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Résumé:

Les infections dues a Staphylococcus aureus (MRSA et MSSA) restent des affections
graves et leur fréquence a augmenté de facon considérable au cours des derni¢res années en
raison de I'usage extensif des antibiotiques. D un coté les extraits naturels issus des végétaux
contiennent une variét¢é de composés phénoliques auxquelles on attribue un pouvoir
inhibiteur des microorganismes. L’objectif de notre étude est d’extraire en premiere lieu les
composés phénoliques présents dans la grenade et évaluer en deuxieme lieu in vitro 1’activité

antimicrobienne de ces extraits.

Les résultats obtenues ont montré que les polyphénols de la grenade agissent différemment
sur les souches testées ou la peau du fruit a une plus grande activité microbienne par rapport

aux jus et aux pépin.

Mots clé : Punica granatum, polyphénols, Staphylococcus aureus, Activité antimicrobienne,

résistance.



Abstract:

Infections due to Staphylococcus aureus (MRSA and MSSA) remain severe and their
frequency has increased significantly in recent years due to the extensive use of antibiotics.
On the other hand the natural extracts of plants contain a variety of phenolic compounds,
which is attributed to an antimicrobial activity. The aim of our study was to extract in the first
place the phenolic compounds present in pomegranate and evaluate secondly in vitro

antimicrobial activity of these extracts.

The results obtained have shown that pomegranate polyphenols act differently on the tested

strains where the skin of the fruit has a higher microbial activity from the juice and seed.

Keywords: Punica granatum, polyphenols, Staphylococcus aureus, antimicrobial activity,

resistance
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INTRODUCTION

Introduction :

La découverte des antibiotiques constituait une véritable révolution dans la lutte contre
les maladies infectieuses. Cependant, la consommation inappropriée et 1’utilisation abusive
d’antibiotiques ont accéléré la sélection de bactéries multirésistantes qui constituent
actuellement un réel probléme d’antibiothérapie et de santé publique. Les conséquences
collectives et individuelles de ce probléme sont sérieuses. La plupart des infections, qu’elles

soient bénignes ou graves sont de plus en plus difficiles a traiter (OMS, 2005).

Staphylococcus aureus est a la fois un germe commensal et un agent pathogéne majeur de
I’homme, impliqué dans 1 a 5% des infections communautaires et jusqu'a 30% des infections

nosocomiales, qui sont les infections acquise en milieu hospitalier. (Corne, 2004)

Staphylococcus aureus est un germe treés touché par la résistance aux antibiotiques posant

beaucoup de probléme sur le plan thérapeutiques.

Au cours des dernieres décennies, les recherches scientifiques les plus modernes n’ont
fait que confirmer le bien-fondé des vertus thérapeutiques de la plupart des plantes
médicinales utilisées de fagon empirique depuis des millénaires. Ce savoir traditionnel
ancestral transmis de génération en génération est devenu aujourd’hui une mine
d’informations extrémement précieuses pour tous les chercheurs de [I’industrie
pharmaceutique. Ce recours aux ressources naturelles devient alors une des plus importantes
et intéressantes pistes a explorer pour la recherche de nouveaux produits antibactériens plus

efficaces (Wright et Sutherland, 2007).

En effet, ces plantes représentent une nouvelle source de composés actifs. Dans ce
cadre les métabolites secondaires reste 1’objet de nombreuses recherches in vivo comme in
vitro, notamment la recherche de nouveaux constituants naturels tels que les composés

phénoliques.

Parmi les plantes médicinales ayant un intérét thérapeutique important figure le

grenadier (punica granatum L.).

]



INTRODUCTION

C’est un arbuste originaire de Perse qui a été trés anciennement cultivé de par le monde,
en particulier en Asie, en Afrique de Nord et sur le pourtour méditerranéen (Bellakhder,

2006)

Plusieurs études ont montré la capacité des polyphénols de grenadier a retarder ou a
empéecher la croissance d'une gamme de bactéries et des champignons y compris les bactéries
pathogenes pour 'homme (Panichayupakaranant et al., 2010 ; Hassan et al., 2013). Ceci
nous a amené a essayer de confirmer ou d’infirmer les hypothéses des populations rurales
algériennes qui suggerent 1’efficacité du fruit (punica granatum L. ) contre les maladies

infectieuses, par une étude scientifique sur les variétés algériennes.

Donc notre travail s’inscrit dans le cadre de la valorisation de notre patrimoine en
plantes médicinales et I’évaluation de leurs activités biologiques. Notre objectif principal vise
a démontrer la richesse du fruit (punica granatum L.) de variété Algérienne en polyphénols
et a déterminer 1’activité antibactérienne de leurs extraits phénoliques vis-a-vis des souches de

Staphylococcus aureus isolées en milieu hospitalier.

Pour cela notre étude englobe deux aspects, dont le premier est d’ordre phytochimique
basé principalement sur I'extraction des composés phénoliques. Le second aspect est d’ordre
biologique consacré a une évaluation de l'activité antibactérienne de ces extraits par la

méthode de diffusion en milieu solide.

]
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Chapitre 2 : Matériel et méthodes

1. Objectifs

Notre travail vise a extraire des constituants chimiques « les polyphénols » et d’évaluer

in vitro I’activité antimicrobienne des extraits organiques et de 1’extraits aqueux, préparés a

partir du fruit Punica granatum vis-a-vis les staphylocoques dorés, pour cela nous avons fixé

les objectifs suivants :

v

v
v

3.

Extraire des polyphénols du fruit Punica granatum L. par des solvants a polarité
différente.

Isoler, purifier et identifier les staphylocoques dorés a partir des différents sites.
Etudier leurs sensibilités vis-a-vis des différents antibiotiques.

Etudier de 1’activité antimicrobienne des extraits par la méthode de diffusion en

milieu solide.

Le lieu de travail

Notre étude a été réalisée au niveau ;

Du laboratoire central de I’hopital de koléa (EPH Kolea) pour la collection des
Staphylococcus aureus.

Au niveau du Centre de Recherche Scientifique et Technique en Analyses Physico —
chimiques (CRAPC) de Bou-ismail pour I'extraction des polyphénols,

Au niveau du Laboratoire de Tipaza CPS pour I’étude de ’effet antimicrobien durant

la période de 10 mars au 15 juillet 2013.

Matériel

3.1. Matériel non biologique

Le matériel non biologique est représenté par : la verrerie, I’appareillage, les colorants

et réactifs, les milieux de culture (voire annexe 01) les disques d’antibiotiques (voir annexe

05)

Les antibiotibiotiques
a. Antibiotiques utilisés pour le screening test : Oxacilline : flacon de poudre

injectable de 1g.

=



Chapitre 2 : Matériel et méthodes

b. Antibiotiques utilisés pour I’antibiogramme standard : Pour 1’antibiogramme
standard, nous avons utilisé les disques d’antibiogramme qui sont des papiers
imprégnés par une concentration bien définie d’antibiotique. (Voire annexe

05).

3.2. Matériel biologique
e 10 souches de Staphylococcus aureus isolées a partir de pus, pertes vaginales et des
urines provenant de différents services de I’EPH de Koléa

e Souches de références : S.aureus ATCC 25923 sensible a I’oxacilline.

S.aureus ATCC 43300 résistant a I’oxacilline.
e Le plasma de lapin et les anticorps monoclonaux Pastorex Staph-plus (Bio méruix

France) utilisés pour le test de la coagulase.
3.3.  Matériel végétal

Des fruits mirs de grenade (Punica granatum) ont été achetés auprés du marché de
Koléa d’origine de koléa au mois d octobre 2012, ensuite stockées au congélateur dans un

emballage alimentaire.

Figure 04 : représentation de la variété de grenade
utilisée dans le cadre de notre étude.

25



Chapitre 2 : Matériel et méthodes

Les extraits polyphéloniques de la grenade ont été obtenus a partir de trois parties :
v L’écorce : le fruit a été pelé manuellement puis les écorces ont été séchée dans 1’étuve
a une température de 45°C pendant une semaine et broyée en poudre.
v' Les pépins (graines) : séchés et broyés aprés une séparation manuelle.

v" La pulpe recueillis sous forme de jus.

. | .7

A: Graines B: Ecorse C:lJus

Figure 05 : les composants de grenade utilisés dans le cadre de notre étude.

4. Préparation des extraits phénoliques

Le but de cette extraction est de libérer et d’extraire le maximum de molécules
polyphénoliques présentes dans des structures vacuolaires par rupture du tissu végétal et par
diffusion en utilisant des solvants organiques qui accélérent et augmentent le rendement

d’extraction.

4.1. Extraction des polyphénols par macération a I’eau (Murat Ku ez al., 2007)

Les extraits aqueux ont été obtenus par macération pendant 48 heures de 25 g de
matériel végétal. Les filtrats obtenus sur papier filtre sont alors évaporés a l'aide d'un
rotavapeur. Les résidus obtenus sont conservés a 4°C avant la réalisation des tests

antibactériens.

e
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4.2.  Extraction par les solvants organiques (Debib ez al., 2013)
25g de chaque matériel végétal (écorce, graine : broyées de manicre a ce que la
surface de contact avec le solvant (Acétne 80% ou I’éther de pétrole) soit la plus grande
possible et donc le rendement d’extraction soit le meilleur possible sans que le temps
d’extraction soit trop long et jus «25 ml ») est d’abord macérée dans 250 ml d’éther de pétrole
et ’acétone 80% . Aprés 24 heures d’agitation mécanique a température ambiante, le
mélange est filtré et concentré au Rotavapeur a la température de 50°C pour 1’éther de pétrole

et 100°C pour ’acétone 80% afin d’obtenir I’extrait éther éthérique et I’extrait acétonique.

Matiére végétal Agitation pendant 24 h Filtration

Extrait obtenus Séparation par rotavapeur

Figure 06 : Schéma représente les étapes d’extraction des polyphénols.

Les rendements d’extraction ont été calculés selon la formule suivante :

Masse d’extrait obtenue
R = x 100
Masse des grenades analysées

27



Chapitre 2 : Matériel et méthodes

5. Isolement et identification des staphylococcus aureus :
5.1. Isolement
Nous avons regu des prélévements a type pertes vaginales, pus et urines qui ont été mise en
culture.
Pour ce fait deux milieux ont été utilisé :
- Milieu usuel : Gélose nutritive convient a la culture des bactéries peu exigeantes

- Milieu sélectif : milieu Chapman (voir annexe 03).

Apres ’isolement, les souches ont subi une série de repiquage pour s’assurer leur pureté,

nous avons adopté la méthode des quadrants.

» Technique (figure 07)

- Tracer sur le fond extérieur de la boite de pétri deux diameétres perpendiculaires
séparant la boite en quatre secteurs.

- Prélever a l'anse (stérile) la suspension bactérienne faite a partir d’une culture pure.

- Avec la main gauche maintenir entrouverte la boite et étaler le prélévement par stries
tres serrées dans une moitié de quadrant (quadrants 1 et 2)

- Flamber I'anse et laisser refroidir

- FEtaler a nouveau le prélévement par stries serrées dans la moitié correspondante aux
quadrants 2 et 3.

- Flamber l'anse et laisser refroidir.

- Répéter une derniere fois I'étalement en stries serrées dans la moitié¢ correspondante

aux quadrants 3 et 4

On a donc réalisé un isolement en quadrants dont la richesse en Bactéries diminue du
1° quadrant au 4°

TRt imarial

Figure 07 : Isolement des Souches par la méthode des quadrants
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5.2.
5.2.1.

Identification

Etat frais

» But : Cette méthode permet l'observation des bactéries vivantes et la détermination de leurs :

morphologies, de leurs modes de groupement, de leurs taille, de leur mobilité éventuelle et de

la quantité approximative des bactéries (Fauchere, 1997).

» Technique : Sur une lame propre stérile, on dépose a l'aide d'une pipette Pasteur une colonie

bactérienne et on ajoute une goutte d'eau physiologique. On recouvre la lame avec une

lamelle et on observe au microscope optique (G : X40, X 100).

5.2.2.

Coloration de Gram

» Principe

La coloration de Gram est la méthode de coloration différentielle la plus importante

pour le diagnostic bactériologique En effet lorsque les bactéries sont mises au contact du

violet de gentiane et ensuite soumises a 1’action du lugol, il se forme un complexe colorant

qui colore en violet tout le cytoplasme des bactéries. Cependant lorsque ces bactéries colorées

sont lavées a 1’alcool, seule la paroi des bactéries a Gram négatif, du fait de sa structure

particuliere (glucido-lipido-protéique) se laisse traversée par 1’alcool et entraine ainsi la

décoloration de celles-ci qui seront ultérieurement colorées par la Fuschine. Ces dernicres

seront appelées bactéries a Gram négatif (Avril, 1997).

» Technique

Ensuite

A T’aide d’une pipette Pasteur stérile, on préléve une colonie bien isolée pour faire
un étalement mince sur une lame porte- objet. Le frottis est fix¢ a la chaleur.

Puis il est entierement recouvert de violet de gentiane pendant 1 min On rince
ensuite a I’eau de robinet.

Le frottis est ensuite recouvert de lugol pendant 1 min, Puis on décolore a 1’alcool
(la décoloration est arrétée au moment ou 1’alcool n’entraine plus de colorant) On
lave rapidement a I’eau en vue d’arréter I’action de 1’alcool.

Le frottis est enfin recouvert de fuchsine pendant 20 s, puis lavé a I’eau et séché.

le frottis est examiné au microscope optique a 1’objectif 100 et a I’immersion
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5.2.3. Identification biochimiques

a) Recherche de la catalase :

» Principe : Certaines bactéries possedent une enzyme qui permet la décomposition de
I’eau oxygénée en eau en oxygene gazeux (Leyral, 1995) catalysant la réaction :

2H,0,———» 2H,0 + O,

» Technique : Sur une lame stérile, déposer une goutte d’eau oxygénée a laquelle on
ajoute une colonie bien isolée.

» Lecture : La présence de catalase se traduit par ’apparition plus au moins rapide de
bulles d’aire dus a la libération de 1’oxygéne par les bactéries catalase positive.

- Catalase négative : absence de bulles d’aire.

- Catalase positif : dégagement d’oxygene sous forme de gaz. (voire annexe 02)

b)Test Mannitol-mobilité

» Principe : Le mannitol est un produit de réduction de D-Mannose, sa dégaradation
conduit & la formation de fructose, dont 1’attaque aboutit a des acides a chaines
courtes qui acidifient le milieu entrainant le virage au jaune de 1’indicateur de pH.
L’aspect du milieu (semi-solide) permet de mettre en évidence le caractere
mobilité par ensemencement en piqure centrale, la mobilité¢ se traduit par un
trouble qui diffuse de part et d’autre de la piqure centrale dans le milieu
(Djeloauat, 1990)

» Technique : Le milieu utilisé est le mannitol-mobilité, semi solide au rouge de
phénol. L’ensemencement se fait par piqure centrale jusqu'au fond du tube.
L’incubation se fait a 37C pendant 24h a 48h.

» Lecture :

Lecture de la dégradation du mannitol :
v' Réaction positive : virage du milieu du rouge au jaune ; le mannitol est
fermenté. (voire annexe 02)
v" Réaction négative : le milieu reste inchangé.
Lecture de la mobilité :
v Mobile : trouble de toute la masse.

v" Immobile : culture le long de la piqure seulement.
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¢) Recherche de la coagulase
La coagulase libre ou staphylocoagulase est une enzyme capable de coaguler le
plasma oxalaté ou citraté. Sa recherche est considérée comme un critére d’identification de
S.aureus.

» Principe : On met en contact du plasma de lapin, incapable de se coaguler
seul, avec un peu de bouillon cceur cervelle ou a été cultivé le germe a étudier.
Si le fibrinogene, soluble dans le plasma, se transforme en fibrine solide, alors
un caillot se formera au fond du tube (Leyral, 1995).

» Techniques : on ajoute dans un tube sec 0.5ml d’une culture liquide de la
souche a testé a 0.5ml du plasma de lapin. deux autres tubes sont péparés, 1’un
contient du plasma seulement et I’autre du plasma et une souche S.aureus de
référence (ATCC 25923). le tube est maintenu a 37°C, observation apreés 3h
puis 24h pour voir si un caillot est formé.

» Lecture :

a. Sile plasma coagule (présence d’un caillot) — S.aureus. (Voire
annexe 02)

b. Sile plasma n’est pas coagulé —p espece autre que S.aureus.

Pour les tubes témoin : le tube contenant la souche de référence doit étre positif, et
’autre est négatif, si non le test est a refaire.
d) Recherche de la cuagulase par le test PASTOREX™ STAPH-PLUS
La coagulase li¢e est mise en évidence par le PASTOREX™ STAPH-PLUS, un test
rapide d’agglutination sur lame pour la détection simultanée du facteur d’affinité pour le
fibrinogeéne (clumbing factor). De la protéine A et des polysaccharides capsulaires de
Staphylococcus aureus.
» Principe :
Le réactif PASTORX™ STAPH-PLUS permet la recherche simultanée :
1. Du facteur d’affinit¢ pour le fibrinogéne, également appelé¢ coagulase liée ou
(clumping factor).
2. De la protéine A qui posséde une affinité pour le fragment cristallisable (Fc) des
immunoglobulines gamma (IgG).

3. Des polysaccharides capsulaires de Staphylococcus aureus.

g
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Ce réactif est constitué de particules de latex sensibilisées d’une part avec du
fibrinogéne et des IgG, et d’autre part avec des anticorps monoclonaux spécifiques des
polysaccharides capsulaires de Staphylococcus aureus.

» Technique : Les isolats de Staphylococcus aureus sont mélangés avec les
réactifs au latex sur une carte d’agglutination.

»  Lecture: Aprés avoir bien mélangé, Si on a la formation d’agglutinats indique
la présence de Staphylococcus aureus (Voire annexe 02). Si on n’a pas la
formation des agglutinats I’identification correspond a une autre espece autre

que S.aureus.

d) Recherche de nitrate réductase
» Principe : Ce test consiste a mettre en évidence la présence ou non des nitrites
dans le milieu de culture. S’ils sont présents, ils donnent une réaction colorée
rouge en présence d’acide sulfanilique et de naphtylamine. Ces réactifs portent
le nom de réactifs de GRIESS. En I’absence de nitrites, on va rechercher la
disparition des nitrates par addition de zinc : en effet le zinc réduit les nitrates en

nitrites. (Farineau et Morot-Gaudry, 2011)

Deux cas sont possibles :

a. Coloration rouge : les nitrates encore présents dans le milieu ont été réduits en
nitrites par le zinc et ont réagi avec les réactifs, la nitrate réductase est donc
négative.

b. Pas de coloration rouge : au contraire les nitrates du milieu ont été réduits
par les bactéries et I’addition de zinc ne peut produire de nitrites. La nitrate

réductase est donc positive jusqu’au stade azote.

» Technique
- Ensemencer un bouillon nitraté avec 2 gouttes de suspension bactérienne.
- Incubation pendant 24h a 37 °C.
- Ajouter 3 gouttes de chacun des réactifs NR 1 et 2.
Lecture :
-Le milieu devient rouge : présence de nitrites. Donc la bactérie posséde une nitrate

réductase. Résultat NR+ —» Staphylococcus aureus




Chapitre 2 : Matériel et méthodes

-Le milieu reste inchangé : on ajoute alors de la poudre de zinc qui joue le méme rdle
que la nitrate réductase vis a vis des nitrates.
v" Coloration rouge : on a donc eu transformation des nitrates en nitrites par le
zinc. La bactérie ne possédait pas cette enzyme. Résultat NR-
v’ Pas de coloration : les nitrates ont été transformés par la bactérie au dela des
nitrites. La bactérie possede cette enzyme. Résultat NR+ ——»  Staphylococcus

aureus (voire annexe 02)

5.3. Etudes de la sensibilité de S.aureus vis-a-vis des antibiotiques
Pour [D’antibiogramme standard nous avons test¢ la liste des  antibiotiques
recommandée pour I’étude de S.aureus. Ces tableaux fournis par le fascicule de
standardisation de I’antibiogramme a 1’échelle nationale (médecine humaine et vétérinaire)
selon les recommandations de ’OMS, 6°™ édition 2011 (AARN, 2008).
Ces antibiotiques sont indiqués dans le tableau (voire annexe 05). Antibiogramme se

fait sur gélose Mueller-Hinton, coulée en boite de pétri sur une épaisseur de 4mm.

» Inoculum

-A partir d’une culture pure de 18 a 24h sur milieu d’isolement approprié, racler a
I’aide d’une anse de platine quelques colonies bien isolées parfaitement identiques.

- Bien décharger 1’anse ou I’écouvillon dans 5 a 10 ml d’eau physiologie stérile a 0.9%.

- Bien homogénéiser la suspension bactérienne, son opacité¢ doit étre équivalente a
0.5 MF ou une DO de 0.08 2 0.10 lue a 625nm

- L’inoculum peut étre ajusté en ajoutant, soit de la culture s’il est trop faible, ou bien
de I’eau physiologique s’il est trop fort.

- L’ensemencement doit se faire dans les 15 min qui suivent la préparation de

I’inoculum.

> Ensemencement
- Tremper un €couvillon stérile dans la suspension bactérienne.
- L’essorer en le pressant fermement (en le tournant) sur la paroi interne du tube, afin
de le décharger au maximum.
- Frotter I’écouvillon sur la totalité¢ de la surface gélosée, séche, de haut en bas, en

stries serrées.
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- Répéter ’opération deux fois, en tournant la boite de 60° a chaque fois sans oublier
de faire pivoter 1’écouvillon sur lui-méme. Finir 1’ensemencement en passant
I’écouvillon sur la périphérie de la gélose.

- Dans le cas ou I’on ensemence plusieurs boites de Pétri, il faut recharger 1’écouvillon

a chaque fois.

> Application des disques d’antibiotiques
- Il est préférable de ne pas mettre plus de 6 disques d’antibiotiques sur une boite de
90mm de diametre. Les disques d’antibiotiques doivent étre espacés de 24mm, centre
a centre.
- Presser chaque disque d’antibiotique a I’aide de pinces bactériologique stériles pour

s’assurer de son application. Une fois appliqué, le disque ne doit pas étre déplacé.

» Incubation : 18 heures a 37°C.
» Lecture
- Mesurer avec précision, les diametres des zones d’inhibition a 1’aide d’un pied a
coulisse métallique, a I’extérieur de la boite fermée.
- Comparer les résultats obtenus aux valeurs critiques figurant dans les tables de

lectures fournis par ’OMS. (voire annexe 04)

5.4. Recherche de la resistance a I’oxacilline (Test de screening a I’oxacilline pour
S.aureus)

Pour I’antibiogramme de S.aureus, 1’oxacilline doit étre testée de fagon particuliere

pour majorer I’expression de la résistance, et ce ci par la technique de screening test réaliser

selon le fascicule standardisation de I’antibiogramme en médecine humaine a 1’echelle

nationale 5" édition 2008 (AARN, 2008)

» Préparation du milieu
Gélose Mueller-Hinton additionnée de 4% de NaCl et de 6ug/ml d’oxacilline. La
préparation de la solution d’oxacilline se fait de la manicre suivante:
- Diluer 6mg d’oxacilline (poudre injectable d’un flacon de 1g) dans 10ml d’eau
distillée stérile, puis faire une dilution au deuxiéme. Répartir la solution obtenue a

raison de deux ml par tube.

=
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- Mettre 2ml de cette solution dans une boite de 90mm de diamétre, ajouter 18ml de
gélose Mueller-Hinton hypersalée. Mélanger en faisant des mouvements rotatoires.

- laisser solidifier puis sécher.

» Inoculum

- A partir d’une culture pure de 18h sur milieu d’isolement, racler a 1’aide d’une ance de
platine quelques colonies bien isolées et parfaitement identiques.

- Décharger I’ance dans 5 a 10ml d’eau physiologique stérile a 0.9%.

- Bien homogénéiser la suspension bactérienne, son opacité doit étre équivalente a
0.5 MF ou une DO de 0.08 2 0.10 lue a 625nm

- L’inoculum peut étre ajusté en ajoutant, soit de la culture s’il est trop faible, ou bien
de I’eau physiologique s’il est trop fort.

- L’ensemencement doit se faire dans les 15 min qui suivent la préparation de

I’inoculum.

> Ensemencement : L’ensemencement se fait par spot, en appliquant verticalement sur la
gélose I’extrémité d’un écouvillon trempé dans la suspension bactérienne (ou ensemencer
un cadran entier).

> Résultats :
Présence de culture ——» MRSA.

Absence de culture — MSSA. (Voire annexe 04)

5.5. Sensibilité de S.aureus vis-a-vis des extraits en milieu solide

Afin d’évaluer I’activité antimicrobienne des extraits polyphénoliques, nous avons
utilisé la méthode de diffusion en milieu gélosé¢ (NCCLS, 2005)

Le principe de cette méthode est d’utiliser des disques de papier Whatmann de 9mm de
diametre. Les disques ont été¢ imprégnés par S0ul de la solution des extraits dissous dans le
DMSO (dimethylsulfoxide) pour les extraits organiques, et dans I’eau distillée stérile pour
I’extrait aqueux (un disque imbibé par le DMSO a ¢ét¢ employé en tant que contrdle négative).
Puis déposés a la surface d’un milieu écouvillonné par une suspension microbienne d’une

densité¢ optique de 0.5Mc Farlend. A la fin la durée d’incubation (18-24 heures pour les

&
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souches bactériennes et 48 h pour la levure a 37 °C), les diamétres des zones d’inhibition ont

été mesurés.

&



SLICTYIR ‘.-.-1..13'[.&!% NEKOLEA
LARIKATOIRT, CFNTRAL
LMITE DF M ROBIOLGGIE

EFICHE D RENSEIGN RMENTS

FOOHINE ; | J

DRI IR M a) ATIF -
L] rRFMIT W TE D HALE LN LE MAE

mom G ivmne [l P e
Proer ks Donnnces imeries, | | .

FITT | Exerne s | ! I'an.:e'.'rrl.u:l’:.’.r | | it E |

i -—I -_,_-. - ) - Fpre |
Hl'.ﬂpil.HJﬂE H . il d]l'.ﬂ' e e _.

Prafi=gin E_—--—- . 1 Servire [.:. fis
Py - I__ . .._'.I Z

T:eanmel ke : § . Hephal | |
Wite-s L ] Wilaya !

o PRELEVEMERTE .

Wz :_ . __, Mhrs - [ PO T—
: | ]

e ——n - o - Hoore e — o
atliveninl - | patlevoment ;| '

RSG5 L I 5 G LA 1S T

: IS . - e s e maaa ]
|
|
|
1 b
| — — | ]
S LAAUEREAST AT !
Trdilement AT R regil | QrLe | |
Mimn ok AT H

Crz e Chilun ! ' I

..... T LT ST S Y

H B Tuwl ]lulh!l:l:n'r sans fiche de remseipmements bics remplle sea H':I'h:
Signeture et canter i mxsdecin walant

Flele de renscirnements cliniques | bdpifal de Kaolea)-



Chapitre 3: Résultats et discussion

Ce chapitre présente tous les résultats obtenus au cours de notre recherche ainsi que leurs

interprétations et discussions.

1. Isolement et identification

Aprés une durée de 2 mois de travail, Au cours de laquelle, 10 souches de

Staphylococcus aureus ont été isolées et identifiées.

1.1. Aspect macroscopique de Staphylococcus aureus
L’isolement de Staphylococcs-aureus a été effectué sur gélose de Chapman c'est un
milieu sélectif pour S. aureus (fortes concentrations salines 75% de NaCl). Les colonies

apparaissent sous forme arrondies, bombées, lisses, pigmentés en jaune, opaque, dorées et

brillantes. Leur diameétre est de 1 a 3mm.

Staphylococcus

_-r'

Figure 08: Aspect macroscopique de S.aureus sur gélose Chapman (a) et sur gélose nutritive

(b)

1.2.  Aspect microscopique de Staphylococcus aureus

1.2.1. Etat frais

S.aureus se présente sous 1’aspect de cocci immobile.
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1.2.2. Coloration de Gram
L'observation microscopique de la coloration de Gram de S.aureus nous a permet de
distinguer des cocci en petit amas <<grappe de raisin >>, en diplocoques ou en trés courtes

chainettes (3 a 5 éléments), positivement colorés au Gram. (Coloration violet)

5 ?

-« -

N

e

Figure 09 : La coloration de Gram de Staphylococcus aureus (X100).

1.3. Identification biochimique
Apreés I’isolement et la purification des souches sur Chapman, I’identification

biochimique par une minigalerie classique nous a confirmé le genre et I’espéce S.aureus.

Tableau IV : Les résultats des tests biochimiques de Staphylococcus aureus.

Tests biochimique Aspect apreés incubation Interprétation

Mannitol/Mobilité coloration jaune Mannitol +

croissance seulement autour de la piqure | immobile

Catalase dégagement de bulles d’aires +

Recherche de coagulase (+) coagulation de plasma Coagulase +
Recherche nitrate (+) virage de couleur vers le rose ou nitrate reductase +
réductase reste transparente apres 1’addition de Zinc
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2. L’étude de la sensibilité vis-a-vis des antibiotiques

conformément aux recommandations de la société frangaise de microbiologie 2010 et le

L’interprétation de 1’antibiogramme (sensible, intermédiaire et résistante) a été faite

ministeére de la santé et de la population Algérienne (AARN , 2008).

Les résultats sont résumés dans le tableau ci-dessous :

Tableau V : Résultats de I’antibiogramme de Staphylococcus aureus a partir de différents

prélévements.
Diamétres d’inhibitions/résistance
P | OX | FOX OFX |GN | VA |DA |E | TE | SXT | RA FF | FA | PT
Uus |R|S S S S S S R|R [S S R |R |S
NI |R|R |R S S S S SIS |S S S [S |S
Pusl |R | S S S S S S SIS |S S S [S |S
Pus2 | R | S S S R |S S SIS |S S S [S |S
Pus3 | R |R | R R R |S S RIS |S S S |[R [S
Pus4 | R |[R | R R R |[S S SIS |S S S |[R [S
Pus5 | R |[R | R R R |[S S SIS |S S S [S |S
Pus6 | R | S S S R |[S S SIS |S S S [S |S
Pv2 |R|S S S S S S SIS |S S S |[S |S
Pvy |R|S S S S S S SIS |S S S |[S |S

R : Resistante, S : Sensible,
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L’antibiogramme des ces souches est suivie par un screening test pour but de détecter la
résistance de S.aureus a I’oxacilline.

Les résultats sont résumés dans le tableau ci-dessous :

Tableau VI : résultats de screening test.

uUs MSSA souche sensible a 1’oxacilline
N1 MRSA souche résistante a 1’oxacilline
Pusl MSSA souche sensible a 1’oxacilline
Pus2 MSSA souche sensible a 1’oxacilline
Pus3 MRSA souche résistante a 1’oxacilline
Pus4 MRSA souche résistante a 1’oxacilline
Pus5 MRSA souche résistante a 1’oxacilline
Pus6 MSSA souche sensible a 1’oxacilline
Pv2 MSSA souche sensible a 1’oxacilline
Pv3 MSSA souche sensible a 1’oxacilline

A partir de ces résultats nous remarquons qu’il ya 2 types de souches de S.aureus : les
souches sensibles a I’oxacilline (MSSA) et les souches résistantes a 1’oxacilline (MRSA).
Parmi les 10 souches isolés, 6 étaient sensibles a I’oxacilline et 4 étaient résistants a

I’oxacilline.
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En observant les résultats présentés dans la figure 10, nous remarquons que toutes les souches
sont résistants a la pénicilline G (Test de trefle) et sensibles a la vancomycine (VA),
Clindamycine  (DA), Trimethoprime/sulfamethoxazole (SXT), Rifampicine (RA),
Chloramphénicol (C), Pristinamycine (PT). Nos résultats corroborent avec ceux de Daurel et
Leclercq (2010) qui ont confirmé que la résistance de S aureus aux glycopéptides tels que la
vancomycine est rare ainsi que la teicoplanine.

Les autres antibiotiques : Kanamycine (K), Ofloxacine (OFX), Cefoxitine (FOX),
Gentamycine (GN), Oxacilline (OX), Erythromycine (E), Tetracycline (TE), Acide fusidique
(FA), Fosfomycine (FF) possédent une résistance variables selon 1’origine des souches dont

la résistance de ses souches est acquise.

120%
(7]
(]
£t 100% -
8
R7]
2
S 80% -
)]
(8]
b=}
Q  60% -
(7]
()]
T
(]
f‘!P 40% -
[=
)]
e
3 20% -
] LI
0% -
P OX FOX K OFX GN VA DA TE SXT RA
Antibiotique

Figure 10 : Fréquences des souches résistantes aux antibiotiques testés
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3. Extraction

Pour choisir un solvant tres efficace pour notre échantillon, et selon la recherche
bibliographique qui suggere que la méthode d'extraction doit permettre 1'extraction compléte
des composés d'intérét et doit éviter leur modification chimique (Turkmen et al., 2007),

Nous avons testé trois solvants a polarité différente : 1’éther de pétrole, I’acétone et
I’eau distillée.

3 parties de la grenade ont été utilisées : le jus, 1’écorce et le pépin.

La détermination des taux de rendement des différentes extractions effectuées nous a
permis de rapporter nos résultats de dosage au poids frais de trois parties du fruit de grenade.
Ces rendements sont exprimés en pourcentage de la matiére fraiche.

Il ressort de 1’analyse des résultats illustrés si dessous, que les meilleurs rendements
ont été obtenus par I’extrait acétonique ou on note un pourcentage élevé de 54.56% pour
I’écorce, 19.42% pour le pépin et 13.52% pour le jus suivit par I’extrait aqueux ou on note
aussi un pourcentage de 33.52% pour 1’écorce, 12.33% pour le pépin et 5.8% pour le jus.
Alors que I’extrait étherique se caractérise par le rendement le plus faible..

Ces résultats concordent avec ceux de (Ferhat, 2009) qui explique que le rendement
variable des extraits revient a la solubilité différentielle des différents composées phénoliques
dans les solvants et que cette solubilité est en fonction de leur degré de polymérisation,

I’interaction avec les autres constituants et le type de solvant utilisé¢ (Falleh ez al., 2008).

60 - 54,56

40 ~ 33,52

26,71 M Jus

42 H pepin
20 - 12,33 13,52 12,76
5,8 5

% du rendement
w
o
L

i écorce

E aqueux E acétonique EE

extrait

Figure 11: le rendement d’extraction des extrais phénoliques.
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4. La sensibilité des souches vis-a-vis des extraits

L’activité antimicrobienne s’est manifestée par I’apparition des zones d’inhibition
autour des disques imprégnés d’extrait étudie.
L’essai antibactérien a été réalisé par la méthode de diffusion sur gélose (NCCLS, 2005).

Pour ¢éliminer la présence d’un effet antibactérien éventuel des solvants utilisés dans
I’extraction (I’éther de pétrole et 1’acétone) sur la croissance normale de nos souches, nous
avons testé des disques imprégnés de 50ul de chaque solvant sur des boites ensemencé avec
nos souches. Les résultats de ces testes préliminaires nous ont confirmé 1’absence totale de
I’activité antibactérienne des solvants utilisés.

Comme cela a été rapporté dans la littérature, nous avons considéré qu’un extrait a une
action bactériostatique si son diameétre d’inhibition est supérieur a 12 mm (Sagdac, 2003).

Le diametre de la zone d’inhibition différe d’une souche a une autre et d’un extrait a un
autre (figure 12, 13 et 14). Il apparait que toutes les souches testées sont inhibées au moins
par I’'un des extraits, ce qui confirme le spectre large de ’activité antimicrobienne de ce fruit.

Selon nos résultats, les extraits préparés ont une activité trés variable, ils s’attaquent aux
souches testés avec une intensité différente selon la concentration et le type de I’extrait testé,

les souches testés et leur site de prélévements.

Les résultats obtenus sont représentées sous forme d’histogramme.
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4.1. Effet antibactérien des extraits du jus (pulpe)

L’effet inhibiteur des différents extraits du jus montre un pouvoir antibactérien sur tous les
souches étudiées avec des diametres varient de 12 mm a 20 mm dont la plus sensible est la
souche S.sureus isolée a partir de pus (Pusl) avec un diamétre de 20 mm et les souches les
moins sensibles sont les MRSA (N1, Pus3, Pus4, Pus5) due a I’acquisition des geénes de
résistance comme le mecA ou d’autre suite a I’utilisation abusive des antibiotiques.

L’extrait étherique a signaler I’effet le moins efficace par rapport aux autres extraits par

une moyenne de 10,7 mm.

B E Acétonique
B E aqueux

W EE

Zone d'inhibition en mm

us N1 pusl pus2 pus3 pus4d pus5 pus6 pv2 pv3

Souche

Figure 12: Diameétres des zones d’inhibition des 10 souches de S.aureus testées vis-a-vis des

extraits du jus.
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4.2. Effet antibactérien des extraits du pépin
Concernant 1’effet des différents extraits de pépin on remarque que cette partie de
grenade ne posséde aucun effet inhibiteur sur les souches testées puisque les diamétres de

I’inhibition sont inférieurs a 12mm.
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Figure 13 : Diamétres des zones d’inhibition des 10 souches de S.aureus testées vis-a-vis des

extraits du pépin.
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4.3.Effet antibactérien des extraits de la peau

D’aprées nos résultats obtenus de 1’aromatogramme on remarque que les diamétres des
zones d’inhibition varient entre 12mm a 29mm, qui indique un large intervalle d’inhibition
pour cette partie de la grenade. La valeur maximale a été¢ notée pour I’extrait acétonique et
aqueux avec des diameétres de 29 mm et de 28.5mm respectivement sur S.aureus d’origine
urinaire (US5).

L’extrait acétonique et aqueux de 1’écorce ont une action inhibitrice trés importantes
sur les 10 souches testés ou le diameétre varie de 20 mm a 29 mm. Par ailleurs, on remarque
que I’extrait étherique de 1’écorce n’a aucune action inhibitrice sur les 10 souches testées
avec un diamétre inferieur a 9 mm.

Nos résultats sont difficilement comparables avec ceux de la bibliographie étant donné que
les méthodes utilisées sont différentes, le choix du protocole d’extraction et plus

particuliérement celui du solvant est trés important.
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Figure 14: Diamétres des zones d’inhibition des 10 souches de S.aureus testées vis-a-vis des

extraits de ’écorce.
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Souche : Pv2

Souche : Pus 5

Figure 15 : quelques résultats de 1’effet antibactérien des extraits du fruit Punica grunatum

E



Chapitre 3: Résultats et discussion

Selon Rojas et al. 1992 et Marjorie , 1999, I’activité antibactérienne des extraits de
plantes est due aux différents agents chimiques présents dans ces extraits, y compris les
flavonoides et les triterpénoides ainsi que d’autres composés de nature phénolique ou groupes
hydroxyle libres, qui sont classifiés comme composés antibiotiques tres actifs .

La variation de la composition chimique explique donc les variations observées dans
I’activité antimicrobienne des extraits d’'une méme plante ou de plantes différentes.
L’efficacité optimale d’un extrait peut ne pas étre due a un constituant actif principal, mais a
I’action combinée (synergie) de différents composés a I’origine de cet extrait (Essawi et

Srour, 2000).

Nos résultats révelent des réponses variables en fonction des souches, de la
concentration, type de 1’extrait testé. Plusieurs classes de polyphénols telles que les acides
phénoliques, flavonoides et les tannins servent de mécanisme de défense des plantes contre
les micro-organismes, les insectes, et les herbivores pathogénes ( Falleh et al., 2008). Les
Polyphénols, tels que les tannins et les flavonoides comme 1’epigallocatéchine, la catéchine, la
myricétine, la quercétine, (Shan et al, 2007) et lutéoline (Askun et al, 2009) sont des
substances antibactériennes importantes.

La richesse du Punica grunatum en tannin (Gil et al. 2000 ) et selon (Cowan, 1999) a
suggérer que les propriétés antimicrobiennes des tanins pourrait étre liée a leur capacité a
inactiver [’adhérences microbiennes, la synthése de certains enzymes et protéines
membranaires de microorganismes par leur complexité avec les polysaccharides, leur capacité
de ce fixer a des substrats tels que les sels minéraux, vitamines et glucides ce qui les rende
indisponibles pour les micro-organismes ( Stern et al, 1996 ; Shahidi et Nacsk, 2004) et leur
capacité¢ a modifier la morphologie de micro-organismes..

D’autre part. Etant donné que les fractions de grenade contiennent un large éventail de
flavonoides en particulier les anthocyanes (Seeram et al, 2006) pourraient exercer des effets
antibactériens puisqu'ils sont des puissants inhibiteurs in vitro de ’ADN gyrase (Milane,
2004) par deux mécanismes (Dadi et al. 2009) :

e Elle se fixe sur ’ADN au niveau des sites d’insertion de 1’enzyme bloquant
ainsi son activité.

e Elle bloque le site de fixation de I’ATP se trouvant sur I’ADN gyrase.
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Dans les deux cas I’action des flavonoides se manifeste par le clivage de I’ADN
bactérien, désormais incapable de subir les modifications topologiques nécessaires a son bon
fonctionnement (Ulanowska et al., 2006).

Autre part, Le mécanisme de perturbation de la croissance est expliqué par 1’action des
composés phénoliques sur la membrane. Ces extraits vont entrainer une perte de perméabilité
s¢lective de la membrane cellulaire par changement des ces propriété physique.

D'un autre point de vue, Punica granatum montre que 1’écorce du fruit a une plus

grande activité microbienne que la pulpe et la graine (voir figure 13,14 et 15).

Ces résultats sont corrélatives avec 1’é¢tude réalisée par Surveswaran sur 133 plantes
médicinales indiens a partir de 64 familles qui suggere que la peau contienne une valeur trés
¢levés de tanins hydrolysables (punicalagine, punicalin et des acides gallagic) pourraient

exercer des effets antibactériennes plus forte par rapport a la graine (Ajaikumar et al., 2005).

A la lumiéres de tous ces résultats, Les différentes activités antibactériennes trouvées
peuvent étre attribuées aux plusieurs facteurs tels que les facteurs inhérents (variété,
conditions ambiantes, facteurs écologiques, variations saisonniéres), les méthodes d'extraction
(Moreira et al., 2005 ; Sagdic et Ozcan 2003 ; Celiktas et al., 2007a, Turkmen et al.,
2007), préparation de 1’extrait, solvant utilis¢, la sensibilité des bactéries (Loziene et al.,

2007), et finalement 1’organe de la plante utilis¢ (Natarajan et al., 2005).

Nos résultats préliminaires montrent que les extraits testés possédent une activité
antibactérienne in vitro. D’autres études approfondies et auraient pour objectifs de répondre
aux points suivants:

4+ Obtenir une vue globale sur I’activité antibactérienne des extraits testés in vivo et in
Vitro.

+ Isolement et caractérisation des composés actifs dans les différents extraits par des
méthodes plus spécifiques

4+ Evaluation d’autres effets biologiques in vitro comme in vivo des extraits bruts et de

leurs composés actifs en utilisant différentes techniques.

=
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Conclusion

Conclusion

Les plantes médicinales représentent une source inépuisable de substance et
composés naturels bioactifs, I’utilisation de ces derniers en phytothérapie a recu un grand

intérét dans la recherche biomédicale et devient aussi importante que la chimiothérapie.

Les extraits naturels issus des plantes contiennent une variét¢é de composés
phénoliques et des huiles essentielles auxquelles on attribue un pouvoir inhibiteur des

microorganismes et des capacités antioxydantes.

Dans ce travail, on a tenté de déterminer ’effet antibactérien des différents extraits du
fruit de Punica granatum plante largement utilisée en médecine traditionnelle a travers le

monde.

De point de vue phytochimique, nous avons réalisé une extraction générale dont le plus
grand rendement est observé avec les extraits polaires (eau et acétone) allant de 5.8 a 54,56%
par rapport aux extraits apolaires (éther de pétrole) qui montre une rentabilit¢é moins

importante allant de 3 a 26%.

L’évaluation de pouvoir antibactérien a révélé que les extraits phénoliques possédent un
pouvoir antibactérien sur la souche Staphylococcus aureus. Cet effet est bien marqué surtout

par I’extrait dérivé de 1’écorce.
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1. Généralités sur Punica granatum L.

Depuis des milliers d’années, le grenadier (Punica granatum), ses fruits ainsi que ses
graines, son écorce et ses fleurs, sont utilisés, au Moyen-Orient et en Asie, régions dont cet
arbuste est originaire, pour leurs propriétés médicinales. (Benzi, 1999).

D’abord disséminé par les nomades arabes, puis introduit en Chine au début du Iléme
siécle avant JC, le grenadier est importé a Rome par les Romains de retour des guerres
puniques, apres leur victoire sur les Carthaginois. Plus tard, le grenadier sera introduit dans la
péninsule ibérique, ou le nom de son fruit, la grenade, sera donné a 1’'une des plus grandes
villes d’Espagne (Wald, 2009).

Ce fruit est mentionn¢ dans le livre sacré du coran (Ajaikumar, 2005)

Utilisé, de fagon empirique, dans les médecines traditionnelles pour soigner les
maladies gastro-intestinales et les affections parasitaires, le grenadier fait son apparition dans
la pharmacopée francaise en 1818. Abandonné ensuite en raison de la toxicité de certains de
ses principes actifs, le grenadier fait 1’objet, depuis une dizaine d’années, d’un regain
d’intérét, tant sur un plan médical et pharmacologique que sur un plan cosmétologique (Wald,

2009).

1.1.  Répartition géographique

Le Grenadier Punica granatum L., vient sans doute de la Perse, mais il était déja cultivé
avant 1’époque historique pour la beauté de ses fleurs et pour ses fruits comestible. Naturalisé
sur les rivages de la méditerranée, il est cultivé en Europe méridionale, dans les oasis
algérienne et dans les régions arides de la Californie, de 1’Arizona et du Mexique
septentrional. C’est dans ces régions a la fois séches et chaudes qu’il fournit les meilleurs
fruits mais ceux-ci ne grossissent que si la saison humide coincide avec leur formation

(UNESCO, 1960).

1.2.  Classification de Punica granatum
Le grenadier (Punica granatum) a été décrit par Linné et introduit dans sa

classification en 1753 (Tableau 01).
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Cette classification a été révisée en 2003, donnant naissance a la classification
phylogénétique APGII, qui comporte 457 familles réparties dans 45 ordres. Au sein de cette
classification, la position du grenadier est représentée dans le tableau 01 (Spichiger et al.,
2004)

Il convient donc de retenir que dans cette nouvelle classification, la famille des
Punicacées n’existe plus. Le grenadier appartient alors a la famille des Lythracées, famille

comportant 30 genres et 600 especes (Spichiger et al., 2004).

Tableau I : Classification de Punica granatum (Spichiger et al., 2004)

Classification 1753 Classification 2003
Embranchement Spermaphytes Angiospermes
Sous-embranchement Angiospermes Dicotylédones vraies
Classe Magnoliopsida Rosidées
Ordre Mpyrtales Myrtales
Famille Punicaceae Lythraceae
Genre Punica Punica
Espéce Punica granatum Punica granatum

1.3.  Autres dénominations
1.4.1. Synonymes

L’espece Punica granatum est mieux connue sous le terme de grenadier.

Grenadier est synonyme de : Balaustier, Miouganier, Arosse, Granatier, Migranier,
Miougranié et Baloufié.

De méme, la fleur du grenadier est également appelée balauste (Planchon et Collin,
1875).

Aussi, le fruit du grenadier, porte quelquefois le nom de : Pomme vénitienne, Pomme
grenade et Pomme de Carthage.

Quant au mot malicorium, il désigne I’écorce du fruit du grenadier (Planchon et

Collin, 1875).

9
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1.4. 2. Les dénominations communes dans différentes langues
Selon les langues parlées dans chaque pays, le nom vernaculaire de Punica granatum
varie. Ainsi le nom de cet arbre sera :
°En arabe : o)
° En anglais : Pomegranate ou Pome Granate.
° En allemand : Granatapfelbaum, Granatbaum, Gemeine Granat, Balluster.
° En espagnol : Granado coltivado, Mangrano.
° En italien : Granato.

° En chinois : Ngan Che Lieou, Shi Liu (Verbois, 2009).

1.4. Description botanique de grenadier
Punica granatum est un petit arbre ou un arbuste pouvant atteindre 2 a 6 m de haut,
caducifoli¢ a branches nombreuses et minces, ascendantes, parfois érigées aux rameaux
souvent épineux. Les feuilles ont un pétiole trés court et sont entiéres, opposées, oblongues-
elliptiques (Godet, 1991).

Les fleurs rouge pourpre ou grenat, d’aspect froiss¢, portées par un courte pédoncule,
solitaires a l’aisselle des feuilles ou réunies par groupe de deux ou trois de sommet des
branches, s’ouvrent de mai a juillet (Garnier, 1961) , sont actinomorphes et hermaphrodites
(Courchet, 1897), la corolle comporte 5 — 7 pétales écarlates et abrite de nombreuses
¢tamines (Baum, 1988). Le fruit sphérique a oblong, brun rougeatre ou jaunatre, a un calice
¢pais. Des graines nombreuses, anguleuses, au tégument rouge, translucide et juteux, sont

renfermées dans deux séries de loges séparées par des parois minces.
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Figure 01 : Caractéristiques botaniques du grenadier
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1.5.  Valeur nutritionnelle

D¢ja au XIXeme siécle, le grenadier suscite un intérét chez les chercheurs qui, avec des
moyens trés rudimentaires, ont ainsi mis en évidence certains principes actifs de cet arbre, tel
que la pelletiérine. Grace aux relativement récents procédés d’analyse chimique, comme les
techniques de chromatographie, de résonance magnétique ou encore de spectrométrie de

masse, il a été possible d’identifier avec précision la composition des différents organes du

grenadier synthétisée dans le tableau 02 (Sepulveda ez al., 2010).

La grenade est une bonne source de fibres alimentaires et de folate et une tres

bonne source de vitamine C.

Tableau II : Valeurs nutritionnelles de la grenade, pour 100g de portion comestible

(USDA, 2002).

Grenade fraiche, pulpe et pépins

(valeur nutritive pour 100 g)

eau: 8l g

fibres: 1 g

valeur

énergétique : 74,2 kcal

valeur

énergétique : 315 kJ

protéines : 0,95 g

lipides : 0,3 g

glucides : 16,2 g

SucCres

simples : 16,2 g

Sels minéraux et oligo-¢léments

potassium : 259 mg

phosphore : 8 mg

calcium : 3 mg

magnésium : 3 mg

sodium : 3 mg

fer : 300 pg

zinc : 120 pg

cuivre : 70 pg

Vitamines

vitamine C : 11,4 mg

vitamine B1 : 30 pg

vitamine B2 : 30 pg

vitamine B3 : 300 ug

vitamine B5 : 590 ug

vitamine B6 : 200 pg

vitamine B9 : 6 ug

vitamine B12 : 0 pg

béta-caroteéne : 20 pg

rétinol : 0 pg

vitamine E : 0,55 mg

vitamine D : 0 pg

]
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1.6.  Propriétés thérapeutiques
La grenade renferme de nombreuses vertus: hémostatiques, anti-inflammatoire,
antivomitive, antidiarrhétique, antihémorragiques, antidysentériques, antirhumatismales,
emménagogues, antibactériennes, apéritive, échauffante, tonique et refroidissante, elle est I’'un
des fruits les plus appréciés en Inde tant par ses qualités alimentaires que pour ses capacités
curatives (Bernard, 2001).

Consommée en prévention, elle posséde des capacités anticancéreuses, ses propriétés
thérapeutiques freinant la croissance de certains cancers (prostate, sein). Tonicardiaque, elle
renforce 1’énergie du coeur, dissipe I’amertume, dissémine les douleurs et les regrets (Verbois,
2009).

Elle régénere les tissus, réduit la pression sanguine systolique et son action astringente
agit de facon excellente sur sphere intestinale, qu’elle revivifie. En méme temps que I’un des
meilleurs remedes contre le ténia, ou ver solitaire et capable, en décoction, sous forme de
tampons vaginaux, de maitriser des leucorrhées et autres affections vaginales (Verbois, 2009)

De ces graines on extrait une boisson appelée « sambu », utilisée dans les cures de
réjuvénation et de drainage interne, facilitant ainsi I’élimination des surcharges pondérales

générées par une désaffection relationnelle ou parentale (Wald, 2009).

1.7.  Toxicité du grenadier
L’¢écorce du grenadier, au XIXeéme si¢cle, souvent utilisée pour ses propriétés
antihelminthiques, semble montrer quelques effets secondaires non négligeables. Ainsi, apres
administration d’une décoction d’écorce de racine, il fut observé, chez plusieurs patients,
I’apparition de vertiges, d’étourdissements, d’une sorte d’ivresse, parfois des syncopes, et de

légers mouvements convulsifs. Cependant, ces accidents étant fugaces et ne laissant aucune

trace apres leur manifestation, ils furent tolérés par les médecins de 1’époque (Wald, 2009).
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2. Les polyphénols
2.1. Généralités

Le terme polyphénol est introduit en 1980. Il remplace le terme ancien de Tanin
végétal. De la lignée des grandes familles de molécules largement présentes dans le régne
végétal, on retrouve tout un panel de composés phénoliques allant de molécules simples
(acides phénoliques) a des molécules complexes (Tanins) (Martin et Andriantsitohaina,
2002).

Les polyphénols sont des métabolites secondaires présents chez toutes les plantes
vasculaires (Lebham, 2005).

Prés de 8000 composés naturels appartiennent a cette famille; ils ont en commun un
noyau benzénique portant au moins un groupement hydroxyl. Selon le nombre d’unités
phénoliques présents, on les classe en composés phénoliques simples et polyphénols. Par
abus, on les appelle indifféremment composés phénoliques ou polyphénols et comprennent
essentiellement les phénols simples, les acides phénoliques, les stilbénes, les flavonoides, les
tanins hydrolysables et condensés, les coumarines, les lignanes, les lignines et les xanthones.
(Donatien K, 2008).

Nous pouvons dire que les polyphénols sont des composés phénoliques hydrosolubles,
de poids moléculaire compris entre 500 et 3000 Dalton, et ayant, outre les propriétés
habituelles des phénols, la capacité de précipiter les alcaloides, la gélatine et autres protéines

(Dangles et al., 1992 ; Hagerman et al., 1998 ; Sarni-Manchado et Cheynier, 2006).

2.2.  Role des polyphénols

Les polyphénols sont des molécules indirectement essentielles a la vie des plantes
(d’ou la dénomination de métabolites secondaires). Par opposition aux métabolites primaires
qui alimentent les grandes voies du métabolisme basal, mais ils sont essentiels dans

I’interaction de la plante avec son environnement. (Zeghad, 2009).

Le r6le des composés phénoliques est maintenant reconnu dans différents aspects de la
vie de la plante et dans I’utilisation que fait ’homme des végétaux. Ils peuvent en effet

intervenir :

)
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e Dans certains aspects de la physiologie de la plante (lignification, régulation de la
croissance, interaction moléculaires avec certains microorganismes symbiotiques ou
parasites ...)

e Dans les interactions des plantes avec leur environnement biologiques et physiques
(relation avec les bactéries, les champignons, les insectes, résistance au UV), soit
directement dans la nature soit lors de la conservation aprés récolte de certains
végétaux.

e Dans les critetres de qualit¢ (couleur, astringence, amertume, qualités
nutritionnelles...) qui orientent les choix de ’homme dans sa consommation des
organes végétaux (fruits, légumes, tubercules...) et des produits qui en dérivent par
transformation.

e Dans les variations de certains caractéristiques des végétaux lors du traitement
technologiques (préparation des jus de fruits, des boissons, fermentées...) pendant
lesquels apparaissent fréquemment des brunissements enzymatiques qui modifient la
qualité du produits fini.

e Dans la protection de I’homme vis-a-vis de certaines maladies en raison de leur
interaction possible avec nombreuses enzymes et de leurs propriétés antioxydants.

(Machiex et al., 2005)

2.3.  Classification :
Il existe différentes classes de polyphénols sont classés selon le nombre d’atome de
carbone dans le squelette de base (Laraoui, 2007), les différents classes sont résumés dans la

figure 02 (Yvon Gervaise, 2004).
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Figure 02 : Classification des polyphénols (Yvon Gervaise, 2004)
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2.3.1. Acides phénoliques

Les acides phénoliques sont contenus dans un certains nombre de plantes agricoles et
médicinales (Psotova et al., 2003). Ils ont une fonction acide et plusieurs fonctions phénols.
Ils sont incolores et rares dans la nature. Ce sont les dérivés hydroxylés de 1’acide benzoique
et de I’acide cinnamique.

» Acides hydroxybenzoiques : sont trés communs aussi bien sous forme
libre que combinée a 1’état d’esters ou d’hétérosides. Ils sont formés d'un
squelette a sept atomes de carbones qui incluse plusieurs molécules et les
plus fréquentes sont : L'acide gallique, 1'acide vanillique, 1'acide syringique
et le p-hydroxybenzoique (Nagendran, 2006).

» Acides hydroxycinnamiques : ayant une structure de base en (C6-C3),
rarement présents a 1’état libre, ils existent le plus souvent sous forme
estérifiée ou sous forme de glycoside. (Sarni-Manchado et Cheynier,
2006), Les composés les plus fréquents sont 1’acide saticylique, 1’acide

caféique, I’acide p-coumarique et I’acide sinaptique (Newsletter, 2005).

2.3.2. Les coumarines

Le squelette de base des coumarines est constitu¢ de deux cycles accolés avec neuf
atomes de carbone (Ford et al., 2001), ces composés sont dérivés de 1’acide
hydroxycinnamique par cyclisation de la chaine latérale de celui-ci. A 1’état naturel, ils se
présentent a la fois sous forme hétérosidique et sous forme libre ; cette derniére constitue le
principe actifs de certains plantes. Néanmoins, certaines formes complexes telles que les
aflatoxines. (Sarni-Manchado et Cheynier, 2006)
2.3.3. Les flavonoides

Ce sont des composés phénoliques des végétaux constituent un groupe d’une extréme
diversité. Plusieurs milliers de molécules ont été identifiées a ce jour (Alan et Miller, 1996 ;
Rajnerayanama et al., 2001) . Ces flavonoides sont des pigments des végétaux largement
distribués, jouent un réle majeur dans la coloration des fleurs des fruits. (Ghestem et

al.,2001).

=
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Figure 03: Structure nucléaire des flavonoides (Sarni-Manchado, Cheynier, 2006)

Ces molécules ont un poids moléculaire faible consiste a 15 atomes de carbones
arrangés comme suit C6-C3-C6 sont composés de deux noyaux aromatiques A et B, liés par
un pont de 3 carbones souvent sous forme d’un hétérocycle. (Nagendram, 2006)

Les substitutions variées au sein d’hétérocycle C donnent les différents sous classes des
flavonoides :

» Flavonols: quercétine, myricétine, rutine, kaemopférol...

Flavones : apigénine, lutéoline...
Flavanones : eriodictyol, naringine, naringénine...

Isoflavones : génistéine, daidzéine...

YV V V VY

Anthocyanidines : alpha-tocophérol, malvidine, cyanidine, delphinidine,

pélargonidine,... (Sarni-Manchado, Cheynier, 2006).

2.3.4. Les tanins

Le mot tanin fait référence a un large groupe de composés (poly) phénoliques
naturellement produits par les plantes. Ces composés, solubles dans I’eau, se caractérisent par
leur faculté a se combiner aux protéines et a d’autres polymeéres organiques tels que des
glucides, des acides nucléiques, des stéroides et des alcaloides, pour former avec eux des
complexes stables. Ce sont des molécules assez volumineuses avec un poids moléculaire
généralement compris entre 500 et 3000 Da (Zhu et al.,1997 ; Makkar., 2003).

Du point de vue structural, les tanins constituent un groupe chimique hétérogene, avec
des structures moléculaires variées. En général, ils sont subdivisés en deux groupes distincts
en fonction du type de 1’acide phénolique et du type de liaisons qui déterminent la taille et la

réactivité chimique de la molécule (Khanbaba et Ree, 2001).
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v' Les tanins hydrolysables : Comme leur nom I’indique, ces substances
s’hydrolysent facilement en milieux acides et alcalins ou sous 1’action
d’enzymes (telle que la tannase), pour donner des glucides et des acides

phénoliques (Leinmiiller ef al.,1991).

v' Les tanins condensés : sont appelés proanthocyanidines parce que leur
oxydation en milieu alcool-acide entrailne la formation de pigments
anthocyanidiques tels que les cyanidines (2 partir de procyanidines) et les
delphinidines  (a partir de prodelphinidines). Les anthocyanidines sont
responsables de la coloration variée des fleurs, des feuilles et des fruits en
rose, rouge, mauve, violet et bleu. Leur présence dans les plantes est, de ce

fait, détectable a I’ceil nu (Leinmiiller et al., 1991 ; Hedqvist, 2004).

2.4.  Polyphénols de grenade

Parmi les substances végétales secondaires de la grenade, on trouve un taux tres élevé de
polyphénols glucoconjugués. Parmi les polyphénols de la grenade, on compte les acides
carbo-phénoliques (acide ellagique, acide gallique, acide caféique, acide chlorogénique), les
ellagitanines (comme la punicalagine) et des flavonoides (comme la catéchine, la quercétine,
le camphre, la lutéoline et d’anthocyanes) (Cerda et al., 2004 ; Cerda et al., 2005).

Ces molécules sont dotées de plusieurs activités biologiques :

2.4.1. Activité neuroprotectrices

Il est récemment apparu que les polyphénols de grenade développent une activité
antioxydante protectrice du systéme nerveux. Il a un potentiel prometteur dans le domaine de
la prévention des attaques d’apoplexie, du Parkinson, de I’ Alzheimer et de la sclérose (Loren

et al., 2005 )

2.4.2. Activité protectrice de ’estomac et du foie

Evidemment, d’autres organes peuvent aussi profiter de I’effet protecteur antioxydant
des polyphénols de grenade : ainsi, on a constaté de forts effets protecteurs antioxydants sur la
muqueuse de I’estomac contre les ravages de 1’alcool et de 1’acide acétylsalicylique

(Ajaikumar et al., 2005) ainsi que sur le foie (Kaur et al.2006). Ces effets peuvent protéger
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le foie contre les conséquences d’inflammations et de séquelles dues, entre autres, a 1’alcool

(par exemple : cancer et cirrhose).

2.4.3. Activité anti-inflammatoire

Les polyphénols de grenade permettent non seulement de lutter efficacement contre les
radicaux libres par le renforcement des systemes de protection du corps mais €galement
d’inhiber le processus inflammatoire. L’effet anti-inflammatoire du jus de grenade s’explique
notamment par leur action inhibitrice sur plusieurs facteurs responsables de I’inflammation.

(Khan et al., 2007 ; Syed et al., 2006).

2.4.4. Activité préventive des maladies cardiovasculaires
I a été démontré que les polyphénols de jus de grenade exercent des effets protecteurs
importants au niveau cardiovasculaire :
+ Diminution du risque d’infarctus (Sumner, 2005).
+ Diminution des facteurs d’athérosclérose (Aviram, 2004).
4+ Diminution de la pression artérielle (Aviram, 2004)

4+ Diminution de I’oxydation du cholestérol LDL et total (Aviram, 2004).

2.4.5. Activité préventive d’arthrite

Des ¢études pré-cliniques actuelles montrent que les polyphénols de grenade peuvent
combattre la dégénérescence inflammatoire du tissu cartilagineux en particulier en cas
d’arthrite rhumatoide (Salahuddin et al., 2005 ; Shukla et al., 2008).

Dans le cas d’arthrite rhumatoide, le tissu cartilagineux des articulations est
endommagé et détruit par des processus inflammatoires. On a démontré que les polyphénols
de jus de grenade lyophilisés inhibent la formation des protéines inflammatoires (Salahuddin
et al., 2005).

Les polyphénols freinent la formation des métalloprotéases qui sont en grande partie
co-responsables de la destruction du cartilage. Ces résultats pourraient signifier un gain de

mobilité et de qualité de vie pour les patients atteints d’arthrite (Salahuddin et al, 2005).

&
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2.4.6. Activité antidiabétique

Méme si le jus de grenade est naturellement constitu¢ d’une forte concentration de
glucides (65 gr de fructose pour 135 gr de jus, valeur 100 ml, soit une densité de 1,35), il a,
sur les diabétiques, un effet bénéfique vasoprotecteur et provoque une réduction du
cholestérol. Dans la grenade, les molécules de sucre naturel sont liées en grande partie a des
polyphénols antioxydants.

Rosenblat et al.,, 2006 ont démontré que le jus de grenade ne provoque pas
d’augmentation du taux de glycémie, du cholestérol, des lipides et des acides gras chez les
diabétiques, mais a un effet tout a fait positif sur leurs taux dans le sang tout en diminuant
nettement le stress oxydatif .

En outre, le métabolisme du cholestérol total semble étre favorablement influencé. 22
diabétiques souffrant de troubles du métabolisme des lipides et d’hypercholestérolémie ont bu
30 ml de concentré de jus grenade par jour (Esmaillzadeh et al., 2006). Apres 8 semaines on
a constaté une diminution notable du cholestérol LDL et du cholestérol total. Les triglycérides

et la fraction HDL n’ont pas été modifiés.

2.4.7. Activité anticancéreuse

Les cellules cancéreuses ont la capacité de redevenir des cellules saines par un processus
appelé différenciation. Les flavonoides peuvent induire cette différenciation avec une toxicité
plus faible que les rétinoides, ce qui les rend intéressant pour le traitement de la leucémie,
mais aussi des cancers du sein ou de la prostate (Kawaii, 2004)

Ainsi, les fractions riches en polyphénols de grenade ont une activité anti-proliférative,
anti-invasive, et pro-apoptose sur des cellules cancéreuses de sein et de prostate, les extraits
de jus fermenté et de peau de grenade étant plus efficaces (Kawaii, 2004)

Seeram et al. ont par ailleurs montré que les différents antioxydants du jus de grenade
agissent de manicre synergique puisque le jus de grenade a une activité antioxydante plus
¢levée qu’un extrait de tanins de grenade totaux seul, que la punicalagine seule et que 1’acide
ellagique seul. Ainsi le jus de grenade a la plus forte activité antiproliférative sur des lignées

cellulaires de cancer du colon (inhibition de 30 a 100%) (Seeram, 2005).

2.4.8. Activité cicatrisante
Comparé a un produit topique antibactérien du commerce, une préparation a base d’extrait

de peau de grenade (44% de composés phénoliques) a 5% permet une bonne cicatrisation,
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nettement visible par examen histopathologique des blessures des rats Wistar utilisés. Au bout
de 10 jours, les rats traités au gel a 1’extrait de peau de grenade sont guéris alors que 16 a 18
jours sont nécessaires a la cicatrisation des rats témoins. Les analyses par HPLC montrent que
les composants majoritaires de I’extrait sont la catéchine et 1’acide gallique, molécules qui

pourraient donc avoir un intérét dermatologique (Murphy, 2004).

3.9. Activité antivirale

Une étude récente (Haidiri et al., 2009) montre que les polyphénols de grenade ont
non seulement un effet anti-inflammatoire mais qu’ils tuent méme le virus de la grippe
Influenza-A et inhibent sa multiplication ; ils renforcent D’efficacité d’un traitement a
I’oseltamivir (Tamiflu®).

Les polyphénols de grenade ont aussi des effets antivirale intéressants contre les virus

HIV-1 (Neurath et al., 2004 et 2005).

3.  Genéralités sur Staphylococcus aureus

3.1. Historique

Les staphylocoques ont été découverts dans un pus par Pasteur en 1880. En 1883,
Ogston a crée le nom de « Staphylocoque » pour décrire ces grains (kokkos) groupés en amas
irréguliers a la facon d’une grappe de raisin (staphylos). En 1884, Rosenbach a obtenu des
cultures pures de ces bactéries.

Il a scind¢ le genre Staphylococcus en deux groupes selon que les colonies étaient

blanches ou dorées (Avril et al., 1992).

3.2. Caractéristiques générales

S. aureus est une bactérie Gram positive de 0,5 a 1,5 um de diamétre, asporulée, non
mobile, coagulase positive et elle est groupée en amas ou en paires (Hermier et al., 1992 ;
Kosikowski et Mistry, 1997). C'est une bactérie aéro-anaérobie facultative et chimio-
organotrophe qui a un métabolisme respiratoire et fermentatif (Kloos et Schleifer, 1986).

Les souches de S. aureus présentent des exigences nutritionnelles particuliéres. Elles ont
besoin d'une source organique d'azote (5 a 12 acides aminés) et de vitamines. Des études ont

montré que certaines souches de S. aureus ont besoin de différents acides aminés,
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particuliérement la cystine, l'aspartate et le glutamate. L'arginine, la valine, la leucine, la
glycine et la proline, sont eux aussi, importants pour les besoins nutritionnels de certaines
souches. Néanmoins, les besoins en acides aminés varient selon les souches (Taylor et

Holland, 1989 ; Kuroda et al., 2001).

3.3.Classification
D'aprés Euzeby en Bergey’s manuel 2002 et NCBI (National Center for
Biotechnology Information) taxonomie, la nouvelle classification des staphylocoques est la
suivante :
Reégne : Bacteria.
Domaine : Eubacteria.
Division : Firmicutes.
Classe : Bacilli.
Ordre : Bacillales.
Famille : Staphylococaceae.

Genre . Staphylococcus.

YV V. V V V V V V

Espéce : Staphylococcus aureus

3.4.Habitat
La bactérie est trés répandue chez I’homme et dans des nombreuses especes animales.
Chez I’homme, environ un tiers des sujets sont des porteurs sains qui hébergent la bactérie au

niveau des muqueuses (principalement les fosses nasales) et des zones cutanés humides

(périnée, aisselles) (Nauciel et Vildé, 2005)

3.5. Transmission

La transmission interhumaine s'opére généralement par contact direct (manuportage). Elle
peut aussi €tre indirecte par les vétements, la literie ou les aliments (Nauciel, 2001). On
observe aussi également une diffusion par voie aérienne chez des patients porteurs des

staphylocoques et attients une pathologie rhino-sinusienne (Davido, 2010).

3.6. Caractéres culturaux
S.aureus croit abondamment sur milieu gélose (colonies de 1 a 2 mm de diamétre) ;

certaines souches produisent un pigment jaune -orange mais cette production est irrégulicre.
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La culture est obtenue en 18 a 24 heures a 37 °C (culture possible de 10 a 45 °C) sur
milieux ordinaires. S.aureus posse en présence de fortes concentrations salines (milieu
sélectif de Chapman a 7.5 % de NaCl). Le pH optimal est de 7,0 4 7,5.

I existe des variants exigeants en facteurs de croissance: thiamine, acide

panthoténique... (Avril et al, 1992).

3.7. Facteurs de virulence
S.aureus a développe de nombreux facteurs de virulence lui permettant de résister aux

systemes de défenses (Assous et al., 1999) (Tableau III) :

1. Constituants de la paroi : La paroi est constituée par des substances enzymatiques
ou toxiques produits par Staphylococcus aureus  qui sont des facteurs de virulence. Le
peptidoglycane et les acides teichoiques induisent la production de cytokines impliquées dans
le choc infectieux. La protéine A, liée au peptidoglycane fixe le fragment Fc des
immunoglobulines G.

2. Enzymes : la coagulase libre est une exo-enzyme capable de coaguler le plasma
oxalaté ou citraté. Elle entoure le corps bactérien de fibrine, ce qui les protéege de la
phagocytose. La coagulase liée aux corps bactériens fixe le fibrinogéne et provoque son
agglutination. Elle entraine la formation d’emboles septiques.

3. Toxines : Parmi les nombreuses toxines produites par S.aureus, les staphylolysines
qui ont un effet cytotoxique mis en évidence sur les hématies. La leucocidine est cytotoxique
pour les granulocytes. Les toxines exofoliatrices, produites par certains souches ont un
tropisme cutané, elles provoquent un décollement intra-épidermique qui se manifeste par des
1ésions bulleuses.

Les entérotoxines se répartissent en sept types antigéniques, les entérotoxines A et B
sont plus souvent responsables des toxi-infections alimentaires, elles sont préformées dans les
aliments et thermostables.

La toxine du syndrome de choc toxique staphylococcique ou TSST-1 est un
superantigéne retrouvé chez plus de 90% des souches responsables de ce syndrome.

(Fauchére ef Avril, 2002)
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Tableau III : Facteurs de virulence de S.aurcus et leur role (Assous et al., 1999)

Facteurs Raéles
Leucocidine Provoque des dommages au niveau des leucocytes.
Catalase Diminue probablement 1’action destructrice des phagocytes.
Hémolysines Lyse les hématies ainsi que d’autre cellules.
B —lactamase Inactivent les pénicillines
Exofoliatine Provoque le décollement de la peau dans le syndrome de Lyell.
Enterotoxines Responsables d’intoxication alimentaires.
Coagulase Provoque la prise en masse du plasma.
Hyaluronidases Destruction des substances de base du tissu conjonctif.

3.8. Pouvoir pathogene
Les infections a S.aureus sont trés fréquentes et apparaissent sous des aspects

cliniques tres variés :

3.8.1. Les staphylococcies cutanés, sous cutanés et muqueuses

S.aureus peut étre a l’origine d’infections cutanées superficielles ou profondes.
L’infection superficielle se traduit par un impétigo, onyxis ou folliculite L’infection profonds
est représentées par des abces intrafolliculaires de toute la graine du poil appelés furoncles, ou
par des infections des canaux des glandes sudoripares appelées hidrosadénites. L’anthrax est
un conglomérat de furoncles et la staphylococcie maligne de la face en est une localisation
particuliérement grave.

On observe aussi des infections cutanées associes a la présence de cathéters ainsi que
des psoriasis ou des eczémas surinfectées par S.aureus, mais sans signes cliniques d’infection

(Avril et al., 1992 ; Fauchere et Avril , 2002).

3.8.2. Localisations viscérales a S.aureus
Elles surviennent soit isolément, soit dans le cadre d’une septicémie patente:
- Staphylococcies osseuses : ostéomy¢élite aigue
- Staphylococcies pleuropulmonaires : trés fréquents chez les enfants, rare chez

les adultes.
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- Staphylococcies urogénitales : les pyélonéphrites a staphylocoques sont assez
fréquentes.

- Staphylococcies neuroméningées : elles sont rares et dominées par les
méningites observées surtout en milieu neuro-chirugical.

- L’endocardite staphylococcique s’observe notamment chez les patients

porteurs de valves cardiaques artificielles. (Avril et al., 1992 ; Nauciel, 2005)

3.8.3. Septicimies a S.aureus
Les staphylococcémies sont causés et entretenues par un foyer infectieux primaire
compliqué de thrombophlébite; ce sont des infections fréquentes d’une gravité préoccupante.

L’¢évolution est émaillée de métastases septiques (Avril ef al., 1992 ; Pebret, 2003)

3.8.4. Toxi-infections

a) Alimentaires: Elles sont dues a I’ingestion d’entérotoxines (A et B),
préformées dans 1’aliment, résistant aux sucs digestifs et pour certaines a la
chaleur, entrainant des troubles d’apparition précoce (moins de 3h) avec
vomissement, diarrhée, déshydratation et absence de fievre. (Avril et al.,
1992)

b) Entérocolites aigues : Elles surviennent au décours d’une antibiothérapie et
sont dues a la prolifération de S.aureus antibiorésistant et producteur
d’entérotoxines (Avril et al., 1992).

c) Syndrome de choc toxique TSS: Il associe fievre, hypotension, rash
maculaire érythémateux suivi d’une desquamation scarlatiniforme et souvent
de diarrhée. Les hémocultures sont stériles. Il est li¢ a ’action de la toxine
staphylococcique, TSST-1 (Toxic shock Syndrome Toxin-1), ou, semble-t-il,
de certains sérotypes d’entérotoxines (Avril et al., 1992 ; Singleton, 2002)

3.9. Résistance aux antibiotiques
3.9.1. Staphylococcus aureus résistant a la méticilline ou MRSA

Dans le début des années 60, I’introduction de méticilline avait permis de résoudre un
des problémes thérapeutiques liés aux infections de souches de S.aureus productrice de

pénicillinases et multirésistantes. Cependant dés le milieu des années 70, les premicres
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souches résistants a la méticilline et aux aminoglycosides sont décrites en Australie et trés

rapidement dans le monde entier (Bryskier, 1999).

3.9.2. Mécanisme de résistance a la méticilline

Le mécanisme de résistance a la méticilline a commencé a avoir un début
d’explication quand la PLP2a a été mise en évidence en 1984. (Bryskier,1999)

La premicre cible des bétalactamines est la PLP (protéine liant la pénicilline), la
plupart des PLP sont une partie intégrante de la synthése terminale de peptidoglycane.
(Bryskier,1999)

Les souches de S.aureus résistantes a la méticilline ont acquis une PLP
supplémentaire, appelée PLP2a ou PLP2’ qui fixe les bétalactamines mais avec une faible
affinité ; les bétalactamines inhibent 1’activité des autres PLP, mais la présence de la PLP2a
est suffisante pour permettre la synthése d’une quantité suffisante de peptidoglycane modifié
qui permet la survie bactérienne. La qualité¢ de peptidoglycane produite est mauvaise, ce qui
explique que les souches SARM ne survivent qu’en milieu hospitalier et sont a 1’origine

d’épidémies d’infection nosocomiales (Bryskier, 1999).

% Autre mécanisme de résistance a la méticilline
- Par diminution de la synthése et/ou de I’affinité des PLP.
- Par hyper production de bétalactamase.
- Par production de méticillinase.
Ce sont des mécanismes beaucoup plus rares occasionnant des résistances de moindre niveau

(Decoster, 2008).

3.10. Traitement

Le choix de I’antibiothérapie sera guidé par I’antibiogramme et le contexte clinique.
Les souches communautaires sont généralement résistantes aux pénicillines G et A, mais
sensibles aux pénicillines M (et aux céphalosporines). Elles sont souvent sensibles aux
macrolides, aux synergistine, aux fluoroquinolones (Nauciel et Vildé, 2005).
Selon les données du Réseau national de surveillance de la résistance aux (Antibiotiques

(AARN) 2005-2006, S aureus résistantes a la méticilline :

=
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o MRSA :43.9% données retenues de 14 labo sur 24.

® S.aureus résistant a I’oxacilline dans un milieu hospitalier : 38,7% (2002) a 56,7%

(2006).
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Annexe

Matériel non biologique

1) Appareillage et verrerie :

[e]

[e]

Blouse de laboratoire.
Liquide désinfectant
Fiche de renseignements
Seringues en plastique
Gants jetables

La gaze, Ciseaux

Annexe 01

Conteneur pour ¢limination des déchets

Etiquettes, Marqueurs, Registres

Reégles graduée ou pied a coulisse

Portoir

Poire

Boite de pétri
Ecouvillons stériles
Anse de platine
Pinces métalliques
Bec bensen

Lames et lamelles
Pipettes pasteurs stériles
Microscope optique
Agitateur
Baromanitique
Etuve a 45 °C
Réfrigérateur a 4°C
Densitometre.
Etuve a 37°C
Entonnoir

Bicher

Ballon

Papier filtre
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[e]

Spatule

Rotavapeur

Centrifuge

Papier aluminium

Balance.

Papiers whatmann de 9mm.

Bain-marie.

2) Réactifs, solutions et solvants :

o

o

[e]

o

o

Eau physiologique stérile a 0.9%
Eau distillée stérile

Eau de javel

Eau oxygénée

Alcool a 95%

Huile 4 immersion

Antiseptique

Réactifs de GRIESS NR1 et NR2.
Poudre de Zinc.

Acétone.

Ethér de pétrole

violet de gentiane

Lugol.

La fuschine

3) Milieux de culture, milieux d’identification:

[e]

G¢élose nutritive.
Gélose Chapman.

Gélose Muller-Hinton.

Gélose Mueller-Hinton additionnée de 4% de NaCl.

Milieu mannitol-mobilité.

Bouillon nitraté.
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Annexe 02:

Résultats de I’identification de S.aureus

Figure A : Test de catalase Figure B : Test par Mannitol mobilité

Figure C : Recherche de la coagulase libre Figure D : Recherche de nitrate réductase
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04/01/2007

Figure E : Test de recherche de la coagulase par les anticorps monoclonaux Pastorex Staph-
plus.
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Annexe 03

Composition des principaux milieux de culture utilisés en g/l d’eau distillée.

°  Gélose Nutritive (GN):

Composition Figure
815 0110 1 L Sg 2 =y
-extrait de viande ................... 3g o
—gélatine..............oeeiiiiiinnnn. 13¢g
pH=6.8
(Delarras, 2007) e . -

°  Gélose Muller-Hinton (MH) :

Composition Figure
-infusion de viande de beeuf .....300g
-hydrolysat de caséine............ 17.5g :
-amidon............oooeiiiinnl. 1.5¢ [ i
~geloSe. .., 10g

pH=74

( Poly, 2007)
o o

o

Gélose Chapman :

Composition Figure
-Extrait de viande de beeuf........... g
-Chlorure de sodium................. 75g
-Peptone...........oooeiiiiii 10g
-Mannitol..................oeeinn 10g
-Rouge de phénol................. 0.025¢g
-GEloSe. ..o 15¢
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Composition de principaux milieux d’identification utilisés par 1litre d’eau
distillée.

o

Milieu Mannitol-mobilité :

Composition Figure

o

Bouillon nitraté :

Composition Figure

-Infusion cceur-cervelle............ 250¢g
- Nitrate de sodium................. 10,0 g

pH=72
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Annexe 04

Figure F: Quelques résultats de I’antibiogramme

21,/05,2013

Figure G : Résultats de test de trefle
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Figure H : Résultats de screening test
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Annexe 05

Tableau VII : Liste des antibiotiques (ordre alphabétique des noms)

Antibiotiques (nom commun) Sigle | Classe

Acide fucidique FA stérol

Céfoxitine FOX | céphalosporine 2er gén
Chloramphénicol C phénicolés
Clindamycine DA macrolides
Erythromycine E macrolides
Gentamicine GN aminosides
Kanamycine K aminosides

Oflaxacine OFX | quinolones 2éme gén
Oxacilline OoX pénicilline M

Pénicilline G P pénicilline G
Pristamycine PT macrolides-streptogramines
Rifampicine RA divers

Tétracycline TE Tétracyclines
Triméthoprime +sulfaméthox SXT | sulfamides
Vancomycine VA Glycopeptides

Tableau VIII : Concentrations et diamétres critiques pour Staphylococcus spp

Table de lecture 4 : Valeurs critigues des diamétres des zones d'inhibition et des CMI pour Staphylococcus spp.

charge | Diametres critiques (mm) | CMIGritiques (uoini)
Antiblotiques testds des Commantalras
asques | R i 5 R |1 5
Lo testde Ja Backmass confme ks cas douleus (vok « Tests
Peniciling compK mEnERes » )
W || [ feR 072 torpratation valable potr tutes s paniclines Inactivees e les, B-
BCEMAEEES (AmpICIINe, WATCINNe, piperaciing, )
ouaclliing (5. aureLs) T | 0| m-12] 13 4 2 [Teskr b disgue de cAfoing 30 13 pour dEckr I8 résistance A  mtkiing
7 ; do S.&ureusat des staphylocogques 3 coaguiass nagathe.
onaching (5. gawrensis) | g | - [ e | e
\Shutnmay.| i 4 2 |Encas de resulat nermediare ou de discordance ente ks disques
Cafoxltine (3. aureus 0 1ig P 2 s 4 |doacilin et da caruling, Sa rEISeF AU chapllra « Tasts CompIMentales .
e 5. ugaunensis) Lardslstance & la cabxitng iata fonacling Signifie la ieektance A touta 1a
owachie SCH.saut |y || L | L s [uw’| o [ SR oo,
5. higckinensts) : :
Cafanting (5.C.H sl
5. lugetinensis g | A | = x| W
Gentamicine Wi [ | 8 | || Rt e SRS RS
Kanarmycing g 13 | 14-17 18 G4 32 1a Pour S.aureds, ks souchesresklanes a la Kanamycine dohent alre
Interprelees « R » & Famikacine quaique solt i damera autow da
Amikacine wpg | M |i5-16 | 17 64 | 32 15 |lamikacie®.
DeECler | resitance Induztibe 2n plagant i disque derpthromycing & cold
: E ; dudkque de clindamycing. En présence dune Image d antigonime,
Erdta ey g | 13 M- 2 8 | M| 05 |rpondre . Résikance A ertiromycis elclindamycie »
Clindamycine 20 4 | 15-20 #1 4 | 12| as

(BIBU L3124 13 3L BN & U3 Palu] & (e U0 HE U 3[R U2 | B Su e o K Iue | & p us i esip e pui

LLOT U PR et



Tableau IX : Concentrations et diamétres critiques pour Staphylococcus spp

Tabbe e beckure 30 Valour: crrbguies da ls odlonrire pour s delection das souches de ouches de Regiylocoorus spp. of aunsus

maticllling rdslsrances - Tn medadne sdodrinzia-
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Tableau X: Concentrations et diamétres critiques pour Staphylococcus spp
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Tableau XI : Rendement des extraits

Annexe 06

Extrait Rendement en %
Jus Ethérique 12.76
Acétonnique 13.52
Aqueux 5.8
Pépin Ethérique 26.71
Acétonique 19.42
Aqueux 12.33
Peau Ethérique 4.2
Acétonique 54.56
Aqueux 33.52

Tableau XII : Diamétre des zones d’inhibition vis-a-vis les extraits testés (en mm)

Peau Pépin jus
Acét Aq EP Acét Aq EP Acét Aq EP
UsS 29 28.5 9 12.5 9 9 17.5 15 9
N1 18 20 9 9 9 9 10 9 9
Pusl 26 23 9 129 9 9 20 13 12
Pus2 20 15 9 9 9 9 13 10.25 12.5
Pus3 23 18 9 9 9 9 10.5 9 11
Pus4 23 18 9 9 9 9 14 11 11.5
Pus5 24 20 9 9 9 9 13.5 9 11
Pus6 25 235 9 9 9 9 12 11 12.5
Pv2 21 16 9 9 9 9 16.5 11.5 9.5
Pv3 21 22 9 9 10 9 13 12 9




Glossaire

Arthrite rhumatoide : une inflammation de plusieurs articulations a la fois, qui enflent,

deviennent douloureuses et sont limitées dans leur amplitude de mouvement.

Athérosclérose : est une association variable de remaniements de 1'intima des artéres de gros
et moyen calibre consistant en une accumulation locale de lipides, de glucides complexes, de
sang et de produits sanguins, de tissu fibreux et de dépot calcaires ; le tout s'accompagnant de

modifications de la media.
Endocardite : inflammation de 1’endocarde, d’origine infectieuse ou rhumatismale.
Entérocolites : inflammation simultanée des muqueuses 1’intestin gréle et du colon.

Furoncle : infection aigue des follicules pileux sébacés. Un furoncle est une folliculite due a

une infection par un staphylocoque doré.

Impétigo : infections bactériennes et contagieuses de la peau, fréquente chez 1’enfant,

caractérisées par des pustules puis croutes épaisse, couleur miel.

Ostéomyélite : inflammation de 1’os et la moelle osseuse.

Panaris : infection aigue des doigts de la main ou plus rarement d’un orteil.
Pelletiérine : Alcaloide vermifuge contenu dans la racine et la peau de grenadier

Pétiole : la picce végétale qui relie le limbe de la feuille a la tige, partie rétrécie de la feuille,

qui lui sert de support.
Rétinoides sont des dérivés de la vitamine A.

Syndrome de Lyell : Est une maladie de peau (dermatose) grave, qui débute brutalement par
l'apparition sur l'ensemble du corps, de plaques de coloration rouge (placards érythémateux),
et sur lesquelles apparaissent trés rapidement, des bulles suivies d'un décollement de

I'ensemble de I'épiderme (partie superficielle de la peau) et du derme (partie moyenne).

Thrombophlébite : inflammation d’une vienne associée a une thrombose.
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