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Chapitre 111 Résultats et discussion

Tableau 10. Résultats de formation des biofilms des germes cibles sur la microplaque 96 puits en
bouillon Mueller-Hinton (MHB) et en bouillon Lysogéne (LB) apr s 24 h dbincubation.

Formation de biofilm en bouillon :
Mueller-Hinton (MHB)

Germes cibles

Lysogéne (LB)

Sa ATCC 43300 Modérée Fortement formatrice
Sa ATCC 25923 Non formatrice Non formatrice
Sa ATCC 6538 Modérée Fortement formatrice
Sa 639c Modérée Fortement formatrice
Sa 6 Modérée Fortement formatrice
S. aureus ) )
Sa7 Non formatrice Faible
Sa 3161 Non formatrice Faible
Sa 49611 Modérée Fortement formatrice
Sa 675 Modérée Fortement formatrice
Sa 629 Modérée Fortement formatrice
Pa ATCC 7320 Fortement formatrice Modérée
P. aeruginosa Pa ATCC 9027 Fortement formatrice Modérée
Pa ATCC 27853 Fortement formatrice Modérée

Figure 15. R@sultats de loobservation visuelle de la formation de biofilm sur microplaque ™ 96 puits
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Chapitre 111 Résultats et discussion

111.1.3. Extraction des composés bioactifs et antibiographie

Afin de choisir le solvant organique qui extrait le mieux des composés antibactériens, quatre
solvants organiques non miscibles avec léeau de polarit®s diff@rentes ont ®t® utilis®s ~ savoir : le n-
hexane, le dichlorom®thane, loac®tate di@thyle, et le n-butanol. Léextraction des mol®cules bioactives
a partir du filtrat de culture du milieu ISP2 a été réalisée le 5°™ et le 7°™ jour de fermentation pour
les souches Streptomyces sp. MBS5 et Micromonospora sp. GBS15 respectivement (jours optimaux
de production). Les extraits organiques issus sont concentr®s ~* sec ** I6®@vaporateur rotatif 40 AC,
puis récupérés dans 0,5 mL de méthanol pour tester leur activité antibactérienne par la méthode des
disques de papier (antibiographie) contre S. aureus ATCC 43300 et S. aureus 639c. Les résultats sont
consignés dans le tableau 11 et la figure 16.

Loactivit® antibactérienne est détectée dans tous les extraits organiques du filtrat de culture de
la souche GBS15 avec des diam tres dinhibition allant de 13~ 33 mm. Cette activit® est moins bonne
contre S. aureus ATCC 43300 par rapport a S. aureus 639c, avec de meilleurs résultats intéressants
et proches pour léextrait au dichlorom@thane et loextrait butanolique, =™ un degr® moindre loextrait
loacBtate do@thyle, et une activit® faible pour loextrait hexanique. Le n-butanol est connu pour son
pouvoir d'extraction éleve, et il extrait non seulement les antibiotiqgues mais aussi beaucoup
d'impuret®s non actives qui g°nent les purifications ult®@rieures notamment I0HPLC. De ce fait, le
dichlorom@thane a @t® retenu comme le meilleur solvant déextraction pour la suite des eétudes (Figure
16).

Contrairement, loéactivit® antibact@rienne de léextrait butanolique de la souche MBS5 sbest
avlr®e °tre la meilleure avec des zones déinhibitions de 47 mm contre S. aureus ATCC 43300 et 45
mm contre S. aureus 639c, suivie de celle de léextrait ~ loac®tate do@thyle, et loextrait au
dichlorom@thane (par ordre d@croissant). Aucune activit® noa ®t® d@cel®e dans léextrait hexanique
contre les deux microorganismes cibles testés. Le n-butanol a pu extraire une grande partie des
composeés antibactériens, il est donc le meilleur solvant déextraction pour la souche Streptomyces sp.
MBS5 (Figure 16).
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Chapitre 111 Résultats et discussion

Tableau 11. Activité antistaphylococcique de différents extraits organiques des souches MBS5 et
GBS15 contre S. aureus ATTC 43300 et S. aureus 639c

Souches Germes-cibles Extraits
EDch

déactinbact®ries EH

AE EB

Diam tre de la zone déinhibition (mm)

MBS5 Sa ATCC 43300 - 35 40 47
Sa 639c - 32 42 45

GBS15 Sa ATCC 43300 13 23 19 24
Sa 639c 15 33 25 32

Note : Le diamétre du disque de papier (6 mm) est compris dans les mesures. EH: extrait au n-hexane; EDch:
extrait au dichlorométhane; AE: extrait " loac@tate di®thyle; EB: extrait butanolique; (-): pas doactivit® autour
du disque.

——

S 276300
” e ;

Figure 16. Test doactivit® par antibiographie des différents extraits organiques de la souche
Streptomyces sp. MBS5 contre S. aureus ATCC 43300 (a), et de la souche Micromonospora sp.
GBS15 contre S. aureus 639c (b).

Note : H: extrait hexanique; D: extrait au dichlorométhane; E: extrait ~ lbacBtate do@thyle; B: extrait
butanolique. Le diametre des disques de papier (6 mm) est compris dans la mesure des activités.

111.1.4. Activité antibactérienne

Loextrait butanolique de la souche Streptomyces sp. MBS5, et léextrait au dichlorom®thane de
la souche Micromonospora sp. GBS15 ont été testés contre 10 souches de Staphylococcus aureus
englobant 9 souches résistantes a la méthicilline (SARM), une souche multi-résistante (BMR), et

contre 3 souches de Pseudomonas aerigenosa. Les résultats sont illustrés dans la Figure 17.

E



Chapitre 111 Résultats et discussion
60 m Souche MBS5
=
= = Souche GBS15
£
E 50
s
S
£” ©
5 30 29 |30
GC-’ 30 27 27 26
S 25
ke 20 21
@ 20
° 15
= 12
D
g 10
o
0
. o
Sa Sa  Sa Sa639c Sa6 Sa7 Sa3l6l Sa Sa629 Sa675 Pa  Pa  Pa
ATCC ATCC ATCC 49611 ATCC ATCC ATCC

43300 25923 6538

Germes-cibles

7320 27853 9027

Figure 17. Activit® antibact®rienne de loextrait butanolique de la souche Streptomyces sp. MBS5, et

loextrait au dichlorom@thane de la souche Micromonospora sp. GBS15

Note : Les activit@s repr@sentent la distance doinhibition (en mm), le diam tre des disques de papier (6 mm) est inclus

dans les valeurs.

Les résultats obtenus montrent que léextrait butanolique de la souche Streptomyces sp. MBS5

présente des activitéstr s fortes (plus de 35 mm ddinhibition)  fortes (plus de 35 a 25 mm

doinhibition), ces activit®s sont dirig®es principalement contre les Staphylococcus aureus. En effet,

cet extrait est hautement actif contre S. aureus ATCC 25923, et S. aureus 675 avec 52, et 50 mm de

diam tre ddinhibition respectivement. De plus, les germes cibles S. aureus 639c, S. aureus 629, S.

aureus 496l1, S. aureus ATCC 43300, et S. aureus 7 se sont montrées trés fortement inhibées avec

des zones doinhibition de 47, 46, 45, et 42 mm respectivement. Cependant, des activités

antistaphylococciques fortes sont observées contre S. aureus 3161, S. aureus 6, et S. aureus ATCC

6538 avec des diam tres ddinhibition de 33, 31, et 30 mm respectivement (Figure 18).

E
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Figure 18. Activit® antistaphylococcique de loextrait butanolique de la souche Streptomyces sp.

MBSS5 testée par la méthode des disques de papier contre S. aureus 7 (a), S. aureus 629 (b),
S. aureus 675 (c), et S. aureus 49611 (d).

En revanche, loextrait au dichlorom®thane de la souche Micromonospora sp. GBS15 sbest
également montré actif vis-a-vis Staphylococcus aureus. Des activités antistaphylococciques fortes
(35" 25 mm déinhibition) a moyennes (25 ~* 20 mm ddinhibition) sont notées contre toutes les souches
S. aureus testés. En effet, la meilleure activité est obtenue contre S. aureus 639c, et S. aureus 49611
avec 30 mm de diam tre ddinhibition. L'activité est également trés bonne contre S. aureus (Sa 316,
Sa 675, Sa 7, Sa 629, et Sa ATCC 6538) avec des diam tres ddinhibition allant de 25 ™ 29 mm.
Cependant, une activité modérée est observée contre S. aureus 6 (21 mm), et S. aureus ATCC 43300
(20 mm) (Figure 19).

Figure 19. Activit® antistaphylococcique de léextrait au dichlorom®thane de la souche

Micromonospora sp. GBS15 testée par la méthode des disques de papier contre S. aureus 6 (a), S.
aureus ATCC 25923 (b), S. aureus 675 (c), et S. aureus 3161 (d).
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111.1.5. £tude de léactivit® antibofilm de loextrait butanolique de la souche Streptomyces sp.
MBS5

Dans le but de mettre en @vidence léeffet antibiofilm de I'extrait brut de la souche MBSS5,
lbactivit® inhibitrice de ce dernier a @t® r@alis®@e "~ léencontre du biofilm formé par deux souches de S.
aureus (Sa ATCC 43300 SARM, et Sa 6 BMR) et deux souches de P. aeruginosa (Pa ATCC 7320,
et Pa ATCC 9027) fortes formatrices cultivées en bouillon Lysogene, et en bouillon Mueller-Hinton
respectivement. Aprés incubation (24 h a 37 °C) et coloration au cristal violet, une observation ” l6T il
nu a été faite pour la microplaque. On a pu constater loinhibition de la formation déun film ™ la surface
de la microplaque et au fond des puits pour chaque souche, en comparant aux témoins positifs (souche

sans loajout de loextrait) comme la figure lbillustre.

Ddapr s les r@sultats obtenus, il est clairement remarqu® une diminution de la formation des
biofilms par les souches cibles de S. aureus et P. aeruginosa. En effet, cette diminution augmente
avec lbaugmentation des concentrations de loextrait test®. Le résultat obtenu est présenté dans le
tableau 12. Les biofilms des souches S. aureus ATCC 43300, et S. aureus 6 ne sont pas formés a
partir des concentrations 40, et 60 pg/mL respectivement. Cependant, la formation de biofilmes de
P. aeruginosa ATCC 9027, et P. aeruginosa ATCC 7820 a été inhibee a des concentrations plus
élevée, a 80 et 100 pg/mL respectivement. Ces valeurs représentent les concentrations minimales
inhibitrices de biofilms (CMIB)

Ces résultats nous aménent a conclure que l'extrait de la souche MBS5 testé, présente une
activité antibiofilm intéressante vis-a-vis, non seulement, de la souche S. aureus ATCC 43300
résistante a la méticilline, et les souches de P. aeruginosa, mais ®galement, ~* léencontre de la souche

multi-résistante S. aureus 6.

Tableau 12. R®sultats de ldactivit® antibiofilm de léextrait de la souche MBS5

Concentration Inhibition de formation du biofilm

de loextrait SaATCC  Sa6  PaATCC  PaATCC
en (ug/mL) 43300 7820 9027
10 - - - -

20 Moyenne - - -

40 Forte Moyenne - -

60 Forte Forte Moyenne Moyenne
80 Forte Forte Moyenne Forte

100 Forte Forte Forte Forte

120 Forte Forte Forte Forte

150 Forte Forte Forte Forte

200 Forte Forte Forte Forte
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Control +
Dilution de
Iextrait MBS3

. Aucune dégradation

Forte Inhibition de observé

la formation de ‘Dans la concentration
~ biofilm 20pl

180 ul de Milien Mueller-Hinton
20 ul du Suspension bactérienne

L’ajout de I'extrait aprés
formation de biofilm

Dégradation moyenne
de la formation de biofilm

Figure 20. R®sultats de léactivit® antibiofilm contre les deux souches de P. aeruginosa (Pa 27853

et Pa 7320) sur microplaque a 96 puits.
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Figure 21. R@sultats de lbactivit® antibiofilm contre les deux souches de S. aureus (Sa 6 et Sa 43300)

sur microplaque a 96 puits
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111.1.6. Analyse par chromatographie liquide a haute performance (HPLC)

L'analyse des antibiotiques par HPLC n'a @t® r®alis®e que pour loextrait butanolique provenant
du surnageant de culture de la souche MBS5 cultivée pendant 5 jours & 30 °C et 250 rpm sur le milieu
ISP2. Loextrait est solubilis® dans 500 OL de m@thanol, centrifugé (5000 g pendant 5 min) ** laide
déune mini centrifugeuse et ensuite filtr® (0,2 Om) puis inject® dans léappareil HPLC ™ raison de 80
ML par injection. La phase mobile est un mélange de méthanol-eau (préalablement filtré) en gradient
continu (20 a 100%) pendant 50 min. La détection se fait a 220 nm (détection de tous les composés).
Apres I'écoulement du temps mort, des pics sont matérialisés sur le chromatogramme. La Figure 18
illustre le profil d0HPLC obtenu.

Le profil montre plusieurs pics (33 pics) séparés ou non, qui ont un temps de rétention trés
proche entre eux, ainsi que nous pouvons observer des pics majoritaires et des pics minoritaires

correspondant aux différentes fractions hydrophiles, et hydrophobes qui peuvent étre actives.
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Figure 22. Profil dé®lution en HPLC analytique de léextrait butanolique de la souche Streptomyces
sp. MBS5

Note. Conditions : colonne C18 ; solubilisé dans du méthanol ; gradient méthanol-eau 20-100 %; débitl
mL/min; détection a 220 nm.
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111.2. Discussion

Dans cette étude, toutes les souches de S. aureus @tudi®es sont r@sistantes = la famille des b-
lactamines, ce qui les signifie des bactéries résistantes a la méticilline (SARM) (Daurel et Leclercq,
2008), Ces résultats corroborent avec ceux trouveés par (Rebiahi et al., 2011). La souche S. aureus (Sa
6) présente une résistance a la majorité des antibiotiques commercialisés testés (9 antibiotiques), ce
qui la qualifie une bactérie multi-résistante (BMR) (Birgand et Lucet, 2013). Un intérét particulier
est accordé a la surveillance et au dépistage des BMR, ces bactéries sont considérées comme un
réservoir des génes de résistance (Birgand et Lucet, 2013). La plupart des souches de S. aureus sont
sensibles a la gentamicine soit un taux de, ce résultat est supérieur a celui signalé par (Ouchenane et
al., 2011) correspondant a 6,25% et moins important que celui trouvé par (Rebiahi, 2012) qui est de
30%.

Toutes les souches de P. aeruginosa présentent une r@sistance aux b-lactamines et aux
aminosides et sont r@vel®es sensibles ~ loamikacin. Pour les fluoroquinolones une r@sistance
intermédiaire a été remarquee vis-a-vis de la ciprofloxacin, et la I@vofloxacine. Dans 168tude men®e
par Rebeiro et al., (2019) 366/920 souches étaient résistantes au céftazidime, 263/925 souches a
lbamikacine et la totalit® au I@vofloxacine. Des taux de sensibilit® faibles ont @t® trouv® pour
Iévofloxacine (24/44) EI Ouadnassi et Boughalem (2009).

Le biofilm est responsable doun large @ventail doinfections chez léhomme. Plus de 80% des
infections bactériennes chroniques sont associees a la présence de biofilms (Hall- Stoodley et al.,
2004). Dans notre étude, le test de formation de biofilm par la méthode de coloration au cristal violet
sur microplaque a 96 puits montre que toutes les souches de P. aeruginosa et S. aureus testées ont
formé des biofilms a I'exception de la souche S. aureus ATCC 25923 sur les deux milieux testés (le
bouillon Lysogene et le bouillon Mueller-Hinton). Nos résultats ne sont pas en accord avec les
observations de Belbase et al. (2017) qui ont montré que 46,1% seulement (soit 35 souches sur un

total de 76) sont formatrices de biofilm.

Doapr s nos r@sultats 7 souches de S. aureus sont montrées fortes formatrices des biofilms, 2
souches sont faiblement formatrices et une seule souche non formatrice en milieu LB, En effet
doautres travaux ant@rieurs ont montr® dans leur étude que 4% uniguement étaient fortement

adhérentes, 20,5% faiblement adhérentes et 75,5% non adhérentes. Oliveira et al. (2016),
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Déapr s les r@sultats de Bellifa et al. (2014), la technique de la microplaque a 96 puits reste la
meilleure technique pour le dépistage de la formation du biofilm in vitro. Elle permet une
détermination quantitative pour comparer et examiner I'adhésion de différentes souches (Racha et al.,
2012). Par ailleurs la comparaison de la formation des biofilms des germes P. aeruginosa et S. aureus
entre les deux milieux de culture test®s indique des valeurs variables doune souche a une autre. Cette
variabilité peut étre en relation avec les conditions de croissance qui permettent ou non la formation
de biofilm ainsi que la capacité de la souche elle-méme & adhérer sur polystyréne (surface
hydrophobe) et former un biofilm. Ce qui explique que la formation de biofilm est un phénomene
complexe sous loinfluence de nombreux facteurs parmi lesquels : la surface, le microorganisme, le

milieu de culture, le type des sels et le pH (Saulou, 2009).

Le biofilm est important dans la pathogénie de P. aeruginosa et S. aureus car il permet de
persister sur les dispositifs médicaux implantables et de constituer un réservoir, notamment dans les
hopitaux et de réesister aux antibiotiques et aux désinfectants. Les travaux de (Musk et al., 2005) ont
montré que P. aeruginosa est capable de former des biofilms avec une densité cellulaire importante
localis®e " lointerface air-liquide. Les études de (Coban et al., 2009 ; Oncel et al., 2010) ont montré
également la capacité des isolats cliniques de P. aeruginosa a produire des biofilms dont la détection
a Bt® bas®e sur la m@thode de coloration au cristal violet. Déautre @tude a rapport® que S. aureus est
responsable doinfections aiguzs et chroniques dont la plupart sont dues ** sa capacit® =~ adh®rer ~* des
dispositifs médicaux et a former un biofilm (Liesse lyamba, 2012).

Les souches Streptomyces sp. MBS5, et Micromonospora sp. Cultivées sur milieu complexe
ISP2 ont été testées pour son pouvoir antagoniste par la méthode de diffusion des disques de papier,
ce test a porté contre des souches de S. aureus et de P. aeruginosa. Le milieu ISP2 est riche en
éléments nutritifs, il fournit des facteurs de croissance et doautres pr@curseurs qui favorisent la
production des antibiotiques par les actinobactéries. 1l a été choisi sur la base des résultats satisfaisants
obtenus par les chercheures de laboratoire LBSM (Zitouni, 2005; Boudjella, 2007; Toumatia, 2010;
Meklat, 2012; Bouznada, 2018).

Les molécules actives des deux souches sélectionnées ont été extraites par quatre solvants a
polarit® différente, " savoir : lohexane, le butanol, ldac®tate dothyle, et le dichlorom@thane. Il est noté
que ces quatre solvants ont permis léextraction des substances actives, ni au moins le butanol a @t® le
meilleur solvant doextraction de mol®cules bioactives de la souche MBS5 de streptomyce en
permettant pratiquement léextraction des mol®cules qui sbest traduit par léapparition de zones
déinhibitions vis-a-vis les deux souches de S. aureus Sa ATCC 44300 et Sa 639c.
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Le butanol est un solvant dbextraction universel, il permet pratiguement léextraction de toutes
les mol®cules, chose qui est en accord avec ce r@sultat. Coest ainsi que plusieurs travaux ont confirm@
loefficacit® du butanol par apport = dbautres solvants utilis@s, 168tude effectu®e par (Boudjella et al.,
(2006). Par ailleurs Zitouni et al., (2005), a aussi un taux dbextraction important avec le butanol sur

le genre Saccharothrix.

Les r@sultats montrent que les deux souches dbactinobact®@ries ddorigine marine ont la capacité
de produire des substances antibact@riennes. En effet doéautres travaux ant®@rieurs ont montr® des
propriétés antagonistes intéressantes des espéces appartenant au genre Streptomyces, une activité
antistaphylococcique contre les S. aureus résistantes a la méticilline (anti-SARM) notamment contre
S. aureus ATCC 43300 et S. aureus ATCC 700699 (Sharma et Manhas, 2019, Dinda et al., 2021).
Non seulement pour le genre Streptomyces mais aussi pour le genre Micromonospora, cette étude a
démontré sa capacité de produire une activité antibactérienne assez forte qui est dirigée

principalement contre les souches de S. aureus.

Dans notre @tude, loeffet de léextrait butanolique de la souche Streptomyces sp. MBS5 a été
étudie sur la formation des biofilms par deux souches de P. aeruginosa (Pa ATCC 7320, et Pa ATCC
9027) et deux souches de S. aureus (Sa ATCC 43300 SARM, et Sa 6 BMR). Les résultats visuels ont
prouvé une diminution de la formation des biofilms par les souches cibles, cette diminution augmente
avec lbaugmentation des concentrations de léextrait test®. Une ®tude comparative men®e par Kim,
(2012) a d®montr@® que les actinobact@ries produisent une large vari®t® doagents actifs agissant comme
inhibiteur de la formation de biofilms de léesp ce P. aeruginosa. Par ailleurs, Yannick et al, (2014)
ont rapport® que la bromoageliferine, mol®cule déorigine marine de la famille des 2-amino-imidazoles
a déemontré une activité antibiofilm chez P. aeruginosa et dbautres bact®@ries = Gram-négatif et a
Gram-positif. Déautre ®tude men® par Davies et Marques (2009) ont identifié une petite molécule
signal (acide cis-2- décénoique) produite par P. aeruginosa capable ddinhiber le d@veloppement doun

biofilm et ddinduire sa dispersion.
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L'analyse par HPLC de loextrait butanolique de la souche MBS5 de streptomyces montre la
présence de 33 pics. Ces pics peuvent correspondre a plusieurs antibiotiques. En effet, plusieurs
espéces d'actinobactéries appartenant a des genres différents sont capables de sécréter de nombreux
antibiotiques : au minimum quatre chez Streptomyces sp. AAl (Toumatia, 2010) et trois chez
Streptomyces sp. GB1 (Driche, 2010). En revanche, ces pics peuvent étre inactifs, seul le test
d'antibiographies des molécules purifiées par HPLC peut nous renseigner sur le nombre d'antibiotique

produit par la souche MBS5.
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Conclusion et perspectives

Conclusion et perspectives

Le phénomeéne de résistance des microorganismes pathogénes nosocomiaux aux antibiotiques

et leur formation du biofilm bactérien constitue un vrai danger pour la santé publique.

Dans cette optique, notre contribution a port® sur 10®tude de la production et loextraction
d'antibiotiques par deux souches doactinobact@ries doéorigine marine efficace contre deux bact@ries
infectieuses a Gram positif et a Gram négatif, Stapylococcus aureus et Pseudomonas aeruginosa

respectivement.

Nous avons déterminé l'activité antimicrobienne de la souche GBS15 et MBS5 sur milieu ISP2
semi solide par la méthode des disques sur papier, ce qui nous a permis de montrer un pouvoir
inhibiteur antibact®@rien dont des zones doinhibitions variés et trés intéressantes. De plus, loextrait de
la souche MBS5 est également présenté une activité antibiofilm importante avec des concentrations
minimales inhibitrices de biofilms (CMIB) varient entre 40 et 100 pg/mL.

A la fin de ce travail nous avons réalisé une analyse par HPLC de loextrait de la souche MBS5 qui

a montreé la présence d'un nombre important de composes actifs.

Cette étude soutient loopinion que le milieu marin constitue un réservoir important de souches
déactinobact@ries, en particulier celles qui appartiennent au genre Streptomyces et Micromonospora,
Ces souches pourraient représenter une source prometteuse pour la production des molécules

bioactives a activité antimicrobienne et antibiofilm.

Notre travail ne représente qu'une étude préliminaire de la production d'antibiotiques par les
souches Streptomyces sp. MBS5, et Micromonospora sp. GBS15 et les perspectives qui en découlent
sont nombreuses. Il serait donc intéressant pour la suite de ce travail :

0 Purification par I6HPLC des mol@cules bioactives de ces deux souches responsables de
l6activit® antibact®ri nne et antibiofilms.

0 Détermination les concentrations minimales inhibitrices (CMI) des antibiotiques produits par
les deux souches en utilisant des germes multi-résistants aux antibiotiques qui causent des problémes
majeurs au niveau sanitaire.

0 Détermination de la structure chimique de ces antibiotiques par spectrophotométrie infra-
rouge et surtout par RMN (la résonance magnétique nucléaire du proton et du carbone 13)

0 Tester déautres activit®s biologiques telles que les activités antitumorales et antiparasitaires.

ﬂ
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Annexe

Annexe 1: le matériel utilisé

Note : Les photos ont été prises au niveau du laboratoire LBSM.

Shaker New Brunswick
Scientific (250 rpm, 30c®)

-
A sfoTon oPrgy 4 "“

Etuve Micropipette EPPENDORF | Balance de prééiion KERN

pH métre HANNA | Appareil UV Autoclave (Advantage-Lab-
Model-AL02-12).




Annexe

Annexe 2 : les Réactifs

Réactifs formule

Acetate diethyl CH3COOCH2CH3
Dichlorométhane CH2CL2
Acidechlorhydrique HCL

Methanol CH30H
Hydroxide de sodium NaOH

n-butanol CH3-(CH2)3-OH
n-hexane C9Hgk

Sulfate de Sodium anhydride Na2S04

Cristal violet C24H28N3CL

Ethanol Absolut

C2H50H




Annexe

Annexe 3 : La composition des milieux de culture utilisé

U Milieu ISP2 solid: « International Streptomyces Project 2»
4 g/L de glucose :
4g/L doextrait de levure
4g/L doextrait de malt
25¢g/L dobagar
Dans 1000 mL déeau distillée
pH 7,2
U Milieu GN : « gélose nutritive »
1 g dbextrait de viande
2,5 g doextrait de levure
5 g de peptone
5 g NaCl
pH=7
Dans 1000 ml déeau distillé

U Milieu Mueller-Hinton semi-solide
29 doextrait de viande
1,5 g déamidon
17,59 dohydrolysat de cas®@ine
12 g/l doAgar
pH =7,3

Dans 1000 ml déeau distill®

U Milieu LB (bouillon lysogene)
10 g de peptone
5¢g dbextrait de levure
10 g de NaCl
Dans 1000 ml déeau distill®
pH =7

U Pr@®paration de léeau physiologie
9 g de NaCl

1000 ml l6eau de robinet



Annexe

Annexe 4 : les recommandations du fascicule de standardisation de léantibiogramme ™
16@chelle nationale version 2021.

Tableau 1. Pseudomonas aeruginosa

Famille Antibiotiques Chqrge du Abréviation Intervalle
doantibiotique disque s> 1 R<
pb-lactamines Ceftazidime 10 pg/ml CAZ 50 13-15 13

Fluoroquinoloes | Ciprofloxacine 5 pg/ml CIP 50 2021 |20
Lévofloxacine 5 pg/mi LVX 50 18 19 | 18
Aminosides Amikacine 30 pg/ml AN 16 18-19 |18
Tobramycine 10 po/ml ™ 16 14-15 14
Tableau 2. Stapylococcus aureus

Famille Antibiotiques Abréviation | Charge des | Diameétre
déantibiotique disques critique
b-lactamines Pénicilline G PEN 10ug/ml 12-18

Oxacilline OXA 1 pg/mi -
Macrolides Erythromycine ERY 15pug/ml 23-29
Fluoroquinolones | Lévofloxacine LVX Sug/m 23-29

Ciprofloxacine CIP Sug/ml 21-27
Phénicoles Chloramphenicol CHL 30pg/mi 20-28
Glycopéptides Vancomycine VAN 30 pag/ml -
Sulfamides Triméthoprime+Sulfaméthoxazole | SXT 1,25/23,75ug/ml | 26-32
Fusidanines Acide Fusidique FUS 10ug/ml 26-32
Céphalosporines | Céfoxitine FOX 3ug/ml 24-30
Acide Fosfomycine FOS 4 ug/ml 25-33
phosphonique

Kanamycine KAN 30ug/ml S>18
Aminosides Gentamicine GEN 10pg/ml 19-25
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