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Résumeé

Résumeé :

Le manque d’hygiéne hospitaliére pose un grand probléme sur la santé humaine, elle
favorise I’installation des micro-organismes sur les dispositifs médicaux et cause des

infections nosocomiales liées a la formation du biofilm.

Le présent travail vise a I’étude de I’activité antibactérienne et antibiofilm des deux
souches d’actinomycétes vis — a — Vvis de Staphylococcus aureus isolées a partir des surfaces
hospitalieres du CHU Blida. Les résultats obtenus montrent que sur 25 souches de
Staphyloccoques isolées ,8 souches sont des Staphylococcus aureus. La capacité de toutes des
souches isolées a former le biofilm a été confirmée par la méthode de Rouge Congo Agar
(RCA) et la méthode Tissue Culture Plate (TCP).

L’activité antibactérienne de deux filtrats issus de deux souches actinomycetales (Sa233
et B18) vis-a-vis des souches de Staphylococcus réalisée par la méthode des puits a été
étudiee, ou les résultats révelent une activité significative pour le filtrat de la souche Sa233
avec une meilleure zone d'inhibition de 28mm vis-vis de la S7 de S.aureus . Pour le filtrat de
la souche B18, les résultats montrent une absence totale de l'activité antibactérienne vis-a-vis

les souches pathogeénes

Le test de Pactivité antibiofilm des filtrats et des extraits brut des souches Sa233 et
B18 a éte effectué par la méthode de coloration par le cristal violet sur microplaque. Les
résultats ont permis de marquer une variabilité en termes d’activité anti biofilm des souches
étudiees sur les huit souches cibles de Staphylococcus aureus. Le meilleur taux d’inhibition
(76%) a été enregistré par le filtrat de la souche Sa233 vis-a-vis de la S5 de S.aureus. La
souche actinomycetale Sa233 possede une activité antibiofilm et antibactérienne supérieur a

celle de la souche B18.

Les mots clés :

Actinomycete, Antibiofilm, Antibactérienne, Infection nosocomiale, Staphylococcus aureus.



Résumeé

Abstract:

The lack of hospital hygiene poses a major problem for human health it promotes the
installation of microorganisms on medical devices and causes nosocomial infections linked to
the formation of the biofilm.

This work aims to study the antibacterial and antibiofilm activity of the two strains of
actinomycetes against Staphylococcus aureus isolated from hospital surfaces at CHU Blida. The
results obtained show that out of 25 strains of Staphylococci isolated, 8 strains are
Staphylococcus aureus. The ability of all of the isolated strains to form the biofilm was
confirmed by the Rouge Congo Agar (RCA) method and the Tissue Culture Plate (TCP)
method.

The antibacterial activity of two filtrates from two actinomycetal strains (Sa233 and B18)
against Staphylococcus strains produced by the well method was studied, where the results
reveal a significant activity for the filtrate of the Sa233 strain with a better zone of inhibition of
28mm vis-a-vis the S7 of S. aureus. For the filtrate of strain B18, the results show a total
absence of antibacterial activity against pathogenic strains. .

The test of the antibiofilm activity of the filtrates and crude extracts of strains Sa233 and
B18 was carried out by the method of staining with crystal violet on a microplate. The results
made it possible to mark a variability in terms of the anti-biofilm activity of the strains studied
on the eight target strains of Staphylococcus aureus. The best inhibition rate (76%) was recorded
by the filtrate of strain Sa233 against S. aureus S5. The actinomycetal strain Sa233 possesses an

antibiofilm and antibacterial activity superior to that of the strain B18.

The key words:

Actinomycete, Antibiofilm, Antibacterial, Nosocomial infection, Staphylococcus aureus.
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Introduction

En milieu naturel, 90% des especes bactériennes présentent deux modes de croissance :
le mode planctonique libre et le mode sessile, attaché aux surfaces dans des biofilms. Le
biofilm est une communauté de microorganismes fixée a des surfaces exposées a des
environnements humides. La formation de biofilms microbiens permet aux cellules
planctoniques uniques d'assumer un mode de croissance multicellulaire (Briand et al., 2012 ;
Rumbaugh et Sauer., 2020).

Il a été démontré que ces structures sont la source de problémes de biocontamination
dans divers domaines tels que la santé, I’environnement et I’industrie. Dans le domaine de la
santé 65% des infections bactériennes sont dues a la présence de biofilm (CCLIN, 2014 ;
Seghir et al., 2017).

Staphylococcus aureus est 1'une des causes majeures des infections communautaire et
nosocomiales et le plus souvent incriminé dans des infections aigues et chroniques dont la
plus part sont dues a sa capacité a adhérer sur les implants médicaux et a former des biofilms
(Lee et al .,2018). Cette formation de biofilm permet a la bactérie d’échapper aux défenses de
I’organisme humain et de protéger du traitement antibiotique ce qui peut expliquer la
résistance aux antibiotiques, sa virulence et ses propriétés de survie sur une variété de surfaces
rendant les infections par biofilm particulierement difficiles a éradiquer (Bhattacharya et al.,
2015 ; Venkatesan et al., 2015).

Par conséquent, il est impératif de rechercher de nouveaux antistaphylocoques
efficaces avec une activité antibiofilm pour lutter contre la menace des infections dues aux

souches multirésistantes aux antibiotiques (Von Nussbaum et al., 2006).

Face a une telle situation et en tenant compte du nombre limité d’antibiotique, les
recherches actuelles s’orientent vers I’exploitation des ressources naturelles comme source
alternative de molécules antimicrobiennes. Ainsi, plusieurs stratégies de recherche ont été
mises en ceuvre afin de garantir dans le futur la disponibilité d’antibiotiques efficaces. L’une
d’elles vise des souches provenantes d’écosystémes extrémes et particuliers entre autre, les

actinomycetes (Boubetra et al., 2013 ; Aouiche et al., 2012)

Ces micro-organismes sont des bactéries filamenteuses a Gram positif a G + C % élevé
et sont les plus largement distribuées dans la nature, principalement dans le sol (Goodfellow

et al., 2012). Les actinomycetes sont une source riche de substances bioactives, notamment
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des antibiotiques, des enzymes, des inhibiteurs d'enzymes et des agents pharmacologiquement
actifs (Kim et al., 2012).

Récemment, les recherches sur les biofilms visent a explorer et a découvrir des
molécules produites par les especes d’actinomycétes capable d’inhiber la formation de biofilm

du Staphylococcus aureus (Xie et al., 2019).

L’objectif principal de ce travail est d’étudier premieérement, la mise en évidence de la
présence de Staphylococcus aureus dans les surfaces hospitaliéres et de vérifier la capacité de
la formation de biofilm par les souches isolées.

Notre deuxieme objectif est ’extraction et la production des substances bioactives a
partir de deux souches d’actinomycétes Nocardiopsis sp et Saccharothrix algeriensis et
d’étudier I’activité antibactérienne et antibiofilm de leur filtrats et de leur extrait brut vis-a-vis

des souches de Staphylococcus aureus isolées.
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1. Généralités sur les infections nosocomiales

1.1. Définition

Le terme nosocomial, vient du grec « nosos » signifiant maladie et secondairement de «
nosokomeone » qui signifie hopital (Margot et Chantal., 2009) .L’infection nosocomiale (IN) est
définie par une infection qui n’est ni présente ni en incubation lors de I’admission dans un
établissement des soins (Trifi et al., 2017). En raison de la difficulté d'évaluer la présence d'une
infection en incubation, une approche pratique consiste a définir toute infection bactérienne comme

nosocomiale si elle devient apparente > 48 a 72 heures aprées I'admission (Jenkins, 2018).

Ce délai permet de distinguer et de différencier une infection d’acquisition communautaire
d’une infection nosocomiale. Pour les infections du site opératoire, il est considéré comme «
nosocomial » les infections survenant dans les 30 jours suivants I’intervention chirurgicale, ou s’il y
a mise en place d’un matériel étranger ou d’un implant dans 1’année qui suit I’intervention
(prothése) (Boulahouat et Aliziane, 2020).

1.2. Fréquence et incidence :

Selon I’OMS, les infections nosocomiales touchent plus de 1.4 millions de patients dans le
monde (OMS, 2008). Ainsi, plus de 100 000 cas d’infections résultant de soins de santé aboutissent
a plus de 5000 déces par an, directement imputables aux infections nosocomiales. Des chiffres
dévoilent qu’environ 5 a 10% des patients sont infectés lors de leur séjour a 1’hopital dans les pays
développés. Alors que dans les pays en développement le pourcentage des patients affectés des

infections nosocomiales peut excéder les 25% (Boulahouat et Aliziane, 2020).

Les infections nosocomiales (IN) frappent environ 1 adulte sur 10 et 1 enfant sur 12 dans les
hopitaux de soins de courte durée. Elles représentent une importante préoccupation en matiére de
sécurité des patients en raison du risque pour les patients ainsi que des incidences économiques
(Bukasa et al., 2021).

En Algérie, pas moins de 30% des patients hospitalisés dans les centres hospitaliers sont
victimes des infections nosocomiales. Et dans de nombreux cas le malade ne décéde pas a cause de
sa maladie mais plutdt d'infections répandues en milicu hospitalier. C’est un taux angoissant qui
nécessite alors la mise en ceuvre des mesures de lutte et de prévention (Boulahouat et Aliziane,

2020).
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Une étude réalisée au niveau du CHU Oran a démontré que Le taux de prévalence des
infections nosocomiales était de 8,5% et celui des patients infectés était de 7,8%. Les infections

urinaires venaient en premiere position avec une fréquence de 41,3% (Guetarni et al., 2016).

1.3. L’origine des infections nosocomiales

+« Origine exogéne : les infections nosocomiales d’origine exogeéne sont essenticllement
associées a une transmission croisée directe ou indirecte d’un patient a I’autre ou de
I’environnement aux patients (par les mains ou matériels des personnels), les personnels ou
la contamination de I'environnement hospitalier (eau, air, équipements, alimentation ...)
(Brun-Buisson et Girou, 2000).

%+ Origine endogeéne : qui reste la plus fréquente. 1l est considéré que les sites normalement
stériles sont contaminés puis colonisés par la flore du patient et notamment a la faveur
d’une rupture des barriéres de défenses cutanéo-muqueuses. La flore du patient est
généralement modifiée par la maladie, les traitements antibiotiques antérieurs ou les

traitements associés (Trifi et al., 2017).
2. Les biofilms microbiens et leurs implications en pathologie humaine

2.1. Historique

On attribue la découverte des biofilms a I’inventeur du microscope Antoni Van
Leeuwenhoek, qui observera vers 1683 avec cet appareil des communautés des de microorganismes a la
surface de ces propres dents (Graves, 2004).

En 1933, Arthur Henrici observa des communautés bactériennes fixées sur ces lames lors
I’expérience visant a observer la croissance des algues sur des lames de verre placées dans un aquarium.
I1 a été délivrait I’hypothese que la plupart des bactéries vivant en milieu aqueux ne sont pas sous la
forme planctonique, mais plut6t elles sont organisées sous forme de communautés sessiles fixées a une
surface (Henrici, 1933). Le terme « biofilm » a été utilisé pour la premiere fois par Claude Zobell en
1943 (Roux et Chigo, 2006).

Bien que les biofilms sont bénéfiques et jouent un rdle écologique capital, ils représentent également
une importante source de nuisance en médecine humaine ou vétérinaire, ils sont tres difficiles a éliminer
(Roux et Chigo, 2006).
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2.2. Définition d’un Biofilm

Le changement brusque de I’environnement qui entoure les microorganismes telle que ; la
diminution du taux de I’oxygeéne et des nutriments, présence des agents antimicrobiens, conduit a un
changement important dans le comportement de ces derniers. Ces changements impliquent le
passage d’un mode de vie planctonique vers une communauté des microorganismes appelée biofilm

(Meneses et Landoni, 2011).

Les biofilms sont des structures hétérogenes constituées par des populations microbiennes
englobées dans une matrice extracellulaire qui inclut tous les éléments du biofilm autre que les
microorganismes (Lasa et al., 2005). Elle est essentiellement composée d’eau (jusqu’a 97 %),
d'exopolysaccharides, d'acides nucléiques (DNAe et RNAe), de protéines, de lipides et d'autres
biomolécules. La formation de communautés de biofilms sessiles implique des événements trés
complexes et dynamiques par lesquels les EPS jouent des réles structurels et fonctionnels clés qui
sont essentiels pour les propriétés émergentes des biofilms (Karygianni et al., 2020). Les biofilms

peuvent étre trouvés a la fois sur les biotiques et les surfaces abiotiques aussi (Del Pozo, 2018).

L’utilisation de la microscopie optique, puis confocale, a permis de montrer que le biofilm
est composé d’agrégats de microorganismes, séparés par des espaces libres, dépourvus de bactéries
et parcourus par des courants aqueux ; véritables « canaux », ceux-ci y assurent la circulation de
fluides et permettent a la fois I’apport de nutriments aux bactéries et I’élimination de leurs produits

de degradation (Roux et Chigo, 2006).

2.3. Conséguences médicales du développement des biofilms

La contamination microbienne des surfaces médicales aboutit a la formation de biofilms
bactériens qui, outre leur tolérance aux biocides, libérent des bactéries planctoniques a I’origine

d’infections systémiques qui en résulte (Pronovost et al., 2006).

D’aprés Muhsin et al (2018), les biofilms bactériens sont généralement de nature
pathogéne et peuvent provoquer des infections nosocomiales. Les instituts nationaux de la santé
(NIH) ont révélé que parmi toutes les infections microbiennes et chroniques, 65% et 80%,

respectivement, sont associées a la formation de biofilm.

Selon Lebeaux et Chigo (2012), Plusieurs criteres ont été proposes afin de définir si une

infection est associée, ou non, a un biofilm :
— les bacteries doivent étre associées a une surface ou dépendantes d’un substrat.

— les bactéries doivent étre organisées en agrégats cellulaires ou communautés enchassés dans une
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matrice composée d’éléments bactériens ou de 1’héte.

— I’infection initiale doit étre confinée a un site de 1’organisme.

— I’infection doit résister a I’antibiothérapie, bien que les bactéries testées en phase planctonique y

soient sensibles.

Parmi les complications médicales liées aux biofilms, on peut distinguer les infections liées

a un matériel implanté et les infections chroniques (Lebeaux et Chigo, 2012).
2.3.1. Les infections liees a un matériel implanté

L'utilisation de dispositifs médicaux implantés est devenue une partie intégrante partie de la
médecine moderne. Néanmoins, les implants a corps étranger sont une arme a double tranchant,
puisque, outre leurs bienfaits exceptionnels, des complications infectieuses sont régulierement
observées (Del Pozo, 2018).1ls sont composés de différents matériaux tels que des matériaux
polymeres, métalliques ou céramiques (Lasa et al., 2005). Les dispositifs médicaux ou DM sont
utilisés soit dans le milieu interne ou sont partiellement en contact avec les tissus du corps humain.
Si les tissus de 1’hote n'adhérent pas parfaitement a la surface du biomatériau, ils présentent des
conditions favorables a I'adhérence microbienne, et donc a la formation de biofilms microbiens
(Kaali et al., 2011 ; Del Pozo, 2018).

Au cours des 20 derniéres années, il a été constaté que 6 a 14% des patients hospitalisés
développent des infections nosocomiales qui sont en géenéral associés a des DM internes ou partiels
internes (DM invasifs) (Sousa et al., 2011), tels que les protheses vasculaires, dialyseurs
électriques, prothéses articulaires, appareils orthopédiques, cathéters intraveineux, appareils
urinaires a demeure cathéters, tubes endotrachéaux (figure 01), cathéters de dialyse péritonéale,
implants mammaires, prothéses vocales, dispositifs intra-utérins, drains abdominaux, etc... (Del
Pozo, 2018).

Figure 01: Cellules Staphylococciques adhérentes a un tube endotrachéal (Pace et al., 2006).
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2.3.2. Les infections chroniques

Plusieurs infections chroniques caractérisées par leur difficulté thérapeutique,
I’impossibilité de stériliser certains foyers d’infection et le risque ¢élevé de récidive également
considérées comme des infections liées aux biofilms (Figure 02). Certains exemples illustrent ces

caractéristiques:
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Figure 02: Principales infections associées aux biofilms (Lebeaux et Chigo, 2012).

v L’endocardite infectieuse

L'infection primaire dans I'endocardite est un biofilm composé a la fois de composants
bactériens et de composants de I'n6te sur la valve cardiaque (Lene et al., 2020). Certains micro-
organismes, en particulier le staphylocoque doré, accompagnent leur prolifération de la formation
d'un biofilm conduisant a un agrégat plaquettaire enchassé dans un réseau de polysaccharides et de
protéines (Lebeaux et Chigo, 2012). La formation d'un biofilm favorise la virulence de I'infection,
notamment en protégeant les micro-organismes des défenses immunitaires et des traitements

antimicrobiens (lung, 2019).
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v' La parodontite

C’est 1'une des maladies infectieuses orales les plus courantes associées avec 1'établissement
d'un biofilm hautement pathogéne qui déclenche une réponse immunitaire/inflammatoire de I'hte
qui conduit a la destruction du tissu parodontal de soutien et éventuellement la perte des dents,
Proteus aerobicus et Fusobacterium nucleatum sont parmi les agents responsables de la

parodontite

(Muhsin et al., 2018 ; Del Pozo, 2018).
v L'otite moyenne

C’est une infection qui touche l'oreille moyenne, trés fréquente chez 'enfant, qui peut
survenir sous une forme aigué ou chronique et qui est causée par un groupe variable de micro-
organismes, dont Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae, Staphylococcus aureus et

Pseudomonas aeruginosa (Lasa et al., 2005).
v Infections associées aux plaies chroniques

En présence d’une plaie chronique, le tissu sous-cutané exposé fournit un substrat favorable
pour assurer la croissance et la colonisation d’un large éventail de microorganismes sous forme
de biofilms polymicrobiens. Ces contaminants proviennent de I’environnement exogeéne, de la
flore cutanée, de la flore colonisant le tube digestif ou la cavité buccale. Ces trois sources
fournissent la vaste majorité des microorganismes colonisant les plaies (Brook et Randolph,
1981).

2.4. Biofilms microbiens et risque infectieux : bactéries en cause, les virus aussi

Parmi les microorganismes capables de produire un biofilm ; on peut retrouver les algues, es
virus, les champignons, les levures et les bactéries. Ces biofilms peuvent étre composés d’une seule
espece c’est a dire biofilm homogene, comme ils peuvent étre composés de plusieurs especes; on
parle alors d’un biofilm hétérogene ou mixte.
Les principaux microorganismes d’intérét médical sont :

e D’origine fongique

Au cours ces derni€res années, on constate une évolution intense en matiere d’atteinte par
les infections systémiques d’origine fongiques causées essenticllement par les levures du genre
Candida, plus particuliérement par C.albicans, C.glabrata, C.parapsilosis et C.tropicalis, qui
sont considérées comme la troisiéme ou quatrieme cause des septicémies acquises a 1’hopital.

(Pace et al., 2006).

o
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D’origine virale

En 2010, et pour la premiére fois des chercheurs de I’Institut Pasteur et du CNRS Centre

national de la recherche scientifique a Paris montrent que certains virus peuvent constituer des

structures complexes similaires aux biofilms bactériens. Ces formations, qui assureraient une

protection des virus face au systéeme immunitaire, permettent une dissémination efficace de cellule

a

cellule. Selon I’étude publiée, les biofilms viraux seraient le mode de propagation majeur de

certains virus et pourraient constituer de nouvelles cibles thérapeutiques en infectiologie. Le

modele d’étude des chercheurs francais est le rétrovirus HTLV-1 (Pais-Correia et al., 2010).

D’origine bactérienne

Pseudomonas aeruginosa: Pseudomonas aeruginosa est une bactérie ubiquitaire qui est une
cause majeure de morbidité et de mortalité chez les patients atteints de mucoviscidose et les
personnes immunodéprimées (Pang et al., 2019). Les infections les plus courantes sont les
infections du tractus urinaire, des plaies ou les bactériémies. Les infections chroniques se
caractérisent par la formation d’un biofilm bactérien vu sa capacité a coloniser les surfaces et a
former des biofilms ( Avril et al., 1992).

Escherichia coli : Escherichia coli est principalement un agent commensal des oiseaux et des
mammiferes, y compris les humains, ou il peut agir comme un agent pathogene opportuniste
(Touchon et al., 2020). C’est aussi le premier germe responsable d’infections communautaires
et nosocomiales. Les infections a Escherichia coli sont de deux types : les infections intestinales
et les infections extra-intestinales (infections urinaires, bactériémies et méningites) (Houdt et
Michiels, 2005).

Staphylococcus aureus: Staphylococcus aureus est une bactérie a Gram positif, omniprésent
(Archer Nathan et al., 2011). C’est une bactérie commensale de la flore cutanéo-muqueuse de
I’homme et des animaux. Cependant, la niche écologique dominante est la partie antérieure du
nez. Le portage nasal est le principal réservoir impliqué dans la transmission interhumaine de S.
aureus a I’hopital mais également en milieu communautaire. C’est aussi le principal facteur de
risque d’infection puisque la colonisation peut étre une €tape préalable a I’infection (Maalej et
al., 2020). Les staphylocoques envahissants sont alors soit éliminés par la réponse immunitaire
innée de I'h6te, soit attachés aux protéines de la matrice extracellulaire et forment un biofilm
(Archer Nathan et al., 2011).

g
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Tableau | : Micro-organismes couramment isolés a partir de biofilms associés aux dispositifs

médicaux a demeure (Ying et Wei, 2017).

Matériel médical Microorganismes

Cathéter veineux central Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus aureus
Candida albicans, Pseudomonas aeruginosa
Klebsiella pneumoniae, Enterococcus faecalis

Cathéter urinaire S. epidermidis, E. faecalis, E. coli, Proteus mirabilis,
P. aeruginosa, K. pneumoniae, Acinetobacter
baumannii, et C. albicans

Tubes endotrachéaux P. aeruginosa, S. aureus, P. mirabilis, K.pneumoniae,
Enterobacter, E. faecalis, Acinetobacter spp,
Et C. albicans

Alimentation entérale Enterococcus, staphylococcus, Pseudomonas,

Bacillus, et Candida spp.

3. Staphylococcus aureus

3.1. Généralités

Staphylococcus aureus est considéré par I'Organisation mondiale de la santé comme un agent
pathogene hautement prioritaire pour lequel des nouvelles solutions thérapeutiques sont nécessaires
(Pinto et al., 2019). Les infections causées par S.aureus vont des infections cutanées aux infections
systémiques. Le succés de S.aureus d’étre un agent pathogéne dangereux peut étre attribué en partie
a sa résistance aux antibiotiques et a sa capacité a former des biofilms (Vandecandelaere et al.,
2017).

Cette bacterie omniprésente est un agent pathogene important en raison a une combinaison de
«virulence médiée par la toxine, de caractére invasif, et la résistance aux antibiotiques.» Cet
organisme est apparu comme un agent pathogéne majeur pour les infections nosocomiales et

communautaires (Jhalka et al., 2014).

3.2. Caracteres morphologiques

Les staphylocoques sont des cogques immobiles, isolés ou groupés en diplocoques, ou en amas
de plusieurs élément (du grec staphylo= grappe de raisin, qui aprés coloration de GRAM
apparaissent des cocci a GRAM positif (Figure 03) (Le Loir et Gautier, 2010).
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Le diametre des cellules varie de 0,5 a 1,0 uM. La microscopie électronique a transmission des

cellules montre une paroi cellulaire épaisse, une membrane cytoplasmique distinctive et un
cytoplasme amorphe. L'observation au microscope électronique a balayage révele des cellules de

forme grossiérement sphérique a surface lisse (Gnanamani et al., 2018).

Figure 03 : Forme des cellules Staphylococciques sous le microscope électronique a balayage
(Kayser et al., 2004).

3.3. Caracteres culturaux

S. aureus peut croitre dans une large gamme de températures (7°C a 48,5°C; optimum 30°C
a 37°C), pH (4,2 a 9,3; optimum 7 a 7,5) avec concentration de chlorure de sodium jusqu'a 15% de
NaCl (Rapuoli, 2017). Ce caractére est parfois mis a profit dans 1’utilisation des milieux sélectifs

(milieu de Chapman) pour les isoler (Le Loir et Gautier, 2010).

S. aureus est un organisme aérobie et anaérobie facultatif qui forme des colonies jaunes ou blanches
assez grandes sur des milieux gélosés riches en nutriments. La couleur jaune des colonies est
conférée par les caroténoides produits par l'organisme. Le terme « aureus » est dérivé du latin, qui
fait référence a la couleur de I'or (Gnanamani et al., 2018). La culture se fait a température
ambiante, pendant 18-24h, les colonies des Staphylocoques semblent luisantes, lisses et

translucides, souvent avec un pigment doré (Rapuoli, 2017).

3.4. Caracteres biochimiques

Toutes les souches produisent une catalase mais pas d’oxydase. Ainsi, les souches de S.aureus
sont: indole -, acétone +, uréase +, réduisant les nitrates en nitrites, et produisant de I’ammoniaque a
partir de I’arginine (Kloos et Veron., 1990). De plus, la plupart des souches de S. aureus
contrairement aux autres espéces produisent de I'hémolyse béta, caractéristique utile lorsqu'on

cherche a identifier un staphylocoque (Couture, 1990).
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Le métabolisme glucidique est particulierement intéressant. La plupart des sucres sont

fermentés; (glucose, saccharose, lévulose, lactose et mannitol), le glucose est utilisé en anaérobiose
et aérobiose ainsi que le mannitol. L’utilisation du mannitol est une indication importante parce que

ce polyalcool est fermenté par S. aureus et S. epidermidis (Fauchere et Avril, 2002).

Ce qui caractérise mieux 1’espece S. aureus, c’est la production d’une staphylocoagulase
(Fauchere et Avril, 2002). Ainsi, une DNase thermostable permet de déterminer si le germe isolé

est un S. aureus (Couture, 1990).

3.5. Les Facteurs de virulence chez S.aureus

Staphylococcus aureus est une cause majeure d'infections nosocomiales et sécréte un
spectre diversifié des déterminants de la virulence ainsi que capacité a former le biofilm (Kong et
al., 2018). Elle représente la 2éme espéce pathogene responsable de ce type d’infections aprés E.
coli (Vincenot et al., 2008). Bien que S.aureus soit principalement un microbe commensal, il a la
capacité de provoquer un large éventail de maladies dont la gravité peut varier considérablement.
Les problemes les plus courants sont les infections cutanées, I'endocardite, I'ostéomyéelite, la fasciste
nécrosante ainsi que des septicémies (Jenul et Horswill, 2018). Parmi les facteurs de virulence qui

caractérisent ’espece S.aureus (figure 04) :
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Figure 04 : Facteurs de virulence chez Staphylococcus aureus

A : protéines de surface et sécrétées en fonction de la phase de croissance, B : organisation de la paroi bactérienne et
de la capsule. C : Détail de ’organisation du « clumping factor ». La majorité des protéines de surfaces ont une
organisation similaire (Lowy, 1998).
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v’ Les toxines: S. aureus produit en fonction de la souche une grande variété de toxine
sécretees capables de nuire directement les cellules de son hote.

IIs comprennent (1) des toxines endommageant la membrane, (2) des toxines qui interferent
avec le récepteur fonction mais n'endommagent pas la membrane, et (3) enzymes sécrétées, qui
sont capables de dégrader les molécules de I'hdte ou d'affecter les mécanismes de défense de
I'néte (Vincenot et al., 2008).

v' Enzymes de S. aureus: Ces enzymes ont un intérét pathogénique et/ou diagnostique important.

- Coagulase libre : En 1903, S. aureus provoquerait la coagulation du plasma humain en raison
de la libération de I'enzyme coagulase (Coa). L'enzyme coagulase est codée par les
chromosomes et pourrait coaguler a la fois le plasma de lapin et le plasma humain (Algammal
et al., 2020). Un staphylocoque produisant cette protéine sera identifié comme S. aureus. Elle
joue un réle dans la formation de thrombophlébites suppurées et inhiberait la phagocytose
(Avril et al., 1992).

- Coagulase liée ou dumping factor ou facteur d'affinité pour le fibrinogéne : A c6té de cette
coagulase « libre », on reconnait une coagulase insoluble, « liée » a la surface des germes et
également appelée dumping factor. Elle se lie au fibrinogéne et est responsable de I'agrégation
sur lame des staphylocoques en présence de sérum ; ce facteur d'affinité pour le fibrinogéne

peut &tre mis en évidence par contact de la souche a étudier avec des hématies de mouton ou
des particules de latex recouvertes de fibrinogéne ; une agglutination apparaissant en quelques
secondes est trouvée chez 98 % des souches de S. aureus (Avril et al., 1992).

- Nucléase (DNase) : La nucléase staphylococcique, connue a l'origine sous le nom de DNase
micrococcale, a été identifiée dans les surnageants de culture de S. aureus par Cunningham et
al. en 1956. La nucléase nécessite des ions Ca2+ pour son activité, mais pas d'autres cations
divalents. La nucléase staphylococcique est également connue sous le nom de thermonucléase,
du nom de sa résistance a l'inactivation thermique (Tam et Torres, 2019). La nucléase
staphylococcique fonctionne a la fois comme une endo- et une exo-nucléase qui
taphylococcique catalyse 1'hydrolyse de 'ADN et I’ARN, par le clivage de la liaison ester 5'-
phosphorylé (Naeem Khwen et al., 2021).

v Acides téichoiques :

IIs représentent des polymeres de paroi cellulaire qui sont soit liés de maniere covalente
au peptidoglycane (WTA), ou ancrés via un glycolipide a la membrane cytoplasmique, c'est-a-
dire les acides lipotéichoiques. Le WTA est I'un des facteurs de virulence les plus importants

contribuant a la colonisation par S. aureus des surfaces abiotiques et a la colonisation nasale,
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la protection contre les dommages cellulaires en permettant la résistance aux peptides

antimicrobiens cationiques (CAMP), la résistance aux antibiotiques cationiques (glycopeptides),

aux antimicrobiens gras acides, lysozyme et autres facteurs (Fetsch, 2018).
v Adhésine intercellulaire polysaccharidique (P1A)/Poly-N-Acétyl Glucosamine (PNAG)

Le PIA/PNAG est un glycopolymere qui a été decouvert pour la premiére fois comme
antigéne de biofilm chez le Staphylococcus, ou il joue un réle important dans I'adhésion aux

biomatériaux (Rapuoli, 2017).
3.6. Staphylococcus aureus et la résistance aux antibiotiques

Les especes du genre Staphylocoque font parties des germes qui ont un fort pouvoir
adaptatif et ont développés différents mécanismes de résistance aux antibiotiques ainsi qu’a
plusieurs agents antimicrobiens (Boukhatem et al., 2015). Cette résistance est souvent acquise par
les mutations chromosomiques, les transferts génétiques tels que I’échange des plasmides, les

transposons etc... (Rapuoli, 2017).

Le Staphylococcus aureus résistant a la méthicilline (SARM) constitue une des principales
especes bactériennes responsables d’infections nosocomiales chez ces patients a montré une

évolution rapide au cours des derniéres années (Sakly et al., 2020).

La surveillance mondiale a montré que Le SARM représente un probléme a 1’échelle
mondial, déterminant une augmentation de la mortalité et la nécessité d'utiliser la derniere

ressource des antibiotiques codteux (Rapuoli, 2017).

3.7. La formation du biofilm chez S.aureus

Les biofilms se forment généralement en raison d'un mécanisme de défense par défaut pour

obtenir un habitat favorable, retenir les nutriments et assurer la survie (Khatoon et al., 2018).

La capacité d’adhérence de S. aureus aux cellules eucaryotes et aux surfaces abiotiques
grace aux protéines de sa paroi cellulaire avec une formation ultérieure de biofilm est caractérisée
comme 1’un des facteurs de virulence importants dans les infections associées aux soins (Otto,
2018). La formation de biofilm est divisée en quatre étapes essentielles ; adhésion initiale a une
surface, adhésion irréversible, formation de microcolonie et maturation du biofilm avec

détachement de cellules bactériennes (figure 05) (Oliveira et al., 2017).

T
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6. Spread of microbial cells
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Figure 05 : Processus impligués dans le développement d'un biofilm (Fetsch, 2018)
3.7.1. Adhésion initiale

Selon Donlan (2002) et Palmer et al (2007), la stratégie de fixation initiale des cellules de
S. aureus varie entre les surfaces abiotiques et biotiques. Ainsi, I'adhésion initiale aux surfaces
abiotiques dépend principalement des caractéristiques physico-chimiques des deux cellules et la
surface de contact. Les interactions hydrophobes et électrostatiques participent généralement a

cettefixation initiale.

3.7.2. Adhésion irréversible

En deuxiéme étape, les cellules bactériennes adherent de maniére irréversible aux substrats
par des liaisons hydrogéne, des liaisons ioniques et des interactions dipolééhydrophobes, mais
certaines molécules de surface bactériennes spécifiques telles que les autolysines ou les acides
téichoiques ont également été décrits comme étant impliqués chez les staphylocoques (Roux et
Chigo, 2006) ; (Vallet et al., 2001) ; (Fetsch, 2018) ; (Oliveira et al., 2017). En revanche,
I'attachement de S. aureus aux surfaces biotiques nécessite des interactions beaucoup plus
spécifiques, qui sont médiées par une grande variété de protéines ancrées a la paroi cellulaire
(Fetsch, 2018). Parmi ces protéines on distingue ; le composant de surface microbienne reconnaitre
les molécules de la matrice adhésive (MSCRAMMS), la famille de motifs du transporteur proche du
fer (NEAT), et la famille de répétitions G5 — E qui sont impliquées dans I'adhésion de S. aureus aux

surfaces biotiques (Otto, 2018).
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3.7.3. Développement du biofilm

Une fois que les bactéries sont fixées aux surfaces, elles commencent a se diviser et les
cellules filles se propagent autour du site de fixation, formant une microcolonie semblable a la
fagon dont se produit au cours du processus de formation des colonies sur des plaques de gélose
(Lasa et al., 2005).

Dans un stade ultérieur, la bactérie commence a sécréter une substance polymérique
extracellulaire (EPS) constituée d’ADN extracellulaire, de protéines, de lipides et principalement de
polysaccharides (homo- et hétéro polysaccharides) qui facilite I'adhésion entre les cellules et les
surfaces (Dunne, 2002). Les bactéries adsorbées devenant ensuite encapsulées dans une couche
d'’hydrogel qui forme une barriere physique entre la communauté microbienne et I'environnement

extracellulaire (Oliveira et al., 2017).

3.7.4. Dispersion du biofilm

Pendant la dispersion, la derniére étape du cycle de vie du biofilm, des cellules
individuelles sortent du biofilm pour reprendre un mode de vie planctonique (Rumbaugh et Sauer,
2020).

La principale stratégie de dispersion du biofilm utilisée par S.aureus est la production de
divers exo-enzymes et tensioactifs pour dégrader la matrice polymeére extracellulaire. L'efficacité

des mécanismes individuels dépend fortement de la composition de la matrice de la souche de S.
aureus en question. En général, les mécanismes utilisant 1’autodestruction enzymatique de la
protéine et / ou de I'ADNe dans le matrice sont moins efficaces pour disperser les polysaccharides
des biofilms (Horswill et al., 2014 ; Clutterbuck et al., 2007).

% Le rble du Quorum Sensing

L'enveloppe cellulaire bactérienne joue un rdle crucial dans la signalisation intercellulaire
ainsi que dans la communication entre les cellules voisines dans des petites microcolonies qui
aident dans des processus décisionnels. Une partie de cette communication se produit par le
quorum sensing (QS), un phénomeéne qui implique un contr6le dépendant de la densité cellulaire

de I'expression des génes (Khatoon et al., 2018).

Une fois que les signaux atteignent une valeur seuil (valeur critique), des régulateurs
transrationnels sont activés et exercent un contrdle sur des genes spécifiques. Ces génes exercent

un contréle sur une grande partie de 1’expression du transcriptome et du protéome, avec un

]
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contrble de I’expression de facteurs de virulence comme les protéases par exemple (Tomlin,
2005).

% Les molécules impliquées dans le quorum sensing

Le Staphylococcus aureus synthétise des peptides auto-inducteurs (AIP), dont la taille est
tres variable (de 5 a 87 acides aminés). Un dernier type de molécules a été mis en évidence par
Bassler en 1994, mais sa structure n‘a été connue qu‘en 2001, il s‘agit d‘une furanone (ou AI-2) qui
permettrait une communication inter-espéces, contrairement aux deux autres qui se limitent a

I‘intra-espece (Irie et Parsek, 2008).

3.8. Larésistance aux antibiotiques au sein d’un biofilm

La formation de biofilm en soi est connue depuis longtemps pour conférer une résistance
aux attaques des phagocytes, qui ne parviennent pas a pénétrer a travers la matrice de biofilm. De
méme, la matrice du biofilm peut étre imperméable a certains antibiotiques. D'un autre cOte,
certains peuvent facilement pénétrer, ce qui dépend probablement des caractéristiques chimiques de
de l'antibiotique. Il a été estimé que les biofilms offrent une tolérance 10 a 1000 fois accrue aux
effets des antibiotiques (Otto, 2018).

La résistance aux antibiotiques des bactéries dans les biofilms contribue également aux
infections chroniques (Sharma et al., 2019).D’aprés Oliveira et al (2017) et Kaali et al
(2011), plusieurs mécanismes contribuent a la résistance du biofilm aux antimicrobiens, tels

que :

e La faible pénétration de I'agent antimicrobien en raison de la fonction de barriere de la matrice
du biofilm.

e Laprésence de cellules dormantes persistantes et de petites colonies de variantes tres
résistantes.

e Les réponses adaptatives au stress des cellules bactériennes dans le biofilm peuvent entrainer
un retard de la pénétration du médicament ou un ralentissement de la croissance cellulaire.

e Des modifications du microenvironnement chimique dans le biofilm et une régulation positive
de plusieurs genes de résistance spécifiques au biofilm.

e Les antibiotiques ne sont pas capables de pénétrer dans toute la profondeur du biofilm et la
diffusion des antibiotiques dans les EPS sont relativement lents.

e Certaines bactéries du biofilm peuvent survivre sans se diviser ce qui les rend résistants aux
antibiotiques qui attaquent les cellules en division.

s
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3.9. Maladies liées au biofilm de S. aureus

S. aureus provogue un large éventail d'infections chez I'homme. Les infections cliniques de
S. aureus sont classées en catégories communautaires et nosocomiales en fonction de I'origine de

I'infection (Gnanamani et al., 2018).

Les infections chroniques associées au biofilm causées par Staphylococcus aureus entraine
souvent une augmentation de la morbidité et de la mortalité, en particulier lorsqu'il est associé a des

dispositifs médicaux a demeure (Moormeier et Bayles, 2017).
Parmi les infections associées au biofilm formé par S.aureus on donne 1’exemple de :

- Staphylococcies osseuses : I'ostéomyélite aigué est une affection de I'enfant ou de I'adolescent :
elle touche classiquement les os longs et peut devenir chronique. Les infections osseuses
staphylococciques post-chirurgicales sont tres préoccupantes (Avril et al., 1992 ; Kolenda et al.,
2019).

- Les infections cutanées a staphylocoque : ce sont I’un des motifs fréquents de consultation en
pédiatrie. Il existe un polymorphisme clinique, rendant parfois le diagnostic difficile. La plupart des
infections sont bénignes, mais peuvent évoluer vers des infections plus graves en l'absence de

traitement, ou vers des syndromes toxiniques de pronostic moins bon ( Larquey et Mahe, 2018).

- Infection oculaire : Les infections oculaires associées au biofilm de S. aureus comprennent la
conjonctivite, I’endophtalmie et la kératite infectieuse. Les staphylocoques, en particulier S. aureus,
présentaient le taux d'isolement le plus élevé chez les patients atteints de conjonctivite, et il est
prévu que Les cultures de SARM sont plus fréquentes dans les infections oculaires graves que les
souches sensibles a la méthicilline. De plus, S. aureus est la deuxieme cause d'endophtalmie
postopératoire et la formation de biofilm peut jouer un réle important dans une telle infection
(Heidari et al., 2018).

4. Traitements actuels et nouvelles approches thérapeutiques

Les biofilms causant des infections sont progressifs et, dans certains cas, peuvent devenir
un probleme chronique. L'augmentation de la résistance aux antibiotiques pose un probléme pour le
traitement des patients atteints des dispositifs médicaux contaminés. Ainsi, de nombreuses
recherches ont été menées a la recherche de stratégies alternatives pour prévenir et traiter les

infections basées sur les biofilms (Khatoon et al., 2018).

]
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e Peptides antimicrobiens

Elle représente I’une des stratégies qui se concentre sur le développement de composés
antibactériens bactéricides. Au centre de cette approche se trouvent les PAM, dont la plupart
fonctionnent en formant des pores dans la membrane bactérienne. Cependant, les PAM sont
soumises a une série de mécanismes de résistance bases sur la fonction barriere de la matrice du
biofilm en plus de mécanismes plus spécifiques, tels que les pompes a efflux et la répulsion des
PAM. De plus, les staphylocoques ont appris a détecter la présence d'PAM au cours de leur co-

évolution avec les humains et a réagir avec des contre-mesures efficaces (Otto, 2018).
e Laphagothérapie

Les bactériophages, ou phages, sont des virus naturels qui infectent uniquement les
bactéries sans endommager les cellules eucaryotes. Les phages lytiques infectent et se répliquent au
sein d'une bactérie hote spécifique, provoquant la mort de la cellule bactérienne et la libération d'un
grand nombre de virions nouvellement assemblés qui peuvent attaquer plus de bactéries cibles,
perpétuant le cycle aussi longtemps que des cellules cibles bactériennes vivantes sont présentes. Par
conséquent, contrairement aux antibiotiques dont la concentration diminue en dessous de la surface
des biofilms bactériens, les phages peuvent pénétrer dans les biofilms, ce qui les rend
particulierement utiles pour la gestion des maladies chroniques, infections bactériennes persistantes
(Morris et al., 2019).

La phagothérapie constitue une des alternatives thérapeutiques suscitant actuellement le plus
d’intérét pour les Infections causées par S.aureus (Kolenda et al., 2019).

o Destruction mécanique :

La destruction mécanique du biofilm reste encore 1I’un des moyens les plus efficaces pour
s’en débarrasser. Grace a la création de forces de cisaillement, les bactéries se détachent de leur
support et sont ¢liminées. Le nettoyage doit toujours étre combiné a I’utilisation d’antibiotiques
afin de détruire les potentielles cellules adhérentes restantes. Le traitement des infections liées a
des dispositifs médicaux implantés reste cependant difficile et nécessite la plupart du temps de
retirer entierement le matériel afin de réduire le risque de récidive infectieuse (Zimmerli et Moser,
2012).

e Elaboration des Actinomycetes comme des nouveaux agents de lutte biologique
contre la formation du biofilm par S.aureus

Il'y a de plus en plus des recherches sur les biofilms visant a explorer comment les bactéries
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contrélent la formation biofilm et de découvrir des composés non toxiques qui peut atténuer la
formation de biofilm sans permettre aux bactéries de développer une résistance (Xie et al., 2019).
Au cours des dernieres décennies, les actinomycétes ont été utilisés comme ressource pour la
production de composés bioactifs. Les actinomycetes sont également de riches sources de
diversesenzymes qui ont une importance industrielle et de nombreux composés bioactifs avec un
large éventail de propriétés pharmaceutiques comme les antibiotiques, les antimicrobiens, les

antibiotiques, etc (Gupta et al., 2019).
5. Généralité sur les actinomycetes

5.1. Définition

Le mot actinomycete dérive de mot grec « Aktis » qui veut dire rayon et « mykes »
champignon (Prescott et al., 2013). IIs sont des bactéries filamenteuses & Gram positives
dont la morphologieressemble a celle d’un champignon (Tanvir et al., 2018).

Ces micro-organismes sont répandus dans la nature et peuvent se produire dans des
environnements extrémes. Ainsi, des groupes d'actinomycétes acidophiles et alcaliphiles,
psychrophiles et thermophiles, halophiles et haloalcaliphiles et xérophiles ont été décrits
(Meklat et al., 2011).

5.2. Taxonomie des actinomycétes
5.2.1. Les critéres actuels d’identification
5.2.1.1. Critéres Morphologique

Les caractéres macromorphologiques et culturaux des actinobactéries sont déterminés sur

différents milieux de culture, ils contribuent dans la différenciation des genres d’actinobactéries
(Kelly et Judd, 1976). Y compris la germination des spores, I'élongation et la ramification du
mycélium végétatif, la formation du mycélium aérien, la couleur du mycélium aérien et du
substrat et la production de pigments, ont été utilisées pour identifier les Actinobacteria
(Prokopenko et al., 2019 ; Subhashini, 2018; Meklat et al., 2013).

5.2.1.2.Criteres chimio taxonomique

La chimie des constituants cellulaires des actinomycetes a joué un rdle de plus en plus
important dans la taxonomie de ces bactéries ramifiees a Gram positif (Lechevalier et al., 1977).
La composition de la paroi cellulaire, y compris les acides aminés (acide diaminopimelique et
glycine), les sucres et les lipides tels que les acides mycoliques (Palla et al., 2018 ; Barka et al.,
2016).

o]
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5.2.1.3. Criteres Moléculaires

Base sur la biologie moléculaire vers le début des années 1980, donc les méthodes
traditionnelles ont été remplacées par les techniques moléculaires qui reposent sur les analyses
des : séquences de I’ADN codant pour ’ARN ribosomique 16S (ARNr 16S) (Kim et al.,
2014),’hybridation ADN-ADN (Mobolaji Felicia et Olubukola Oluranti, 2012),la
détermination du pourcentage de guanine-cytosine (GC%) (Barka et al., 2016; Tanvir et al.,
2018).

5.3. Habitat

Plusieurs études sur I'écologie des actinomycétes ont montré que ces micro-organismes sont
répandus dans la nature et peuvent se produire dans des environnements extrémes (Meklat et al.,
2011).

Les actinomycétes sont adaptés a divers milieux écologiques (Tableau 1) (Goodfellow et
Williams, 1983). Elles peuvent étre dans les sols, dans les eaux douces ou salines et dans l'air.
Toutefois, elles sont particulierement abondantes dans le sol, spécialement dans les sols alcalins et
les sols riches en matieres organiques ou elles constituent une part importante de la population

microbienne (Logman, 2009 ; Barka et al., 2016).

Tableau I1: Répartitions des actinomyceétes dans la nature (Goodfellow et Williams, 1983)

Genres Habitat

Actinomadura Sol

Actinoplanes Frankia Sol, Eau, Litiére végétaleNodules racinaires
Microbispora Sol

Micromonospora

Nocardia Sol, EauSol

Rhodococcus Sol, Eau, fumier, Litiere végétale
Saccharomonospora Matériaux auto-chauffants
Streptomyces . Sol, Eau, Litiere végétaleSol
Streptosporangium

Thermomonospora Matériaux auto-chauffants

5.4. Cycle de developpement

La Croissance végétative des Actinobactériesdans le sol favorisée par une faible humidite,
en particulier lorsque les spores sont submergées dans I'eau. Dans les sols secs ou la tension
d'’humidité est plus élevée, la croissance est trés limitée et peut étre interrompue. (Barka et al.,
2015).

o]
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Le cycle de développement des Streptomyces débute par la germination des spores, il
comprend quatre étapes : ’activation, I’initiation, I’émergence du tube germinatif et enfin la
croissance. Parfois, I’activation peut étre déclenchée par un choc thermique, par exemple un
traitement de 5 minutes a 50°C pour les spores de Streptomyces viridochromogenes, puis le tube
de germination croit et donne des hyphes non séptés et plurinucléés, ramifiés et ancrés dans le
milieu solide appelés le mycélium primaire de substrat ou végeétatif. Sur ce mycélium primaire, se
développera ensuite un mycélium aérien ou secondaire composé des hyphes dressés sur le
myceélium de substrat, leurs extrémités se cloisonnent et se différencient pour former des chaines

de spores uninuclées (Figure 06) (Hopwood et al., 1985 ; Van der Maij, 2017).
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Figure 06 : Représentation schématique du cycle de vie des actinomycétes a sporulation
(Hopwood et al., 1985 ; Barka et al., 2016)

5.4. Importance des Actinomycétes

Les caractéristiques générales des actinomycétes sont connues depuis longtemps. Cependant,
au cours des dernieres années, il a été possible d'en apprendre d’avantage sur leurs multiples
fonctions dans la nature (Amoroso et al., 2013).
5.4.1.Importance dans le domaine médical, vétérinaire et industriel

Les actinomycétes sont les plus prolifiques de tous les micro-organismes en tant que

producteurs d’antibiotiques et de nombreux autres composes utiles comme les enzymes et les
vitamines (Sanglier et al., 1993). IIs secrétent prés de 70% des molécules antibiotiques d’origine

microbienne. Parmi les antibiotiques d’origine actinomycetale, 75% sont produits par le seul genre

Streptomyces (Watve et al., 2001).
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Les antibiotique secrétes par les actinomycetes sont utilisés comme agents antibactériens,
antifongiques (de nombreuses molécules) ou antiviraux (nucléosides ... ect). Les actinomycetes
produisent également des substances a propriétés antimorales et Cytostatiques (anthracimycine ,
adriamycine) , antimitotiques , analgésiques, vasodilatateur ,inhibiteurs enzymatiques ,
immunostimulants et immunosuppresseurs (Demain, 1999 ; Lee et al., 2016 ).

A cote de ces molécules , les actinomycetes produisent également des substances ayant des
activité antiparasitaires telles que les antimalaria, les acaricides, les anticoccidiens (Stapley et
Woodruff, 1982 ;Lombardi et Crisanti, 1997 ; Chaudhary et al., 2013 ; Van der Maij et al.,
2017), les insecticides ,les pesticides ( antimycine A) ( Demain, 1999 ; Benhadj et al., 2018).

Les antibiotiques ont aussi trouvé une application dans les élevages industriels d’animaux.
IIs sont utilisés non seulement pour combattre les maladies des animaux et des plantes, mais aussi
dans I’alimentation (cas de la spiramycine) pour accroitre les rendements zootechniques (Schwarz
et al., 2001). Tous utilisées dans le contrdle de diverses maladies fongique d’arbre fruitiers et de
Iégumes .ils sont également utilisés comme herbicides telles que la phosphinothricine (Takahashi
etal., 1995).

Les enzymes sont apres les antibiotiques les plus importants produits des actinomyceétes.
Certaines sont utilisées dans I’industrie alimentaire (glucose isomérase) et dans celle des
détergents (protéases). Certaines enzymes peuvent avoir des applications médicales
(neuraminidases) ou en biologie moléculaire (endonucleases de restriction) (Prakash et al., 2013).

Les enzymes sont les plus importants produits des actinomycetes apres les antibiotique
comme : les protéases, les lipases, les cellulases, les amylases, les pectinases. Les domaines
d’application enzymatiques sont trés divers tell que dépollution (Mehnaz et al., 2017 ;Tsujibo et
al., 2003).

Les actinomycetes sont non seulement une source riche d’enzymes, mais aussi une source
d’inhibition d’enzymes. En effet en plus des nombreux antibiotiques produits (qui seront traites
plus loin), les souches de ce genre secrétent d’autre substances intéressantes comprenant des
enzymes (amylase, pectinase et cellulase) des inhibiteurs d’enzymes et des promoteurs de
croissance utilisables comme additifs nutritionnels aux animaux (Bischoff et al., 1981 ; Lazzarini
et al., 2000).
5.4.2.Importance dans le domaine agronomique

Les actinomyceétes jouent un réle trés important dans les phénomenes de biodégradation et
de transformation de la matiere organique. lls peuvent dégrader les substances organiques non
biodégradables par les champignons et les bactéries, tels que les polysaccharides des plantes
(Lechevaliers, 1981 ; Goodfellow et Williams, 1983) .lls jouent par conséquent un réle
important dans la fertilité des sols. Grace a un potentiel enzymatique riche (cellulases, amylases,
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protéases et chitinases), les actinomycetes peuvent dégrader la biomasse et décomposer desdéchets

agricoles ou urbains (Goodfellow et al., 1984 ; Van der Maij et al., 2017).

5.4.3.Autres Importances

Les actinobactéries sont I'un des groupes dominants de micro-organismes qui produisent
des métabolites secondaires d'importance industrielle. Une large gamme d'antibiotiques sur le
marché est obtenue a partir d'actinobactéries. Des produits tels que des enzymes, des herbicides,
des larvicides, des phytohormones et des tensioactifs sont produits par ces plusieurs genres
d'actinobactéries, qui ont une grande valeur commerciale. lls sont capables de dégrader une large
gamme d'hydrocarbures, de pesticides et leur potentiel métabolique offre un domaine de recherche
important. Cependant, de nombreux genres rares d'actinobactéries n'ont été ni découverts dans des
endroits inexplorés ni utilisés pour leur potentiel biotechnologique et industriel (Ranjani et al.,
2016 ; Selim et al., 2021).

5.6.Activité anti biofilm des actinomyceétes

Au regard des problemes posés par les biofilms, différentes stratégies de lutte ont été
envisageées et expérimentées dans les différents domaines concernés. Quel que soit le domaine, les
stratégies adoptées visent 2 buts : d’une part prévenir 1’adhésion des microorganismes et/ou
éliminer ceux-ci, et ce, d’autre part, tout en prenant en compte la contrainte de limiter voire
annihiler les effets adverses sur I’environnement et I’homme (Alain Aka Kacou, 2019).

Les bactéries présentes dans les biofilms sont plus résistantes aux antibiotiques et aux
désinfectants que les cellules individuelles en suspension. A cause de ce type de résistance envers
les agents antimicrobiens, il y’a en effet un besoin pour développer de nouvelles stratégies tuant
efficacement les cellules pathogenes protégées en biofilms (Kavanaugh et Ribbeck, 2012).

De plus en plus des recherches sur les biofilms visent a explorer comment les bactéries
contrélent leur formation de biofilms et a découvrir des composés non toxiques qui peuvent
atténuer la formation de biofilms sans permettre aux bactéries de développer une résistance aux
médicaments (Kim et al., 2012).

Il existe différentes stratégies permettant d’inhiber la formation du biofilm (Yang et al.,
2012). Celles-ci peuvent prévenir 1’adhérence initiale du microorganisme, prévenir la croissance
microbienne, empécher la communication entre les cellules bactériennes, inhiber la synthése de la
matrice polymérique ou bien dégrader cette matrice. Le criblage a haut débit de banques de

composés chimiques (naturels ou synthétiques) est utilisé afin d’identifier des produits capables
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d’interférer avec la formation d’un biofilm ou capables de disperser un biofilm existant (Landini

et al., 2010).

Les actinomycetes sont une source riche de substances bioactives, notamment des
antibiotiques, des enzymes, des inhibiteurs d'enzymes et des agents pharmacologiquement actifs
(Kim et al., 2012). Récemment, certains Il a été rapporté que les especes d'actinomycetes
produisaient des inhibiteurs contre la formation de biofilm par Escherichia coli et Pseudomonas
aeruginosa, Staphylococcus aureus (Lee et al., 2012 ; Naik et al., 2013 ; Oja et al., 2015 ;
Suzuki et al., 2015 ; Xie et al.,2019).
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1. Présentation de lieu d’étude

Notre travail qui note sur 1’é¢tude de I’activité antibactérienne et antibiofilm des deux
souches d’actinomycétes vis — a — Vis de Staphylococcus aureus a été réalisé au niveau du
laboratoire d’hygiéne de la wilaya de Blida, le laboratoire de recherche de la Microbiologie au
niveau de I’école normale supérieure — KOUBA- et au niveau du Centre de Transfusion
Sanguine de BLIDA -CTS- durant la période allant du 1 Avril 2021 jusqu’a 22 Juin 2021.

2. Matériel

2.1. Matériel non biologique

Le matériel non biologique utilisé dans notre etude (les appareillages, les verreries, les

réactifs, les milieux de culture, les disques d’antibiotiques) est consigné en Annexe 1.

2.2. Matériel biologique

> Prélevements

Un nombre total de 100 prélevements ont été effectués au niveau du C.H.U de Blida

respectivement dans les services suivants :

- Centre Anti-Cancer (C.A.C) :
- Service de Chirurgie genérale.

- Service des Urgences Médicaux-Chirurgicales(UMC).

Les prélevements ont été effectués a partir de différentes origines en commencant par
les surfaces du sol, des murs des blocs opératoires, les salles septiques et les salles de soin.
D’autres prélevements ont été aussi obtenus a partir du matériel médical (les portes seringues,
les appareils d’anesthésie, les tables opératoires, les portoirs, les bistouris ¢€lectriques, les
chariots, les scopes, les électrochocs etc...) et le matériel d’hospitalisation a savoir les lits, les

portes, les poignées de porte, les lavabos, les tables fixes et les chaises.

» Les souches d’actinomycetes

Deux souches d’actinomycétes ont été utilisees pour 1’extraction des molécules
bioactives. La souche Saccharothrix algeriensis Sa233 isolée d’un échantillon de sol saharien

d’une palmeraie a Adrar- Algérie (Zitouni et al., 2004) et la souche Nocardiopsis sp B18
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isolée de sol non rhizosphérique dans la région de Ouargla (Meklat et al., 2020). Les deux

souches ont été aimablement fournies par Pr MEKLAT.A.
3. Méthodes
3.1. Isolement et identification des Staphylococcus aureus

3.1.1. Prélevement, mise en culture et purification

Les prélevements ont ¢té effectués dans des conditions d’asepsie, tout en respectant
toutes les normes d’hygiene en portant des tenues vestimentaires jetables (tenue de bloc, calot,
gants). Les prélevements ont été effectués en humidifiant I’écouvillon avec quelques gouttes
d’eau physiologique stérile a I’aide d’une seringue et en ¢éliminant 1’excés du liquide en
pressant légerement le coton sur la paroi du tube. Par la suite, nous avons frotté 1’écouvillon
sur la surface abiotiques (point de préléevement) verticalement, horizontalement et en
diagonale, pendant moins de 20 secondes. Une pression aussi forte que possible doit étre
appliquée et 1’écouvillon doit étre retourné. A la fin, nous avons introduit I’écouvillon
délicatement dans son tube. Les prélevements ont été ensuite acheminés directement au

laboratoire dans une glaciere et maintenues a 4C jusqu’a leurs utilisation.

Apreés enrichissement dans des tubes contenant 5ml de bouillon nutritif ou Bouillon ceeur
cervelle (B.H.1.B) (Annexe Il ) et incubation pendant 24h a 37°C, I’ensemencement a été
effectué a ’aide d’une anse en platine ou une pipette Pasteur par des stries serrées a la surface
des milieux Chapman (Annexe 1) solides en faisant tourner la bofte a chaque fois et incubées
pendant 24 h a 37 °C.

La purification des colonies bactériennes a été effectuée par réisolement sur le méme
milieu sélectif afin d'obtenir des souches pures pour entamer ’identification. Les colonies

sont repérees selon leurs aspects et leurs morphologies.
3.1.2. Identification des souches bactériennes isoléees

Pour identifier les souches bactériennes, plusieurs étapes ont été réalisées a travers les
changements qui se produisent dans le milieu de culture vers I’observation au microscope

optique ainsi que I’interaction des bacteries avec les réactifs utilisés.
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A. ldentification macroscopique

L’identification macroscopique est la premicre étape dans I’identification des souches
bactériennes en lisant les résultats sur les différents milieux de culture utilisés aprés 24h de
culture. Cette derniére est basée sur la forme des colonies, les bordures, la couleur, le relief et
la taille des colonies bactériennes qui caractérisent la souche.

B. Identification microscopique
B. 1. Coloration de GRAM

C'est la coloration de référence en bactériologie (Denis, 2011). La coloration de
Gram a été réalisee selon la méthode classique sur des cultures jeunes de moins de 24h. Un
frottis de cellules a été realisé sur une lame propre et fixer a la chaleur par passage rapide sur
la flamme d‘un bec benzéne. Aprés fixation, des solutions de violet de Gentiane et de lugol
ont été respectivement appliquées sur le frottis, qui ensuite a été traité avec, la fushine pendant
30 secondes. Le frottis a été observé sous microscopique avec I’ajout de ’huile a immersion
au grossissement X100. Les isolats ayants une coloration violettes sont Gram positifs (+)

tandis que ceux présentant une coloration rose sont Gram négatifs (-).
B. 2 Test de la Catalase

Ce test a pour but de différencier les bactéries a Gram positive. Les bactéries des genres
Staphylococcus ont une catalase positive tandis que les bactéries des genres Enterococcus,
Streptococcus, possédent une catalase négative.

La catalase (H202 : H202-oxydoréductase) est une enzyme qui catalyse la décomposition
du peroxyde d'hydrogéne en oxygeéne et en eau, selon la réaction suivante ( Vainshtein et al.,
1981) :

H202 ——> H20 +1/2 02

» Technique :

Une goutte de H202 placée sur une lame propre et mise en contact avec une colonie

isolée prise directement avec une pipette pasteur ou une anse de platine.
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> Lecture:
e S’il ya la formation des bulles d’air, les bactéries ont une enzyme catalase.

e Sirien n’est observé, la bactérie n'a pas d'enzyme catalase.

B. 3. Test de la Coagulase :

Le test de la coagulase différencie les souches de Staphylococcus aureus des autres
espéces a coagulase négative (SCN). Ce test est valable uniquement pour les bactéries a Gram
positives ressemblant a des Staphylocoques car certains bacilles a Gram négatifs, tels
que Pseudomonas, peuvent provoquer une réaction faussement positive. Le mécanisme de

coagulation dans ces organismes n'est pas dd a la coagulase.

» Technique :

Avec une anse de platine, les tubes éetiquetés appropriés de plasma ont été ensemencées
avec quelques colonies ressemblant a des Staphylocoques. Les tubes bien fermés ont été par la
suite incubeés a 37 °C approximativement entre 30 minutes a 24 H.

B. 4. Identification Biochimiques :

Sur le plan pratique, 1’identification de Staphylococcus aureus est obtenue a I’aide de la
galerie Api 20 Staph de Bio Mérieux (Lecuire et al., 2007 ).

API Staph est un systéme standarisé concu, dans les années 1980, permettant d’identifier
20 especes et sous especes de Staphylococcus. La galerie est composée de 20 microtubes,
surmentées de cupules, contenant des substrats dfesydratées qui permettent de réaliser dix-
nufs tests biochimiques correspondanr au métabolisme respiratoire, glucidique et protéique
des bactéries (Le loir et al., 2010).

» Technique :

e A partir d’une culture pure de Staphylococcus, de 18 a 24h d’incubation sur milieu
Chapman(Annexe 11), préparer une suspension bactérienne homogene, d’opacité
égale a 0.5 Mac Farland, dans une ampoule de milieu APIStaph Medium.

e Remplir le support de la galerie par quelques gouttes d’eau pour créerune atmosphere
humide et met le couvercle par-dessus.

e A laide d'une pipette pasteur stérile déposer la suspension bactérienne dans chacun

des tubules de la galerie. Pour éviter la formation des bulles d’air au fond des tubes,
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poser la pointe de la pipette sur le cdté de la cupule, eninclinant légérement la boite
d'incubation vers l'avant.

e Créer une anaérobiose dans les tests ADH et URE, en remplissant leurs cupules
d’huile de paraffine ensuite renfermer la boite d’incubation et incuber a 37°C pendant
18 a 24 heures.

e La plaque ensuite est incubéé a 37°C pendant 18-24h.

Le rouge phénol, indicateur de pH, vire au jaune en présence des acides produits par
I’utilisation des différents sucres testés. Dans le cas contraire in conserve sa couleur

initiale.
» Lecture de la galerie

 Aprés incubation, lire les réactions conformément au tableau de lecture en ajoutant 1

goutte de chacun des réactifs suivants :

- Test VP : VP 1 et VP 2. Attendre 10 minutes. Une couleur rose franche ou violette
indique une réaction positive. Une couleur rose pale ou rose claire obtenue aprés 10

minutes doit étre considérée négative.

- Test NIT : NIT 1 et NIT 2. Attendre 10 minutes. Une coloration rouge indique une

réaction positive.

- Test PAL : ZYM A et ZYM B. Attendre 10 minutes. Une coloration violette indique une
réaction positive. Une couleur beige-rosé ou violet trés pale obtenue aprés 10 minutes doit

étre considérée negative.

» Noter les résultats sur la fiche de résultats
3.2. Etude de la sensibilité des souches de S.aureus isolées aux antibiotiques

Ce test permet de mettre en évidence la résistance des bactéries vis a vis de différents
antibiotiques. L’antibiogramme des souches isolées a été effectué par la méthode de diffusion
sur milieu gelosé Mueller-Hinton (Annexe I1) a partir des disques d’antibiotiques selon les
normes préconisées par le comité de I’Antibiogramme de la Société Frangaise de
Microbiologie. Des disques d’antibiotique sont placés et pressés en utilisant une pince
bactériologique stérile sur la gélose préalablement ensemencée partir d’un inoculum

homogene de Staphylococcus aureus d’opacité égale a 0.5 MF. Il est préférable de ne pas
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mettre plus de 6 disques dans la boite. Les boites ainsi préparées sont incubées a 37°C
pendant 18 & 24h. Les zones d'inhibition autour des disques fournissent des informations sur
la résistance des microorganismes testés. Ce test permet de classer la souche en trois
catégories possibles : sensible, intermédiaire ou résistance (Fritz et al., 2004 ; Ministére de
la Santé, 2020).

3.3. Sélection des souches de S.aureus formatrices du biofilm

3.3.1. Détection de la formation de biofilm par la méthode de Rouge Congo Agar
(RCA)

Cette technique qualitative consiste a I’ensemencement des souches testées pour leurs
capacité a produire un biofilm sur milieu Rouge Congo (Annexe 11) (chaieb et al., 2005 ;
Hassan et al., 2011 ; Touati et al., 2007). C’est une methode indirecte qui permet de
distinguer entre les souches productrices de slime de celles qui n’en produisent pas, en se
basant sur la composition de la couleur de leurs colonies.

Une goutte d’une suspension de souche test (une colonie dans 20 ml d'eau distillée)
ensemencées par stries a I’aide d’une anse stérile en surface du milieu Rouge Congo coulé en
boites Pétri. La lecture est faite apres une nuit d'incubation a 37°C. Les souches productrices
de slime donnaient des colonies noires a surface rugueuse contre des colonies rouges a surface
lisse pour les souches non productrices. Les souches de phénotype variables donnaient des
colonies a centre noir et a contour rouge ou a centre rouge et a contour noir (Nasr et al.,
2012).

3.3.2. Detection de la formation de biofilm par la méthode Tissue Culture Plate
(TCP)

Le pouvoir de production de biofilm in vitro par les isolats de Staphylocoque a été
déterminé suivant la méthode de Cucarella et al., (2001), avec des modifications minimes.
C’est une technique quantitative décrite par Christensen et son groupe en 1985 permet une
détermination quantitatif du biofilm formé en mesurant la densité optique relier au colorant
présent dans le biofilm (Musk et al., 2005 ; Hassan et al., 2011).

Aprés culture des souches bactériennes dans le Bouillon Tryptone Soja (TSB)
supplémenté a 2,5% de glucose (TSBG) (Annexe 11 ) et incubation pendant 18h a 37°C, les

puits de deux colonnes (deux essaies) d'une plague de microtitration 96 ont ensuite été remplis
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de 0,2 ml de cette dilution et incubés a 37°C. Les puits ont été lavés 3 fois avec de l'eau
distillée, séchés en position inversée et colorés avec une solution de cristal violet a 0,2%
(Annexe 11). Les cellules adhérentes ont été remises en suspension dans une solution
d'éthanol a 95 % et I'absorbance a été mesurée a 620 nm en utilisant un lecteur automatique
ELISA (Kara Terki et al., 2020)

e lecture

La classification des résultats obtenus présente sur la base du DO du témoin, les souches
ont été classées comme suit (Stepanovic et al., 2000 ; Hola et Ruzicka, 2011):

DO < DOt(Témoin) : non formatrice du biofilm ;
DOt x 2 <DO < DOt x 4 : Modérée ;
DOt x 4 < DO : Fortement formatrice du biofilm (Christensen et al., 1985).

3.4. Conservation des souches

Les souches sont conservées dans des tubes de gélose nutritive (Annexe I1) inclinés a une
température de 4°C (ces bactéries sont placées dans un état de vie ralentie ou momentanément

suspendue dans des conditions peu favorables pour leur multiplication).

3.5. Production et extraction des molécules bioactives a partir des souches

d’actinomycétes

A. Préparation des Pre-cultures

Aprés revivification des deux souches d’actinomycétes (B18 et Sa 233), 50 ml du
bouillon ISP2 (two International Streptomyces Project) (Annexe I1) ont été préparés dans des
Erlenmeyers de 250 ml. Quelques colonies ont été prélevées et ensemencées dans chaque
Erlenmeyer. Ces derniers ont été ensuite cultivés a 30 ° C pendant 3 jours (72h) dans un
agitateur rotatif ou Shaker (250 rpm / min) (figure 07) (Driche et al., 2017).
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Figure 07 : Préparation de la Pré-culture des souches S233 et B18.

B. Production des métabolites par les souches d’actinomyceétes

Apres 3 jours d’incubation, un volume de 1 ml est prélevé a I’aide d’une micropipette et
versé dans 4 erlenmeyers de 500 ml contenant 250 ml de bouillon ISP2 pour chaque souche.
Ces nouvelles cultures sont également incubées pendant 5 jours a 30°C dans un agitateur
rotatif (Figure 08) ( Driche et al., 2017).

Figure 08 : Production du métabolite par les deux souches d’actinomycetes .

C. Extraction des molécules bioactives

Apres 5 jours d’incubation, les cultures sont centrifugées a 5000 rpm pendant 15 min a
température ambiante. Le mycélium ou la biomasse présente dans le culot est éliminée. Un
volume de 5 ml est prélevé & I’aide d’une seringue stérile et filtré & 1’aide d’un filtrede

0.22uM. Le filtrat obtenue est conservé a I’abri de la lumiere a une température
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de 4°C pour étre utilisé ultérieurement afin de tester I’activité antibactérienne et antibiofilm

vis-a-vis des souches de Staphylococcus aureus isolées (figure 09 —A-).

e Extraction a partir du surnageant :

Différents solvants non miscibles a 1’eau sont testés afin de déterminer le ou les solvants
capables de dissoudre les produits actifs présents dans le surnageant de chaque culture. Les

solvants testés sont : I’acétate d’éthyle et le Dichlorométhane (Annexe I1)

La quantité de surnageant obtenue pour chaque culture est divisée en deux. Le volume du
solvant ajouté est le méme que celui de la fraction du surnageant. Aprés séparation des phases
dans des ampoules a décanter, les phases organiques obtenues pour chaque souche ont été
concentrées par évaporation en utilisant un rotavapeur sous une hotte a température ambiante,

jusqu’a ’obtention de 1/4 du volume initiale (figure 09 —B- et —C-).

Figure 09 : Technique d’extraction des molécules bioactives (Original).

A- Récupération du surnageant apres la centrifugation B- Dissoute des produits actifs présents
dans le surnageant dans 1’acétate d’éthyle et le Dichlorométhane C- Extraction des produits
actifs a sec en utilisant un Rotavapeur

3.6. Effet du méthanol a différentes concentrations sur la croissance des

souches de Staphylococcus aureus

E




Chapitre 2 Matériel et Méthodes

Pour la solubilisation de I’extrait brut obtenu, le méthanol était le solvant du choix, pour
cela un test de I’effet de ce dernier sur le développement et la croissance des souches
bactériennes a été effectué. Le principe de la techniques est basé sur [I’ajout des
concentrations croissantes de ce solvant dans des tubes inoculés et de définir la plus grande

concentration qui n’altére pas les souches bactériennes.
» Technique :

1- dans un tube stérile on ajoute 20 ml d’eau physiologique ensuite on introduit des colonies

jusqu’a ce que la charge bactérienne est équivalente a 0.5 MFC.
2- Préparation des concentrations

e Dans le tube N° 01 on ajoute respectivement 1980 uL de la suspension mere préparée
avec 20pul de méthanol.

e Dans le tube N° 02 on ajoute respectivement 1960 L suspension mere préparée avec
40ul de méthanol.

e Dans le tube N° 03 on ajoute respectivement 1940 L suspension mere préparée avec
60ul de méthanol.

e Dans le tube N° 04 on ajoute respectivement 1920 L suspension mere préparée avec
80ul de méthanol.

e Dans le tube N° 05 on ajoute respectivement 1900 L suspension mere préparée avec
100ul de méthanol.

e Dans le tube N° 06 on ajoute respectivement 1880 pL  suspension mere préparée

avec 120ul de méthanol.
3- Répéter la technique pour toutes les souches avec les mémes étapes.
4-incuber les tubes pendant 24 H a 37 C°.

5- Apres incubation, la détection de I’effet du méthanol sur la croissance bactérienne est
révélée par I’observation de trouble qui signifie la présence des bactéries vivantes. Une
observation microscopique a I’état frais du mélange a été également réalisée pour confirmer le
résultat. L’absence de trouble correspond a la mort des bactéries ce qui nous renseigne

I’absence de Staphylococcus aureus donc il s’agit de la concentration Iétale du méthanol.
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D’apres les résultats de cet essai, la concentration de 80 pl a été choisie pour la
solubilisation de I’extrait obtenu dans le tube. La préparation de la microplaque vers la suite
exige des volumes minimes en raison de son incapacité d’étre remplis avec un volume assez

élevé, donc le volume de 80 pl était réduit vers 8 pL dans les microplaques.

3.7. Evaluation de Pactivité antibactérienne du filtrat vis-a-vis des souches

de S.aureus

Les filtrats obtenus ont fait l'objet d'un test d'antagonisme visant a tester leur activité
antibactérienne vis-a-vis de huit souches cibles de S. aureus préalablement ensemencés en
profondeur sur milieu Mueller Hinton (Annexe 1) a raison de 10 7 UFC /ml en utilisant la
méthode des puits (Figurel0). Un volume de 100 pl de chaque filtrat est introduit dans les
puits de 1cm? de diamétre. Les boites sont mises a 4°C pendant 2 h pour permettre la
diffusion des substances actives puis incubées a 37C° pendant 48 h. La lecture des résultats
est faite en mesurant le diametre des zones d’inhibition exprimées en millimetre autour des

puits a I’aide d’un pied a coulisse (Meklat et al., 2020).

01

then Mualley Hmnton

Ensemencement de la boite de pétri en profondeur

I Les pusts de 09
/ mm dé d:lmétre
02

Milwewu Maualley FHumson
a) Reéalisation des puits de 1cm?2 sur la surface de la boite

b) Verser 100uL de chaque filtrat dans les puits

Zomes d mhibition
exn (mm)
os . /

Milveu Muller Himton

Mesurer les diameétres aprés 24 H a 48 H d'incubation dans 37 C °.

Figure 10 : Etude de I’activité antagoniste des Filtrats par test des puits (Original).
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3.8. Evaluation de I’activité anti biofilm des deux filtrats des actinomycétes

vis-a-vis de Staphylococcus aureus

La détection de I’activité anti biofilm par le filtrat des 02 souches d’ actinomycétes
(B18 et Sa 233) a été réalisée en adoptant la Méthode de plaque de culture de tissus (TCP) en
utilisant une microplaque a fond plat contenant 96 puits (Driche et al .,2017) . Elle est

réalisée comme suit :

Jour 1 : Les souches ont été inoculées dans 10 ml de TSB supplémenté & 2,5% de glucose
(TSBG) (Annexe Il) puis les suspensions ont €té incubées a 37 °C sous agitation.

Jour 2 : Les cultures d’une nuit ont été diluées a une DO (600 nm) de 0,1 (=108 UFC/ml)
dans le méme milieu. Puis un volume de 150uL de suspensions bactériennes a été ajouté a
chaque puits d'une plagque de polystyréne a 96 puits. Un volume de 50uL du filtrat est répartit
dans une rangée de cupules contenant la suspension bactérienne. Une rangée contenant
uniquement du milieu ISP2 est utilisée comme témoin négatif et un autre contenant du TSBG
+ linoculum sans filtrat est utilisé comme témoin positif. La microplaque a été incubée a
37°C pendant 24h.

Jour 3 : Aprés incubation a 37 °C pendant 24 h, le biofilm formé dans les puits a été lavé
trois fois avec 350 pL d'eau distillée stérile. Les cellules attachées (biofilm) ont été fixées par
chauffage a 60°C pendant 45 min, puis séchés, et les puits ont été colorés avec 200 pL de
cristal violet a 0,2% (CV), et incubé a température ambiante pendant 15 min, par la suite les
plaques ont été lavées trois fois avec de I’eau distillée stérile pour enlever la tache non
absorbée. Pour la quantification de l'activité antibiofilm, les cellules adhérentes de bactéries
associées au cristal violet ont été solubilisées en ajoutant un volume del150ul d'une solution
d'éthanol a 95% pour libérer le colorant fixé au sein des cellules emprisonnées dans le biofilm
ainsi formé et lI'absorbance a été enregistrée a 620 nm en utilisant un lecteur de microplaques
ELISA.
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Figure 11 : Test d'activité antibiofilm des 2 filtrats par la méthode de coloration au cristal
violet sur microplaque pour les souches de S. aureus (Original)

a) Lavage de microplaque apres incubation de 24 H a 37C° avec 350ul d’eau distille (3
fois).
b) Remplissage des puits par 200 pl de cristal violet.
c) Lavage avec I’cau distillée et I’ajout de 150 pL d’éthanol a 95%.
d) La lecture par lecteur de microplaque (ELISA).

e Lecture

La détection de I’effet inhibiteur du biofilms des deux filtrats issus des deux souches
actinomycetales Sa233 et B18 a été déterminée en enregistrant la densité optique (DO) a une
absorbances a 620 nm chez le biofilm simple (biofilm formé sans la présence du filtrat) puis
comparée au absorbances enregistrées chez le biofilm produit en présence du filtrat a l'aide
d'un lecteur de microplaques (Biotek ) en utilisant une microplaque a 96 puits. Toutes les

expériences de biofilm ont été répétées deux fois.
Selon Obeizi et al (2020), le taux d'inhibition du biofilm a été calculé selon I'équation
suivante :

Taux d’inhibition du biofilm % = (DO control positive — DO Concentration test) / (DO
Control positive) X 100
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3.9. Evaluation de Pactivité anti biofilm des deux extraits bruts des

actinomycetes vis-a-vis de Staphylococcus aureus :

La détection de I’activité antibiofilm est réalisé en plusieurs étapes selon un protocole
bien établi en adoptant la Méthode de plaque de culture de tissus (TCP) en utilisant des
microplaques & fond plat contenant 96 puits . Le test utilisé est basé sur la formation de
biofilm a I’interface solide-liquide et par ’addition de l'extrait brut a une concentration de
157,5 g/ml pour I’extrait Sa233 et une concentration de 205g/ml pour I’extrait B18 qui
pourraient éventuellement avoir un effet antibiofilm (Driche et al., 2017).

Jour 1 : Les souches ont été inoculées dans 10 ml de TSB supplémenté a 2,5% de glucose

(TSBG) puis les suspensions ont été incubées a 37 °C sans agitation.

Jour 2 : Les cultures de nuit ont été diluées a DO 600 nm (=108 UFC/ml) dans le méme
milieu, puis un volume de 150uL de suspensions bactériennes ont été ajoutés a chaque puits
d'une plaque de polystyrene a 96 puits. Les deux extraits dissouts dans le volume de 8 pl de
méthanol a été préparee et réparties dans une rangée de cupules contenant la suspension
bactérienne. Une rangée contenant uniqguement du méthanol est utilisée comme contrdle
négatif et un autre contenant du TSBG + l'inoculum sans extrait brut est utilisée comme

contréle positif. La microplaque a été incubée a 37°C pendant 24h.

Jour 3 : Aprés incubation a 37 °C pendant 24 h, le biofilm formé dans les puits a été lavé
trois fois avec 350 pL d'eau distillée stérile. Les cellules attachées (biofilm) ont été fixées par
chauffage a 60°C pendant 45 min, puis séchés, et les puits ont été colorés avec 200 uL de
cristal violet (CV) a 0,2%, et incubé a température ambiante pendant 15 min apres quoi, les
plaques ont été lavées trois fois avec de I’eau distillée stérile pour enlever la tache non
absorbée. Pour la quantification de Il'activité antibiofilm, les cellules adhérentes de bactéries
associées au cristal violet ont été solubilisées en ajoutant un volume de150ul d'une solution
d'éthanol a 95% a été ajouté pour libérer le colorant fixé au sein des cellules emprisonnées
dans le biofilm ainsi formé et l'absorbance a été enregistrée a 620 nm en utilisant un lecteur de

microplagques ELISA.
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Figure 12 : Schéma explicatif de I’activité anti biofilm de 1’extrait brut des actinomycétes
vis-a-vis de Staphylococcus aureus (Original).

e Lecture

La détection de I’effet inhibiteur du biofilms des deux extraits issus des deux souches
actinomycetales Sa233 et B18 a été déterminée en enregistrant la densité optique (DO)
ou les absorbances a 620 nm chez le biofilm simple (biofilm formé sans la présence
d’extrait) puis comparée au absorbances enregistrées chez le biofilm produit en présence
d’extrait a l'aide d'un lecteur de microplaques (Biotek©) en utilisant t une microplaque a

96 puits. Toutes les expériences de biofilm ont été répétées deux fois.
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Selon Obeizi et al (2020), le taux d'inhibition du biofilm a été calculé selon I'équation

suivante :
Taux d’inhibition du biofilm % = (DO control positive — DO Concentration test) / (DO

Control positive) X 100
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Chapitre 3 Résultats et Discussion

|. Résultats

1.1. Fréquence des prélevements

Dans total de (100) prélevements, 98 étaient positifs. Parmi les 98 prélevements positifs,
25 (26%) souches de Staphylococcus sp ont étaient isolées dont 8 (7%) souches possedent une
coagulase positive et font partic de I’espéce S.aureus. Le reste des souches sont tous des

Staphylocoque a une coagulase négative.

Bien que 98% des prélévements ont donné naissance a un trouble visible, ces souches
présentant des caractéres différents et n’appartiennent pas au genre recherché ont été écartés

de notre travail (figure 13).

Fréquence des prélévements

m Autres especes

m Staphylococcus sp

Staphylococcus sp
26%

Autres especes

74%

Figure 13 : Fréquence des prélevements

1.2. Répartition des souches selon le site de prélevement

Nos prélevements ont concerné différents sites dans le bloc opératoire, le service post-

opératoire et les salles de reveil en trois services :
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Service des urgences Medicaux-Chirurgicales (UMC), service de la chirurgie genérale et le
Centre Anti-Cancer (C.A.C).

Trois souches ont été isolées a partir des différents prélevements des UMC, alors que
cing souches de Staphylococcus aureus ont été isolées dans le service de la chirurgie

générale , dont leurs répartitions sont mentionnées dans le tableau IlI.

Il est a noter que durant notre étude, aucune souche de Staphylococcus aureus n’a été

isolée dans le service C.A.C, ni Staphylocoque a coagulasse négative.

Tableau I11: Répartition des souches de S.aureus selon les sites des prélévements.

Site de prélevement Service des UMC Service de la Centre Anti-Cancer
Chirurgie genérale

Sol 1 1 0

Mur 0 1 0

Porte 1 0 0
Portoir 1 1 0

Lit 0 1 0

Chaise 0 1 0

2. ldentification des souches isolées

2.1. Etude macroscopique

Sur le milieu Chapman, les colonies présentant I’aspect macroscopique caractéristique
du genre Staphylocoques et le développement bactérien ne constitue qu’une indication des
Staphylocoques, d’autres bactéries (entérocoques) peuvent s’y cultiver. Sur ce milieu, les
colonies de Staphylococcus aureus sont apparues souvent pigmentées et entourées d’une
aréole jaune due a la fermentation du Mannitol contenant dans le milieu. Les colonies sont
arrondies, a bords réguliers de 1-2mm de diametre aprés 18-24h d’incubation a 37°C
(Figure 14).
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£

Figure 14 : Aspect macroscopique de S.aureus sur le milieu Chapman (Original).

D’aprés Chapman (1945), la gélose de Chapman ou gélose au sel de mannitol est un
milieu de culture sélectif utilisé pour la sélection des bactéries halophiles, et plus
particulierement de celles qui fermentent le mannitol. Il est plus particulierement utilisé pour
I’isolement des Staphylococcus. 1l contient une forte concentration (environ 7,5 a 10 %) de
sel (NaCl), ce qui le rend sélectif pour la plupart des bactéries Gram-négatives et certaines
bactéries Gram-positives. C'est également un milieu différentiel pour les staphylocoques
fermentant le mannitol, contenant du mannitol glucidique et du rouge de phénol, un indicateur
de pH pour détecter l'acide produit par les staphylocoques fermentant le mannitol.

2.2. Etude microscopique

La coloration de GRAM pour les 8 souches isolées a permis de mettre en évidence des

cocci sphériques, en grappe de raisin, en paires et colorés en violet (Figure 15).

Figure 15 : Coloration de GRAM des cellules Staphylococciques.
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2.3. ldentification biochimique des souches :

Tableau IV : Résultats de I’identification biochimiques des souches isolées

Test de catalase

Test de coagulase

Toutes les souches isolées, testées par la
production de la Catalase, ont décomposé le
substrat (eau oxygéné) en eau et en
oxygene qui se dégage. Ce qui se traduit par

le dégagement des bulles de gaz.

Pendant les premiéres heures de I'expérience, la
coagulation du plasma sanguin est formée dans le tube qui
contient des colonies de Staphylococcus aureus, indiquant
la sécrétion de I'enzyme coagulase par cette derniere alors

nous disons coagulase positif.

% ldentification biochimique par le systéeme API

Les résultats de la galerie d’identification des staphylocoques montrent que ces

bactéries fermentent la plupart des sucres, en particulier le mannitol, tandis que nous

constatons le contraire par rapport au xylitol et a la mélibiose et aussi le raffinose et xylose.

Ils réduisent également les nitrates aux nitrites et produisent la phosphatase alcaline et

I'acétyle méthyl-carbinol de VVogues Proskauer.

L’identification biochimique par le profile numérique de sept chiffres 6736152 extraite

de la galerie représente une similitude de 97.8 % de la somme des pourcentages des tests

positifs sur leur nombre total, ce qui indique que la bactérie est Staphylococcus aureus. Les

résultats obtenus sont présentés dans le tableau V (Annexe I11).
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Tests négatifs

Tests positifs

3. Etude de la sensibilité des souches de S.aureus aux antibiotiques

L’¢tude de la sensibilité aux antibiotiques des souches S. aureus montre un taux de
résistance important vis-a-vis la plupart des antibiotiques utilisés dont 6 étaient des SARM.
Selon le tableau VI, nous constatons que 6 souches (S1, S2, S3, S4, S7 et S8) sont
résistantes au meéthicilline SARM ou MRSA, alors que la S5 et S6 sont sensibles a la
méthicilline SASM ou MSSA.

D’aprés le ministére de la santé (2020), la ceéfoxitine détecte la résistance a la
méticilline. Actuellement, la céfoxitine et le moxalactam ont prouvé leur supériorité (plus
sensibles et plus spécifiques) par rapport a ’oxacilline. Ces deux molécules s’utilisent a 37°C
en milieu MH normal avec tous les autres antibiotiques. Elles permettent en plus de bien
distinguer les Staphylocoques méti-R des méti-S (absence de zone d’inhibition). Les résultats
de I’antibiogramme sont montrés dans le tableau V1 et la figure 16.
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Tableau VI : Résultats de I’antibiogramme

Souche Souche Souche Souche Souche Souche Souche Souche

1 2 3 4 5 6 7 8
TE (30 pg) R R R R S R R R
FA (10 ug) S R R R S S R S
GEN (10 pg) S R R R S S R S
FOX (30pg) R R R R S S R R
AK (30u9) S R R R S S R S
P (10pg) R R R R S R R R
E (15 pg) I S S | S S S R
C (30pg) S S S S S S S S
RIF (30ug) S S S S S S S S

RIF : rifampicine / C : Chloramphénicol / E : Erythromycine / FA : Acide Fusidique / P : Pénicilline G

GEN : Gentamicine / FOX : Céfoxitine / TE : Tétracycline/ AK : Amikacine

Figure 16 : Antibiogramme des deux souches de S. aureus.
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4. Evaluation de la formation de biofilm

Plusieurs chercheurs ont étudié les stratégies employées par les micro-organismes
pour produire des biofilms. Ils ont montré que les bactéries productrices de biofilm sécrétent
certaines substances chimiques qui les protégent contre les désinfectants, les agents
antimicrobiens et des systemes immunitaires de I'néte (Saitou et al., 2009).

Les huit souches de S.aureus isolées lors de cette étude ont été testées pour leur
capacité a former des biofilms deux techniques, la technique de Rouge Congo Agar (RCA) et
la technique de plaque de culture de tissus (TCP).

4.1. Sélection des souches productrices du biofilm par la méthode de Rouge
Congo Agar (RCA)

La recherche de la production de slime sur milieu rouge Congo a révelé que toutes les
souches isolées de différentes surface des instruments et appareils ainsi que le sol et les
murs a partir des 3 services sont productrices de slime, soit 100% des souches de
Staphylococcus aureus isolées. Les souches productrices de slime avaient le méme un
phénotype ou les colonies apparaissent rugueuses avec une couleur tres sombre. Les résultats

sont montreés dans la figure 17.

S1

Figure 17 : Production de slime chez les souches isolées sur milieu Rouge Congo (Original).
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4.2. Seélection des souches productrices du biofilm par la technique de plaque de
culture de tissu (TCP)

Le protocole d’essai TCP décrit par Christensen et son groupe en 1985 est le plus

largement utilisé et a été considéré comme la norme d’essai pour la détection de la formation

de biofilm

La technique de culture sur microplaque (TCP) a révélée que toutes les souches de
Staphylococcus aureus possedent un phénotype de biofilm fort soit 100% des souches

isolées.

La technique TCP 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 Les auteurs ont conclu que la méthode TCP est la méthode
de selection la plus sensible et la plus précise montrant une bonne reproductibilité pour la
détection de la formation de biofilms chez les staphylocoques (Bellifa et al., 2013 ; Kara
Terki et al., 2013 ; Racha et al., 2012).

Les valeurs moyennes de densités optiques (DO) obtenues par un lecteur d’absorbance
pour microplaques, ont été calculées .La valeur moyenne des puits de contrdle (éthanol) est
¢gale a 0,15. D’apres I’analyse de nos résultats et nos données, et apres la comparaison des
différentes valeurs de DO pour chacune des souches étudiées, il s’est avéré que les huit
souches de Staphylococcus aureus isolées sont fortement adhérentes présentant une DO > a
1.839. Selon nos résultats, il est constatée que la souche 05, la souche 06, la souche 03 et la
souche 4 ont une densité optique trés élevée qui est égale a 2.33, 2.2, 2.02, et 1.92
respectivement. Tandis que les souches 07, 01, 08 et 07 présentent des densités optiques
moins faibles égales a 1.7, 1.69, 1.69 et 1.18. Les résultats obtenus sont montrées dans la
figure 18 et le tableau VII.

Tableau VII : Résultat de la détection de la formation du biofilm par les souches isolées par
la technique de TCP.

Les souches  Témoin S1 S2 S3 S4 S4 S6 S7 S8

negatif

DO 0.15 1.695 1.7 2.022 1.929 2.33 2.2 1.18 1.69
enregistrées
a620nm
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Ethanol

Souches
Les souches de fortement
S.aureus testées | > formatrices du

biofilm

Figure 18 : Résultats de microplaque de biofilm (original).
5. Activité antibactérienne des deux filtrats

Les résultats de I’activité antibactérienne des d souches d’actinomycétes sont

illustrés dans le tableau VII1 et la figure 19.

Les résultats ont montré que la souche Sa233 présente un spectre d’activité
antibactérienne vis-a-vis des huit souches isolées de Staphylococcus aureus avec un diametre
d’inhibition qui varie de 24 a 28mm. Nous remarquons que pour la souche B18, aucune
activité antibactérienne n’a été détectée contre les souches de S.aureus isolées. La plus
grande zone d’inhibition a été obtenue avec la souche Sa233 avec un diametre d’inhibition de

28mm contre la souche 7 de Staphylococcus aureus.
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Tableau VIII: Résultats de I’activité antagoniste des deux filtrats.

Diametre Filtrat Souche Souche Souche Souche Souche Souche Souche Souche

des zones 1 2 3 4 5 6 7 8
d Sa 24 25 24 24 27 25 28 24
’inhibition 233
(mm)
B18 / / / / / / / /
Zone

d’inhibition

Figure 19 : Résultats de I’activité antibactérienne par le test des puits.

A : résultat de I’activité antibactérienne des 2 filtrats a 1’égard de la S6 / B : résultat de ’activité antibactérienne
des 2 filtrats a I’égard de la S7/ C : résultat de 1’activité antibactérienne des 2 filtrats a I’égard de la S3

6. Etude de I’activité antibiofilm des filtrats des souches d’actinomycétes

Les résultats de I’effet inhibiteur du biofilm des deux filtrats issus des deux souches
actinomycétales Sa233 et B18 montrent qu’il y’a une diminution des densités optique
enregistrées a 620nm dans les biofilms formés en présence des filtrats par rapport a celles

enregistrées par les témoins.

Les résultats obtenus ont mis en évidence que les deux filtrats avaient la capacité
d’inhiber la formation du biofilm et par conséquent le nombre de bactéries de Staphylococcus

aureus fixees sur la surface des cupules de fagon significative (Figure 20).
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Filtrat B18 Filtrat Sa233
Avec Sans Avec  Sans

S2

S3 [ 1§
Les souches de o
S.aureus testées

S3

s3

S3

S3

Figure 20 : Résultats de I’activité antibiofilm des deux filtrats sur microplaque (original).
. Cas de filtrat Sa 233 :

L’inhibition de la formation du biofilm a été observée pour les huit souches testées. De
plus, nous avons mis en évidence que le filtrat de la souche actinomycetale Sa233 est capable

d'inhiber de maniere significative la formation de biofilm de 75% (6/8) des souches testées.

Le meilleur résultat a été obtenu vis-a-vis de la S5 de S.aureus avec une diminution de
la DO de 0.435 en comparant avec le témoin (1.847) ce qui correspond a un taux de réduction

de 76% ce qui témoigne une trés bonne activité anti biofilm.

D’apreés nos résultats, la plus faible diminution de DO (0.475) a été enregistré vis-a-vis
de la souche S7 comparativement au témoin (0.687) ce qui correspond a un pourcentage
d’inhibition du biofilm égal a 24% (figure 21).
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Figure 21 : Evaluation de I’activité antibiofilm de filtrat Sa233 vis a vis les huit souches de

Staphylococcus aureus.
. Cas de filtrat B18 :

Selon nos résultats, nous avons constaté que le filtrat de la souche actinomycétale B18
est capable d'inhiber de maniere moins significative la formation de biofilm. Cependant, les

pourcentages d’inhibition ont été calculés pour les huit souches.

Une meilleure inhibition est enregistrée vis-a-vis de la S8 qui a présenté une DO de
0.769 enregistrée en présence du filtrat contre une DO égale a 1.042 en absence du filtrat

(témoin positif) avec un pourcentage d’inhibition de biofilm de 23%.

Pour la S6, nous avons constaté un faible taux d’inhibition de la formation du biofilm
(10%), en raison de la faible diminution de la DO (1.62) comparativement a la DO du témoin
(1.809) (Figure 22).
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Figure 22 : Evaluation de I’activité antibiofilm de filtrat B18 vis a vis les huit souches de

Staphylococcus aureus.

Selon notre étude, les tests d'activité anti-biofilm des deux filtrats par la méthode de
coloration au cristal violet sur microplaque a 96 puits a révélé que les souches Sa 233 et B18
avaient la capacité d’inhiber de facon significative la formation de biofilms formés par les

souches de Staphylococcus aureus.

De maniére générale, le filtrat de la souche Actinomycétale Sa233 semble avoir une
activité inhibitrice plus importante par rapport au filtrat de la souche B18. De plus, les

souches de S. aureus semblent étre plus sensibles a cet effet inhibiteur.

7. Etude de DPactivité antibiofilm des extraits bruts des souches

d’actinomycete

L’activité anti biofilm des extraits bruts B 18 et Sa233 des souches d’actinomycete a été
testée & I'égard des huit souches de S.aureus dans un systéeme de formation de biofilms. Apres
I’ajout de 8 ul (0,008 ml) des deux extraits B18 et Sa 233 dans la microplaque a 96 puits, les
absorbances indiquant la formation de biofilms et leurs inhibitions ont été mesurées apres
coloration au cristal violet et par lecture sur spectrophotometre (DO a 600 nm) puis

comparées au temoin et les deux essais (sans ajout de 1’extrait brut). Par la suite, des
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pourcentages d’inhibitions ont étaient calculés a partir des Densités Optiques enregistrées en

utilisant le lecteur de microplaque (figure 23).

Extrait B18 Extrait Sa233

Avec Sans Avec Sans
S1 o« - 5 pr—

S2

S3
S4

Les souches de

S.aureus testées
S5

S6

S7

S8

Figure 23 : Résultats de I’activité antibiofilm des deux extraits bruts sur microplaque.
. Cas de I'extrait Sa 233

Les tests d’activité antibiofilm de I’extrait Sa233 menés sur les huit souches de

Staphylococcus aureus ont permis de montrer une variabilité en terme d’activité anti biofilm.

Il est remarquable qu’il y a une diminution de la formation de biofilm pour la S8 avec
une DO de 1,59 en comparant avec le témoin ( 2,28 ) ce qui correspond a un taux d’inhibition
de 30%.

Enfin, I’inhibition de la formation du biofilm est plus faible vis-a-vis de la S4 avec
une DO de 2,20 en comparant avec celle du témoin (2,25) correspondant a un faible taux
d’inhibition du biofilm de 2 % (Figure 24).
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Figure 24 : Evaluation de I’activité de I'extrait Sa233 vis-a-vis les huit souches de

Staphylococcus aureus.
. Cas de I'extrait B18 :

Les tests d’activité antibiofilm de I’extrait B18 menés sur les huit souches de
Staphylococcus aureus ont permis de montrer que cet extrait est capable d'inhiber de
maniére moins importante la formation de biofilm, une variabilité en terme d’activité anti

biofilm a été signalée.

D’aprés nos résultats, nous remarquons que vis-a-vis de la S5 de S. aureus, ’extrait
B18 a pu donner une meilleure réduction du biofilm avec une DO est égale de 2,35 en
comparant avec le biofilm formé en absence d’une DO égale a 2,68. Cette réduction est
représentée avec un taux d’inhibition de 12%. La plus faible diminution de biofilm a été
observée vis-a-vis de la S8 avec une DO de 2,34 comparativement au témoin (2,35). Cette

inhibition est déterminée par un taux de diminution de 0,70% (Figure 25).
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Figure 25 : Evaluation de I’activité antibiofilm de I'extrait B18 vis-a-vis les huit souches de

Staphylococcus aureus.

Selon notre étude, les tests d’activité¢ antibiofilm des deux extrait par la méthode de
coloration au cristal violet sur microplaque a 96 puits a révélé que les souches Sa 233 et B18
avaient la capacité d’inhiber la formation de biofilms formés par les huit souches de

Staphylococcus aureus.

De maniere générale, ’extrait de la souche Actinomycetale Sa233 semble avoir une
activité antibiofilm plus importante par rapport a I’extrait de la souche B18. De plus, les

souches de S. aureus semblent étre plus sensibles a cet effet inhibiteur.

I1. Discussion

L'étude des microbes a I'intérieur et autour de nous qui ont un effet drastique sur la santé
humaine joue un role vital en médecine. Les infections bactériennes tuent des millions de
personnes dans le monde. La formation structurée de communautés bactériennes, appelées
biofilms, est la principale cause d'infections bactériennes. Les infections nosocomiales sont
causées par les biofilms en raison de leur nature pathogene. Les biofilms contribuent
respectivement a environ 80 % et 65 % aux infections chroniques et microbiennes. L'adhésion
des bactéries a la surface de I'implant est a l'origine de la formation de biofilm. Les bactéries
responsables sont résistants aux antibiotiques, aux désinfectants et au systeme immunitaire
humain (Narayana et Srihari, 2019). Les surfaces et dispositifs médicaux sont colonisés par

les microorganismes en milieu hospitalier, Ceux-ci peuvent étre issus de la flore cutanée du
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patient, de la microflore exogéne du personnel hospitalier, ou encore de I’environnement

contaminé (Donlan, 2002 ; Ango et al., 2020).

Les germes retrouvés sur les surfaces dépendent aussi de la qualité de I’air car les
particules en suspension dans 1’air vont finir inévitablement par se déposer sur les surfaces et
ce d’autant plus rapidement qu’elles sont plus volumineuses, donc les prélevements des
surfaces d’un local vont donc refléter, outre la qualité du bionettoyage, I’efficacité ou les

défaillances d’un systeme de traitement d’air (Echchelh et al., 2014).

La contamination des surfaces dépend, outre de la qualité du bionettoyage, de nombreux
facteurs liés au microorganisme : sa durée de vie sur un support inerte (qui varie en fonction
de la matiere, de la température, de la dessiccation), de son adhérence a la surface, de sa
capacité a produire un biofilm et de sa capacité a resister aux conditions défavorables
(sporulation). Par exemple, il a été montré que Staphylococcus aureus et Acinobacter
baumannii sont les espéces parmi les plus résistantes a la dessiccation et peuvent survivre
plusieurs semaines sur les surfaces seches, devant Pseudomonas aeruginosa (Wendt et al.,
1998).

Dans notre étude, a partir de 25 souches de Staphylococcus sp isolées, un total de 8
souches possédant une coagulase positive et font partie de ’espéce S.aureus, le reste des

souches sont tous des Staphylocoque a une coagulase négative

Une étude a été realisée par Bourneton en (2010), a montré que les micro-organismes
les plus souvent en cause dans les bacteriémies nosocomiales acquises en hospitalisation

compléte sont les staphylocoques a coagulase negative.

Les CoNS ne sont pas dangereux pour les personnes dont le systeme immunitaire
fonctionne correctement mais, dans les hopitaux, ils peuvent constituer une menace, en
particulier pour les patients gravement malades, agées, immunodéprimés. S. epidermidis, S.
haemolyticus et S. hominis sont les CoNS les plus fréquemment reconnus responsables pour
causer des infections cutanées ainsi que de graves infections invasives. S. aureus, qui est la
principale cause de maladies nosocomiales infections, n'a pas été isolé en grand nombre, ce
qui peut étre surprenant mais a été confirmeé par des études récentes en Europe (Rozanska et
al., 2017).

D’apres les résultats obtenus, le sol, la porte et les portoirs sont les plus contaminés. En

milieu hospitalier, les surfaces sont régulierement colonisées par des microorganismes. Ces
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microorganismes sont d’origines diverses et peuvent étre issus de patients, du personnel
soignant ou des visiteurs. Ces surfaces constitueraient donc une niche écologique de bactéries
multirésistantes pouvant provoquées des d’infections nosocomiales. Des études
épidémiologiques récentes montrent que la place des surfaces dans la survenue des infections
nosocomiales reste encore mal documentée, a 1I’exception des cas sporadiques de legionellose,
d’aspergillose ou de mycobactérioses dues a des Mycobactéries atypiques (Faye-Ketté et
Dosso, 2010).

Selon nos résultats, le test de sensibilité des souches de S.aureus isolées dans le Centre
Hospitalo-Universitaire de Blida montre un taux de résistance important vis-a-vis la plupart
des antibiotiques utilisés dont 6 souches étaient des SARM. On remarque aussi que la
majorité des souches isolées sont résistantes a la majorité des antibiotiques testes dont la
Pénicilline G (P), I’Acide Fusidique (FA), la Gentamycine(GEN), et la Tétracycline (TE).
Toutes les souches isolées sont sensibles a la Rifampicine (RIF) et a la Chloramphénicol (C).
Tandis que la souche S.aureus S6 révele une sensibilité vis-a-vis la totalité des antibiotiques

testés dont la céfoxitine (methicilline).

Les souches de Staphylococcus aureus résistant a la méticilline (SARM) ont connu une
distribution a I’échelle mondiale en méme temps qu’elles évoluaient vers la multi résistance
aux antibiotiques, elles été identifiées pour la premiére fois au début des années 1960
(Minary-Dohen et al., 2007).

Le Staphylococcus aureus (S. aureus ou staphylocoque doré) est un type de bactérie qui
se trouve couramment sur la peau ou dans le nez des personnes en santé. Les staphylocoques
qui sont résistantes a 1’antibiotique méthicilline sont connus sous le nom de Staphylococcus
aureus résistant a la méthicilline ou SARM. Si elles ne sont pas traitées, les infections a
SARM peuvent entrainer de graves complications qui mettent la vie en danger, telles qu'une
infection du courant sanguin, des os ou des poumons (par ex., septicémie, pneumonie,
etc.).Ces infections peuvent étre potentiellement mortelles y compris un choc septique et la

mort (Ressource d'amélioration pour les préjudices a I’Hapital, 2020).

Les personnes dont le systéme immunitaire est affaibli, qui souffrent de maladies
chroniques, qui sont hospitalisées et qui subissent des interventions médicales sont plus a
risque de contracter une infection. Il a été démontré que le SARM se propage facilement dans
les établissements de santé (Ressource d'amélioration pour les préjudices a I’Hdépital,
2020).
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Le SARM était autrefois considéré comme un probléme principalement liés a la
transmission dans les établissements de santé en raison de la transmission croisée entre les
mains des soignants. L'importance de la colonisation par S. aureus comme marqueur de la
morbidité infectieuse du site opératoire est bien documentée. S. aureus est considéré comme
un agent causal dans environ 25 a 50 % de la morbidité infectieuse des plaies (Hanrahan et
al., 2007).

Les probléemes de santé publique provoqués par les biofilms sont maintenant clairement
définis. Pour prévenir et lutter contre ces biofilms, une meilleure compréhension de leurs
mécanismes de formation est nécessaire. de nombreuses méthodes d’étude de la formation et
du développement des biofilms ont été utilisées au cours des dernieres années : des méthodes
d’observation par microscopie (microscope a fluorescence, microscope confotal a balayage
laser, microscope électronique a balayage) ou des méthodes de numération de bactéries apres
détachement des biofilms par sonication, frottement ou vortex des surfaces. Ces techniques
permettent d’obtenir des informations détaillées mais sont difficiles et longues a réaliser.
C’est pourquoi des modeles d’étude in vitro en microplaques ont été développés. Ces tests ont
I’avantage d’étre relativement rapides et peu couteux. ils permettent de réaliser de nombreux
tests simultanément, notamment pour tester I’effet de plusieurs facteurs influencant la
formation de biofilm, comparer la capacité de formation de biofilm de souches sauvages et de
souches mutantes, ou encore tester la sensibilité des bactéries au sein du biofilm aux agents

antimicrobiens (Peeters et al.,2008).

Des methodes classiques de la détection de la production de biofilm in vitro ont été
établies, telles que la méthode quantitative de la microplaque 96 puits, et la méthode
qualitative du Rouge Congo (Mathur et al., 2006) qui était la méthode du choix pour notre
étude. Les huit souches de S.aureus isolées lors de cette étude ont été testées pour leur

capacité a former des biofilms par la technique de Rouge Congo Agar (RCA).

La recherche de la production de slime sur milieu rouge Congo a révélé que toutes les
souches isolées de differentes surface des instruments et appareils ainsi que le sol et les murs
a partir des 3 services sont productrices de slime, soit 100% des souches de Staphylococcus
aureus isolées. Les souches productrices de slime avaient le méme un phénotype ou les

colonies apparaissent rugueuses avec une couleur trés sombre.
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Nos résultats sont en accord avec celles obtenus par Bouhadjar et Terbeche en (2017)
et Chibi en (2015) et ou ils ont trouves que 100% des souches Staphylococcus aureus isolées
des différentes surfaces dans le CHU du Tlemcen sont productrice de slime.

Staphylococcus aureus est une cause majeure d'infections nosocomiales et sécréte un
spectre diversifié des déterminants de la virulence ainsi que des formes bioflm. L'émergence
de S. aureus résistants aux antibiotiques souligne le besoin de formes thérapeutiques
alternatives aux antibiotiques conventionnels (Kong et al.,2017).

La recherche des nouvelles stratégies nouvelles pour réduire la formation de biofilm
bactérien semble avoir une grande importance alors que la résistance bactérienne aux
antibiotiques continue d'émerger. L'utilisation d'agents anti-biofilm pouvant perturber les
communautés bactériennes récalcitrantes peut étre une alternative avantageuse aux
antimicrobiens, car leur utilisation ne conduit pas au développement de mécanismes de

résistance (Bauermeister et al., 2019).

Les actinomycetes sont des bacteries filamenteuses Gram-positives, ressemblant a des
champignons, qui restent au sommet de la production d'antibiotiques. Les actinomycétes sont
le groupe le plus hétérogene des micro-organismes, ils sont largement distribués dans I'habitat
naturel (Sapkota et al., 2020). Ce sont les organismes les plus abondants qui forment des
filaments filiformes dans le sol et sont responsables de I'odeur caractéristique « terreuse » de
fraichement un sol sain (Bhatti et al., 2017). Au cours des derniéres décennies, les
actinomycetes ont été utilisés comme ressource pour la production de composés bioactifs. Les
actinomycetes sont également de riches sources de diverses enzymes qui ont une importance
industrielle et de nombreux composés bioactifs avec un large éventail de propriétés
pharmaceutiques comme les antibiotiques, les antimicrobiens, les antibiotiques, etc... (Gupta
et al., 2019).

Le test de I’activité antibactérienne des deux filtrats issus des souches SA233 et B18
montrent que toutes les souches de S. aureus sont résistantes aux molécules sécrétées par la
souche actinomycetale B18. Des résultats similaires sont mentionnés par Meklat et al., (2020)
ou la souche alcalinophile B18 isolée dans la région d’Ouargla a partir du sol saharien était
dépourvue complétement de I’activité antibactérienne vis-a-vis de S.aureus, mais elle a
montré une activité antibactérienne et antifongique contre les autres microorganismes ce qui

est conforme aux découvertes antérieures. Tandis que ’espéce Sacharothrix algeriensis a
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S.aureus. Il a déja été rapporté que cet isolat produisait trois nouveaux antibiotiques
dithiolopyrrolone (Zitouni et al., 2004).

A ce jour, les espéces qui font parties du genre de Nocardiopsis incluant la souche B18
ont été reconnus d’étre la source de nouveaux métabolites secondaires, comme montré par la
production de 3-tréhalosamine, griseusine D, macrolide W A52-A, thiopeptide, dérivés de la
nocapyrone, dicétopipérazine dérives, 4-oxo-1,4-dihydroquinoléine-3- carboxamide et acide
N-acétyl-anthranilique, angucyclinones et autres (Meklat et al., 2020).

Ces variations de résultats du test d’activité antibactérienne s’expliquent par le fait
qu’une bactérie actinomycetale peut produire plusieurs types de molécules antimicrobiennes

qui possede une certaine spécificité (Singh et al., 2009 ; Valan Arazu et al., 2008).

Une étude récente menée par Driche et al (2017) a montré une activité antibactérienne
importante de la souche Streptomyces AT37 isolée du sol saharien dans la région d’Adrar a
I’égard de souche de S.aureus ATCC25923 (32 mm) et de S.aureus R2 résistante a la

méthicilline (30 mm) par la méthode des stries croisees.

D’autre part, selon Alliouch-Kerboua et al (2015), une souche de Streptomyces
SM2/2GF isolée de sédiment de la lagune EI-Mellah (El-Kala) a été testée contre divers
microorganismes pathogenes incluant des S.aureus et SARM. Les résultats du test de
I’activité antimicrobienne de I’isolat SM2/2GF par la méthode des stries croisées ont montré
une meilleure activité contre S. aureus SARM ATCC 43300 (20mm) comparé au S. aureus
ATCC 29213 (11mm).

De méme, une étude récente a également démontré que des souches de streptomycetes
isolées du Sahara indien étaient productrices de substance douées d’activité antibactérienne
(SAS02, SAS09, SAS13..) vis-a-vis d’une souche de SARM et ce par le test des stries

croisées avec une distance de 30mm (Masand et al., 2018).

Selon notre étude, les tests d'activité anti-biofilm des deux filtrats par la méthode de
coloration au cristal violet sur microplaque a 96 puits a révelé que les souches Sa 233 et B18
avaient la capacité d’inhiber de fagon significative la formation de biofilms formés par les

souches de Staphylococcus aureus.

Cette inhibition a été observée pour les huit souches testées. De plus, nous avons mis en

évidence que le filtrat de la souche actinomycétale Sa233 est capable d'inhiber de maniere
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significative la formation de biofilm de 75% (6/8) des souches testées. Avec un pourcentage
tres élevé de 76%, 75%, 75%, 68% pour les souches 5, 6, 3, 1 respectivement. Et un
pourcentage d’inhibition assez important de 54%, 50%, 30% et 24% est enregistré pour les

souches 8, 4, 7 et 2 respectivement.

Selon nos résultats, nous avons constate que le filtrat de la souche actinomycétale B18
est capable d'inhiber de maniére moins significative la formation de biofilm cependant, les
pourcentages d’inhibition ont été calculés pour les huit souches. Une meilleure inhibition est
enregistrée pour la souche 1 et la souche 08 avec un pourcentage d’inhibition de 22% et 23%
respectivement. De méme, on a remarqué une inhibition pour les souches 02, 03, 04, 05, 06,
07 avec des pourcentages d’inhibition de 19%, 8%, 11%, 18%, 10%, 19%, 23%

respectivement.

De maniere générale, le filtrat de la souche Actinomycetale Sa233 semble avoir une
activité inhibitrice plus importante par rapport au filtrat de la souche B18. De plus, les
souches de S. aureus semblent étre plus sensibles a cet effet inhibiteur. Nos resultats semblent
méme mettre en évidence dans certains cas, un effet souche-dépendant. De ce fait, il pourrait
s’avérer intéressant d’avoir recours a la génomique comparative entre des souches de
staphylocoques dont le biofilm est impacté par cette activité anti biofilm et des souches dont
le biofilm ne I’est pas. Cela pourrait peut-étre nous permettre de mettre en évidence des cibles

génétiques potentielles chez les staphylocoques (Mannala et al., 2018).

Selon notre étude, les tests d’activité antibiofilm des deux extrait par la méthode de
coloration au cristal violet sur microplaque a 96 puits a révélé que les souches Sa 233 et B18
avaient la capacité d’inhiber la formation de biofilms formés par les huit souches de

Staphylococcus aureus.

Selon nos résultats, nous avons constaté que I’extrait de la souche actinomycetale B18
est capable d’inhiber de maniere plus ou moins significative la formation de biofilm
cependant, les pourcentages d’inhibition ont été calculés pour les huit souches. Il est
clairement remarquable qu’il y a une diminution de la formation de biofilm pour les souches
1, Souche 5 ,Souche 6 et Souche 7 avec des taux de diminution de la formation de biofilms de
10 %, 12 %, 10 % et 11% respectivement . En plus, I’inhibition de la formation de biofilms
est l1égerement plus faible pour les souches 2, Souche 3, Souche 4, et Souche 8 avec un taux
de diminution de 6%,9%,6% et 0,70%.
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De manicre générale, I’extrait de la souche Actinomycéetale Sa233 semble avoir une
activité¢ antibiofilm plus importante par rapport a I’extrait de la souche B18. De plus, les

souches de S. aureus semblent étre plus sensibles a cet effet inhibiteur.

Les test d’activité antibiofilm de I’extrait brut Sa233 menés sur les huit souches de
Staphylococcus aureus ont permis de montrer une variabilité en terme d’activité anti biofilm
il est remarquable que il y a une diminution de la formation de biofilms des souches 1, 5, 6,
7, 8 avec des taux de diminution de 24%, 11%, 15%, 47%,30%. En plus, la réduction de la
formation de biofilms est légerement plus faible pour la souche 2 avec un pourcentage
d’inhibition de 7 % et pour les souches 3 et 4 un taux de diminution de 2 %.

D’apres les résultats obtenues afin de mettre en évidence I’activité antibiofilm des
deux filtrats et des deux extraits, nous avons constatées que le filtrat des deux souches
actinomycetales sont capables d’inhiber la formation du biofilm pour les huit souches de
S.aureus isolées par rapport aux extraits bruts obtenues. Ce qui signifie que les molécules
bioactives présentent dans le milieu de culture des actinomycetes sont beaucoup plus actives

contre le biofilm que celles obtenues apres extraction dans les solvants.

Singh et al (2020), ont montré que la souche Streptomyces californicus Strain ADR1
posséde une activité antibactériens contre des agents pathogenes importants incluant le
MRSA, ainsi qu’une activité anti biofilm . L'effet des métabolites ADR1 sur l'inhibition de la
formation de biofilm ainsi que sur les biofilms produits par les souches de S. aureus et de
SARM (valeurs de la concentration inhibitrice du biofilm [BIC90] : 0,74 + 0,08 et 4,59 £ 0,71
pag/ml) était meilleure (rapportés Une réduction jusqu'a 90 % de la formation de biofilm) que
certains extraits de métabolites précédemment. L'inhibition de la formation de biofilm
suggerait fortement que les métabolites empéchaient l'adhérence de S. aureus et des cellules
MRSA a la surface de polystyréne. De plus, leur capacité a perturber les biofilms préformés
pourrait limiter la résistance aux médicaments associée au biofilm parmi les agents

pathogenes.

Par ailleurs, Une récente étude montre que L'alnumycine D ont été isolés a partir des
cultures de recombinants de Streptomyces albus, était plus actif contre la croissance des
cellules planctoniques et la formation du biofilm de la souche de S.aureus ATCC 25923, avec
une Concentration Inhibitrice 50. De maniére analogue a l'alnumycine D, la granaticine B
était presque également active contre le biofilm et les cellules planctoniques. Les résultats

indiquent que méme les classes connues de produits naturels antimicrobiens peuvent contenir
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des composés qui ont spécifiquement évolué contre les biofilms bactériens. A notre
connaissance, la bioactivité élevée observée d'un produit de dérivation d’une voie de
biosynthése antibiotique est une découverte rare. Le résultat suggere que la manipulation des
voies et d'autres outils de biologie synthétique qui peuvent entrainer une augmentation de la
production de produits de dérivation peuvent étre utilisée plus largement a des fins de

découverte de médicaments (Oja et al., 2015).

D’autre part, l'antibiotique Streptomyces AT37-1 isolée du sol saharienne dans la
région d’Adrar produisant des dérivés furanones contre deux souches cibles de S. aureus
(SASM ATCC 29523 et SARM ATCC 43300) a montré a la fois des activités
antistaphylococciques et antibiofilm intéressantes. Cependant, cette activité antibactérienne
était inférieure a celle de la vancomycine. La formation de biofilm a été réduite de 50 % a une
concentration de 10 a 15 pg/ml. Ces résultats sont intéressants du fait de la formation de
biofilm et de la résistance de S. aureus a de nombreux antibiotiques utilisés en thérapeutique
(Driche et al., 2017).

Une étude récente menée par Rajivgandhi et al en 2018 montre que le composé
Pyrrolo[1,2-a] pyrazine-1,4-dione,hexahydro-3-(2-méthylpropyl) extrait a partir de la souche
actinomycetale Nocardiopsis sp. GRG 1 (KT235640) présente un effet antibiofilm contre
deux souches uropathogénes P.mirabilis et E. coli a une concentration de 100 pg/mL. Le
composé Pyrrolo [1, 2-a] pyrazine-1, 4-dione, hexahydro-3-(2-methylpropyl) inhibe la
formation de biofilm chez P.mirabilis ainsi qu’il réduit la viabilité des biofilms préformés. De
plus, les images obtenues par CLSM montrent le rétrécissement cellulaire, la désorganisation
de la membrane cellulaire et la perte de la viabilité de la cellule avec des dommages
membranaires. Les techniques utilisées montrent également que ce composé provoque la
dégradation de la paroi cellulaire contre virulente du biofilm bactérien formé. Le composé
identifie PPDHML est un composé potentiel pour traiter les bactéries uropathogenes formant
un biofilm et il peut étre la source de la synthése de nouveaux médicaments. D'autres études
sont nécessaires pour élucider d'autres voies d'inhibition du biofilm et son efficacité chez

I'animal.

Les chercheurs ont mené de nombreuses études sur l'isolement et le dépistage des
actinomycetes producteurs dantimicrobiens. 1l a avancé que la plupart des nouveaux
antibiotiques ont été trouveés par criblage d'isolats du sol. Cependant, en raison de I'émergence

d'agents pathogenes multirésistants, la résistance aux antimicrobiens est en augmentation, ce
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qui est pernicieux pour la santé de la grande population de la communauté. En outre, c'est un

probléme sérieux dans le traitement des maladies infectieuses, il faut donc s'‘étendre sur ce

sujet pour découvrir nouveaux antibiotiques qui aident a contréler le probleme (Sapkota et
al., 2020).
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Vivant entre le commensalisme et la pathogénicité, les souches pathogenes ont développé
des strategies intéressantes pour transformer I’environnement hospitalier comme une véritable
niche écologique. Les résultats de cette étude sont en faveur d’une contamination fréquente de
I’environnement hospitalier. Notre travail a permis d’isoler 8 souches de S.aureus prélevées

sur différents sites de trois services du CHU de Blida.

Les études d’adhésion bactérienne et de formation du biofilm ont été réalisées par les
méthodes TCP et rouge Congo montre que toutes les souches isolées de surfaces étaient

productrices de biofilm et de slime soit 100% des souches.

Au terme de cette étude, seulement le filtrat de la souche Actinomycétale Sa233qui
possede une activité antibactérienne contre les huit souches cibles de S. aureus avec une
meilleure activité antibactérienne pour la souche 7 (diamétre d'inhibition de 28mm pour le
filtrat Sa233).

D’apres les résultats de 1’activité antibiofilm des deux extraits et des deux filtras, nous
avons mis en évidence que le filtrat de la souche actinomycetale Sa233 est capable d'inhiber de
maniére significative la formation de biofilm de 75% (6/8) des souches testées. Avec un
pourcentage trés elevé de 76%, 75%, 75%, 68% pour les souches 5, 6, 3, 1 respectivement. Et
un pourcentage d’inhibition assez important de 54%, 50%, 30% et 24% est enregistré pour les

souches 8, 4, 7 et 2 respectivement.

Selon nos résultats, nous avons constaté aussi que le filtrat la souche actinomycetale
B18 est capable d'inhiber de maniére moins significative la formation de biofilm cependant, les
pourcentages d’inhibition ont été calculés pour les huit souches. Une meilleure inhibition est
enregistrée pour la souche 1 et la souche 08 avec un pourcentage d’inhibition de 22% et 23%
respectivement. De méme, on a remarqué une inhibition pour les souches 02, 03, 04, 05, 06, 07
avec des pourcentages d’inhibition de 19%, 8%, 11%, 18%, 10%, 19%, 23% respectivement

De méme les tests d’activité antibiofilm de I’extrait brut Sa233 menés sur les huit souches
de Staphylococcus aureus ont permis de montrer une variabilité en terme d’activité anti biofilm
il est remarquable que il y a une diminution de la formation de biofilms des souches 1, 5, 6, 7,
8 avec des taux de diminution de 24%, 11%, 15%, 47%,30%. En plus, la réduction de la
formation de biofilms est légérement plus faible pour la souche 2 avec un pourcentage
d’inhibition de 7 % et pour les souches 3 et 4 un taux de diminution de 2 %. Durant notre étude,

nous avons constaté que I’extrait de la souche actinomycétale B18 est capable d’inhiber de

o




maniére plus ou moins significative la formation de biofilm cependant, les pourcentages
d’inhibition ont été calculés pour les huit souches. il est clairement remarquable qu’il y a une
diminution de la formation de biofilm pour les souches 1, Souche 5 ,Souche 6 et Souche 7 avec
des taux de diminution de la formation de biofilms de 10 %, 12 %, 10 % et 11% respectivement
. En plus, I’inhibition de la formation de biofilms est légérement plus faible pour les souches 2,

Souche 3, Souche 4, et Souche 8 avec un taux de diminution de 6%,9%,6% et 0,70%.

Ainsi, au vue de I'émergence actuelle de nouveaux genes de résistance aux antibiotiques
associés aux genes de virulence chez les souches de Saures ayant pour conséquence la
complication de la prise en charge thérapeutique des patients, la recherche de nouveaux
¢cosystemes pour I’isolement d’actinobactéries est crucial pour la découverte de nouvelles
especes et/ou de nouvelles substances naturelles bioactives non toxiques pour 1’hote douées
d'activité antibactérienne et antibiofilm. Les résultats obtenus dans notre étude sont probants et
méritent d'étre plus approfondies. De la de, nombreuses perspectives peuvent étre envisagées.

Les principales sont les suivantes :

v' Elargir I’étude a d’autre souches cibles formant le biofilm telle que le germe
opportuniste Staphylococcus epidermidis isolée du cathéter.

v’ Détermination de la concentration minimale inhibitrice de biofilm.

v’ Purification et caractérisation structurale de chacune des molécules bioactives produite
par le biais des techniques chromatographiques et spectrométriques.

v Etude de I’effet des extraits bruts qui ont montré un effet sur la formation de biofilm,
sur la viabilité cellulaire et sur des biofilms établi et qui seront confirmés par des tests
in vivo pour un intérét thérapeutique.

v' Des études de structure-activité sont encore nécessaires pour mieux assigner les
caractéristiques structurelles essentielles responsables de I'activité antibiofilm

v Rechercher les actinobactéries dans d’autres écosystémes inexplorés afin d’augmenter
les chances de trouver des molécules innovantes qui possédent un potentiel important,
en particulier le Sahara algérien.

v" Recherche de nouvelles substances antimicrobiennes
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Annexe 01 : Matériel non biologique

Matériel du laboratoire

e Ecouvillons stériles
e Lame et lamelles
e Seringue

e Pipettes pasteur
e Boites de pétri

e Anse de platine
e FEtuve

e Bec benzéne

e Micropipettes

e Rotavapor

e Agitateur

e Tubes stériles

e Shaker

e Centrifugeuse

e Ampoules stériles
e Bain marie

e Autoclave
Annexe 02 : Les Milieux de cultures et les solutions utilisées

¢ Milieux de cultures liquides
Bouillon nutritif : est un milieu largement utilisé pour la culture des micro-organismes peu
exigeants. Il est recommandé dans de nombreuses méthodes standardisées d’analyses des

aliments, des laitages, de 1’eau et d’autres produits.

Composition :

e  Chlorure de potassium.................. 0,425¢g/1

e  Chlorure de calcium..................... 0,125g/1

e  Sulfate de magnésium................... 0,125¢/1

e  Chlorure ferrique........................ 0,0025g/1

o  Peptones ....cccceeiiiiiiiiiie e 10g/1



Annexes

e  Hydrolysat de caséine ....................5¢g/
Préparation : Dissoudre 60,2 g de poudre dans un litre d'eau distillée.

- Bouillon Ceeur-cerveau (B.H.1.B) : Ces milieux permettent de favoriser une croissance
bactérienne a partir de prélevements pauci microbiens. Il s'agit en général de milieux
liquides riches permettant le développement d'un maximum de bactéries, y compris des
milieux permettant le développement de bactéries anaérobie strictes (DENIS, 2011).

Composition :

e Infusionde cervellede veau...............cccoeviininininn... 12.5g
e Infusionde coeurde boeuf..........ooooiiiiii 5¢

® P PtONE. ... 10g

@ GlUCOSE.. it 29

e Chloruredesodium.............ooiiiiiiiiiiiiiii e, 29

e Phosphatase di sodique............oevviiiiiiiiii 59

e pH=74

Préparation : 37g par litre d’eau distillée. Stérilisation a I’autoclave a 120°C, 20min.
e ISP2 : The Intenational streptomyces Project 2

Préparation Par litre :

e Extraitdelevure ............ccoiiiiiiiiiiiiiii 49

e Extraitdemalt .................. 10g

®  GIUCOSE ..o 49

o Eaudistillés q.8.q ..uooviriniiiiiii e 1000 ml
o PH 7,2

e TSBG : Trypticase Soja Bouillon Glucosé

e  Hydrolysat trypsique de caséine....................o....... 17g
o Peptonede soja........coiiiiiiiiiiiiiii 3g
e Chlorurede sodium............cccoiiiiiiiiiiiiieea S5g
e  Phosphate dipotassique..........c.coveiiiiiiniiiiie e, 2,59
©  GlUCOSE. ...t 2,59

e pH73+02a25C
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+* Milieux de cultures solides

e La gélose nutritive: appelée aussi le milieu ordinaire, elle est utilisée pour la

conservation des souches bactériennes a court terme.

Composition :
e Extraitdeviande.............................. 1,0g/L
e Extraitdelevure.....................ooil 2,0 g/L
o Peptone.........oooiiiiiiiiii 50g/L
e Chloruredesodium.................coeene 5,0 g/L
o  Agar-agar...........ocoeiiiiiiiiiiiiiiaennn. 15,0 g/L
e pH=70

Préeparation : 28g de poudre de GN dans 1L (Stérilisation a I’autoclave)

Le milieu Chapman : Pour l'isolement des staphylocoques, Le milieu de Chapman est un
milieu au mannitol, hyper salé (75 g/l de chlorure de sodium), qui est sélectif pour les
staphylocoques a l'exception de quelques espéces halophiles appartenant a d'autres genres
bactériens (DENIS, 2011).

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

e  Extrait de viande (bovin ou porcin)................cooiiiiiii Ig
e  Peptone de caséine et de viande (bovin et porcin).............. 10g
e Chlorure de sodium............c.oiviiiiiiiiiiii i 75¢g
o Mannitol........oiii 10g
L | 15¢g
e Rougedephénol............oooiiiii 259
e pH=7,6

Préparation : 111g par litre d’eau distillée, stérilisation a 1’autoclave : 15 minutes a 120°C.

- Le milieu Mueller Hinton : C’est la gélose la plus communément utilisée.

L'utilisation de ce dernier est recommandée par le Comité de I'antibiogramme de la Société
francaise de microbiologie. Cette gélose MH peut étre supplémentée en sang frais ou en sang

cuit lorsque les bactéries testées nécessitent ces milieux enrichis (DENIS, 2011).

Composition :


https://fr.wikipedia.org/wiki/Extrait_de_viande
https://fr.wikipedia.org/wiki/Extrait_de_levure
https://fr.wikipedia.org/wiki/Peptone
https://fr.wikipedia.org/wiki/Chlorure_de_sodium
https://fr.wikipedia.org/wiki/Agar-agar
https://fr.wikipedia.org/wiki/PH
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e  Hydrolysat acide de caséine (peptone)................ccoeeee.e. 1759
o Extraitdeviande..............oiiiiiiii 249
o  AmIdonSoluble.........oovii 1549
o CalCium... .. 20a25mg
o MagNESIUM. .. ..ottt 10a12,5mg
L o 17,09
e pH=74+/-0.2
Préparation :

Mettre en suspension 35g de milieu déshydraté dans 1 litre d’eau distillée ou déminéralisée, piuis

autoclaver le mélange a 120°C “pendant 20 minutes.

Milieu Rouge Congo Agar

¢ BHIB .coooooooeeeeeeceeeeeeeeeseeesenen. (37 GJL)
e Saccharose.......cccoevvvieiiiieieen, (50 g/L)

o  AQAragar.......ccccoieeniieiienieneneee (10 g/L)

e Rouge Congo.......cccoerveiueniernnnans (0,8 g/L)

Préparation : Le rouge Congo a été preparé sous forme

de solution aqueuse concentrée

autoclavé a 121°C pendant 15 minutes, separément des autres constituants du milieu et

ensuite ajouté lorsque la gélose est refroidie a 55°C

¢ Les solvants utilisés pour I’extraction des molécules bioactives :

- Dichlorométhane
- Acétate d’éthyle

%+ Les solutions utilisées

Eau physiologique stérile (composition en g/l)

e  Chlorure de sodium (NaCl)..............cooooiiiiin.e.
o Faudistillée..........ooooiiiiii
e pH=7

- Cristal Violet 0.2%
e 200 mg Cristal Violet
e  25ml Méthanol

1000 ml.
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e 75ml Eau distillée

e Conservé a une température ambiante
% Les antibiotiques utilisés pour la réalisation de I’antibiogramme

e Rifampicine (30ug)

e Tétracycline (30ug)

e Chlorampheénicol (30uQ)

e Gentamycine (10ug)

e Céfoxitine (30uQ)

e Acide Fusidique (10ug)

e Erythromycine (15ug)

e Pénicilline G (10uQ)

e Amikacine (30ug)

Annexe 03 : Les tableaux

Tableau V : Résultats de I’identification biochimique des souches isolées par la galerie

ApiStaph.
Tests
Olo Y Zloluw |2 |||~ |= wldlo|8le|zx | K
= o - = > 0| x
olo|E|5|3|S|E|S|R ||z |28 |%5|=|2|2|5 |4
6736152 S I O R I - + |+ |+ - + |- + +
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