetres.

Zones inhibition en mm

16 1
14 1
12 1
101

o N B OO
m\\\\\\\\
[EEN

2

3 1 2 1

O Aloe vera

B A. sativum

B L. inermis

Figure n° 28: Resultats des tests antibactériens des trois plantes étudiées contre P. aeruginosa
ATCC 27853.
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V.3.1. L’aloés (Aloe vera) :

D’aprés les résultats (tableau n°4 et figure n°29), on constate qu’aucune activité
antibactérienne n’a été détectée pour le gel d’Aloe vera et son extrait éthanolique selon la
méthode décrite par Alkhail (2005).

Dans une étude realisé par Agarry et al. (2005), les résultats ne montrent aucune activité
antibactérienne pour le gel d’Aloe vera. L’eau constitue plus de 99% chez 1’Aloe vera et les
composés actifs sont présents en faibles concentrations qui n’atteignent pas la CMI de
Pseudomonas aeruginosa.

Une activité antibactérienne a été¢ observée pour I’extrait éthanolique par la méthode décrite
par Pawar et al. (2005), cette propriété antibactérienne de 1I’extrait éthanolique sur Pseudomonas
aeruginosa a été obtenue aussi par Rubina et al. (2009).

La déférence marquée entre les deux déférents extraits éthanoliques est di a la déférence de
concentration des composés actifs dans les deux extraits. L’extrait éthanolique préparé selon la
méthode décrite par Pawar (2005) utilise une grande quantité de gel d’Aloe vera (20 g de poudre
obtenus a partir de 4 Kg de gel frais). L’extrait préparé par la méthode de Alkhail (2005)
n’utilise que 50 g de gel frais ce qui explique la différence de concentrations entre les deux

extraits.

Aloe vera (1) Aloe vera (2) Aloe vera (3)

Figure n°® 29: Activité antibactérienne de déférents extraits testés d’Aloe vera.

64



CHAPITRE V Résultats et Discussion

V.3.2. L ail (Allium sativum) :

Les résultats obtenus (tableau n° 4 et figure n° 30) montrent que l'ail a un effet antibactérien
contre les cing isolats étudiés par les deux extraits testés avec une déférence marqué entre les
deux. L'extrait brut montre une activité antibactérienne plus efficace que celui obtenu par extrait
organique prépareé suivant la méthode décrite par Rasmussen (2005). Ce ci confirme les résultats
obtenus par Roy et al. (2006) et Jaber et Al Mossawi (2007).

Jus d'A. sativum (1) Extrait d'A. sativum (2)

Figure n°® 30: Activité antibactérienne de deux déférents extraits testés d’A. sativum.

V.3.3. Le henné (Lawsonia inermis) :

L’extrait méthanolique de Lawsonia inermis (tableau n° 4 et figure n° 31) montrent une
activité antibactérienne significative contre les cing isolats testés de P. aeruginosa

comparativement aux extraits de 1’Aloe vera et de I’Allium sativum testés dans cette étude.

R O1/05/10

Figure n°® 31: Activité antibactérienne de 1’extrait méthanolique de Lawsonia inermis.
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V.4. Détermination de la Concentrations Minimale Inhibitrice des extrait d’Allium sativum
et Lawsonia inermis :

V.4.1. L'extrait brut de I’Allium sativum

V.4.1.1. En milieu solide:

Le tableau n° 5 et les figures n® 32 et 33 montrent I’effet de différentes concentrations

d’Allium sativum sur cinq isolats de P. aeruginosa.

Les résultats de l'activité antibactérienne de différentes concentrations de l'extrait brut de ’ail

contre les isolats de P. aeruginosa testées en milieu solide confirme les résultats obtenus par

Iwalokun et al. (2004), Nairouz (2005) et Abubakar (2009).

Tableau n° 5 : Effet de différentes concentrations de l'extrait brut de 1’Allium sativum contre les

déférents isolats de P. aeruginosa étudiés, sur MH.

Zone d’inhibition en mm

Concentrations de l'extrait brut de I’Allium sativum

Isolats 100% 60% 50% 40% 30% 20% 10% 9% 8% 7% 6% 5% 4%
P.a.27853 150 13 12 100 95 85 80 77 75 70 00 00 00
Py 125 115 110 105 100 95 87 85 80 75 00 00 00
P, 130 125 110 10 97% 90 85 80 75 70 00 00 00
Ps 125 110 100 97% 90 85 80 75 70 00 OO0 00 00
Py 14,0 130 120 115 110 100 90 80 75 70 OO0 00 00

Figure n° 32: les zones d’inhibition de déférente concentration de 1'extrait brut de I’Allium

sativum sur P. aeruginosa.
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Figure n° 33: Variation des zones d’inhibition de cinq isolats de P. aeruginosa en fonction de la

concentration de I’extrait brut de I’Allium sativum.

V.4.1.2. En milieu liquide :

Les différentes valeurs de la turbidité dues a la croissance de Pseudomonas aeruginosa sont
présentées dans la figure n° 34. Cette turbidité liée a la quantité de germes présents dans les
tubes expérimentaux est mesurée apres I’incubation. On note que les concentrations croissantes
en extrait brut d’ail (1% ; 2% ; 3% ; 4% ; 5% ; 6% ; 7% ; 8% ; 9% et 10%) provoquent une
diminution progressive et dose-dépendante de la turbidité liée a la croissance des souches, ou la

courbe présente une allure décroissante et s’annule a la concentration de 8%.

L’analyse des données expérimentales montre que comparativement aux témoins de controle,
il y a une diminution du nombre des germes dans les tubes expérimentaux au fur et a mesure que

la concentration de 1’extrait augmente.

Nous avons noté une absence de la croissance témoignée par la valeur df = di a la concentration
de 6%, cette concentration correspond a la concentration minimale inhibitrice de I’extrait brut de

1’ail sur P. aeruginosa teste.

En milieu solide, les disques de concentration inférieurs ou égale a 6 % ne produisent aucune

zone d’inhibition sur les cultures bactériennes, car un gradient de concentration est obtenu par
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diffusion de I’extrait a partir de la zone source (les disques imprégnés), aucune inhibition n’est
alors observé dans les zones ou la concentration d’extrait est inférieur a la CMI. Par contre en
milieu liquide ces concentrations (de 1% a 6%) montrent un effet sur la croissance de la bactérie

ou il est détecté par la diminution de turbidité.

==D0

Dencité optique

.CMI
Concentration en %

Figure n° 34: Variation de la turbidité due a la croissance de P. aeruginosa ATCC 27853 en

fonction de la concentration d’extrait brut d’Allium sativum.

V.4.1.3. Concentrations Minimale Bactéricide (CMB) d’extrait brut d’Allium sativum:

Par la méthode de dilution en milieu liquide couplé avec un ensemencement sur milieu
gélosé, I’extrait brut d’ail a montré un pouvoir bactéricide contre P. aeruginosa ATCC 27853, a

la concentration de 8%.

Plusieurs études in vitro ont montré que I’extrait d'ail et ses dérivés ont été employés avec
succes contre P. aeruginosa résistant a plusieurs antibiotiques (Tsao et Yin, 2001 ; Iwalokun et
al., 2004 ; Bakri et Douglas, 2005).

Ce pouvoir antibactérien de l'ail est peut étre di a la présence de plusieurs substances
biologiques actives comme l'allicine et d'autres dérivés hydrophiles (GRUN-THOMAS, 1998).
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Les effets antimicrobiens principaux d'allicine sont dus a son interaction avec les groupements
thiol des enzymes des syntheses. Il exerce également un effet antimicrobien primaire par
I'inhibition de la synthése d'ARN par l'intermédiaire de 1'inhibition de I’ARN polymérase comme
chez E. coli. La synthese de protéine est également empéché par I'allicine chez S. typhimarium
(Feldberg et al., 1988 ; Ozolin et Kaxazolova, 1990 ; Sharref, 1998).

La déférence marqué entre les deux extraits d’ail a été confirmé par d’autres études qui
démontrent que les extraits organiques de 1’ail présente moins d’activité antibactérienne par
rapport a leur extrait brut, cette déférence est due probablement a l'instabilité des constituants
actifs de 1'ail, comme dans le cas de I’allicine ou il se décompose en composés volatiles dans

quelques conditions du milieu et de température (WICHTL et ANTON, 2003).

6%
7%

8% (CMB)
9%

10%

Figure n° 35: CMB d’extrait brut d’Allium sativum.
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V.4.2. L’extrait méthanolique de Lawsonia inermis :

V.4.2.1. En milieu solide:

Les résultats montrés dans le tableau n° 6 et les figures n° 36 et 37 indiquent que cette plante

exerce une activité inhibitrice sur les cing isolats de P. aeruginosa testés.

Tableau n° 6: Activité antibactérienne de différentes concentrations de I'extrait méthanolique de
Lawsonia inermis contre les déférents isolats de P. aeruginosa étudiés, sur MH.

Zone d’inhibition (mm)

Concentration d’extrait méthanolique de Lawsonia inermis en mg/ml

Isolats
200 100 50 25 12,5 6,25 3,125 1,563
P.a. 27853 14,0 11,0 9,0 8,0 7,0 0,0 0,0 0,0
P, 13,0 115 10,0 9,0 8,0 7,0 0,0 0,0
P, 13,0 11,0 10,0 8,0 7,0 0,0 0,0 0,0
Ps 13,5 12,0 11,0 9,0 8,0 0,0 0,0 0,0
P, 17,0 15,0 10,0 9,0 8,5 7,0 0,0 0,0

Figure n° 36: les zones d’inhibition des concentrations de 1'extrait méthanolique de Lawsonia

inermis sur P. aeruginosa.
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Figure n° 37: Variation des zones d’inhibition de cinq isolats de P. aeruginosa en fonction de la

concentration d’extrait méthanolique de Lawsonia inermis.

V.4.2.2. En milieu liquide :

Les tubes expérimentaux numérotés de C1 a C12 contiennent a la fois P. aeruginosa et
I’extrait méthanolique de Lawsonia inermis. Dans ces tubes, on note que les concentrations
croissantes en extrait végétal (0,0245; 0,0489; 0,0977; 0,1951; 0,3907, 0,7813; 1,5625 ;
3,125; 6,25 ; 12,50 ; 25,00 et 50,00 mg/ml) provoquent une diminution progressive et dose-

dépendante de la turbidité liée a la croissance de P. aeruginosa.

Les différentes valeurs de densité optique due a la croissance P. aeruginosa sont présentées

dans la figure n° 38. Cette turbidité liée a la quantité de germes présents dans le tube.

La diminution de la turbidité remarquée par lI'augmentation de la concentration de I'extrait a

été du a l'effet de I'extrait sur la bactérie.

Nous avons noté une absence de la croissance ou la valeur df = di a la concentration de
12.5mg/ml, cette concentration correspond a la concentration minimale inhibitrice de I’extrait

méthanolique de Lawsonia inermis sur P. aeruginosa testeé.
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En milieu solide, les disques imprégné par les concentrations inférieur ou égale a 6,25 mg/mi
ne produisent aucune zone d’inhibition sur les cultures bactériennes par la majorité des isolats
testé de P. aeruginosa, puisque un gradient de concentration est obtenu par diffusion de 1’extrait
a partir de la zone source, aucune inhibition n’est alors observé dans les zones ou la
concentration d’extrait est inférieur a la CMI, mais ces concentrations (de 0,0489 a 6mg/ml) en
milieu liquide montrent un effet sur la croissance de la bactérie ou il est détecté par la diminution

de turbidité comparativement au témoin.

Dencité optique

Concentration en mg/ml

Figure n° 38: Variation de la turbidité induite par la croissance de P. aeruginosa ATCC 27853

en fonction de la concentration en extrait méthanolique de Lawsonia inermis.

V.4.2.3. Concentrations Minimale Bactéricide (CMB) d’extrait méthanolique de Lawsonia

inermis :

L’extrait méthanolique de Lawsonia inermis a montré un pouvoir bactéricide contre P.

aeruginosa ATCC 27853, a la concentration de 25 mg/ml.

Ce résultat a éte confirmé par plusieurs etudes recentes. (Sudharameshwari et Radhika, 2007;
Saadabi, 2007; Arun et al., 2010 ; Devi et al., 2010) Dans ces travaux I’activité inhibitrice de
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I’extrait méthanolique de henné contre Pseudomonas aeruginosa et d’autres bactéries a

coloration de Gram négatif et a coloration de Gram positif a été confirmée.

Cette activité antibactérienne peut étre du a la présence de nombreux hydroxyles libres qui ont
la possibilité de combiner avec des hydrates de carbone et les protéines dans la paroi bactérienne
des cellules, comme ils peuvent s‘attachés aux sites actifs d'enzymes et rende ces dernier inactifs
(Harborne et al., 1995). Le Lawsone, le principal constituant bioactive dans L. inermis, est connu

pour son activité antibactérienne (Shivananda et al., 2007 ; Mostefa-Kara et al., 2010).

/ ‘ 3,125

’ 6,25

’ <« 12,5

’ 25 (CMB)
‘ 30

\ o

Figure n° 39: CMB d’extrait méthanolique de Lawsonia inermis.
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V.5. Résultats de I’association de la gentamycine avec I’extrait brut de I’Allium sativum et

I’extrait méthanolique de Lawsonia inermis :

Les résultats obtenus (figure n°40, 41 et tableau n°7) montrent que I’association de 1’extrait
méthanolique de Lawsonia inermis avec la gentamicine renforce 1’activité antimicrobienne de se
dernier contre les cing isolats de P. aeruginosa testés, cette interaction synergique de 1’extrait
méthanolique de Lawsonia inermis avec la gentamicine confirme les rapports préceédents ce qui
prouve que quelques extraits naturels peuvent augmenter 1’activité des antibiotiques contre les

bactéries comme Staphylococcus aureus (Ghaleb et al., 2009).

Contrairement aux résultats présidents la combinaison de 1’extrait brut d’Allium sativum avec
la gentamicine diminue I’activité antibactérienne de ce dernier contre les cing isolats de P.
aeruginosa testés. Dans une expérience de Tsao et Yin (2001) les résultats montrent que I'extrait
dail a un effet synergique en combinaison avec les antibiotiques: Ceftazidime, Gentamicine,

Imipenéme et Meropenéme et ceci contre P. aeruginosa.

2011/056/25

Figure n° 40: Les zones d’inhibition de 1’association de gentamycine avec 1’extrait brut

d’Allium sativum et I’extrait méthanolique de Lawsonia inermis.
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Tableau n° 7: Résultat de combinaison de la gentamycine avec 1’extrait brut de 1’ Allium sativum

et ’extrait méthanolique de Lawsonia inermis.

Zone d’inhibition (mm)
G A L G+A G+L
La souche 0,20mg/ml 10% 50mg/ml
Po7853 13,60 +0,42* | 07,50+0,54 | 13,83+0,23 | 11,75+0,35 | 14,00 + 0,70
P: 13,60+0,33 | 07,66+0,62 | 11,83 +0,23 | 11,66 + 0,31 | 13,00 + 0,81
P, 1590+0,77 | 07,50+0,40 | 16,50+0,90 | 13,00+ 0,73 | 17,00 £ 0,70
P3 1554+1,04 | 07,50+0,40 | 16,00 +£0,81 | 12,00+ 0,54 | 17,00 + 1,00
P4 13,12+0,66 | 07,66 +0,47 | 1500+£1,08 | 12,50+ 0,40 | 15,50 £ 0,73
G : Gentamycine.
A: L'extrait brut de I'Allium sativum.
L : L’extrait méthanolique de Lawsonia inermis.
* . Ecart type.
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Figure n° 41: Résultat d’association de gentamycine avec extrait brut (jus) de I’ Allium sativum
et extrait méthanolique de Lawsonia inermus. (G : Gentamicine, A : Allium sativum, L : Lawsonia
inermis, G+A: Combinaison de Gentamicine et Allium sativum, G+L : Combinaison de Gentamicine et
Lawsonia inermis).
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V.6. L'effet de D’acide salicylique, I’extrait brut de I’Allium sativum et D’extrait
meéthanolique de Lawsonia inermis sur la formation de biofilm par P. aeruginosa ATCC
27853 :

Les résultats de I’effet de I’acide salicylique, I’extrait brut de I’Allium sativum et 1’extrait
méthanolique de Lawsonia inermis sur la formation de biofilm par P. aeruginosa ATCC27853

sont montrés dans le tableau n° 8.
V.6.1. L'effet de I’acide salicylique

La densité décroissante de biofilm avec l'augmentation de la concentration de [’acide

salicylique est du a I’effet de ce dernier sur sa formation. Cette activité a ét€ démontrée aussi par

Mei et al. (2010).

La signalisation QS chez P. aeruginosa contrdle beaucoup de facteurs de virulence et donc
pourrait réguler la formation de son biofilm. Une étude réalisée sur le biofilm de P. aeruginosa
révéle que le blocage de la signalisation QS permettrait de réduire la formation de biofilm et de

diminuer la résistance aux antibiotiques (Adonizio et al., 2008).

D’autres études ont également indiqué que 1’acide salicylique (AS) perturbe chacun des trois
systemes de QS (las, rhl, et pgs) de P. aeruginosa (Yang et al., 2009). En outre, il a été observé
que I’AS change la structure et la composition d’un mutant lasR de P. aeruginosa. (abrupt par

une insertion de Tn a lasR) (Yang et al., 2009).

V.6.2. L'effet de I’extrait brut de I’Allium sativum et I’extrait méthanolique de Lawsonia

inermis :

Le but de cette étude est d'etudier I'effet de I'extrait brut d'ail et extrait méthanolique de henné
a réduire la formation de biofilm, L’acide salicylique est utilisé comme un témoin positif. Les

valeurs ont été déterminées par spectrophotométrie.

Les résultats obtenus prouvent que la quantité de biofilm formé a été diminuée avec
I’augmentation de concentration d’extrait de I’Allium sativum et d’extrait méthanolique de
Lawsonia inermis. La comparaison avec le témoin (sans extrait d'ail ou de henne) révéle que les

deux extraits testés exercent un effet inhibiteur sur la formation de biofilm.
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L'extrait d'ail a montré un effet sur le quorum sensing (quorum sensing inhibiteur : QSI)
dans la formation de biofilm par Pseudomonas aeruginosa (Rasmussen et al., 2005). Les travaux
de Bjarnsholt et al. (2005) indique I’effet de 1’extrait de 1’ail sur P. aeruginosa responsable des
infections pulmonaires chez les souris de laboratoire. Dans une autre étude, les extraits d'ail ont
prouvé leur effet actif contre le biofilm fongique produit par la levure pathogéne Candida
albicans (Shuford et al., 2005). L'analyse des composés actifs responsables des activités
antibactérienne a identifié un certain nombre de nouveaux composés qui possedent des
propriétés antibactériennes, alors que deux composés particuliers (le 3-Vinyl-4 H-1,2-dithiine et
le 2-Vinyl-4 H-1,3-dithiine) ont montre la capacité de moduler le QS dans des systemes LuxR

sans activité microbicide (Persson et al., 2005).

Cet effet est due peut étre a I’action biophysique ou a une répression des génes entrainant la
formation de biofilm en dehors d’une action sur les génes du QS (Davies et al., 1998 ; Hentzer
etal., 2002).

Tableau n° 8: Reésultat des effets de I’acide salicylique et I’extrait de I’Allium sativum et
Lawsonia inermis sur la formation de Biofilm par P. aeruginosa ATCC 27853.

Acide Allium sativum Lawsonia inermis
T salicylique
C1 C2 C1 C2 C3 C1 C2 C3

Img/ml | 2mg/ml | 06% 08% 25% 12,5mg/ml | 16mg/ml | 25mg/mi
R1 | 1,718* 1,200 0,645 1,012 1,162 0,908 1,406 0,822 0,722
R2 1,300 1,192 0,932 1,600 0, 705 0,824 1,356 0,991 0,991
R3 1,700 1,150 0,980 1,500 1,048 0,814 1,224 1,374 0,874
R4 1,490 1,334 0,619 0,958 0,980 0,708 1,390 1,216 1,053
M 1,552 1,219 0,794 1,282 0,971 0,813 1,396 1,100 0,910
X +0,170 | £0,069 | =0,163 | 0,285 | £0,168 | +0,071 + 0,088 +0,210 +0,126

* . Densité optique.
x : Ecart type.
M : Moyenne.
R : Répétition.
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Figure n°® 42: Variation de la quantité de biofilm formé par P. aeruginosa en fonction de la
variation de concentration de AS : Acide salicylique, A :jus d’Allium sativum et L : I’extrait
méthanolique de Lawsonia inermis.
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Conclusion

P. aeruginosa est invasif, toxinogene et considéré comme une cible difficile en
chimiothérapie antiinfectieuse, en raison de sa capacité d’acquérir des novo des mécanismes de
résistance suite a I’exposition a des traitements antibiotique, notamment la formation de biofilm
et son implication pathologique ou elle devient inaccessible aux antibiotiques et aux cellules du

systeme immunitaire.

Nous avons étudié 1’effet de trois plants sur la P. aeruginosa et sur sa formation de biofilm.
Ces trois plantes, Aloe vera, Allium sativum et Lawsonia inermis, ont été choisi pour cette étude

par leur utilisation dans les différentes infections, tant bien chez I’homme que chez 1’animal.

Dans cette étude, il ressort que nos extraits de trois plantes ont présenté une action
antibactérienne variable contre les isolats de P. aeruginosa.

Cet effet antibactérien est faible pour I’extrait éthanolique de /’4loe vera par la méthode décrite
par Pawar et al. en 2005 et nulle pour le gel pur et extrait éthanolique selon la méthode décrite
par Alkhail en 2005, Cette activité on la trouve élevé avec le jus d’ail mais faible pour son extrait

organique.

On a remarqué aussi que I’ail a 1’état frais beaucoup plus actif que 1’ail sous forme séche
(bulbes).

Le henné a montré un effet élevé sur les souches de P. aeruginosa.

D'aprés nos résultats, la Concentration Minimale Inhibitrice (CMI) et la Concentration Minimale
Bactéricide sont situées autour de 6% et 8% respectivement pour I’extrait brut de 1I’Allium
sativum et 12,5mg/ml et 25mg/ml respectivement pour I’extrait méthanolique de Lawsonia

inermis.

L’association entre les extraits utilisés et la gentamycine a montré un effet positif avec I’extrait
de Lawsonia inermis, dont les zones d’inhibition a augmenté par rapport au zones obtenu par la
gentamycine seul. Cette étude suggere probablement la possibilité d'une utilité concourante de
I’extrait de henné et gentamycine en association dans le traitement des infections provoquées par

P. aeruginosa ou elle ne peut altérer I'activité antibactérienne de cet antibiotique.

Les résultats obtenus indiquent que I'effet le plus remarquable des extraits utilisé est celui de leur

inhibition de la formation de biofilm.
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Dans ce travail, on a prouvé que le jus dail et I'extrait méthanolique de henné et l'acide
salicylique possédent un effet inhibiteur sur la quantité de biofilm formé par P. aeruginosa, en

plus de I'effet sur sa croissance.
En perspectives, les recommandations suivantes sont suggérées:

Etablir des études chimiques des extraits des plantes pour pouvoir connaitre leur composition et

comprendre leur mode d'action.
Confirmer par des tests «in vivoy 1'intérét thérapeutique.

Les résultats sur l'activité d'antibiofilm restent préliminaires et donc nécessite des tests plus
avancés in vitro mais aussi in vivo pour plus de confirmation.
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Annexe

Les milieux de culture

Gélose nutritive (GN):

PePtONe & . e 69
Extrait de viande: ...t e, 19
Extrait de [evure @.........cooiiiiiiiii e, 29
NG .. e 5g
N 209

Bau distillée @....ueeeii i 1000mL
PH ce 7,2

King B solide

Peptone de caséine .............cooeeviiiiiiiiiiiiiiiiiiii e, 200

Sulfate de magnésium ..............ooiiiiiiiiiiiii e 1,59
Phosphate bipotassique ..........ooviiiiiiiiiiiiii e 1,59
GLYCETOL ..o 10mi

A AT 209
Eaudistillée t... ... 1000mL
PH o 7,2
King A solide

Peptone de cas€ine ............cccceviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiie e 200

Sulfate de potassium............o.oiiiiiiiiii e 109
Chlorure de magnésium ..........o.evvieiinieiieaiieeienieeieennannn. 1,49
GLYCIOL L. un i 10ml

A AT o 20g

Eau distillée 1. ..o 1000mL



Bouillon nutritif

Extrait de viande: ...........coooiiiiiiii 19
Extraitde [evure @.........coooiiiiiiii e, 29
12 3 PRI ¢ |
Bau distillée @.. .o 1000 mL
PH e 7,2

Milieu Mueller Hinton (MH)

Extrait de viande: ...........coooviiiiiiiiiii e 30
Acide hydrolysa de caséine .................ccceiiiiiiiiiiiiiiniesieeeee. 179
AMIAAN. . . e 1,59

A AT 20g
Eaudistillée t... ..o, 1000mL
PH o e 7,2

Milieu Mueller Hinton liquide

Extraitde viande: ..........cooviiiiiiiiii e 30
Acide hydrolysa de caséine .................coceiiiiiiiiiiiiiiniesieeeee. 179
AmIdan. ... .o e 1,59
Eau distillée 1. ..o 1000mL
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Résumé

La présente étude traite 1’effet inhibiteur des différents extraits de trois plantes médicinales a savoir
Aloe vera, Allium sativum et Lawsonia inermis contre quatre isolats cliniques et une souche de référence
de P. aeruginosa. La CMI et CMB ont été déterminées pour les extraits présentant un effet antibactérien.
Un test d'association a été réalisé pour évaluer l'interaction entre les extraits et la gentamycine.

Aussi, l'effet des extraits et I’ Acide salicylique sur le développement de biofilm chez P. aeruginosa a
été testé par I'analyse de violet cristal.

Les résultats montrent une activité antibactérienne significative contre les cing isolats de
Pseudomonas aeruginosa obtenu avec 1’extrait brut d’Allium sativum et 1’extrait méthanolique de
Lawsonia inermis.

L’association entre les extraits utilisés et la gentamycine a montré un effet positif avec I’extrait de L.
inermis dont la zone d’inhibition a augmenté par a port au zones obtenu par la gentamycine seul.

L’utilisation de 1’extrait brut de 1’ail et I’extrait méthanolique de henné et I’acide salicylique indique
un effet inhibiteur sur la quantité de biofilm formé par P. aeruginosa sur des supports en verre.

Mots clés: P. aeruginosa, Aloe vera, Allium sativum, Lawsonia inermis, CMI, CMB, [I’activité
antibactérienne, biofilm.
Abstract

This study examines the inhibitory effect of different extracts of three medicinal plants: Aloe vera,
Allium sativum and Lawsonia inermis against four clinical isolates and a reference strain of P.
aeruginosa. The MIC and MBC were determined for the extracts showing an antibacterial effect. A
combination test was conducted to evaluate the interaction of extracts with gentamicin.

Also, the effect of extracts and salicylic acid on the development of biofilm in P. aeruginosa was
tested by crystal violet analysis.

The results show a significant antibacterial activity against five isolates of Pseudomonas aeruginosa.
This effet was obtained with the crude extract of Allium sativum and the methanol extract of Lawsonia
inermis.

The association between plant extracts and gentamicin showed a positive effect with the extract of L.
inermis whose zone of inhibition increased with in port areas obtained by gentamicin alone.

The use of the crude extract of garlic and the methanol extract of henna and salicylic acid indicates an
inhibitory effect on the amount of biofilm formed by P. aeruginosa on glass slides.

Key words: P. aeruginosa, Aloe vera, Allium sativum, Lawsonia inermis, MIC, MBC, antibacterial
activity, biofilm.
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