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Résumé

Staphylococcus aureus est un agent pathogene responsable de nombreuses maladies,
dont la septicémie. De nombreuses souches de cette bactérie résistent a de multiples classes
d'antibiotiques, ce qui constitue un probléme clinique important dans le traitement des
infections & S. aureus.

I1 s’agit d’une étude prospective dont le but est d’isoler, identifier des souches de
Staphylococcus aureus puis évaluer leur sensibilité vis-a-vis de différents antibiotiques, ainsi
que la capacité des souches Staphylococcus aureus résistantes a la méthicilline (SARM)
isolées a former un biofilm.

Cinquante souches de S. aureus ont été isolées a partir de prélevements de pus en 2019
au niveau de différents services de CHU (Centre Hospitalo-Universitaire) de Tizi Ouzou.
L’identification des souches a été faite par les tests classiques, la sensibilité aux antibiotiques a
été déterminée en utilisant la méthode de diffusion en milieu géloseé Mueller-Hinton. Les
résultats de I’antibiogramme obtenus sur nos souches de S. aureus sont : la pénicilline (100%
résistant), la céfoxitine (23%), I’érythromycine (36%), la néomycine (56%), la ciprofloxacine
(20%), I’ofloxacine (24%), la lincomycine (22%), la tétracycline (18%) , SXT(6%) et le
chloramphénicol (0%).

Les résultats montrent que S. aureus présente une trés grande résistance aux
antibiotiques. La détection in vitro de la formation de biofilm chez les 15 souches cliniques de
SARM obtenus a été déterminée par la méthode de culture de tissu en plaque (TCP), qui nous
a révélé que toutes les souches SARM isolées soit 15 souches sur 50 ont donné des résultats
positifs pour la formation de biofilm aprés 48 heures d’incubation.

Des extraits de feuilles et de brindilles de 1’olivier sont préparés et I’effet antimicrobien
de ces composés est déterminé par la méthode de diffusion sur gélose vis-a-vis de huit souches
bactériennes de Staphylococcus aureus résistantes a la méthicilline parmi celles identifiées. Ces
composes se sont révélés actifs contre I’ensemble des bactéries testées, de plus, une forte
activité de I’extrait polyphénolique vis-a-vis de S. aureus (diamétre d’inhibition= 20 mm) est

enregistrée.
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Introduction

Staphylococcus aureus est 1’espéce la plus pathogéne au sein du genre Staphylococcus.
I fait partie des germes les plus fréquemment rencontrés en pathologie humaine. On le retrouve
aussi bien dans les milieux communautaires qu’hospitaliers, il est au deuxiéme rang des
infections nosocomiales derriére Escherichia coli et au deuxiéme des intoxications alimentaires
apreés les salmonelles. 1l intéresse un trés grand nombre de sites infectieux et peut étre isolé au
laboratoire dans tous les types de préléevements. On le retrouve dans des infections aussi bien
locales qu’invasives dont I’issue clinique varie de la simple colonisation asymptomatique au
déces rapide du patient (Vieu, 2014). C'est également le germe le plus isolé dans les infections
des plaies par des corps étrangers (El azhari, 2009).

C’est I’'un des principaux agents étiologique en raison de la présence de nombreux
facteurs de virulence, notamment des exotoxines, des enzymes, des protéines de surface, de la
capacité de production de biofilms et de I'acquisition de la résistance a plusieurs médicaments
(Manadhar et al, 2018). La virulence de cette bactérie dépend essentiellement du
développement de résistances a la plupart des antibiotiques en particulier a la méthicilline, et
plus récemment aux glycopeptides. Cette évolution de la résistance fait craindre I’émergence
des souches résistantes a tous les antibiotiques connus et constitue donc une menace majeure
pour la santé publique de part le monde, en raison de la circulation de souches résistantes dans
I'environnement et la possible contamination de I'eau et de la nourriture (Boer et al., 2008 ;
Challal, 2011).

Parallélement au développement de I’antibiothérapie, des mécanismes de résistance sont
apparus chez S. aureus jusqu’a I’émergence de staphylocoques dorés multi-résistants (SARM).
Ces germes de traitement difficile étaient autrefois cantonnés au milieu hospitalier. Depuis le
début des années 2000, les microbiologistes assistent a 1’émergence rapide de souches de
SARM communautaires notamment aux Etats-Unis ou le nombre de ce type d’infection a
considérablement augmenté en dix ans. Ces SARM communautaires ont pour particularité
d’exprimer fréquemment la leucocidine de Panton-Valentine qui peut donc servir de marqueur
épidémiologique dans ce contexte (Vieu, 2014).

L’une des raisons pour lesquelles les staphylocoques sont problématiques est leur
capacité bien connue a se lier aux surfaces et a se transformer en structures communautaires
récalcitrantes, souvent appelées «biofilms». Le développement de biofilms s’est par la suite
révélé important dans de nombreux types d’infections et est maintenant un mode de croissance
bactérien largement accepté. Selon les instituts nationaux de la santé (INS), pas moins de 80%

des infections humaines sont d'origine biofilm (Davies, 2003). Les biofilms présentent un défi
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clinique, car ils résistent trés bien aux traitements antimicrobiens et se produisent souvent dans
des zones du corps difficiles d'acces (Del Pozo et Patel., 2007 ; Jacqueline et Caillon, 2014).
En effet, les biofilms constituent le mode de vie dominant des micro-organismes dans

tous les environnements, qu'ils soient naturels ou créeés par I'homme, et restent une
préoccupation sérieuse dans les secteurs de la santé, de I'alimentation et de la mer. L'élaboration
de stratégies efficaces de lutte contre les biofilms est une tache ardue. De nombreuses approches
innovantes d'antibiofilm ont été publiées, mais il est difficile de comparer toutes ces stratégies
de maniere fiable. Certaines des nouvelles approches émergentes, telles que les substances
naturelles a titre d’exemple ’olivier (Olea europaea) en raison de sa haute teneur en composés
phénoliques qui jouent un role majeur dans I’activité antimicrobienne (Aytul, 2010), les
bactériophages, et diverses enzymes, sont prometteuses et pourraient aider a trouver des
stratégies d'antibiofilm supérieures aux stratégies conventionnelles. En outre, une combinaison
de ces nouvelles techniques avec des méthodes conventionnelles (antibiotiques, désinfectants
et méthodes physiques) devrait résoudre le «probléme du biofilm» dans un avenir proche
(Sadekuzzaman et al., 2015).
Le présent travail a pour objectif :

- Isolement et identification des souches de Staphylococcus aureus prélevées de pus.

- Etude des profils d’antibiorésistance en testant une gamme d’antibiotiques.

- Détecter la formation de biofilms in vitro chez divers isolats cliniques de

Staphylococcus aureus résistants a la méthicilline.

- Etude de ’activité antimicrobienne des feuilles et des brindilles de 1’olivier.
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1. Historique

Le Staphylocoque fut démasqué a la fin du XIXeme siecle, I’observation au microscope
faisant apparaitre des « amas de grains » dans le pus des furoncles. Observé par Robert Koch
en 1878, il fut reconnu par Louis Pasteur deux ans plus tard. En 1881, Alexander Ogston isola
la bactérie a partir d’abces post-opératoires. Ces amas sont a I’origine du nom qu’il lui donna,
« staphyle » désignant la grappe de raisin en grec. C’est en 1884, qu’Anton Rosenbach cultiva
le staphylocoque in vitro et en décrivit la premiere espece connue : Staphylococcus aureus, ou
Staphylocoque doré, ainsi nommeé en raison de la couleur des colonies obtenues en culture (Le
Loir et Gautier, 2010).

2. Taxonomie
Selon la deuxieme édition de Bergey’s Manuel of systematic bacteriology, la
classification phylogénétique du genre Staphylococcus est illustrée dans le tableau | (Delarras,
2007).

Tableau I: Classification du genre Staphylococcus (Delarras, 2007).

Domaine Bacteria ou Eubacteria
Phylum X111 Firmicutes

Classe Bacilli

Ordre Bacillales

Famille Staphylococcaceae
Genre Staphylococcus

Espéce Staphylococcus aureus

Les staphylocoques appartiennent a la famille des Micrococcaca qui comprend quatre
genres : Micrococcus, Staphylococcus, Stomatococcus et Planococcus. La classification des
staphylocoques a ¢été faite sur la base d’analyses des séquences des génes codants pour I’ARN
ribosomal (ARNr) 16S.

Le genre Staphylococcus comprend 35 espéces, 1’espéce S. aureus a éte subdivisée en
deux sous especes S. aureus Supsp.aureus et S. aureus supsp.anaerobius. . Cette derniere est
peu connue, en conséquence, seule S. aureus est traité dans plusieurs travaux (Le Loir et
Gautier, 2010).
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3. Habitat

Les staphylocoques sont des germes ubiquitaires et commensaux. Cette espece
bactérienne peut coloniser I’humain aussi bien que plusieurs espéces animales (Burns et al.,
2008 ; Gordon et al., 2008 ; Porrero, 2014). Chez ’humain, on peut retrouver S. aureus au
niveau du nez, des aisselles ou encore dans le systeme gastro-intestinal (Wertheim et al., 2005).
Le nez est la principale région anatomique colonisée chez I’humain. Le portage de la bactérie
peut étre temporaire ou permanent (Wertheim et al., 2005). Le portage permanent de la bactérie
peut aller jusqu’a 50% de la population et le portage temporaire jusqu’a 60% de la population
ou la durée du portage ne dépasse genéralement pas une semaine (Wertheim et al., 2005 ; Lister,
2014).

IIs représentent pres de 50% des bactéries aérobies isolées sur la téte, les aisselles, les
bras, les jambes et dans les narines. Ils jouent un role important dans 1’équilibre physico-
chimique de la peau et constituent une barriére contre les bactéries de la flore transitaire.
Leurs distributions sur la peau n’est pas uniforme. Il existe des niches préférentielles (telles que
la peau et les muqueuses) qui témoignent d’une adaptation de certaines espéces aux différentes

régions de la peau (Corbiére Morot-Bizot, 2006).

4. Caracteéristiques bactériologiques
4.1. Caractéres morphologiques
A l'examen microscopique, S.aureus se présente sous 1’aspect de coques immobiles. 11
est regroup¢ en amas formant des grappes de raisin. C’est des cocci mesurant de 0.8 a 1 pm de
diametre, non sporulés. S.aureus est isolé en diplocogue ou en tres courte chainette (3 a 5
éléments) (le loir et Gautier, 2010). Aprés une coloration de Gram, ils se révélent étre des cocci
Gram positif (figure 01). La majorité des S. aureus sont capsulés mais ils peuvent perdre leur

capsule apres culture (Robert, 2013).
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Figure 01: S. aureus sous microscope apres coloration de Gram (Fasquelle, 1974).

4.2. Caractéres culturaux

S.aureus est facilement cultivable sur milieux ordinaires (Le Minor et Veron, 1982). Les

différents caracteres culturaux de S. aureus sont enregistrés dans le tableau I1.

Tableau 11 : Principaux caractéres culturaux des staphylocoques (Camille, 2007).

Caracteres
Habitat
Exigence
Type respiratoire

Conditions de culture

Pigment

Caracteres spécifiques
Milieux de culture d'usage courant
Milieux d'isolement sélectif

Milieux d'enrichissement sélectif

4.3. Caractéres biochimiques

S. aureus
- Ubiquitaires
- Peu exigeants
- Anaérobies facultatifs en général

- Température optimale a 37 °C ; croissance
a 10 °C et a 45 °C selon les espéces.

- PHoptimalde 7,2a7,4

- Caroténoide

- Halotolérants : 6,5 % de NaCl
- Gélose nutritive, gélose trypcase soja ...
- Gelose de Baird-Parker;

- Milieu de Chapman ...
- Bouillon de Giolitti-Cantoni

La différenciation des especes staphylococciques repose sur 1’hybridation des acides

nucléiques et particuliérement sur I’analyse des séquences de I’ ARNr 16s et d’autres techniques

de biologie moléculaire. Les S. aureus peuvent se distinguer des autres espéces de
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staphylocoques par rapport a plusieurs criteres distinctifs (tableau I11). Les S. aureus possédent
une coagulase, une désoxyribonucléase (DNase), une activité catalase positive et peuvent

fermenter le mannitol (Boden, 1989).

Tableau 111 : Caractéres biochimiques de Staphylococcus aureus (EI Kouri et al., 1998)

Caracteres S. aureus

Pigment
Catalase
ADNase
Coagulase
VP
Nitrate réductase
D. mannitol
Hémolysine
Protéine A
Indole
Acétone +
Uréase +

Symboles: + : concerne 90% ou plus des souches positives ; - : 90% ou plus des souches

+ + + + + + + + o+

négatives.

5. Facteurs de virulence et physiopathologie

Les facteurs de virulence identifiés sont nombreux chez les staphylocoques (figure 02).
Ils sont codés par des génes localisés sur le chromosome ou sur les éléments génétiques mobiles
(Fomba, 2006). Ces facteurs codent pour des protéines de surface ou des exoprotéines et
permettent a la bactérie de combattre le systtme immunitaire, d’adhérer aux cellules, de se
disséminer dans le corps mais aussi d’utiliser les nutriments et 1’énergie disponible (Chevalier,
2009). Les staphylocoques ont aussi des facultés d’adhésion aux structures inertes (corps
étrangers, protheses) et de production d’un biofilm qui est un facteur de virulence important de
ces bactéries (Burin Des Rozier, 2002). On peut compter principalement trois classes de
facteurs de virulence : les composants de la paroi, les protéines de surface du S. aureus et les

protéines sécrétées par S. aureus. La figure 1 regroupe les principaux facteurs de virulence.



Généralités sur staphylococcus aureus

5.1. Les composants de la paroi et la capsule
5.1.1. Le peptidoglycane
Ce composant de la paroi bactérienne permet la liaison (de fagon covalente) de plusieurs
protéines de surface et ce sont ces dernieres qui vont permettre d’adhérer a la surface des

cellules a infecter (Thakker et al., 1998).

5.1.2. La capsule

S. aureus exprime une capsule que I’on retrouve dans la majorité des isolats cliniques
mais la bactérie perd sa capsule généralement apres culture. La capsule a un role de facteur de
virulence car elle empéche in vitro les neutrophiles de la recouvrir lors du phénomeéne
d’opsonisation. La capsule possede des exopolysaccharides qui peuvent constituer un biofilm.
Ce biofilm va enduire les bactéries et former une couche résistante aux globules blancs.
(Thakker et al., 1998).

5.2. Les protéines de surfaces : Facteurs d’invasion et d’adhésion
Les protéines de surfaces peuvent intervenir dans la colonisation, 1’adhésion, la
diffusion et I’invasion dans un organisme cible (Foster, 1998). Elles jouent un role dans la

capacité a coloniser les tissus en se fixant aux cellules et a la matrice extracellulaire.

5.2.1. Les MSCRAMM

Les MSCRAMM (Microbial Surface Component Recognizing Adhesive Matrix
Molecules) sont des protéines de surface fixées au peptidoglycane de la paroi bactérienne. I
existe plusieurs MSCRAMM et elles ont des réles différents car elles agissent sur différents

composants (Foster, 1998).

5.2.1.1. Protéine de liaison au collagene (Cna)
Elle permet I’attachement au collagene de S. aureus lors d’infections articulaires ou

osseuses. La liaison au collagene serait un facteur de virulence important (Eveillard, 2007).

5.2.1.2. Protéine de liaison au fibrinogéne (CIf)
La CIf (clumbing factor) est une protéine de surface qui provoque I’agrégation des
bactéries en présence de plasma permettant de transformer directement le fibrinogene en

fibrine. Elle constitue un facteur de virulence pour les plaies et les infections sur corps
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étrangers (Eveillard, 2007).C’est le facteur d’adhésion le plus important sur les bio matériaux

des implants (Buckingham et al., 2004).

5.2.1.3. Protéines de liaison aux fibronectines (FNBPA et FnBPB)

La fibronectine est une glycoprotéine qui se trouve dans la matrice extracellulaire (sous
forme insoluble) et dans le plasma (sous forme soluble). Les récepteurs pour la fibronectine
contribuent a 1’adhérence de S. aureus aux caillots plasmatiques mais également aux
biomatériaux comme les cathéters quand ces derniers ont un contact prolongé avec le sang.
Elles jouent un role important dans 1’initialisation des infections sur corps étrangers (Eveillard,
2007). 1l en existe deux : les protéines de liaison a la fibronectine A et les protéines de liaison
a la fibronectine B (Al alam, 2008).

5.2.2. Les SERAM
Les SERAM (secretable expanded repertoire adhesive molecules) regroupent plusieurs
protéines comme Eap (extracellular adherence protein), Efb (extracellular fibrinogen binding

protein), Emp (extracellular matrix binding protein) ainsi que la coagulase.

5.2.2.1. La protéine Eap

Son rdle est de faciliter sa propre phagocytose par les cellules phagocytaires, mais aussi
de se fixer aux produits de dégradation de la matrice extracellulaire. Ainsi, S. aureus s’attaque
de préférence aux tissus Iésés et il masque les récepteurs des leucocytes pour limiter leur
infiltration (Chavakis et al., 2002 ; Hassen et al., 2006).

5.2.2.2. La protéine Efb

Des chercheurs considerent que la protéine Efb interagit avec le fragment C3 du
complément, cette interaction contrecarre 1’activation du complément et 1’opsonisation (Lee et
al., 2004). De plus, elle inhibe I’agrégation plaquettaire en se liant au fibrinogéne (Shannon et
Flock, 2004).

5.2.3. Protéine A
C’est une holoprotéine insoluble a 1’état natif, caractéristiques de S.aureus. Elle est
¢laborée par plus de 90% des souches d’origine humaine. Elle induit 1’hypersensibilité

immédiate et retardée (Sutra et Poutrel, 1994 ; Allassane, 2001).
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Figure 02: Facteurs de virulence chez Staphylococcus aureus (Gordon et al, 2008)

6. Substances élaborées par S. aureus
S. aureus est capable de produire des substances qui sont excrétées dans le milieu

extracellulaire et sont douées d’une activité enzymatique ou bien d’une activité toxique.

6.1. Les enzymes staphylococciques
Les staphylocoques produisent de nombreuses enzymes (tableau 1V) qui lysent les tissus
et peuvent faciliter I’extension de I’infection aux tissus adjacents (Karam, 2004).

Tableau IV : Enzymes élaborées par S.aureus (Rouergue et Tourret, 2003).

Enzymes Mode d’action

Coagulase - Est une protéine extracellulaire qui se lie a la prothrombine de
I’hote et forme un complexe appelé staphylothrombine. La
thrombine activée transforme donc le fibrinogéne en fibrine.

- C’est un marqueur classique de I’identification de S. aureus.

La - Est une nucléase ayant des propriétés endo- et exonucléasiques

désoxyribonucléase | et active sur les ADN et les ARN.

thermostable - Elle est produite par la plupart des souches de S. aureus.
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6.2. Les toxines staphylococciques
Les staphylocoques sécrétent une quantité impressionnante de toxines (tableauV)
hydrolysant différents constituants cellulaires. Ces toxines extracellulaires contribuent a la
pathogénie des staphylocoques (Bisognano, 2000).

Tableau V : Toxines impliquées dans la virulence de S.aureus (Vincenot et al., 2008).

Familles Principales toxines Mécanismes d’action
Toxines - Toxine du choc toxique - Choc toxique staphylococcique
superantigénique | staphylococcique par activation du systéeme

- Entérotoxines A a E, G, I aU | immunitaire et libération de
cytokines de I’inflammation.
- Réaction auto-immune.

- Intoxication alimentaire.

Toxines formant | - Toxines a hélice alpha - Destruction des cellules de
des pores - Alpha-hémolysine défense de 1’hote par formation de
- Gamma-hémolysine pores au niveau des membranes
- Leucocidine de Panton- cellulaires.
Valentine
Toxine a activité | Exfoliatines - Syndrome d’exfoliation généralisé
protéolytique

7. Les infections nosocomiales a staphylocoques
7.1. Définition

Le terme nosocomial, vient du grec « nosos» signifiant maladie et secondairement de
«nosokomeone » qui signifie hépital ; il qualifie ce qui se rapporte a ce milieu, ce qui se
contracte lors d’un séjour hospitalier (Margot et Chantal, 2009 ; Prescott, 2009). L’infection
nosocomiale est une infection acquise dans le cadre d’une activité de soins, qu’elle soit
ambulatoire ou hospitaliére. Elle est généralement acquise plus de 48h apres I'admission
(Menzinger et al., 2008).

7.2. Fréquence et incidence
La fréquence globale des infections nosocomiales, mesurées par des études
internationales, varie entre 5 et 10% des personnes hospitalisés (Vincent et al., 2008). L’OMS

estime que plus de 1,4 million de personnes dans le monde souffrent d’infections nosocomiales,

8
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en permanence. Dans les pays développés, qui disposent d’hopitaux modernes, entre 5 a 10 %
des patients admis contractent une ou plusieurs infections. Un taux qui dépasse parfois 25 %
dans les pays en développement (Motaouakkil et Aalloula, 2011).

Aux Etats Unis d’Amérique (USA), ¢’était 1,7 million de patients touchés en 2002. Dans
les pays en voie de développement, la prévalence des infections nosocomiales (IN) est plus
¢élevée, puisque c’est 10 a 15% des patients hospitalisés qui sont concernés (Monnet, 2011).

En Algérie, Les différentes enquétes réalisées au niveau des structures de santé sur les

IN donnent un taux de prévalence national de 12 et 15 (Anonyme, 2012).

7.3. Origine des infections nosocomiales

Il a été montré que la cause majeure de la transmission des bactéries était d’une part, le
manque d’hygiéne (absence de lavage des mains...) et d’autre part les progres de la médecine
et de la chirurgie avec par exemple des soins et des thérapeutiques de plus en plus agressifs qui
peuvent étre des sources possibles d’infection (Belhaj Soulami, 2010).

Ces infections peuvent étre directement liées aux soins dispensés au patient (par
exemple linfection sur cathéter) ou simplement survenir lors de [I'hospitalisation,

indépendamment de tout acte médical (par exemple une épidémie de grippe).
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1. Historique

L’avénement de I’antibiothérapie, dans les années 1940, a complétement révolutionné
le domaine médical et a entrainé une réduction significative de la mortalité associée aux
maladies infectieuses (Avorn et al., 2009). Malheureusement, la résistance bactérienne aux
antibiotiques traditionnels a rapidement constitué un probléme de santé important a 1’échelle
mondiale (Avorn et al., 2001).

Dans les années quarante, la pénicilline était 1’antibiotique de choix pour traiter les
infections a S. aureus. Cependant, cette sensibilité a la pénicilline a été de courte durée suite a
I’apparition de souches résistantes productrices de béta-lactamases. De nouvelles molécules
furent alors commercialisées et deux ans aprés 1’introduction de la méthicilline (pénicilline
semi-synthétique) en 1960 comme un antistaphylococcique puissant, les premieres résistances
a la pénicilline M ont été rapportée (Jevons, 1961). Les souches de S. aureus résistantes a la
méthicilline (SARM) ont actuellement une distribution mondiale (Ayliffe, 1997 ; Naimi, 2003).
Et plus récemment, des résistances a la vancomycine, qui est un antibiotique de référence dans
les infections a SARM ont été constatées (Garnier et al, 2006). Cette évolution de la résistance
fait craindre 1’émergence des souches résistantes a tous les antibiotiques connus.

2. Définition de la résistance bactérienne aux antibiotiques

Les antibiotiques sont des substances chimiques d’origine naturelle, synthétique ou
semi-synthétique n’agissent que sur les bactéries en bloquant leur multiplication (effet
bactériostatique) ou en les tuant (effet bactéricide) par différent modes d’action (Barzic et Ioan,
2015).

Un micro-organisme est considéré « résistant » a un antibiotique lorsque sa
concentration minimale inhibitrice (CMI) est plus élevée que celle qui inhibe le développement
de la majorité des autres souches de la méme espece (Avorn et al., 2001). Les bactéries sont
dites «multirésistantes» lorsqu’a la suite d’une accumulation de résistances naturelles et
acquises, elles ne sont sensibles qu’a un petit nombre d’antibiotiques. Elles sont alors résistantes
a plusieurs antibiotiques ou classes pharmacologiques d’antibiotiques (Ahmad, 1999 ; Jones,
2011).

3. Origine de ’antibiorésistance
La résistance bactérienne a un antibiotique est d’origine génétiques. Les genes de résistance se
trouvent soit dans le chromosome (résistance chromosomique), soit dans un élément mobile,

comme les plasmides, les éléments transposables ou les intégrons (résistance extra-
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chromosomique). La résistance peut étre soit naturelle, soit acquise (Lewis, 2009 ; Mandell et
al., 2009).

La résistance naturelle ou intrinseque correspondant a la capacité de résister a la
présence d'un antibiotique pour toutes les souches d'une espéce ou d'un genre bactérien.
Habituellement le support de cette résistance est chromosomique.

On oppose a la résistance naturelle, propriété d'espéce ou de genre, la résistance acquise
qui est une propriété de souche. Cette derniére correspond a la capacité de supporter une
concentration d'antibiotique beaucoup plus élevée que celle supportée par les autres souches de
la méme espece. Elle peut s'acquérir soit par mutation chromosomique qui est un phénoméne
spontané et rare et n'explique pas toutes les résistances rencontrées en clinique, soit par
acquisition de matériel génétique exogene. La résistance acquise par transfert de matériel
génétique représente 80 a 90 % des résistances acquises rencontrées chez les bactéries isolées
en clinique. Une place & part est conférée a la résistance par les biofilms (Schwarz et Chaslus-
Dancla, 2001).

4. Meécanismes de résistance de Staphylococcus aureus aux antibiotiques
S. aureus a développé des résistances quasiment vis-a-vis de tous les antibiotiques mis sur le
marché. Quatre grandes catégories (tableau VI) de mécanismes de résistance concernent la
plupart des espéces bactériennes, y compris S. aureus (Donnio, 2010). La figure 03 décrit les
différents mécanismes de résistance de S. aureus vis-a-vis des différentes familles
d'antibiotiques (Mainardi, 2015).

Tableau VI : Mécanismes de résistance chez S. aureus (Mandell et al., 2009).

Mécanismes de résistance Conséquences

- Production d’une enzyme qui inactive ou
Inhibition enzymatique détruit I’antibiotique ;
- Mécanisme de résistance le plus répandu.

- Changements de perméabilité de la paroi ou
Réduction de la perméabilité cellulaire de la membrane bactérienne empéchant le
médicament d’atteindre sa cible.

Altération des sites de liaison cibles par | - Baisse de I’affinité de 1’antibiotique pour son

I’antibiotique site d’action.
- Antibiotique éjecte de la cellule par
Pompes a efflux transport actif et site d’action devenant
inaccessible.
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4.1. Résistance a la méthicilline SARM

Le principal mécanisme de résistance a la méthicilline est lié a la modification de la
cible des B-lactamines, enzymes qui ont pour cible les transpeptidases appelées aussi protéines
liant la pénicilline (PLP). Les PLP interviennent dans la synthése de la paroi bactérienne en
catalysant la formation de ponts peptidiques entre les chaines glycaniques (Ghuysen, 1994).

S. aureus produit naturellement 4 PLP, les béta-lactamines doivent en inhiber plus d’une
pour obtenir une activité anti bactérienne efficace, elles vont bloquer la polymérisation de la
paroi bactérienne la rendant instable et fragile ainsi provoquant secondairement la lyse de la
bactérie (Labischinski, 1992)..

Les SARM synthétisent une 5™ PLP modifiée appelée PLP2a, qui a une faible affinité
pour les béta —lactamines. Cette derniére est autonome, capable de réaliser a elle seule la
polymérisation de la paroi bactérienne. Cependant la paroi bactérienne synthétisée par la PLP2a
comporte des altérations morphologiques (diminution du degré de réticulation, prédominance
de monomeres ou dimeres) qui ne sont pas favorables a la bonne croissance de la bactérie
(Labischinski, 1992).

Le géne qui code pour la PLP2a est le géne mecA (Chambers, 1997). Il est transporté
dans un élément génétique appelé Staphylococcal Chromosomal Cassette (SCC) mec
(Katayama et al., 2000). SCCmec est un fragment de 21-67 kb qui s’intégre dans un site unique
proche de I’origine de réplication du chromosome de S. aureus. Il ne contient pas de genes liés
aux phages ni de transposons. Il véhicule des copies de plasmides intégrées responsables de la
résistance a des antibiotiques autres que les B—lactamines.

La multirésistance est fréquente chez les SARM hospitaliers. Ainsi, les SARM peuvent
étre résistants aux fluroquinolones ; aux macrolides, aux lincosamides et aux aminosides
(Diekema et al., 2001). La multirésistance limite les possibilités thérapeutiques a quelques
antibiotiques, dont les plus efficaces dans ces situations restent les glycopeptides (Diekema et
al., 2001).

4.2. Autres résistances
4.2.1. Résistance aux betalactamines

Les betalactamines sont des antibiotiques bactéricides. Comme les glycopeptides, ils
interférent avec le métabolisme du peptidoglycane, principal constituant de la paroi bactérienne.
En effet ils agissent en inhibant les enzymes appelées « protéines liant les pénicillines » (PLP)

qui sont impliquées dans la biosynthése et le remaniement du peptidoglycane (Waxman et
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Strominger, 1983). Staphylococcus aureus met en jeu divers mécanismes généraux pour résister
aux peénicillines.
» Production de betalactamases
Les betalactamases sont des enzymes qui catalysent 1’inactivation des pénicillines par

fixation covalente au niveau du cycle betalactame (zapun, 2008).

» Modification de la cible
Cette résistance est liée a I’acquisition d’une PLP additionnelle (PLP2a) en plus des
PLP déja présentes chez S. aureus de trés faible affinité pour les pénicillines M et les autres 3-
lactamines (Chambers, 1997 ; Kernodle, 2000).

4.2.2. Résistance aux Glycopeptides

Les glycopeptides (vancomycine et teicoplanine) sont des antibiotiques agissant
principalement sur la synthese du peptidoglycane de la paroi bactérienne. Ce sont des
antibiotiques d’action bactéricide lente.

Ces molécules ont la capacité de diffuser dans le peptidoglycane et de se fixer sur le D-
Ala-D-Ala du disaccharide pentapeptide fixé au lipide de transport et encore lié a la membrane
cytoplasmique empéchant ainsi I’action des transpeptidases et des transglycosylases (Lanotte,
2005).

» VRSA (Vancomycin-resistant S. aureus)

Sont des souches ayant des CMI de la vancomycine > 16 mg/L et ayant acquis I’opéron
vanA d’entérocoques porté par des plasmides. Elles sont également résistantes a la teicoplanine.
(Leclercq, 2012).

> VISA et GISA
Le terme de VISA (Vancomycin Intermediate S.aureus) a été le premier utilisé car les
souches ainsi nommées, puisqu’intermédiaire & la vancomycine (CMI = 8mg/L), ont été isolées
au Japan puis aux Etats-Unis ou la vancomycine était le seul glycopeptide utilisé (Hiramatsu et
al., 1997 ; Hiramatsu, 2001).
Le terme GISA (glycopeptide Intermediate S.aureus) a été ensuite introduit pour tenir

compte de la résistance croisée envers la teicoplanine (Leclercq, 2002).
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4.2.3. Résistance aux aminosides

Ces molécules agissent sur la traduction des acides ribonucléiques messagers (ARNm)
et la synthése des protéines. Apres avoir pénétré de facon passive dans la bactérie, elles sont
transportées vers les ribosomes et interferent ainsi avec la sous-unité 30S des ribosomes, qui
joue un réle dans la synthése peptidique en lisant I’ARNm. Il en résulte ainsi des perturbations
de la fonction ribosomale, avec blocage de 1’initiation de la synthése protéique, blocage de la
traduction et terminaison prématurée ou encore incorporation anarchique d’aminosides qui
entrainent la mort bactérienne. Les aminosides sont des antibiotiques bactéricides rapides et
puissants (Peyrat et al., 2005).

La résistance est apportée par des plasmides. Trois familles d’enzymes sont impliquées :
des acetyltransferases (AAC), des nucleotidyltransferases (ANT) et des phosphotransferases
(APH) qui, respectivement, acétylent une fonction aminée de la molécule, transferent un reste
adenyle sur un hydroxyle et enfin phosphorylent un hydroxyle en présence d’ATP (peyrat et
al., 2005).

4.2.4. Résistance aux Macrolides, Lincosamides, Streptogramines « MLS »

Les Macrolides, Lincosamides, Streptogramines ont un mode d'action similaire. Elles
se fixent sur la cible, ’ARN ribosomal 23S de la sous-unité 50S du ribosome en stimulant la
dissociation entre ribosome et ARN de transfert, ce qui induit a une inhibition de la synthese
protéique (Leconte-Astruc et al., 2005). Les macrolides et les lincosamides sont considérées
comme bactériostatiques alors que les streptogramines sont bactéricides (Leconte-Astruc et al.,
2005). Trois grands types de mécanismes sont responsables de résistance aux MLS :

» Modification de cible

Le principal mécanisme de résistance décrit chez S. aureus est la modification de la
cible ribosomale par méthylation (Chambers, 2009 ; Strahilevitz et Hooper, 2009). Les
souches résistantes produisent une méthylase qui va agir sur une adénine de I’ARN; 23S,
induisant a un changement de conformation de ce dernier. Ce qui va engendrer une
diminution de I’affinité de I’antibiotique vis-a-Vvis de sa cible, conférant ainsi une resistance
croisée aux trois classes (Tankovic et al., 1997).

» Modification de I’antibiotique

Plusieurs enzymes sont capables d’inactiver les MLS. L’érythromycine peut étre
inactivée par divers enzymes dont des estérases ou des phospho-transférases (Leclerg, 2002).
Ce type de mécanisme est surtout décrit dans la résistance aux lincosamides et aux

streptogramines. (Strahilevitz et Hooper, 2009).

14



Résistance de S. aureus aux antibiotiques

» Efflux
Ce mécanisme lié au gene msrA peut toucher les macrolides grace a une pompe ABC
transporteur présente chez les staphylocoques (Leclerg, 2002). Ce mécanisme est décrit pour

les macrolides et les streptogramines (Tankovic et al., 1997).

4.2.5 Résistance aux tétracyclines

Les tétracyclines sont des antibiotiques bactériostatiques, elles ont une bonne diffusion
tissulaire et intracellulaire, ce sont des inhibiteurs des syntheses protéiques ARN dépendantes.
Elles se fixent au niveau de la sous unité 30S des ribosomes bactériens, ce qui empéche I’ ARN¢-
aminoacyl de s’y associer et bloquant la synthése protéique (Lanote, 2005).

Deux mécanismes de résistance ont été rapportés chez S. aureus. Le premier est la
synthese d'enzymes inactivatrices qui est lié a la présence de génes portés par de petits
plasmides, porteur du déterminant tetK (Donnio, 2010). Ces génes codent pour des protéines
(principalement TetM et TetO) qui se fixent sur le ribosome, induisant 1’augmentation de la
constante de dissociation du complexe ribosome-tétracycline. Cela a pour effet de relarguer la
molécule antibiotique et de rendre le ribosome fonctionnel (Schnappinger et Hillen, 1996 ;
Connell et al., 2003). Le deuxiéme mécanisme consiste en I’expression de pompes a efflux actif
réalisé par des protéines membranaires ATP-dépendantes (Speer et al., 1992). Cet efflux réduit
la concentration de 1’antibiotique dans le cytoplasme, protégeant ainsi les ribosomes (Chopra
et Roberts, 2001).

4.2.6. Résistance aux fluoroquinolones

Les fluoroguinolones inhibent la croissance bactérienne par arrét de la synthése de
I’ADN. Cette action est liée a I’inhibition de deux topo-isomérases bactériennes : I’ADN
gyrase, qui catalyse le surenroulement de I’ADN, et la topo-isomérase IV qui est responsable
de la décaténation du chromosome au cours de sa réplication (Child et al., 1995).

Le mécanisme de résistance aux fluoroquinolones le plus fréquent est la modification
de la cible par mutations au niveau du géne parC codant la sous unité C de la topo-isomérase
IV (Smith et Jarvis, 1999). Cette résistance touche essentiellement les souches hospitaliéres, en
particulier les SARM (Mc Callum et al., 2006). Un deuxieme mécanisme de résistance chez S.
aureus, probablement de moindre importance, consiste en I’expression de pompes a efflux

multiple (MDR) (Demarco et al., 2007).
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4.2.7. Résistance aux rifampicines
Les rifampicines sont des métabolites secondaires d’Amycolaptosis mediterranei. Leur

action est essentiellement bactériostatique, agissent en inhibant la synthese des acides
nucléiques. Elles se fixent de fagon non covalente sur la sous-unité f de I'ARN polymérase
ADN-dépendante codée par le géne rpoB, et interferent avec la phase d’initiation de la
transcription de I'ADN bactérien. Par conséquent les rifampicines empéchent I'initiation de la
transcription ainsi la bactérie meurt (Wehrli et Staehelin, 1971 ; Floss et Yu, 2005 ; Lanotte,
2005).

S.aureus peut développer rapidement une résistance a la rifampicine par la modification
de la cible au niveau de sites particuliers du gene rpoB par mutation ponctuelle (Damon et al.,
1998 ; Zhou et al., 2012).

4.2.8. Résistance aux sulfamides

Les sulfamides forment 1’une des rares familles d’antibiotiques dont le mécanisme
d’action est élucidé a 1’échelle moléculaire (Bushby, 1983). Le mécanisme d'action est lié a son
analogue structural I’acide para-amino-benzoique (PAB) (Barret, 2005). Le PAB est le substrat
naturel de dihydroptéroate synthétase (DHPS) qui catalyse la synthése de certains acides aminés
et de bases azotées, a savoir, I’acide folique nécessaire au métabolisme des bases puriques et
pyrimidiques (Skadld, 2000). Les sulfamides en se fixant sur DHPS a la place du PAB créant un
blocage enzymatique et se forme alors des produits anormaux ne permettant pas la croissance
bactérienne (Barret, 2005).

La résistance de S. aureus vis-a-vis des sulfamides est due a des mutations
chromosomiques. Ces dernieres peuvent induire une surproduction du PAB (Oakberg et Luria,
1947 ; Lyon et Skurray, 1987), ou produire des DHPS ayant une affinité réduite a 1’antibiotique
(Then, 1989).
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2015).
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1. Géneralités

Le genre Staphylococcus comprend un groupe diversifié de commensales qui colonisent
les mammiféres sur la peau ou les muqueuses. Certains des membres les plus connus de ce
genre, comme Staphylococcus aureus, en particulier les souches résistantes a la méthicilline,
sont des pathogénes opportunistes et sont responsables de sérieux probléemes de santé (Becker
et al., 2014). L'une des raisons pour lesquelles les staphylocoques sont problématiques est leur
capacité bien connue a s'attacher aux surfaces et a se developper en structures communautaires
récalcitrantes, souvent appelées "biofilms".

Généralement, les biofilms sont définis comme étant des communautés de cellules
encastrées dans une matrice d’exopolymeres et adhérent sur une surface biotique (ex :
muqueuses) ou abiotiques (ex : cathéters), (Costerton et al., 1999). Ils sont reconnus comme
étant résistants a la thérapie antimicrobienne et aux défenses de I'hote (Kiedrowski et Horswill,
2011).

L'état biofilm a d'abord été observé dans des études sur les milieux marins, dans
lesquelles des communautés de bactéries adhérentes ont été trouvées dans des milieux
aquatiques naturels et industriels (Costerton et al., 1987).

Le développement de biofilm s'est par la suite avéré important dans de nombreux types

d'infections et est maintenant un mode de croissance bactérienne largement répondu.

2. Composition de la matrice

La matrice du biofilm est hautement hydratée et peut contenir jusqu’a 97 % d’eau.
Elle contient de I'ADN extracellulaire (ADNe), provenant a la fois de bactéries lysées et
potentiellement de la mort des cellules neutrophiles de I'héte, et est susceptible d'étre dispersée
par les ADNases (Mann et al., 2009 ; Montanaro et al., 2011). Des adhesines ont également été
identifiées dans la matrice staphylococcique du biofilm, elles peuvent étre directement associées
a des bactéries ou étre libres dans la matrice du biofilm (Speziale et al., 2014). Les adhésines
intercellulaires de polysaccharides extracellulaires (P1A) ont également été identifiées comme
composant majeur du biofilm staphylococcique (Otto, 2013).Un certain nombre de protéines
cytoplasmiques ont été identifiées comme composants de la matrice et ont sans aucun doute une
fonction importante (Foulston et al., 2014). Les acides teichoiques ont également été impliques
dans la matrice du biofilm (Jabbouri et Sadovskaya, 2010), bien que leur rdle relatif dans les

mécanismes de formation des biofilm n'ait pas regu autant d'attention.
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3. Cycle de vie d’un biofilm de Staphylococcus aureus.
La formation d’un biofilm représente un changement radical de mode de vie des
microorganismes qui le constituent. Le passage d’un mode de vie planctonique, individuel, a
un mode de vie communautaire et sessile, est un processus dynamique et complexe (Costerton,

1999), il passe par plusieurs étapes (figure 4) comme décrit ci-dessous.

3.1. Attachement

Dans un premier temps, les cellules bactériennes sous forme planctonique vont venir
s’agréger a une surface biotique ou abiotique par I’intermédiaire de transport passif (ex :
sédimentation) ou alors de transport actif en faisant notamment intervenir des structures
spécifiques de la bactérie (Percival et al., 2011). Il s’en suivra une adhésion réversible
correspondant a un attachement faible des cellules bactériennes a la surface et faisant intervenir
des interactions faibles de type forces de Van der Waals et liaisons électrostatiques.
L’attachement sur une surface biotique se fera soit directement a la surface soit indirectement
par I’intermédiaire d’un film conditionnant formé par les molécules de la matrice de I’hote et
reconnues par les MSCRAMM qui sont ancrées dans la membrane cellulaire de la bactérie
(Otto, 2013).

» Film conditionnant

La formation d’un film conditionnant pourra également étre observee lors de
I’attachement & une surface abiotique. Dans ce cas-la, I’attachement sera dépendant des
caractéristiques physicochimiques du matériel impliqué ainsi que de la surface de la bactérie
mise en cause (hydrophobicité et exopolysaccharides). Si la cellule réside assez longtemps a la
surface, 1’adhésion deviendra irréversible et entrainera 1’adhésion permanente du
microorganisme a cette méme surface et cela grace a des interactions fortes et spécifiques.

» Microcolonies et exode

Une fois que I’attachement des cellules bactériennes a la surface sera définitif, celles-ci
vont s’agréger entre elles et former des microcolonies. L'une des observations du
développement d'un biofilm au moyen de la microscopie a intervalle de temps a été une
libération distincte et coordonnée des cellules environ six heures apres le début de I'étape de la
multiplication. Ce stade, appelé " exode " est un événement de dispersion precoce qui coincide
avec la formation de microcolonies et entraine la restructuration du biofilm. Il est important de
noter que l'exode est médié par la dégradation de I'ADNe en fonction de la nucléase et est
indépendant du mécanisme de dispersion de I'Agr (accessory gene regulator) qui se produit

apres le développement de microcolonies.
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La dégradation de I'ADNe dans la matrice du biofilm par une nucléase sécrétée et
autoproduite a été démontrée a plusieurs reprises comme réduisant la biomasse totale des
biofilms de S. aureus (Mann et al., 2009 ; Kiedrowski et al., 2011 ; Beenken et al., 2012 ;
Moormeier et al., 2014 ; Kiedrowski et al., 2014). Cependant, ce n'est que récemment, lors
d'études utilisant la microscopie a intervalle de temps, qu'il a été déterminé que la dégradation
de I'ADN-nucléaire se produit trés tot au cours du développement du biofilm et qu'elle est la
cause de I'exode. Il est donc possible que la réduction de la population cellulaire au cours du
développement précoce du biofilm (par la mort cellulaire ou I'exode) soit une condition
préalable a la formation de la structure secondaire. En effet, en I'absence d'exode, comme chez
un mutant de S. aureus, la formation de microcolonies n'est pas observée (Moormeier et al.,
2014).

» Maturation

On observera ensuite la croissance et la maturation du biofilm qui sera régit par des
forces d’adhésion notamment pour permettre 1’agglutination des bactéries entre elles mais
¢galement par des forces perturbatrices qui vont quant a elles permettre au biofilm d’acquérir
sa structure finale mais également plus tardivement de permettre le détachement d’amas de
cellules bactériennes du biofilm (Otto, 2013).

» Molécules d’adhésions

Chez les staphylocoques, la molécule d’adhésion la plus importante est le PNAG ou PIA
(Otto, 2012). Ce dernier est codé par les genes du locus ica, icaA et icaD interviennent
notamment dans la synthése d’une N-acétyl-D-glucosamine transférase dont le réle est
d’ajouter des résidus N-acétylglucosamine a la chaine oligo N-acétyl-glucosamine en cours de
polymérisation (Otto, 2012).

En revanche, des souches de staphylocoques ayant la capacité de former des biofilms
ne possédant pas les génes du locus ica ont permis de mettre en évidence 1’implication de
protéines dans I’adhésion du biofilm telles que Aap (« Accumulation associated protein »),
Embp (« Extracellular matrix binding protein »), FnBps (« Fibronectin binding proteins ») ou
encore la protéine A . Leurs mécanismes d’implication dans 1’adhésion cellule-cellule ne sont
cependant pas encore totalement élucidés. Des polyméres semblent également impliqués dans
cette phase comme par exemple ’acide teichoique qui interagit avec d’autres polymeres de
surface par ’intermédiaire de liaisons électrostatiques.

L’ADN extracellulaire (ADNe) libéré par les bactéries lysées semble également
impliqué dans I’interaction avec d’autres structures de surface de la bactérie et de I’hote et cela

gréce a ses charges négatives (Otto, 2013).
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3.2. Détachement

Une fois la taille maximale du biofilm atteinte, différents mécanismes de dispersion vont
intervenir (Lister et Horswilla, 2014). Ce phénomene pourra étre initié par différents facteurs
tels qu’une perturbation mécanique (ex : forces de cisaillement), une dégradation enzymatique
de la matrice extracellulaire (ex : DNase) ou du substrat sur lequel le biofilm est attaché (ex :
hyaluronidase), une induction de la motilité, une production d’agents tensioactifs ou encore un
relachement dans 1’environnement extérieur d’exopolysaccharides (Jacques et al., 2010). Le
mécanisme majeur mis en place par S. aureus est la production d’enzymes et de surfactants
dans le but de dégrader plus ou moins spécifiquement les composants de la matrice
polysaccharidique.

L’implication des PSM (« phenol soluble modulins »), une famille de toxines isolées
notamment dans des souches de S. aureus trés virulentes, dans le développement du biofilm et
surtout dans le détachement des cellules bactériennes a été démontrée (Peschel et Otto, 2013).
Chez les staphylocoques, la régulation de ces toxines est prise en charge par le systeme Agr
(Accessory gene regulator).

Le systeme Agr est le nom donné au quorum sensing (QS) chez les staphylocoques. Ce
systéme est activé par des peptides autoinduits (AIP), codés et produits par I’opéron agr. Ce
systéme controle également d’autres facteurs de détachement, quant a eux plus spécifiques, les
protéases.

On compte chez S. aureus, 10 protéases dont 7 sérine protéases, 2 cystéine protéases et
1 métalloprotéase. Celles ci sont impliquées dans la dégradation des protéines de la matrice
extracellulaire et de ce fait de la déstabilisation du biofilm. La protéase V8, par exemple,
dégrade spécifiqguement Bap (Biofilm associated protein) et FnBPs (Lister et Horswilla, 2014).

D’autres mécanismes enzymatiques sont également impliqués dans cette étape de
détachement, comme les nucléases ou encore la dispersine B. Cette derniére, isolée chez
Aggregatibacter actinomycetemcomitans, va induire une dispersion du biofilm de S. aureus et
de S. epidermidis en hydrolysant la liaison glycosidique du PNAG, dégradant ainsi la matrice
et entrainant le détachement de cellules bactériennes du biofilm (Kaplan et al., 2004).

Le détachement est une étape clé dans la transmission et la persistance du biofilm car il
entraine la dispersion de cellules planctoniques qui vont coloniser d’autres surfaces et ainsi
pouvoir conduire a la transmission de la bactérie de 1’environnement vers un hote mais aussi

entre individus ou encore a une propagation de I’infection chez un méme individu.
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Figure 04 : Cycle de vie d'un biofilm (Alexandra et al., 2015).

4. Caractéristiques des biofilms
Les bactéries ayant la capacité de former un biofilm présentent des caractéristiques
communes (Costerton et al., 1999 ; Tremblay et al., 2014):

- Les cellules bactériennes sont retenues ensembles par une matrice polymérique
composée d’exopolysaccharides, de protéines et d’acides nucléiques. Chez S. aureus, le
polysaccharide le plus fréquemment retrouvé est un polymere de N-acétyl-D-glucosamine
(nommé PNAG ou PIA, « polysaccharide intercellular adhesin ») (Arcilola et al., 2015).
- Le développement du biofilm survient en réponse a des signaux extracellulaires, soient
présents dans 1’environnement ou produits par les cellules bactériennes par exemple le «
quorum sensing » (Miller et Bassler, 2001). Le QS est un mécanisme de régulation de
I’expression génique en réponse a des variations de la densité cellulaire (Pan et Ren, 2009).
- Le biofilm protége les bactéries de toute agression extérieure telle que le systéeme
immunitaire de 1’hote, la dessiccation ou encore les biocides (antibiotiques et désinfectants)

(Costerton et al., 1999 ; Hall- Stoodley et Stoodley, 2009).
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5. Rdles des biofilms
La formation du biofilm procure a la bactérie un certain nombre d'avantages. Nous en

présentons quelques uns :

- Coopération métabolique et stockage d’énergie : les bactéries du biofilm accederaient
plus facilement aux nutriments que les bactéries planctoniques gréace a leurs charges électriques
ou par d’autres forces physico-chimiques locales (ZOBELL, 1943).

- Protection vis-a-vis des agressions de 1’environnement comme les UV, changements de
température, de pH et d’osmolarité, grace a la phase liquide qui peut circuler dans les canaux
d’exopolymeres. (Costerton et al., 1987).

- Protection envers plusieurs mécanismes antimicrobiens, comme [‘application de
biocides, d’antibiotiques et 1’action de prédateurs (Costerton et al., 1984 ; Costerton et al., 1989
;Anwar et al., 1992).

- Communication intercellulaire, via le mécanisme de quorum-sensing qui implique la
production, la sécrétion et la détection, par les bactéries, de petites molécules signales appelées
des auto- inducteurs (Al) (Ahmer, 2004).

- Transfert d’informations génétiques au sein du biofilm : Les transferts horizontaux
d’informations génétiques jouent un rdle important dans I’évolution et la diversité génétique
des communautés microbiennes. L’un des principaux mécanismes de transfert génétique est
celui de la conjugaison qui permet I’échange direct d’ADN par contact physique entre deux
cellules via un pilus de conjugaison. Ce mécanisme est essentiel pour 1’acquisition de génes de

résistance aux antibiotiques (Ghigo, 2001).

6. Résistance des bactéries au sein des biofilms

De nombreux problémes associés au développement des biofilms en milieu médical, ont
pour origine leur résistance extrémement élevée aux agents antibactériens (antibiotiques et
désinfectants) ainsi qu'aux défenses de I'n6te (Roux et Ghigo, 2006).
6.1. Résistance aux défenses de I'hote

Les bactéries ayant formé un biofilm stimulent la réponse immunitaire mais son
efficaciteé est limitée par défaut de pénétration des phagocytes et des anticorps dans la matrice
du biofilm. Les phagocytes vont libérer leurs enzymes phagocytaires sur place, ce qui induit
une réponse inflammatoire qui endommage les tissus environnants et libere des bactéries du
biofilms. Une bonne immunité cellulaire et humorale ne suffit donc pas pour éliminer un
biofilm (Roux et Ghigo, 2006).
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6.2. Résistance aux antibiotiques

Les bactéries vivant au sein du biofilm sont moins sensibles aux antibiotiques que leurs
homologue planctoniques (Bridier et al.,, 2011 ; Simoes, 2011). Les concentrations
d'antibiotiques nécessaires pour inhiber les bactéries au sein d'un biofilm peuvent étre 10 & 1000
fois plus élevées que celles utilisées pour inhiber les mémes bactéries a I'état planctonique
(Simoes, 2011). Plusieurs mécanismes de résistance ont été avancés pour expliquer cette forte

réduction de I’activité des antibiotiques qui crée un sérieux probléme de santé publique.

7. Mécanismes de résistance aux antibiotiques
7.1. Défaut de pénétration de I'antibiotique
La matrice d’exopolysaccharide agit comme une barriere empéchant la diffusion de

I’antibiotique (K6nig et al., 2001). En effet, les exopolysaccharides sont chargés négativement
et fonctionnent comme une résine d’échange ionique pouvant séquestrer des antibiotiques
hydrophobes et chargés positivement, comme les aminoglycosides. Ce mécanisme de limitation
de la pénétration des agents antimicrobiens au sein d’un biofilm explique les antibiorésistances
observées lors d’administration unique d’antibiotiques mais n’est pas valable pour les

antibiothérapies de longue durée (Gilbert, 2001).

7.2. Croissance ralentie des bactéries

Dans le biofilm, le métabolisme de la bactérie se stabilise & un niveau bas limitant ainsi
I’action des antibiotiques nécessitant une division cellulaire et un métabolisme actif (Cramton
et al., 2001). Du fait d'un environnement spécifique du biofilm dont les zones les plus
profondes, riches en résidus acides, pauvres en oxygene et en nutriment, les bactéries ont un
métabolisme ralenti. Or les antibiotiques agissent en phase de croissance bactérienne (Sotto et
Lavigne, 2007).

7.3. Persistance des bactéries

Une dose croissante d'antibiotique entraine une décroissance initiale du nombre de
bacteries vivantes dans un biofilm, jusqu'a un seuil au-dela duquel I'augmentation des doses
n‘augmente plus le nombre de bactéries tuées, car une population de bactérie persiste quelle que
soit la dose administrée (Lewis, 2011). Ce taux de bactéries persistantes serait plus important
dans les biofilms que chez les bactéries planctoniques (Stewart, 2002), notamment en
profondeur du biofilm (Del Pozo et Patel, 2007).
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8. Moyens de lutte contre les biofilms

En ce qui concerne les effets néfastes graves des biofilms sur de nombreuses activités
humaines, diverses approches visant a prévenir et a éliminer un biofilm ont été utilisées pendant
de nombreuses années (figure 05). Les méthodes physiques et chimiques traditionnelles, telles
que le ringage, la chloration et la désinfection par ultraviolets, sont utilisées pour contrdler et
éliminer les biofilms. Cependant, en raison du manque d'efficacité et de sécurité de ces
stratégies, les préoccupations ont persisté (Srinivasan et al., 2008), qui ont motive la recherche,
le développement et I'application de nouvelles approches pour disperser et / ou inhiber la
formation de biofilms (Sadekuzzaman et al., 2015).

De nombreuses nouvelles méthodes, telles que I'inhibition de la détection du quorum
(QS), la perturbation enzymatique, le revétement bactéricide, la nanotechnologie et I'approche
bioélectrique, ont été étudiées avec succeés dans le but de trouver des alternatives efficaces pour
la prévention et le contrdle des biofilms (Sadekuzzaman et al., 2015).
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Figure 05 : Moyens de lutte contre les biofilms

Dans cette partie nous allons nous intéresser uniqguement aux moyens de luttes naturelles.
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8.1. Stratégies anti-biofilm naturelles
Les cultures anciennes connaissaient certaines épices et herbes pouvant aider a
conserver les aliments et avaient des effets médicinaux. En consequence, depuis la fin du 19éme
siecle, des scientifiques ont testé certains composants naturels afin d’explorer leurs propriétés
antimicrobiennes (Cowan 1999). Cependant, I'activité antibiofilm de tels composés n'a pas été
validée de maniére rigoureuse. Récemment, les propriétés antibiofilm ont été attribuées a
plusieurs composés naturels, tels que différents extraits de plantes, huiles essentielles et miel,

et ces propriétés ont fait I'objet de nombreuses études (Sadekuzzaman et al., 2015).

8.1.1. Extraits de plantes

La capacité du diterpene casbane isolé de I'extrait de Croton nepetaefolius (plante
indigene au Brésil) a inhiber la formation de biofilm de deux espéces de bactéries Gram-
positives (Staphylococcus aureus et S. epidermidis, cing bactéries Gram-négatives
(Pseudomonas fluorescens, P. aeruginosa, Klebsiella oxytoca, Klebsiella pneumoniae et E.
coli) et trois espéces de levures (Candida tropicalis, Candida albicans et C. glabrata) ont fait
I'objet de nombreuses études (Carneiro et al., 2011). Ces derniers auteurs ont indiqué que la
formation de biofilm était inhibée aux valeurs des CMI et méme lorsque la croissance des
cellules planctoniques n'était pas réduite. Une autre étude a montré que la formation de biofilm
de Candida était considérablement réduite par I'nuile de Boesenbergia pandurata (racine de
doigt) (Taweechaisupapong et al., 2010), les biofilms ont été réduits de 63% a 98% lorsque des
taux inférieurs a la CMI (de 4 a 32 puL. / mL) ont été utilisés. Récemment, divers extraits de
plantes ont été examinés contre le biofilm de E. coli entérohémorragique (EHEC) O157: H7
(Lee et al., 2013). En effet, ces découvertes indiquent que différents extraits de plantes ont un

effet inhibiteur sur les biofilms de nombreux microorganismes (tableau VI11).
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Tableau VI1: Composés inhibiteurs naturels de quorum sensing connus pour inhiber la
formation de biofilm

Source Composé Effet sur les biofilm Références
Thé vert Epigallocatechin Inhibe la formation de Huber et al., 2003;
Gallat biofilm chez S.aureus et | Blanco et al., 2005
B.capacia
Curcuma longa Curcumin Inhibe la formation de Packiavathy et al.,
biofilm chez 2014
P.aeruginosa, E.coli,
P.Mirabilis,et
S.marcescens
Extrait de plante | Acide ursolique Inhibe la formation de Ren et al., 2005
(Sabucuschinesis) biofilm chez E.coli
Macroalga Furanone Inhibe la formation de Ponnusamy et al.,
(Delisea pulchra) biofilm chez 2010
A.hydrophila
Extrait Naringin Diminution de la Truchado et al., 2012
d’agrumes formation de biofilm chez

Y .enterocolitica

» ROole de I'olivier dans la lutte antimicrobienne
L’olivier (Olea europaea) est une espece largement cultivée dans le bassin
méditerranéen depuis la plus haute antiquité. 1l est considéré comme étant une plante
aromatique et médicinale, réservoir de composés naturels aux effets bénéfiques. Certains
composés identifiés dans les extraits de feuilles, tels que les composés phénoliques sont doués
d’activités biologiques extrémement importantes (Djenane et al.,2012).
» Activités biologiques des composés phénoliques de I'olivier
Les composés phénoliques sont connus par leurs réles physiologiques trés important
dans le regne végétal, ce sont des substances qui présentent dans leur structure au moins un
cycle aromatique a 6 carbones, lui-méme porteur d’un nombre variable de fonctions hydroxyles
OH. Ce qui confere a ces composés des propriétés antioxydantes et antimicrobiennes
(Hennebelle et al., 2004). Ces activités biologiques sont principalement liées a la
biodisponibilité des composés phénoliques tels que I'oleuropéine et hydroxytyrosol (Silva et
al., 2006).
» Meécanismes d'action des composés phénoliques
Les composés phénoliques sont la source de substances qui servent comme moyens de
défense contre les micro-organismes, les insectes et les herbivores. En effet, les propriétés

bacteriostatiques et bactéricides sont dues aux fonctions pheénols, le site et le nombre de
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groupements hydroxyles augmentent la toxicité contre les microorganismes (Cowan, 1999 ;
Karou et al., 2005). Les cibles les plus probables dans la cellule microbienne sont les protéines,
les polypeptides de la paroi cellulaire et les enzymes de la membrane. Les polyphénols peuvent
ainsi rendre les substrats inaccessibles aux microorganismes (Cowan, 1999).

L’activité antimicrobienne est liée a plusieurs mécanismes d'action. Il a été démontré
que le mécanisme de toxicité se fait :

- soit par la privation des ions métalliques (fer, magnésium)

- soit par des interactions non spécifiques telles que 1’établissement des liaisons
hydrogenes avec les protéines des parois cellulaires (les adhésines), afin d’inactiver
I’adhésion des microorganismes ou bien les enzymes (protéases et carboxylases) ou
autres interactions pour inactiver les transporteurs protéiques membranaires, ce qui
conduit a la dénaturation de la membrane cytoplasmique entrainant une fuite des

constituants cellulaires (Meyer et al., 1997 ; Karou et al., 2005)
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1. Matériel et méthodes

Notre étude expérimentale a été realisée au niveau du laboratoire de recherche de
biochimie analytique et biotechnologies, faculté des Sciences Biologiques et Agronomiques de
I'université Mouloud Mammeri de Tizi Ouzou (UMMTO) ainsi qu'au niveau de laboratoire de
microbiologie du CHU (Centre hospitalo-universitaire) de Tizi ouzou.

L'objectif principal de notre étude s'est axée sur I'isolement, I'identification de souches
hospitaliéres de Staphylococcus aureus préelevées de pus et I'étude du profil de résistance aux
antibiotiques et aux extraits organiques de feuilles et de brindilles de I’olivier, ainsi que leur
capacité a former un biofilm.

1.1. Matériel
1.1.1. Appareillage
Les appareils et les milieux de culture utilisés sont présentés dans le tableau ci dessous.

Tableau VII1: Appareils et matériel utilisés.

Appareillage Petit matériel
« Autoclave de paillasse « Bec bunsen
(PBINTERNATIONAL) » Microplaques
« Bain marie (MEMMERT) « Micropipettes
« Balance de précision a 0,01lmg » Tubes a essai stériles;
(SARTORIUS) * Tubes a hémolyse;
» Balance (Denever instrument) » Portoirs pour tubes
» Centrifugeuse réfrigérée (SIGMA 3- » Pipettes Pasteur;
18K, SIGMA 4-16K) » Anses a boucle;
« Etuve bactériologique 37°C » Tubes eppendorf 1,5 ml;
(MAMMERT) » Cryotubes;
« Spectrophotometre (SCHIMADZU) *  Cuves,
« Agitateur  magnétique  (Labinco,  Boites de Pétrie en plastique a 90 mm de
Variomag polyl5 NETEZ) diametre;
» Vortex (VELP scientifica, Heidolph) « Boites de Pétrie en verre;
« Réfrigérateur « Ecouvillons;
« Congélateur (ENIEM) * pinces,
* Rotavapor (IKA- WERK) « Embous Jaunes et bleus
* Flacons de 200 ml steérile;
« Spatule;
« Barreaux magnétiques;
« Seringues 5 ml;
« Erlens meyers;
» Fioles jaugées,
* Eprouvettes
« Entonnoirs;
« Béchers;
» Disques de papier wattman N°1.
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1.1.2. Différents milieux, réactifs et solutions utilisés

Tableau 1X: Milieux, réactifs et colorants utilisés.

Milieux

Réactifs

Milieux solides
» Gélose nutitive ( Fluka Biochimika)
 Gélose Mueller Hinton (MH)
(CONDA)
» Chapman (CONDA)
= BHI ( brain heart infusion)
- TSB
Milieux liquides
» BHIB (' bouillon heart iron bread )
» Clarck et leubs (CL)

Glycérol ( 80%);

Disques d'antibiotiques en cartouche
(Liofilchem, Italie);

Eau physiologique (0,9 %);
Eau oxygénée;

Plasma humain;

Acétate d'ethyle;

Eau distillée;;

VP2 (a naphtol);

HCI (2N);

NaOH 16 % (VP1);

Acide gallique;

Acide ascorbique:

Cristal violet

Ethanol 80 % et 95 %
Tampon PBS

Carbonate de sodium(Na2COs) a 7%;
Folin —Ciocalteu;
2.2.Diphényl-1-Picryl-
Hydrazyle(DPPH).
Diméthylsulfoxyde (DMSO)

1.1.3. Matériel biologique

> Souches étudiées

Les souches utilisées sont des Souches de Staphylococcus aureus récoltées a partir de

laboratoire de microbiologie du CHU de Tizi Ouzou et d’autres souches de référence :
Staphylococcus aureus ATCC 25923 et E. coli ATCC 25922.

» Matériel végétal

Au cours de cette étude on s'est intéressé a une plante qui est I'olivier (Olea europaea),

la famille Oleaceae, de trois variétés différentes Chemlal (Olea europaea subsp europaea var

europaea), Azeradj (Olea europaea. L) et Sauvage (Olea europaea syliestris) provenant du

village de Beni Kouffi, région de Boghni, Willaya de Tizi Ouzou. La récolte a été réalisée au

cours du mois de février 2019.
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Figure 06: Photographie de l'olivier (Olea europaea)

1.2. Méthodes
Partie 1
1.2.1. Origine des souches bactériennes

70 souches de staphylocoques préalablement identifiées comme étant des souches de
Staphylococcus aureus au niveau du laboratoire de microbiologie du CHU de Tizi-ouzou ont
été récoltés pour cette étude. Elles ont été isolées de patients hospitalisés au sein des différents
services au cours de la période allant du mois de février 2019 jusqu’au mois d’avril 2019. Ces
souches provenaient de prélevements pathologiques : prélevements sur des cathéters et de pus
formés sur des plaies.
1.2.2. Isolement et purification

L’isolement est pratiqué sur le milieu Chapman préalablement coulé en boites de Pétri.
Les milieux sont ensemencés en stries serrées sur la surface de facon a obtenir des colonies bien
isolées aprés une incubation a 37°C pendant 24h.Apres incubation, un seul repiquage sur milieu
BHI a été suffisant afin de confirmer la pureté des souches pour entreprendre 1’étape

d’identification.

31



Matériel et méthodes

Figure 07 : photographie montrant 1’aspect des colonies des isolas de S. aureus sur milieu
BHI apres purification.
1.2.3. Identification
» Examen macroscopique des cultures
Le milieu Chapman est un milieu sélectif pour les staphylocoques, sa teneur élevée en
chlorure de sodium limite le développement de certains germes autres que Staphylococcus. Les
micro-organismes fermentant le mannitol donnent des colonies jaunes. Ce caractere est un
critére d’orientation pour I’identification de Staphylococcus aureus.
» Test de la catalase
La catalase est une enzyme qui catalyse la dégradation du peroxyde d’hydrogene
(H202). Le test consiste a mettre des bactéries en quantité suffisante en contact du peroxyde
d’hydrogene (H202). Si elles possedent la catalase, elles dégradent le peroxyde d’hydrogéne en

eau et dioxygene visible par la formation de bulles. La réaction se fait selon 1’équation suivante

H0, — %02 + H0
Technique :
Déposer sur une boite de pétri une goutte d’eau oxygénée (= peroxyde d’hydrogene);
Prélever une colonie de la souche a identifier a I’aide d’une anse a boucle ;

Dissocier la colonie dans la goutte.
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Figure 08 : Photographie montrant le résultat positif d’une catalase.
» Test de la coagulase
Le test mettant en évidence I’aptitude des bactéries a coaguler le plasma est le principal
test caractérisant S. aureus. Le test de détection consiste a incuber pendant 4 heures a 37°C un
mélange de plasma de lapin et quelques colonies de S.aureus a tester préalablement ensemencée
dans du BHIB pendant 24h a 37°C. Le test positif se traduit par ’apparition d’un coagulum qui

est observé en inclinant le tube a 90°C.

Figure 09 : Photographie montrant le résultat positif d’une coagulase.
» Test de la DNase

Ce test consiste a ensemencer la colonie suspecte issue du milieu BHIB en strie unique
a la surface du milieu contenant de I’ADN (gélose a ADN), puis incuber a 37°C pendant 24
heures. Pendant I’incubation si la bactérie posseéde une DNase il y aura systématiquement une
hydrolyse de I’ADN du milieu en polynucléotides.

Aprés incubation, pour la révélation de cette activitt une solution d’acide
chlorohydrique (HCI) a 2N est versée sur la gélose. Un test positif se traduit par la formation

d’un halo transparent autour de la strie.
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Figurel0 : Photographie montrant un résultat positif d’'une DNase.
» Le test Voges Proskauer (VP)
Ce test permet de mettre en évidence la production d’acétoine (acetyl méthyl carbinol)
a partir du glucose. Une suspension bactérienne est réalisée en bouillon Clarck et Leubs (CL) a
partir de plusieurs colonies issues du milieu BHI puis incubée a 37°C pendant 48 heures. La
production de I’acétoine est révélée par I’ajout de 15 a 20 gouttes d’a Naphtol a 6% (VPI) et le
méme volume de NaOH a 4N (VPII), le tube est agité et incliné pour favoriser I'oxygénation
du milieu. Apres quelques minutes a une heure un résultat positif se traduit par

I’apparition d’une coloration rouge (en surface).

Figure 11 : Photographie montrant un résultat positif de VVP.

1.2.4. Etude de la sensibilité des souches aux antibiotiques

La sensibilité de toutes les souches, vis-a-vis différentes familles d’antibiotiques, est
testée par la méthode de I’antibiogramme standard par diffusion sur gélose Mueller
Hinton(MH)

L’interprétation des résultats a été faite selon le manuel de 1’Antibiogramme de la
Société Francaise de Microbiologie CASFM (2018) et les recommandations du CLSI (2018).
Le tableau X montre la liste des antibiotiques testés sur S.aureus selon les recommandations du
CLSI.
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Tableau X: Antibiotiques testés pour S.aureus.

Familles Antibiotiques | Abréviation | Charge en pg Marque
B-lactamines Pénicilline G P 10 Liofilchem, Italie
Céfoxitine FOX 30 Liofilchem, Italie
Macrolides Erythromycine E 15 Liofilchem, ltalie
Aminosides Néomycine N 30 Liofilchem, Italie
Quinolone Ofloxacine OFX 5 Liofilchem, Italie
Ciprofloxacine CIpP Liofilchem, ltalie
Lincosamides Lincomycine MY 15 Liofilchem, Italie
Tétracycline Tétracycline TE 30 Liofilchem, Italie
Phénicol Chlorampénicol C 30 Liofilchem, Italie
Inhibiteur de synthése | Triméthoprime- SXT 25 Liofilchem, Italie

de I’acide folique Sulfaméthoxazole

Procédure opératoire :

A partir d’une culture pure de 18 heures sur milieu BHI, quelques colonies bien isolées

sont prélevées puis inoculées dans 7mL d’eau physiologique stérile a 0,9%. La suspension
bactérienne est homogénéisée au vortex puis ajustée a une D.O. comprise entre 0.08-0.10 lue a
625nm au spectrophotometre. La suspension bactérienne est ajustée soit en ajoutant de la
culture a la suspension soit de I’eau physiologique stérile.

Un écouvillon stérile est plongé dans la suspension bactérienne. Le sortir du tube en
I’essorant doucement sur les parois internes du tube afin de le décharger au maximum. A 1’aide
de cet écouvillon, ensemencer toute la surface gélosée de Mueller-Hinton(MH) par des stries
serrees, en tournant la boite trois fois de 60 °. L’ensemencement fini en passant 1’écouvillon
sur la périphérie de la gélose.

A l’aide d’une pince préalablement flambée, les disques d’antibiotiques (dont la liste est
indiguée dans le tableau X sont appliqués sur la surface de la gélose. Les boites sont ensuite
incubées pendant 24 heures a 37 °C.

Les différents diametres des zones d’inhibition, obtenus autour des disques
d’antibiotiques, sont mesurés. L’interprétation en sensible (S) intermédiaire (I) ou résistante (R)

est effectuée selon les criteres définis par les recommandations de CLSI.
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1.2.5. Conservation des souches
Une fois que toutes les souches sont identifiées elles sont conservées dans des cryotubes
a -20°C contenant le bouillon cceur-cervelle (BHIB) additionné de Glycérol (30% V/V) lequel

est un cryoprotecteur.

1.2.6. Détection de la formation de biofilm de S.aureus
» Etude de la formation du biofilm par la méthode in vitro par coloration au cristal
violet sur microplaques (TCP)

La capacité de formation d’un biofilm a été testée uniquement sur les souches de
S.aureus résistantes a la méthicillice (SARM), obtenues dans cette étude, par la méthode in
vitro de coloration au cristal violet sur microplagues en polystyrene de 96 puits (TCP). La
détermination quantitative de la formation de biofilm dans les microplaques a 96 puits a été
réalisée selon les recommandations de Christensen et al. (1985).

A partir de cultures pures et jeunes de 18 h ensemencées préalablement dans le milieu
BHI. Chaque culture jeune est ajustée pour obtenir 1083UFC/mL par ajustement de 1’absorbance
a0.08 - 0.1 a une longueur d’onde de 630nm. Chaque puits stérile de la microplaque est rempli
avec 50pL de la suspension plus 150pL du milieu TSB. La microplaque est ensuite Incubée a
37°C pendant 48H.

Apres incubation, les puits de la microplaque sont vidés de leurs contenus. Trois lavages
consécutifs sont réalises avec 200pL de tampon PBS afin d’éliminer les bactéries libres
planctoniques.

Les cellules bactériennes adhérentes a la paroi interne des puits formant un biofilm sont
colorées avec du cristal violet 0,1% (m/v). Apres 10 a 15 minutes, la solution de cristal violet
est éliminée et les puits sont lavés trois fois avec le tampon PBS afin d’éliminer toute trace de
colorant non fixé. Les microplaques renversées sont couvertes de papier absorbant et laissées
sécher a température ambiante pendant 15 minutes. Enfin, les puits sont remplis de nouveau
avec 150uL d’une solution d’éthanol (95%) pour libérer le colorant fixe au sein des cellules
emprisonnées dans le biofilm ainsi formé. Les densités optiques (DO) de tous les puits sont
déterminées par I’intermédiaire d’un lecteur ELIZA a une longueur d’onde 590 nm. Nous nous
somme reférées a la classification de Mathur et al. (2006) basée sur les valeurs de la DO
(Tableau XI).

36



Matériel et méthodes

Tableau XI : Classification de I'adhérence bactérienne par la technique TCP selon Mathur et

al. (2006).

Valeurs DO Adhérence Formation de biofilm
< 0,120 Non adhérente Non formatrice
0,120- 0,240 Faiblement adhérente Faiblement formatrice

>0,240 Fortement adheére Fortement formatrice

Figure 12 : Photographie d'une technique de formation de biofilm sur microplaque

Partie 2 Activité antimicrobienne des extraits des feuilles et des brindilles de I’olivier
Les objectifs de cette partie :
e Extraction des polyphénols de I'olivier (feuilles et brindilles) des trois variétés Chemlal,
Azeragj et Sauvage par extraction organique.
e Evaluation de I’activité antioxydante et antimicrobienne des extraits vis-a- vis des

souches multirésistantes.
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1.2.7. Echantillonnage
Cette étude a été réalisée sur la partie aérienne de I'Olea europaea avec ses trois variétes.
Les brindilles et les feuilles ont été récoltées dans un endroit naturel loin de la pollution. Les

différentes étapes d'échantillonnage sont résumées dans la figure 13.

1.Récolte
Février 2019 a

10h

.Conservation

Dans des 2.Séparation
flacons stériles et découpage
a l'abri de la des feuilles et
lumiére des brindilles

d’humidité

Echantillonage

6.Brouillage
ca augmente
la surface de
contacte
solvant-
échantillon

3.Lavage

avec l'eau
distilée

5. Séchage a
l'air libre a
I'abri de la

lumiere, de la

chaleur et

4. Egouttage

Figure 13: Diagramme des différentes étapes d'échantillonnage.

1.2.8. Extraction des polyphénols de la plante
» Extraction par solvants organiques
La méthode d’extraction suivie dans notre étude est 1’extraction par macération
effectuée selon le protocole de Turkmen et al. (2006) avec quelques modifications.
» Principe
Le principe de cette méthode est basé sur 1’extraction sélective liquide-solide des

composés phénoligques en utilisant des solvants de différentes polarités. Durant ce processus
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d’extraction, le transfert des molécules actives recherchées vers le milieu extérieur a lieu grace
a une diffusion.

Le choix du solvant organique utilisé dépend de la nature des composés a extraire, de
leurs solubilités dans le solvant et surtout de la nature du matériel végetal. Dans notre étude,
I'extraction des polyphénols est réalisée en utilisant deux solvants organiques : I'éthanol & 80%
et I'acétate d'éthyle. Le diagramme de la figure 14 représente les différents modes d’extraction

suivis tout au long de ce travail :

Pesrer 59 Extraction avec deux Agitation
« Al'aide d'une balance, solvants + Al'aide d'un agitateur,
on pese 59 de chaque * Pour chaque on met un barreau
echantillon broye ( les | échantillon on fait deux | magnétique dans
feuilles et les brindilles extraction, une avec chaque flacon.
des trois variétes). 50ml de I'éthanol 80% « Agitation a I'abri de la
et autre avec 50 ml de lumiére pendant 1h .
I'acétate d'éthyle.

v

Macération Centrifugation Evaporation
« Macération pendant 24h

3 I'abri de la lumiere : centrifugeuse, a 60°C, garder une

refrigérée a 4°C le petite quantité du
surnageant est récupéré solvant qu'on laisse
évaporer a l'air libre

» Al'aide d'une + Al'aide d'un autavapor

v

Restitution

« Une partie est restituée avec le DMSO a 10% afin
d'évaluer l'activité antimicrobienne.

* Une autre partie est réstituée avec de I'éthanol pour le
dosage des polyphénols et I'évaluation de I'activité
antioxydante.

Figure 14 : Diagramme des différentes étapes d'extraction des polyphénols.

» Rendement d’extraction des composés phénoliques
Le rendement désigne la masse de I'extrait déterminée apres évaporation du solvant, il
est exprimé en pourcentage (%) par rapport a la masse initiale de la plante soumise a

I'extraction. Le rendement est calculé par la formule suivante :
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R (%) =M/M,x100

Avec :
* R(%) : Rendement exprimé en % ;
» M : Masse en gramme de I’extrait sec résultant ;

» Mo : Masse en gramme du matériel végétal a traiter

1.2.9. Dosage des polyphénols totaux
Le dosage des polyphénols totaux dans les différents extraits obtenus a été réalisé par la
méthode de Folin-Ciocalteu (Yap et al ., 2009) dans le but d’évaluer quantitativement leur
contenu en composés phénoliques.
» Principe
L'ensemble des composés phénoliques des extraits sont oxydés par le réactif de Folin-
Ciocalteu. Ce dernier est constitué par un mélange d’acide phosphotungstique (HaPW12040) et
phosphomolibdique (Hs3PMO12040), il est réduit par les phénols en un mélange d’oxydes bleus
de tungstene (Ws023) et de molybdéne (MosQOz23), (Ribéreau-Gayon et al., 1982). La coloration
bleue produite posséde une absorption maximale aux environs de 750 nm. Elle est
proportionnelle aux taux de composés phénoliques présents dans le milieu.
» Protocole expérimental
Le contenu en phénols totaux des extraits a été déterminé en utilisant le protocole de
(Yap et al., 2009), avec quelques modifications. Une courbe d’étalonnage a été réalisée dans
les mémes conditions en utilisant 1’acide gallique comme standard afin de déterminer les
concentrations en phénols totaux des extraits exprimées en mg équivalent acide gallique/g
d’extrait. Les solutions des différents échantillons & doser et la gamme étalon sont préparées de

la méme maniére et dans les mémes conditions (figure 15). Deux essais ont été réalisés.
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125ul d'extrait + 125ul de Folin —
Ciocalteu + 500ul d'eau distillée

L 4

Incuber 6mn a I'obscurité

-

Ajouter 1,25ml de carbonate de
sodium(Na2CO03) a 7%

Agitater pendant 10 secondes

¥

Incuber a I’obscurité pendant 1h 30 min

8

Lecture a 760nm

Figure 15: protocole de dosage des phénols totaux par la méthode de Folin- Ciocalteu (Yap et
al., 2009)

» Lateneur en polyphénols totaux (PPT)

La quantité des polyphénols totaux a été calculée a partir de 1’équation de régression de
la droite établie avec 1’acide gallique «y= ax », ou y correspond a la densité optique de 1’extrait
et x correspond a sa concentration. Elle est exprimée en mg équivalent d’acide gallique (EAG)
par gramme de matiére seche(MS) issue de la matiére brute des extraits.

1.2.10. Evaluation de I'activité antioxydante des extraits

L’activité antioxydante a été évaluée en testant en duplicata I’activité du radical DPPH.
Le radical DPPH est généralement 1’un des composés le plus utilisé pour 1’évaluation rapide et
directe de 1’activité antioxydante en raison de sa stabilité en forme radical et la simplicité de

I’analyse (Paixao et al., 2007)
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» Principe

DPPH (2,2-diphényl-2-picryl-hydrazyle) est un radical libre stable de couleur violette.
Le test de DPPH+ permet de mesurer le pouvoir anti-radicalaire des extraits végétaux. Il mesure
la capacité d'un antioxydant (AH, composé phénolique) a réduire le radical chimique DPPH par
transfert d'un hydrogéne, accompagné par un changement de sa couleur qui passe du violet au
jaune (figure 16) mesurable par spectrophotométrie a 517nm (Ebrahimzadeh et al., 2008).

L’évaluation de ’activité antioxydante des différents extraits vis-a-vis du radical DPPHe
est exprimée par la concentration inhibitrice a 50%(1C50) qui correspond a la concentration des
polyphénols nécessaires pour inhiber ou réduire 50% de la concentration initiale du DPPHe.
L’IC50 est inversement proportionnel a 1’activité anti-radicalaire. Tous les IC50 sont calculés
a partir de 1’équation de régression linéaire des pourcentages d’inhibition en fonction de la

concentration des composés phénoliques présents dans les différents extraits testés

WIOLET

DPPH° + AH DPPH-H + A®.

Figure 16 : Réaction d’un antioxydant avec le radical DPPH (Paixao et al., 2007).
AH est un composé capable de céder un H+ au radical DPPH. Cette capacité de réduction est

déterminée par une diminution de I’absorbance induite par des substances antiradicalaires

(Molyneux, 2004).
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» Protocole expérimental
Le protocole expérimental utilisé est celui de Brand-Williams et al. (1995). Avec
quelques modifications (figure 17). La solution de DPPH est préparée par solubilisation de 4mg
de DPPH dans 100ml d'éthanol. Les différentes étapes suivies lors de ce protocole sont illustrées

dans la figure 17:

e -
Préparer Homogeiniser Incuber Lecture
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solution du vortex penaan d'onde de 517
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DPPH /

Figure 17: Protocole d’étude de I’activité du DPPH (Brand-Williams et al., 1995).

Les témoins positifs sont présentés par une Solution d’acide ascorbique comme
antioxydant standard a différentes concentrations en allant de 20 a 250 pg/ml. Pour exprimer
les résultats obtenus, le pourcentage d'inhibition est calculé, il qui correspond au pourcentage
de DPPH qui a été inhibé par les antioxydants présents dans les échantillons testés. La
diminution de 1’absorbance est mesurée par 1Cso (quantité équivalente en extrait qui neutralise
50% du DPPH-). Une ICso faible correspond a une activité antioxydante élevée de 1’extrait. Le

pourcentage d’inhibition est calculé selon la formule suivante :

%DPPH inhibé = [(Absorbance du blanc - Absorbance d'échantillon) / Absorbance du blanc]
x100

1.2.1.1. Test de I'activité antimicrobienne

Le but de cette étape est d'étudier I'activité antimicrobienne des extraits organiques
restitués par le DMSO (diméthylsulfoxyde) vis-a-vis de 08 souches bactériennes de
Staphylococcus aureus résistantes a la méthicilline (SARM) identifiées préalablement.

La méthode utilisée pour cette analyse est celle de la diffusion sur milieu gélosé qui
permet de déterminer la sensibilité des germes aux extraits végétaux étudiés (Bagamboula et
al., 2004 ; Gutierrez et al., 2009).
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» Principe

Cette méthode consiste a déposer des disques du papier wattman N°1 stériles de 6mm
de diameétre sur la surface d’une gélose préalablement coulée dans une boite de Pétri, puis
ensemencer avec la souche a tester qu’on impregne 20 ul de notre extrait. Incuber a 37°C
pendant 24h. La lecture des résultats se fait par la mesure du diametre (en mm) de la zone claire
indemne de colonies autour du disque absorbant, appelée : Halo ou zone d’inhibition.

» Mode opératoire

A partir d’une culture pure de 18 heures sur gélose nutritive, quelques colonies bien
isolées sont prélevées puis inoculées dans 7mL d’eau physiologique stérile a 0,9%. La
suspension bactérienne est homogénéisée au vortex puis ajustée a une DO comprise entre 0.08-
0.10 lue a 625nm au spectrophotometre. Puis a 1’aide d’un écouvillon on ensemence toute la
surface gelosée de Mueller-Hinton (MH) par des stries serrées.

Des disques de 6mm de diamétre sont ensuite appliqués sur la surface de la gélose. 20pl
de I'extrait sont pipetés et déposés délicatement sur les disques. Les boites sont ensuite incubées
pendant 24 heures a 37 °C.

L'activité des extrais utilisés sur la souches se manifeste par lI'apparition ou I'absence

d'une zone d'inhibition autour du disque (Mustafa et al., 2009).
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Partie 1
1. Fréquence de préléevement

Sur les 70 souches appartenant au genre staphylococcus, 50 souches ont été identifiées
a I’espéce S.aureus (figure 18) apres avoir été soumises a une Vérification par des tests
biochimiques. S. aureus est un agent commensal de la peau et des muqueuses de I’homme. 11
présente le potentiel de pathogeénicité le plus important de toutes les espéces du genre
Staphylococcus. Ce germe est responsable d’infections aigués et chroniques dont la plupart sont
dues a sa capacité a adheérer a des dispositifs médicaux et a former un biofilm (Liesse lyamba,
2012).

71,43% I h m Autres Saphylocoques
\ ’ Staphylococcus aureus

Figure 18 : La Fréquence d'isolement de S. aureus.

2. Résultats de I'antibiogramme
> Résistance des souches de S. aureus aux antibiotiques
La détection des phénotypes de résistance, des souches bactériennes isolées, a été
réalisée en pratiquant la méthode conventionnelle de diffusion des disques en milieu gélosé et
les criteres de lecture et d’interprétation sont ceux du CLSI(2018).
Les profils de résistances déterminés montrent que les 50 souches de S.aureus présentent
différents comportements vis-a-vis des ATB testés. Les fréquences de résistance de S. aureus

vis-a vis des antibiotiques sont représentées dans la figure 19.
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SXT : Trimétoprim-Sulfaméthoxazole

Figure 19 : Les fréquences de résistance de S.aureus vis-a vis des antibiotiques.

Pour la famille des bétalactamines, toutes les souches isolées ce sont révélées résistantes
a la pénicilline (100%), ce qui est en accord avec des études menées en Inde par Khurana et al.
(2018). Ce résultat s’explique par le fait qu’actuellement plus de 90% des souches de S.aureus
sont resistantes a la pénicilline G par production de penicillinase (Ouidri, 2018).

La céfoxitine est en revanche active sur 30% des souches isolées, taux moins élevé que
celui rapporté par Surbihi et ses collaborateurs ou ils ont obtenu une résistance de 49% Khurana
et al. (2018). Une autre étude réalisée en Ethiopie par Dilnessa et Bitew (2016) qui ont annonceé
un taux nettement moins élevé qui est de 17,5%.

36% des souches isolées sont résistantes a 1’érythromycine. Une étude similaire a été
réalisée par Khurana et al. (2018), une autre en Mauritanie par Ould Salem et al. (2016) ou ils
ont obtenu des résistances de 52% et 31% respectivement.

Quant a la famille des quinolones, nous avons rapporté une résistance de 24% pour
I’ofloxacine et 20% pour la ciprofloxacine, ces résultats sont nettement plus élevés que ceux
décrits par OuldSalem et ses collaborateurs ou aucune résistance n’a été trouvée pour ces deux
molécules (Ould Salem et al., 2018). Cette différence est probablement due a I’utilisation des
antibiotiques qui est totalement différente d’un pays a I’autre.

La résistance des souches isolées a la tétracycline et la lincomycine était respectivement
de 18% et 22%. Décrivent au Maroc un taux de 29% pour la tétracycline et de 4,8% a la
lincomycine (El anzi, 2014).
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La néomycine était active sur 56% des souches. Ce taux de résistance dépasse largement celui
rapporté a Singapour qui est de 6% (Chan et al,. 2018).
La résistance a la Trimétoprim-Sulfaméthoxazole (SXT) est de 1’ordre de 6%. Nos résultats ne
rejoignent pas ceux obtenus par Khurana et al. (2018) qui rapportent un taux de 52%.

Cependant aucune résistance n’a été observée vis-a-vis du chloramphénicol, toutes nos
souches étaient sensibles a cet antibiotique. Nos résultats sont relativement semblables a ceux
enregistrés au Népal avec un taux de 4% (Belbase et al., 2017).

3. Prévalence des SARM

Dans notre étude, la prévalence des Staphylococcus aureus résistants a la méthicilline

(SARM) est de 30%, soit 15 souches sur un nombre total de 50. Comme illustré dans la figure
20.

m SARM
B SASM

Figure 20 : prévalence des SARM
Un taux de prévalence des SARM plus élevé est recensé par rapport aux taux de prévalence
obtenus lors des études précédentes menées dans d’autres pays. Cependant un taux de 10% et
de 19,7% ont été recenses par EI Anzi (2014) ainsi par Shen et al. (2019) respectivement. En
revanche un taux de 52% a été observé lors d’une étude menée a Tlemcen (Rebiahi et al., 2011).
4. Détection de la formation de biofilm des Staphylococcus aureus résistants a la
methicilline (SARM)
» Classification du biofilm formé par les SARM
La détermination quantitative de la formation de biofilm chez toutes nos souches de
S.aureus resistantes a la méthicilline (SARM) a été réalisée par la technique sur

microplaque(TCP).
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Toutes les souches SARM isolées (15 souches) sont formatrices de biofilm. Cette
capacité est modérée chez deux souches uniquement qui sont S21 et S29. Les fortes

productrices sont en nombre de 13 (tableau XII).

Tableau XI11 : Classification du biofilm formé par les SARM par la technique TCP.

Formation de | Absente Modérée forte
biofilm

Nombre de | O 2 13
souches

Les grandes valeurs d’absorbance (DO) sont notées pour les souches S20 (1,457), S36
(2,174), S42 (1,301), S43 (2,006) a I’opposé des souches S21 et S29 qui ont donné de faibles
valeurs 0,186 et 0,238 respectivement.

Les valeurs de densités optiques des souches restantes S10 S13 S14 S25 S27 S30 S33 S41 sont
respectivement 0,537 0,395 0,369 0,391 0,354 0,546 0,701 0,461

Les valeurs des densités optiques (DO) obtenues par le lecteur d’absorbance pour microplaques
ont été converties en histogramme sur Excel (Figure 21). La valeur moyenne des puits de

control (sans biofilm) est égale a 0.15.
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Figure 21: Résultats de la quantification de la formation de biofilm in vitro par les SARM.
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Nos resultats (100%) ne sont pas en accord avec les observations de Belbase et al. (2017)
qui ont montre que 46,1% seulement (soit 35 souches sur un total de 76) sont formatrices de
biofilm.

Oliveira et al. (2016), ont montré dans leur étude que 4% uniquement étaient fortement
adhérentes, 20,5% faiblement adhérentes et 75,5% non adhérentes. Une étude similaire réalisée
par Mandhar et et al. (2018) a enregistré que sur un total de 375 de souches S. aureus, seulement
21 souches (5,6%) étaient fortement adhérentes, 91souches (24,3%) modérées et 263 (70,1%)

ne sont pas formatrices de biofilm.
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Partie 2 : Activité antimicrobienne et antioxydante des extraits
5. Taux d'extraction
Les rendements d’extraction des polyphénols des différents échantillons sont exprimés
en pourcentage (%) de masse d’extrait par rapport a la masse de la poudre de chaque échantillon.

Le tableau X111 représente les pourcentages de rendement obtenus.

Tableau X111 : Rendement d’extraction des polyphénols totaux.

Rendement (%)
Echantillons
Extraits d’éthanol Extraits d’acétate d'éthyle
Feuilles Chemlal 14,60 2,29
Feuilles Sauvage 16,13 2,76
Feuilles Azeradj 7,80 2,05
Brindilles Chemlal 7,36 1,14
Brindilles Sauvage 4,52 1,57
Brindilles Azerad] 6,15 1,02

Le calcul du rendement d’extraction des extraits de 1'olivier des trois variétés Chemlal,
Azeradj et sauvage révele un grand écart entre les extraits éthanoliques et d'acétate d'éthyle.
Nous constatons que les rendements le plus élevés sont ceux des extraits éthanoliques.
Benaliliche (2016) a rapporté dans son étude sur Cinnamomum zeylanicum que les rendements
des extraits different selon le solvant d’extraction utilisé.

Les résultats présentés dans le tableau XIIl1 montre que les rendements des extraits des
feuilles sont les plus élevés par rapport aux rendements des extraits des brindilles.

Pour les extraits éthanoliques des feuilles des variétés Chemlal, sauvage et Azeradj on
a enregistré un rendement de 14,60%, 16,13% et 7,80% respectivement. Tandis que les
rendements des extraits éthanoliques des brindilles des mémes variétés sont de 7,36%, 4,52%
et 6,15% respectivement.

Concernant les extraits d'acétate d'éthyle, des rendements de 2,29%, 2,76% et 2,05% ont
été respectivement enregistrés pour les feuilles des variétés Chemlale, sauvage et Azeradj et de

1,14%, 1,57% et 1,02 respectivement pour les brindilles de méme variété.
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Selon une étude réalisée par Arab et al. (2013), le rendement en polyphénols obtenu a
partir de 5g de feuilles est de 38,74% pour ’olivier sauvage. Ces résultats sont supérieurs a
ceux de notre étude.

Aragaq a signalé dans son étude que les rendements d'extraction de 100g de la matiere
séche obtenus avec les feuilles fraiches, seches et blanchies en utilisant I'eau comme solvant
d'extraction sont de 5,5%, 16,16% et 24,46% respectivement tandis que les rendements
d'extraction en utilisant un mélange d’éthanol et d’eau a donné un rendement de 8,7%, 30,2%
et 46,56% respectivement (Aragaq, 2013).

D’apres les résultats réalisés par ces deux auteurs et ceux obtenus dans notre étude, on
constate que le taux d’extraction des composés phénoliques dépend de la méthode d'extraction,
de la nature du solvant, de la taille des particules constituants la poudre et de I'organe de la

plante.

6. Teneur en polyphénols totaux (PPT)

Les polyphénols sont des molécules bioactives tres recherchées car ils sont réputés pour
leurs excellentes propriétés biologiques (antioxydantes, antimicrobiennes, etc...). Au cours du
dosage des polyphénols, aprés 1’addition du réactif de Folin-Ciocalteu, une couleur bleue est
apparue, ce qui confirme la présence des polyphénols dans nos extraits. Cela permet de mesurer
I’intensité de la couleur a une longueur d’onde de 765 nm (Huang et al., 2005).

L’analyse quantitative des polyphénols est déterminée a partir de I’équation de la
régression linéaire de la courbe d’étalonnage (Figure 22) exprimée en mg d’acide gallique par

g d’extrait sec.
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Figure 22 : Courbe d'étalonnage de I'acide gallique.

Les deux figures 23 et 24 représentent les teneurs obtenus en phénols totaux des extraits étudies.
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Figure 23 : Teneur en polyphénols des différents extraits des feuilles de l'olivier.
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Figure 24 : Teneur en polyphénols des différents extraits des brindilles de I'olivier.
Les deux figures 23 et 24 montrent que les extraits étudiés présentent des teneurs élevées en
polyphénols. Ceci pourrait s’expliquer par le fait qu’ils contiennent une plus grande diversité
de produits bioactifs.
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Les teneurs enregistrées pour les polyphénols sont de 75,47 ; 88,21et 175,83 mg EAG/ gMS
pour les extraits éthanoliques des feuilles des variétés Chemlal, Sauvages et Azerad]
respectivement, et des teneurs de 20,12 ; 35,12 ; 71,07 mg EAG/ gMS pour les extraits d'acétate
d’éthyle des mémes variétés respectivement.
En ce qui conserne les brindilles des variétés Chemlal, Sauvage et Azeradj, des teneuses de
65,71 ; 42,74et 45 mg EAG/ gMS ont été obtenues pour les extraits éthanoliques et de 21,31 ;
66,31 et 23,45 pour les extraits de I'acétate d'éthyle respectivement.
D’apres ces résultats on constate que :
- Les extraits éthanoliques présentent des teneurs élevées par rapport aux teneurs des
extraits de l'acétate d'éthyle.
- Les feuilles de l'olivier sont tres riches en polyphénols, une teneur de 75,83 mg EAG/
gMS est enregistrée par I'extraits éthanolique de la variété Azeradi.

- L'éthanol est le meilleur solvant d'extraction des polyphénols de I'olivier.

On déduit que le contenu phénolique dans les extraits examinés, dépend de la polarité du solvant
utilisé pour I’extraction, et aussi de I'organe de la plante.

Selon I'étude d’Aouidi et al. (2009), I'éthanol posséde des rendements d'extraction des
phénols totaux plus importants que le méthanol, et ceci indépendamment des organes étudiés.
Fabbri et al. (2008), ont signalé que la teneur en phénols totaux est influencée par le degré de
maturité des feuilles d'olivier. Ces auteurs ont enregistré des résultats supérieurs a ceux qu'on a
obtenus, ils ont déclaré un taux qui varie entre 29,34 mg/MS et 51,56 mg/MS pour les extraits

éthanoliques des feuilles et un taux de 24,27 mg/MS pour l'extrait éthanolique des brindilles.

7. Evaluation de I'activité antioxydante des extraits phénoliques par le test DPPH
La mise en évidence du pouvoir antioxydant des extraits des plantes a été réalisée par
la méthode de piégeage du radical libre DPPH. L'évaluation de I'activité antioxydante avec le
radical DPPH est exprimée en pourcentage d’inhibition.
L'acide ascorbique est utilisé comme antioxydant standard a différentes concentrations
en allant de 20 a 250 pg/ml. La figure 25 représente le pourcentage d'inhibition du radical DPPH

en fonction des différentes concentrations de I'acide ascorbique.
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Figure 25 : Pourcentage d’inhibition du radical DPPH en fonction de la concentration de

I'acide ascorbique.

Les résultats obtenus sont exprimés en pourcentage d’inhibition du radical libre DPPH

en fonction des concentrations des extraits, (tableaux X1V et XV).

Tableau X1V : Pourcentages d'inhibition du radical DPPH en fonction des concentrations

brutes des différents extraits des feuilles de I'olivier.

Ech CFE SFE AZFE CFAC SFAC AZFAC
[ 24333 | 269,87 | 19501 57,3 61,28 29,23
(Hg/ml)
%
d'inibitio | 50,14+0 | 73,01%0, | 67,1640, | 30,48+0,33 | 60,16+0,06 | 66,62:0,06
n 19 19

F: feuilles; E: éthanol; AC: acétate d'éthyle; C: Chemlal; S: Sauvage; AZ: Azerad;.

Tableau XV: Pourcentages d'inhibition du radical DPPH en fonction des concentrations

brutes des différents extraits des brindilles de I'olivier.

Ech CBE SBE AZBE CBAC SBAC | AZBAC
[] 147,2 90,48 153,8 18,93 26,13 25,4
(Hg/ml)

% 90,22+ 0 | 83,560, | 91,37+0,12 | 62,68+0,59 | 89,04+0,39 | 89,70+0,2
d'inibiti 06 6
on

B: brindilles; E: éthanol; AC: acétate d'éthyle; C: Chemlal; S: Sauvage; AZ: Azerad;.
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D'apres les résultats des deux tableaux XIV et XV, les extraits de l'olivier sont dotés
d’un pouvoir antioxydant interessant. Ce pouvoir antioxydant est fort probablement di a la
richesse de I'olivier en composes phénoliques. Selon VVan Acker et et al. (1995), les polyphénols
sont des antioxydants puissants capables d’inhiber la formation des radicaux libres et de
s’opposer a I’oxydation des macromolécules, il a été démontré que les molécules antioxydantes
telles que I’acide ascorbique, le tocophérol, les flavonoides et les tanins réduisent et décolorent
le DPPH en raison de leur capacité a céder I’hydrogéne (De Pooter et Schamp, 1986). Les
polyphénols contenus dans les extraits végétaux sont probablement responsables de 1’activité
antioxydante de ces extraits.

Les extraits éthanoliques représentent des pourcentages d'inhibitions élevés, comparé a
ceux de l'acétate d'éthyle. Les extraits organiques des brindilles expriment des pourcentages
d'inhibitions les plus élevés. Le potentiel antiradicalaire le plus important est celui des extraits
éthanoliques de la variété Azeradj 91,37% +0,12 suivi par le poucentage de I’extrait de la variété
Chemlal 90,22 + 0,0 %. Comme pour les extraits d'acétate d'éthyle des pourcentages
d'inhibition de 62,68+ 0,59%, 89,04+ 0,39% et 89,70+ 0,26% pour les variétés Chemlal,
sauvage et Azeradj respectivement.

Concernant les extraits des feuilles, on a enregistré des pourcentages moins importants
que ceux des brindilles, ils varient entre 50,1+ 0,0% et 73,01+ 0,19% pour les extraits
éthanolique et entre 66,62+ 0,06 et 30,48+0,33 pour les extraits d'acétate d'éthyle.

Les résultats qu'on a obtenus sont comparés a un antioxydant tres puissant, la vitamine

C, I’analyse a révélé une valeur trés proche, soit 89,3%.

8. Evaluation qualitative de I'activité antimicrobienne

La résistance bactérienne aux antibiotiques est devenue un probleme majeur de santé
publique. La propagation de la multirésistance nécessite la découverte de nouvelles molécules
antimicrobiennes qui inhibent les mécanismes de résistance des souches pathogénes. Ces
molécules naturelles dérivées de plantes constituent une nouvelle source d'agents
antimicrobiens.

L'objectif de ce travail est de mettre en évidence I'effet antibactérien des extraits de
plante obtenus. L’action antibactérienne se manifeste par 1’apparition d’un halo au tour du
disque de papier imprégné de 1’extrait. Le degré de sensibilité ou de résistance de la souche
bactérienne aux composés contenus dans les différents extraits est estimé par le diametre de la

zone d’inhibition.
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A cet effet, ’échelle de mesure de 1’activité antibactérienne de Ponce et al. (2003)
répartissant les diamétres des zones d’inhibition en quatre classes a été utilisée pour évaluer
I’effet inhibiteur de nos extraits :

o Extrémement sensible : le diamétre de zone d’inhibition > 20mm ;

e Trés sensible : le diamétre de la zone d’inhibition est compris entre 15mm et 19mm ;

e Sensible : le diamétre de la zone d’inhibition est comprise entre 9mm et 14mm ;

e Résistante : le diamétre de la zone d’inhibition est < 8mm.
Les résultats de I’activité antibactérienne des différents extraits de l'olivier testés a I’égard des
huit souches bactériennes, sont regroupés dans le XVI, et la figure 26 représente les diamétres

des zones d'inhibition de la souche 21.

Tableau XVI : Diamétres des zones d’inhibition en mm des extraits de plantes, témoin positif

et témoin négatif.

Extraits Souches
S10 S13 S14 S20 S21 S25 S27 S34
CBE 8+0,4 | 11+0,2 | 940,11 |9+0,29 | 13+0,5 | 640,32 | 9+0,23 | 10+0,2
SBE 9+0,8 11+0,5 | 11+0,2 |8+0,42 | 13+0,2 | 740,32 | 8+0,5 1340,3
3 2 3
AZBE | 11+0,2 |7+0,23 | 6+0,1 | 8+0,6 |9+0,11 |7+04 | 10+0,5 | 70,5
1
CBAC | 12+0,4 | 10+0,5 |11+0,4 |10+0,3 | 14+0,1 | 10+0,1 | 740,29 | 60,2
2 9
SBAC | 10+0,6 | 8+0,8 12+0,1 | 13+£0,4 | 20+0,2 | 13+0,2 | 13+0,5 | 12+1,1
5 1 2 1
AZBA | 70,52 | 7+0,2 11+0,8 |11+0,3 | 14+0,1 | 12+0,6 | 10+0,1 | 12+1,2
C 2 2 1 2
CFE 940,27 | 10+0,4 | 10+0,2 |10+0,2 | 12+0,8 | 10+0,2 | 9+0,2 10+0,3
1 9 1 2
SFE 13+2,1 | 6+0,3 13+0,4 | 12+0,3 | 15+0,7 | 940,11 | 940,24 | 11+0,2
1 9
AZFE |11+19 | 6+0,32 | 10+0,3 | 10+0,4 |9+0,45 | 840,13 | 11+0,7 | 9+0,5
5
CFAC |9+#0,5 | 640,81 |144+0,8 |124+0,3 | 840,67 |6+0,21 | 70,52 | 11+0,2
2 2
SFAC | 6+0,52 | 7+0,12 | 740,2 10+0,1 | 1740,3 | 9+0,23 | 10£0,2 | 10+0,3
1 9
AZFAC | 70,21 |8+0,2 | 940,21 | 13+0,2 | 13+0,1 |9+0,15 | 12+14 | 10+04
1 2 5
Témoin positif (Antibiotique)
SXT 19+0,2 | 25#0,1 | 19+0,1 | 20+0,1 |18+0,1 |19+0,2 | 20+0,1 | 2040,1
3 2 3
Témoin négatif
DMSO | 6 6 6 6 6 6 6 6

56



Résultats et discussion

C: variété Chemlal; S: variété Sauvage; AZ: varieté Azeradj; F: feuilles; B: brindilles; E:
éthanol; AC: acétate d'éthyle; SXT: Triméthoprime-Sulfamethoxazole; DMSO:
Diméthylsulfoxyde.

SBE

AZBE
CBE

SXT
DMSO
AZFE

CFE
SFE

Figure 26 : Photographie des activités des différents extraits éthanoliques contre la souche
S21
D’apres le tableau XVI et selon 1’échelle citée par Ponce et al. (2003), les résultats obtenus
peuvent s’interpréter comme suit :

Les résultats des tests de diffusion sur disque en gélose MH montre que les extraits
organiques de I'olivier ont des activités antimicrobiennes contre les souches SARM testées. De
nombreux travaux soulignent cet effet antibactérien des principes actifs naturels (Djahra, 2013).

Des éetudes confirment le réle positif des extraits des feuilles d'olivier dans l'inhibition
des bactéries pathogénes. Aliabadi et et al. (2012) ont également signalé que 1’extrait aqueux
de feuilles de l'olivier, avec une concentration de 0,6% (mg/ml) peut inhiber E. coli, P.
aeruginosa, S. aureus et K. pneumonie en 3h d'exposition et selon Liu et al. (2017), 62,5 mg/ml
d'extrait d'olivier peut inhiber presque totalement la croissance de quelques bactéries
pathogénes.

Les activités des extraits éthanoliques des feuilles qu'on a enregistré varientde 9a 11mm
pour la souche S10, de 6 a 10mm pour la S13, de 10 & 13mm pour la S14, de 10 & 12mm pour
la S20, de 9 a 15mm pour la S21, de 8 a 10mm pour la S25, de 9a 11mm pour les deux souches
la S27 et la S34. Donc au total, les diametres des zones d'inhibition varient entre 6 et 15mm.
Les effets antimicrobiens observés dans notre travail sont comparables a ceux rapportés dans la
littérature scientifique. Selon Owen et al. (2003), les composés phénoliques contenus dans
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I'extrait des feuilles d'olivier ont montré une activité antimicrobienne contre plusieurs micro-
organismes, y compris : E. coli, S. aureus, K. pneumoniae, B. cereus, S. typhi et V.
parahaemolyticu.

Les activités concernant les extraits d'acétate d'éthyle des feuilles varient entre 6 et 20mm.
D'apres ces résultats, on constate que les extraits d'acétate d'éthyle des feuilles ont une activité
supérieure a celle des extraits éthanoliques. On déduit que la nature du solvant joue un réle
important dans l'activité antimicrobienne.

Korukluogluoglu et al. (2010) ont étudié I'effet du solvant d'extraction sur l'efficacité
antimicrobienne de S. aureus, E. coli, S. enteritidis, S. thypimurium et autres souches. Ils ont
rapporté que le type de solvant avait une incidence sur la distribution et la concentration des
composés phénoliques dans les extraits et sur l'activité antimicrobienne contre les bactéries
testées. Ils ont signalé que les extraits éthanoliques de D’olivier ont une efficacité
antimicrobienne la plus élevée contre E. coli et S. enteritidis.

Selon Faiza et al. (2011), les extraits de I'acétate d'éthyle et d'acétone ont révélé une large
gamme d'activité antimicrobienne. Ils ont signalé que les extraits d'olives ont montré une action
antibactérienne et antifongique.

Nos résultats se rapprochent de ceux rapportés par Djenane et al .(2012), réalisés sur
I'extrait des feuilles d’olivier, qui exerce une activité inhibitrice vis-a-vis Staphylococcus
aureus avec un diametre de 16,33mm.

Selon une étude qui a été faite en Turgie par Gokmen et al .(2014), les extraits des
feuilles d'olivier ont une activité antibactérienne contre des bactéries Gram positif et Gram
négatif. Le diametre d'inhibition était de 18,67+1,5 mm contre S. aureus.

Une autre étude qui réalisée a Baghda par Malik. (2015) a démontré I'efficacité d'un
extrait d'olive, contre les deux souches Gram-positives (Staphylococcus aureus et Bacillus
cereus). Cet extrait a montré une inhibition élevée contre Staphylococcus aureus. Mais une
faible activité a été observée contre la souche Gram-négative (Bacillus cereus).

Dans une étude récente, Lee et Lee. (2010) ont testé I’activité antimicrobienne de
différents composés phénoliques des extraits de feuilles d’olivier.Il a été constaté que la force
et le spectre d’activité antimicrobienne varient entre les types d’extraits et le type de Gram des
bacteries. Cependant, les bacteries a Gram positif ont été genéralement plus sensibles aux effets
de ces extraits polyphénoliques. Cette résistance générale plus élevée chez les bactéries a Gram
négatif a été attribuée a la présence de leur membrane phospholipidique externe, presque
imperméable aux composés lipophiles. L’absence de cette barriere chez les bactéries a Gram

positif permet le contact direct des constituants hydrophobes des extraits avec la bicouche
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phospholipidique de la membrane cellulaire bactérienne, ou ils apportent leur effet ; quoique ce
soit, ils entrainent une augmentation de la perméabilité aux ions et la fuite des constituants

intracellulaires vitaux ou I’altération des systéemes enzymatiques bactériens.

Peu d'études ont été menées sur les brindilles de I'olivier. Nos essaies sur les brindilles ont
donné une activité vis-a-vis des souches cibles avec des diamétres d'inhibitions qui varient
entre 6 et 13mm pour les extraits éthanoliques et entre 6 et 20 pour les extraits d'acétate
d'éthyle. Lee-huang et et al. (2003) ont démontre pour la premiére fois que les brindilles de
I’olivier ont des propriétés antivirales, comme l'activité anti-VIH.

Les polyphénols sont des composés principaux antimicrobiens des plantes, ayant des
modes d’action divers et des activités inhibitrices et 1étales vis-a-vis d’une grande catégorie de
micro-organismes. Plusieurs travaux ont été réalisés pour évaluer I’activité biologique de
certains extraits issus de plusieurs plantes méditerranéennes. Les résultats ont montré que dans
la plupart des cas, ces extraits ont démontré une activité antimicrobienne efficace (Wendakoon
etal., 1995).
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Conclusion

Les infections bactériennes sont la cause majeure de la morbidité et de la mortalité en
milieu hospitalier dont la majorité peut étre due aux staphylocoques. L’importance médicale de
ces especes bactériennes est leurs capacités a provoquer de nombreux types d’infections chez
I’homme. Ces infections aggravées, dues au développement de biofilms a staphylocoques
constituent actuellement un vrai probléme de santé publique. Ce travail a été réalisé sur une
collection de cinquante souches cliniques de Staphyloccocus aureus, isolées en 2019 au niveau
de différents services de CHU de Tizi Ouzou.

Dans cette étude, les cinquante souches de S. aureus ont été isolées a partir de
prélevements de pus formeé sur des plaies ou sur cathéters. L'identification de S. aureus a été
effectuée selon les méthodes conventionnelles. Ces souches ont fait lI'objet de I'étude de leurs
profils de résistance aux ATB, la capacité des SARM a produire des biofilms in vitro selon la
méthode TCP considérée comme étant la mieux indiquée pour une évaluation quantitative de
I'adhésion bactérienne sur une surface, ainsi que I'évaluation de l'activité antimicrobienne de
I'olivier (Olea europaea) sur huit SARM parmi celles identifiées.

L'étude de I'antibiorésistance a montré que toutes les souches de Staphylococcus aueus
présentent des pourcentages de résistances de 100% vis-a-vis de la pénicilline; 56% vis-a-vis
de la néomycine; 36% vis-a-vis de I'érythromycine; 30% vis-a-vis de la céfoxitine, ce qui nous
laisse penser a des SARM (soit 15 souches sur 50 sont considérées comme étant des SARM);
24% vis-a-vis de I'ofloxacine; 22% vis-a-vis de la lincomycine; 20% vis-a-vis de la
ciprofloxaine; 18% vis-a-vis de la tétracycline; 6% vis-a-vis de SXT et enfin 0% vis-a-vis de
chlorampheénicol.

D'autre part les résultats obtenus a I'issu de la méthode TCP ont montré que toutes les
souches de S. aureus résistantes a la méthicilline ont la capacité de produire des biofilms. Dont
13 souches sont fortement formatrices de biofilm et deux souches sont faiblement formatrices
de biofilms.

L’éradication d’un biofilm bactérien pose de gros problemes cliniques, car
I’antibiothérapie active habituellement sur les bactéries a 1’état planctonique se révele bien
souvent moins efficace sur des structures organisées en biofilm. 1l devient pourtant essentiel
d’améliorer nos connaissances sur les mécanismes impliquées dans la formation de biofilms,
afin de trouver de nouveaux moyens de prévenir ou de traiter les infections associées aux
biofilms. Les approches expérimentales classiques pour étudier les bactéries d’intérét médical

doivent étre adaptées a 1’étude de leur mode de vie complexe en biofilms.
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Les extraits organiques de 1’Olea europaea se sont montrés actifs contre les souches
étudiées. La souche S21 a enregistré le taux d'inhibition le plus élevé, les diamétres varient
entre 9 et 13mm pour les extraits éthanoliques des brindilles, et entre 9 et 15mm pour les extraits
éthanoliques des feuilles, pour ce qui est des extraits d'acétate d'éthyle nous avons enregistré
des diametres allant de 14 & 20mm pour les brindilles et de 8 a 17mm pour les feuilles.

Ces résultats montrent que I'espéce Staphyloccocus aureus demeure toujours une espece
trés résistante aux antibiotiques. L'inhibition de ces souches multirésistantes par les différents
extraits de I'Olea europaea montre non seulement que cette plante pourrait constituer une
source naturelle de principes actifs antimicrobiens mais également la richesse et le potentiel

régional en termes de plantes médicinales.
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Annexes

Annexes A : Milieux de culture, solutions utilisés et leurs compositions

Bouillon ceeur-cervelle (BHIB)

Extrait ceeur- cervelle ....................oooiis 17¢g
Peptone pancréatique de gélatin................... 10g
N S5¢g

Phosphate disodique.......... 2.59
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Préparation : 37g par litre d’eau distillée. Stérilisation a I’autoclave a 120°C pendant 15 mn.
Pour I’obtention du milieu solide BHI, 20g d’agar bactériologique ont été additionné a 1L de
bouillon BHIB lors de sa préparation.

Muller Hinton (MH)

Hydrolysat acide de caséine....................coeeeeen 17.5¢
Infusionde viande.............c.oooiiiiiiiiiiii i 2g
Amidon soluble.............ooiiiiiii 1.7¢g
Agar bactériologique.........covviiiiiiiiii e 17¢g

Préparation : 37g par litre d’eau distillée. Stérilisation a ’autoclave a 120°C pendant 15 mn.
Gélose a ADN
Hydrolysat trypsique de caséine.............................20 g

ADN . 2g

NaCl oo 50
GElOSE. ..ttt 12 ¢

Bau distillée..........covieiiiiii 1000 mL

Préparation : 39 g par litre d’eau distillée. Stérilisation a 1’autoclave a 120°C pendant 15 mn.
Milieu Chapman

La formule théorique de ce milieu de culture en g/L d’eau purifiée est :

Extrait de viande (bovin ou porcin)...................... 19
Peptone de caséine et de viande (bovin ou porcin).....10g
Chlorure de sodium ...........ccooviiiiiiiiiiiiiannnn, 75¢g
Mannitol ........oooiiiii 10g
AGAT oo 15¢
Rougedephénol ... 0.025g
Préparation : 111g par litre d’eau distillée. Stérilisation a 1’autoclave & 120°C pendant 15
mn.
Bouillon Clark et Lubs (CL)
PePIONE. ...t 59
GIUCOSE. ... 59
Hydrogenophosphate de potassium..................... 59
Baudistillée..........oooiii 100 mL

Eau physiologique
Chlorure de sodium..............ccooiiiiiiiiiiiiiiiin, 9¢g
Eaudistillée ..........coooiiiii 1000mL
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Cristal violet (1%)

Cristal violet.........ooooiiiiiii 19
Eaudistillée. ..o 100 ml
Tampon PBS

Chlorure de sodium (Nacl).............cooiiiiiinnnnn.. 89
Chlorure de potassium (Kcl)...........cooooiiiiiin.n. 0,29
Hydrogeénophosphate de sodium (Na2HPO4)............ 1,449
Dihydrogénophosphate de potassium (KH2PO4)........ 0,249

Annexes B : Valeurs des diamétres de zone d’inhibition selon le CLSI 2018 et la CASFM 2018.

Diameétre critique

Familles Antibiotiques Références
Sensible | Intermédiaire | Résistant

B-lactamines Peénicilline >29 - <28 CLSI 2018

Céfoxitine >22 - <21 CLSI 2018

Quinolones Ciprofloxacine >21 16-20 <15 CLSI 2018

ofloxacine >18 15-17 <14 CLSI 2018

Macrolides Erythromycine >23 14-22 <13 CLSI 2018

Aminoglycosides Néomycine >18 - <18 CASFM 2018

Tétracyclines Tétracycline >19 15-18 <14 CLSI1 2018

Lincosamides lincomycine >21 - <17 CLSI 2018

Phénicols Chloramphénicol >18 13-17 <12 CLSI 2018

Inhibiteurs de Trimétoprim- >16 11-15 <10 CLSI 2018
synthése de Sulfamethoxazole

I’acide folique

Annexe C : Résultats détaillés de I’antibiogramme pour chaque souche de S. aureus isolée vis-

a-vis de 10 molécules d’antibiotiques.

C

FOX | OFX N

o

CIP

m

SXT

MY

TE

S01

S02

S03

S04

S05

S06

nununumununwm

S07

nunununununlunmn
nunununununlunmn
nunununununlun

|00 00|20

nunununununln

DD nNnn—wmwlAD

nunununununlun

nunununununln

DD NHOKnwmOm
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S08
S09
S10
S11
S12
S13
S14
S15
S16
S17
S18
S19
S20
S21
S22
S23
S24
S25
S26
S27
S28
S29
S30
S31
S32
S33
S34
S35
S36
S37
S38
S39
S40
S41
S42
S43
S44
S45
S46
S47
S48
S49
S50

: intermediare

S : sensible, R : résistante, |

Annexe D : Valeurs des diamétres d’inhibition des souches de S. aureus isolées
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Souche C FOX | OFX N P CIP E SXT | MY TE
Sl 26 26 26 24 10 30 6 26 27 20
S2 24 26 25 20 7 27 24 25 26 23
S3 26 28 28 25 10 30 22 24 26 22
S4 26 27 26 21 7 30 25 24 23 22
S5 27 28 28 24 10 33 26 25 27 22
S6 27 25 23 20 6 29 11 27 26 11
S7 26 26 24 21 8 27 10 28 26 10
S8 26 25 28 22 11 30 23 28 26 10
S9 26 25 26 24 9 30 25 28 27 10

S10 27 6 6 8 6 6 26 21 10 11
S11 27 29 25 18 7 26 24 24 25 24
S12 28 25 26 24 10 29 26 22 28 25
S13 26 17 11 21 6 15 26 25 16 21
S14 26 20 9 22 6 13 6 19 6 24
S15 28 26 25 23 8 33 27 24 24 22
S16 26 26 26 28 8 27 23 25 22 28
S17 25 26 25 28 8 28 22 25 24 30
S18 30 27 28 16 26 26 23 22 25 26
S19 25 28 25 10 6 29 21 22 22 12
S20 29 13 6 15 6 6 6 18 26 21
S21 25 20 9 9 6 11 6 17 6 22
S22 29 28 24 18 9 30 6 23 22 23
S23 26 28 26 17 12 32 8 20 23 26
S24 25 28 25 15 8 22 23 23 22 23
S25 27 6 6 6 6 6 24 20 10 11
S26 25 25 25 16 7 28 23 20 21 23
S27 26 6 26 15 6 30 6 21 6 17
S28 26 28 24 16 6 28 23 22 22 24
S29 24 6 23 15 6 26 6 19 6 17
S30 26 6 25 16 6 29 6 21 6 15
S31 27 28 26 16 7 29 23 24 23 24
S32 26 27 25 17 10 30 6 22 22 26
S33 24 20 8 9 6 9 6 17 6 24
S34 29 6 6 9 6 22 17 20 10 11
S35 25 26 24 15 7 22 21 23 22 23
S36 30 6 12 10 6 16 6 6 25 22
S37 27 29 27 16 9 31 23 24 23 25
S38 27 29 28 17 10 33 23 26 20 29
S39 27 33 26 17 7 29 23 23 23 24
S40 28 30 26 17 8 26 6 24 23 24
S41 28 16 9 17 6 10 25 23 15 24
S42 18 16 6 21 6 6 24 6 24 9

S43 32 6 6 15 6 6 6 6 26 23
S44 26 29 27 16 10 31 24 24 25 25
S45 26 30 28 17 10 30 23 26 20 31
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S46 27 33 26 20 7 25 23 25 23 24
S47 28 32 26 22 8 30 8 23 23 23
S48 28 27 25 23 10 30 6 28 26 20
S49 24 27 26 20 7 25 22 25 28 23
S50 26 27 28 22 7 31 24 24 23 21

Annexe E: Résultat de la formation de biofilm par la technique TCP

Souche DO Souches DO
T+ 0,15 S30 0,546
S10 0,537 S33 0,701
S13 0,395 S34 0,983
S14 0,369 S36 2,174
S20 1,457 341 0,461
S21 0,186 S42 1,301
S25 0,391 S43 2,006
S27 0,354 T- 0,013
S29 0,238

Annexe F: Préparation des solutions
» Solution DMSO a 10%
Mélanger 10ml de DMSO pure d'une concentration de 90% avec 90ml d'eau distilée.

» DPPH
Peser 'mg de DPPH dans 100ml d'éthanol

> NA2CO3a 7%
Dissoudre 7g dans un volume de100 ml d’eau distillée
» Préparation de la solution d'acide gallique a des concentrations allant de 0 a 200
pg/mi
Une quantité de 20mg d’acide gallique pesée sur une balance de précision est dissoute dans 10
ml d’eau distillée pour obtenir une solution de 2000ug/ml.
e Préparation de la solution mere (SM)
La solution meére est obtenue en appliquant la loi C1.V1= C2.V2, sachant que:

» CL1: Concentration de la solution de I’acide gallique (2000ug/ml);
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« V1 :Volume inconnu qu'il faut prélever a partir de la solution d’acide gallique, puis

ajuster avec de I'eau distillée a un volume défini, dans notre cas (5 ml);
« C2: Concentration de la solution mére que I'on veut préparer (200ug/ml);

* V2 :Volume total de la solution meére.

e Preparation de la gamme étalon

A partir de la solution mére, on prépare des dilutions allant de 20ul a 200ul

Concentration de la | 0 20 50 100 125 150 200
dilution en pg/ml

Volume a prendrede | 0 0.625 1.250 2.5 3.125 3.75 5
la solution mére

Volume de [I'eau|5 4,375 3,75 2,5 1,875 1,25 0

distilée en pl




