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Résumé

Pseudomonas aeruginosa est une bactérie pathogéne opportuniste impliquée dans des
graves infections nosocomiales difficiles a traiter, en raison de sa multirésistance, ainsi & sa
capacité de former un biofilm qui fournit a cette bactérie un environnement dense qui la protége

contre les antibiotiques et le systéme immunitaire de 1’hote.

Dans cette ¢tude nous nous sommes intéressés a 1’é¢tude de 1’effet des huiles essentielles
d’Ammi visnaga contre la formation de biofilm a Pseudomonas aeruginosa pour but de lutter

contre la formation de ce dernier.

Ce travail est une synthése bibliographique rassemblant les résultats de certaines études

réalisées sur les huiles essentielle d’Ammi visnaga.

Suivant les résultats enregistrés dans des travaux antérieurs, on remarque que les huiles
essentielles d’Ammi visnaga montrent une activité antibactérienne contre les isolats de P.
aeruginosa testés, avec des diametres des zones d’inhibition situés entre 8 a 14,5mm enregistrés

par la méthode de diffusion en milieu gélosé Mueller-Hinton.

La détermination de la Concentration Minimale Inhibitrice (CMI) donne des valeurs situées

entre 6,25 mg/ml et 12,5 mg/ml.

Pour I’effet des huiles essentielles d’Ammi visnaga contre la formation de biofilm a
Pseudomonas aeruginosa, on a remarqué I’absence de résultats par contre 1’effet des extraits
phénoliques de cette plante montrent une bonne activité inhibitrice sur la quantité des biofilms

adhérés sur les surfaces testées

Mots clés : Pseudomonas aeruginosa, Ammi visnaga, biofilm, huiles essentielles. CMI, CMB,
Activité antibactérienne, Activité antibiofilm



Abstract

Pseudomonas aeruginosa is an opportunistic pathogenic bacterium implicated in serious
nosocomial infections that are difficult to treat, due to its multi-resistance, as well as its ability to
form a biofilm, which provides this bacterium with a dense environment that protects it against

antibiotics and the immune system of the host.

We were interested in the study of the effect of the essential oils of Ammi visnaga against
the formation of biofilm to Pseudomonas aeruginosa aims to fight against the formation of the

latter.

This work is a bibliographical synthesis bringing together the results of certain studies

carried out on the essential oils of Ammi visnaga.

According to the results recorded by previous works, it noted that the essential oils of Ammi
visnaga show antibacterial activity against the isolates of P. aeruginosa tested, with diameters of
the zones of inhibition located between 8 to 14.5mm recorded by Mueller-Hinton agar diffusion

method.

The determination of the Minimum Inhibitory Concentration (MIC) gives values between
6.25 mg/ml and 12.5 mg/ml (Haloui et al., 2015).

For the effect of essential oils of Ammi visnaga against the formation of biofilm with
Pseudomonas aeruginosa, we noticed the absence of results on the other hand the effect of the
phenolic extracts of this plant show a good inhibitory activity on the quantity of biofilm adhered

on surfaces tested.

Key words: Pseudomonas aeruginosa, Ammi visnaga, biofilm, essential oils. CMI, CMB,

antibacterial activity, antibiofilm activity.
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Introduction

Introduction

Pseudomonas aeruginosa est une bactérie a coloration de Gram négative omniprésente
trouvée dans de nombreux environnements. P. aeruginosa a été isolée pour la premiére fois en
1882 par Gessard. C’est en 1862 que Luke a mis en ceuvre I’implication de P. aeruginosa dans
des infections chez I’homme. Il a observé des particules de forme circulaire dans un pus de
coloration bleu-vert. La méme coloration a été observée par Sedillot. C’est le pigment
pyocyanique (la pyocyanine) produit par P. aeruginosa qui est a I’origine de cette coloration.
La pyocyanine est diffusible dans le milieu extracellulaire, d’ou le nom du bacille pyocyanique

(Hichem et al., 2012).

En 2017, P. aeruginosa a été reconnue comme l'une des bactéries les plus mortelles et
répertoriée comme agent pathogéne prioritaire pour la recherche et le développement de
nouveaux antibiotiques par I'Organisation Mondiale de la Sant¢ (OMS). Les agents
antimicrobiens courants comme les antibiotiques présentent souvent une efficacité limitée en
raison de I'adaptabilité et de la résistance intrinseque élevée aux antibiotiques de P. aeruginosa,

augmentant ainsi la mortalité (Pang et al., 2019).

De plus, le traitement de ces infections est également entravé par la capacité de P.
aeruginosa a former des biofilms qui les protegent des stress environnementaux environnants,
empéchent la phagocytose et conférent ainsi une capacité de colonisation et de persistance a
long terme (Moradali et al., 2017). Une telle capacité est favorisée par des communications
efficaces de cellule a cellule au sein des communautés microbiennes de P. aeruginosa, connues
sous le nom de détection de quorum sensing. En conséquence, des biofilms hautement
structurés peuvent se former, ce qui est souvent identifié chez les patients atteints d'infections
chroniques, telles que I'infection pulmonaire chronique, l'infection chronique des plaies et la
rhinosinusite chronique (Romling et al., 2004). 1l a été estimé que les biofilms ont une incidence
importante sur plus de 90 % des infections chroniques des plaies, entrainant une mauvaise
cicatrisation des plaies. Il est donc important de diagnostiquer les infections a P. aeruginosa a
un stade précoce avant le développement du biofilm qui pourrait augmenter la résistance de P.
aeruginosa vers les traitements antimicrobiens. Cependant, I'incidence croissante des infections
et persistantes dans le monde souligne également la nécessité de développer des stratégies
thérapeutiques comme alternative aux antibiotiques traditionnels, censées désarmer et éradiquer

cette bactérie a coloration de Gram négative.




Introduction

En effet ’'usage des plantes médicinales peut apporter directement des réponses a
certains problémes de santé. Les plantes médicinales ont été utilisées dans la médecine
traditionnelle depuis longtemps. Actuellement, la recherche sur les plantes médicinales a permis

de découvrir de nouveaux médicaments contre diverses maladies (Derwich et al., 2010).

Les huiles essentielles, également appelées huiles odoriférantes volatiles, sont des
liquides huileux aromatiques extraits de différentes parties de plantes ; les feuilles, les écorces,
les fleurs, les bourgeons, les graines, etc. (Tongnuanchan et Benjakul, 2014). Il existe au moins
150 types d'huiles essentielles commercialisées sur le marché international (Kusuma et Mahfud,
2017).

Ammi visnaga est une plante vivace largement répandue dans la surface mediterranée
(Khalfallah et al., 2011). Cette plante a montré de nombreux effets antimicrobiens et
antifongiques (Semyari et al., 2011) grace a son huile essentiel et sa composition
phytochimique telle que des furanochromones dont la khelline et la visnagine ainsi que des

pyranocoumarines dont la visnadine (Dirar et al., 2014 ; Hashim et al., 2014 ).

L'objectif principal de cette étude est d’examiner 1’effet des huiles essentielles d’Ammi
visnaga contre la formation du biofilm chez Pseudomonas aeruginosa pour but lutter contre sa
multirésistance vis a vis les agents antimicrobiens et le systéme immunitaire due a la formation

de cette communaute bactérienne (Biofilm).

Ce travail est une synthese bibliographique rassemblant les résultats de certaines études

réalisées sur les huiles essentielle d’Ammi visnaga.
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Chapitre | Géneéralités sur Pseudomonas aeruginosa

I. Pseudomonas aeruginosa

I.1. Description

Pseudomonas aeruginosa a été découverte en 1882 par Carle Gessard, un pharmacien
des armées et bactériologiste francais. Une expeérience sur les colorations bleues et vertes du
pus laisseé sur les bandages recouvrant les plaies des soldats lui a fait identifier un pigment
soluble dans I’cau et fluorescent lorsqu’il est exposé a la lumiére ultraviolette. Son étude
I’ameéne isoler la bactérie a conclure sur la nature pathogene de P. aeruginosa et a classifier la
souche (Gessard, 1984).

P. aeruginosa est une bactérie de la famille des Pseudomonadaceae. Elle est aussi
appelée bacille pyocyanique en raison de sa forme allongée et de la production de pigments

bleus et verts par la bactérie : la pyocyanine et la pyoverdine.

P. aeruginosa est un bacille a Gram négatif (figure 1) strictement aérobie non sporulée,
trés mobile et omniprésente dans I’environnement. Cette espece, autrefois sensible a la quasi-
totalité des antibiotiques est aujourd’hui responsable d’infections survenant par épidémies et
impliquant des souches de plus en plus résistantes. La séquence compléte de son génome a
permis de rationaliser cette observation car 0.3 % des génes sont directement impliqués dans
les mécanismes de résistance (Stover et al., 2000). Elle est aussi capable d’acquérir des grands
¢léments mobiles provenant d’autres bactéries (intégrons) codant pour des mécanismes de

résistance (Woods, 2004 ; Kipnis et Sawa, 2006).

P. aeruginosa peut présenter trois morphotypes différents (Sharon et al., 1990), des
colonies rugueuses, larges et Iégerement bombées (souche parentale) (Sharon et al., 1995). Des
petites colonies rugueuses appelées « Small Colony Variant » (SCV) présentant un
comportement autoagrégatif (Rudiger et al., 2000 ; Haussler et al., 2003). Les colonies «<SCV»
et « mucoides » sont associées a un état de biofilm, mais P. aeruginosa peut egalement exister

sous forme planctonique présentant une mobilité par le biais d’un flagelle polaire unique.
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Figure 1 : Observation de Pseudomonas aeruginosa au microscope électronique
(Dennis et al., 2007).

1.2. Apport génomique chez Pseudomas aeruginosa

Le génome de P. aeruginosa est I’'un des plus grands génomes bactériens identifiés.
Selon les souches, sa taille varie de 5,2 a 7,1 Mb et contient environ 5500 ORF (Open Reading
Frame). 8,4 % de son génome est constitué de génes impliqués dans la régulation, ceci confére
a cette bactérie de considérables facultés d’adaptation et la possibilité de coloniser un grand
nombre de niches environnementales (Croft et al., 2000 ; Stover et al., 2000 ; Lee et al., 2006).
Cette variation s’explique par la perte ou le gain de matériel génétique par transferts horizontaux

(Rémling et al., 1997).

Une étude comparative entre les génomes des différentes souches a mis en évidence un
squelette commun trés conservé et une partie variable qui représentent 90% et 10% du génome
respectivement (Spencer et al., 2003). Cette variation résulte de 1’acquisition de plasmides, de
transposons, de bactériophages et d’autres régions instables appelées ilot génomiques. Les 1lots
génomiques, par 1’acquisition de nouveaux mécanismes, sont un moyen pour la bactérie de
s’adapter rapidement face a la pression de sélection. Parmi les Tlots génomiques, les régions
spécialisees qui codent pour des facteurs de virulence sont nommes Tlots de pathogénicité. Par
exemple, dans la souche PA14, il a été identifié deux Tlots de pathogénicité : PAPI-1 et PAPI-
2 (He et al., 2004). L’1lot PAPI-2 code pour I’exotoxine ExoU sécrétée par le systéme de
sécretion de type Ill. Cette phospholipase dégrade les phospholipides de la membrane

épithéliale ce qui conduit a la destruction des cellules et a des infections aiglies (Finck-
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Barbancon et al., 1997). lls expliquent les différences de virulence observées en fonction des

souches.

1.3. Classification

Le genre Pseudomonas regroupe 7 espéces : P. aeruginosa, P. chlororaphis, P.

fluorescens, P. pertucinogena, P. putida, P. stutzeri et P. syringae.

P. aeruginosa est I’espece type du genre Pseudomonas. Sa taxinomie est présentée dans

le tableau suivant :

Tableau 1 : Taxonomie de Pseudomonas aeruginosa (Chaker, 2012).

Régne Bacteria
Embrenchement Prokaryota

Division Proteobacteria

Classe Gammaproteobacteria
Ordre Pseudomonadales
Famille Pseudomonadaceae
Genre Pseudomonas

Espéce Pseudomonas aeruginosa

I.4. Habitat et pouvoir pathogéne

La bactérie P. aeruginosa est omniprésente dans 1’environnement, on la trouve dans de
trés nombreux milieux : végétaux, poussieres, aliments crus et méme parfois commensale du
tube digestif de I’homme (Leclerc, 2002). C’est une bactérie saprophyte d’eau, ubiquitaire de
I'environnement humide, son réservoir naturel est le sol, les lacs, les riviéres, I’eau polluée, les
piscines et les jacuzzis (Green et al., 1974 ; Floret, 2009). P. aeruginosa est un germe aquicole
qui se multiplie dans I’eau quel que soit son contenu en matiéres organiques (Leclerc, 2002) et
comme leur multiplication est favorisée par la température, on la trouve aussi dans les eaux
chaudes sanitaires, dans les tours de refroidissement et dans les piscines, les bains
bouillonnants, ventilateurs, nébuliseurs, humidificateurs et malheureusement au milieu

hospitalier incriminé dans les infections nosocomiales (Green et al., 1974 ; Leclerc, 2002).
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P. aeruginosa est un pathogeéne opportuniste capable d’infecter un large spectre d’hotes
comme les amibes, les nématodes, les insectes, les plantes, les animaux et I’homme (Silby et
al., 2011). Chez les individus sains, il est peu virulent mais il est la cause de graves infections
chez les individus immunodéprimés (cancéreux, malades du SIDA), les grands brilés, les
patients intubés-ventilés en réanimation et les patients qui souffrent de maladies chroniques

respiratoires comme la mucoviscidose.

Aprés Staphylococcus aureus et Escherichia coli, P. aeruginosa figure au troisieme
rang des pathogénes causant des infections nosocomiales. Chez les patients atteints de la
mucoviscidose [Cystic Fibrosis (CF)], il représente la principale cause de mortalité en
entrainant un sévere déclin des fonctions respiratoires. En fonction de 1’environnement, le
génotype et les phénotypes de P. aeruginosa varient (Hogardt et Heesemann, 2010). A I’étape
initiale de I’infection, le pathogeéne sous la forme planctonique exprime des facteurs de
virulence qui induisent des infections aigiies. Des molécules toxiques sont secrétées par
différents systemes de sécrétions ce qui entraine une destruction rapide des cellules (systemes
de sécrétion de type Il et Ill). Les infections aigiies sont transitoires bien qu’elles peuvent
conduire a une septicémie. A un stade plus avancé, P. aeruginosa va former un biofilm lui
permettant de persister au sein des poumons de son hote. La formation d’un biofilm entraine

une destruction lente des tissus pulmonaires et est souvent associée a des infections chroniques.
1.6. Mode de transmission

Il a été établi que P. aeruginosa pouvait survivre dans les microgouttelettes et peut
demeurer longtemps en suspension dans des aérosols, d'ou le risque de transmission par voie
aerienne (Clifton et al., 2010). Une des principales voies de transmission est le contact avec de
I'eau contaminée, mais comme la dose orale infectieuse est trés élevée, les voies de transmission
qui présentent les plus grands risques pour la santé sont I'exposition cutanée (par exemple dans
I'eau contaminée des cuves thermales) et I'exposition pulmonaire a des aérosols inhalés qui ont
été projetés par des personnes infectées hors de leurs voies respiratoires (Mena et al., 2009). La
bactérie peut souvent pénétrer dans l'organisme par des blessures et des plaies (Kayser et al.,
2001). Le recours a des ventilateurs mécaniques contaminés dans les hopitaux est également

une source courante d'infections nosocomiales (Banerjee et al., 2000).
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I.7. Facteurs de virulence de Pseudomonas aeruginosa

P. aeruginosa posséde de nombreux facteurs de virulence lui permettant de survivre

dans de nombreux environnements et de coloniser divers types d’hotes (Lazdunski et al.,

1998).

.7.1. Facteurs de virulence impliqués dans la mobilité et dans 1’adhérence de

Pseudomonas aeruginosa

1.7.1.1. Flagelle

Chez P. aeruginosa, le flagelle est un appendice extracellulaire unique et polaire
composé d’un corps basal ou moteur rotatif (Berg et al., 1973 ; Silverman et al., 1974), d’un
crochet flexible et d’un filament rigide constitué de polyméres de flagelline codée par fliC (De
Pamphilis et Adler. 1971a ; De Pamphilis et Adler. 1971b). L’ultrastructure du corps basal du
flagelle est trés similaire a celle de 1’appareil de sécrétion du SST3 de P. aeruginosa (Blocker
et al., 2003). Ces deux machineries présentent une forte conservation de leur structure et il
existe une régulation négative croisée directe entre la mobilité flagellaire et un SST3 actif
(Soscia et al., 2007). Le flagelle permet a la bactérie de se déplacer dans un milieu aqueux par
« swimming » mais également sur des surfaces semi-solides. L’un des roles du flagelle est sa
contribution a la mise en place du biofilm bactérien. De plus, le flagelle est impliqué dans la
virulence aigué de la bactérie : en effet, un mutant AfliC présente une virulence amoindrie (délai
dans la mortalité) dans un modele de pneumonie chez la souris. La flagelline est reconnue par
le systeme immunitaire grace au TLR5 ce qui déclenche la voie de signalisation NF-Kappa B
et conduit a une réponse immunitaire (Balloy et al., 2007 ; Bardoel et al., 2011). Il a été montré
que le flagelle est nécessaire et suffisant pour la fixation des bactéries aux protéoglycanes a
héparane sulfate et pour leur internalisation par le domaine basolatéral de la cellule épithéliale
polarisée (Bucior et al., 2012). L’internalisation permettrait a la bactérie de pénétrer la couche
de cellules épithéliales, d’atteindre la circulation sanguine et de disséminer dans les organes
distaux et/ou elle représenterait un mécanisme de défense de 1’hote contribuant a la clairance
de la bactérie (Engel et al., 2000).

1.7.1.2. Pili de type IV

Le pili de type IV est la principale adhésine de P. aeruginosa responsable de 1’adhésion

aux cellules épithéliales (Hahn et al., 1997). lls jouent un rdle dans I'attachement/adhésion de
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surface, I'agrégation cellule-cellule, la formation de biofilm et la motilité (Bradley et al., 1980
; Mattick et al., 2002 ; Burrows, 2005 ; Pelicic et al., 2008). Les pili de type IV sont impliqués
dans les mobilités de type “twitching” (Wall et al., 1999) et de type “swarming” (Kohler et al.,
2000). De plus, ces structures interagissent in vitro avec la région glycosylée des glycosphingo
lipides asialo GML1 et asialo GM2, située a la surface des cellules épithéliales pulmonaires
(Vallet et al., 2001).

Son expression est soumise au controle d’un systéme de régulation de la transcription a
deux composants pilS et pilR (Hobbs et al., 1993). Les pili de type IV sont importants pour la
virulence, car les mutants dépourvus de T4P sont altérés pour la colonisation des cellules hotes
et donc moins infectieux (Farinha et al., 1994 ; Hahn, 1997).

1.7.1.3. Facteur d’attachement de type fimbriae (ou Cup)

Chez P. aeruginosa, ces facteurs d'attachement sont essentiels pour I'adhérence aux
surfaces abiotiques, comme le verre et le plastique, mais également dans la formation du biofilm
(vallet et al., 2001). 11 s’agit de pili de type fimbriae qui sont assemblés par la voie “chape-
rone/usher/pathway” (Cup) (Vallet et al., 2001). Chez P. aeruginosa, trois systemes Cup
appelés CupA, CupB et CupC ont été identifiés (Vallet et al., 2003).

1.7.1.4. Lipopolysaccharide (LPS)

Le LPS est un composant essentiel de la paroi bactérienne de P. aeruginosa. Il est
constitué¢ d’un lipide A, une région hydrophobe permettant 1’ancrage de la structure dans la
membrane externe, d’un cceur oligosaccharidique et de [D’antigéne-O, une partie
polysaccharidique variable débordant de la membrane externe. Le lipide A posséde des
propriétés toxiques correspondant a 1’endotoxine des bactéries Gram négatives et est
responsable d’une stimulation excessive du systéme immunitaire pouvant provoquer un choc
septique et conduire a la mort. La variabilité de 1’antigéne-O est responsable de la spécificité
antigénique O au sein d’une méme espece bactérienne. Selon que 1’antigeéne O est présent ou
absent sur le coeur oligosaccharidique, on parle respectivement de phénotype lisse ou rugueux.
Le phénotype lisse a été souvent décrit comme plus virulent par rapport & un mutant isogenique

possédant un phénotype rugueux (Rocchetta et al., 1999).

L’immunogénicité des LPS en fait des cibles évidentes pour I’immunothérapie.

Néanmoins, I’immunisation active basée sur des vaccins d’antigénes O montre un faible
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pouvoir protecteur quand plusieurs antigénes O de stéréotypes différents sont conjugues (Pier
2007 ; Lam et al., 2011).

1.7.2. Facteurs impliqués dans la colonisation de I’h6te

1.7.2.1. Exotoxine A (ETA)

Est considérée comme la protéine la plus toxique secrétée par P. aeruginosa. 1l s’agit
d’une enzyme de 66 kDa codée par le géne toxA et secrétée dans 1’espace extracellulaire sous
forme d’une pro-toxine inactive via le systeme de sécrétion de type Il (Gray et al., 1984;
Iglewski et al., 1975). Elle est reconnue par les récepteurs CD91 et LRP (LDL related protein)
(Herz et al., 1990). Cette interaction provoque le clivage de la pro-toxine et une internalisation
de la partie active. Cette derniére, a activité ADP-ribosyl transférase, inhibe le facteur
d’¢longation-2 (EF-2) et, donc I’inhibition de la synthése protéique induisant la mort cellulaire
(Pavlovskis et al., 1978 ; Wick et al., 1990 ; Perentesis et al.,1992). L’exotoxine A inhibe la
libération de certaines cytokines pro-inflammatoires tel que le TNF-q, IL-10, IL-6 et I’IL-8.
Ceci affaiblit la réponse immunitaire de 1’hdte et aggrave 1’état de 1’infection (Schultz et al.,
2000 ; Schultz et al., 2001). L exotoxine A est cruciale pour la virulence de P. aeruginosa. Des
mutants déficients de I’exotoxine A ont été 20 fois moins virulents par rapport a la souche
sauvage (Lory, 1986 ; Miyazaki et al., 1995). La production de 1’exotoxine A dépend de la
quantité du fer dans le milieu. Un maximum de production a été détecté dans un milieu pauvre
en fer (Miyazaki et al., 1995).

1.7.2.2. Elastase

La protéine élastase de Pseudomonas aeruginosa (PAE) est I'un des plus d'une douzaine
de facteurs de virulence produits par le pathogeéne lors de I'infection d'un hote (Liu et al., 1974,
Young et al., 1980). Bien que ce soit précis l'activité in vivo n'est pas bien comprise, ses activités
in vitro, dégradation de I'élastine (Heck et al., 1986) et du collagéne (Heck et al., 1986), ainsi
que des protéines des 1IgG humaines (Holder et al., 1984), inhibiteur de la protéinase sérique |

(Morihara et al., 1984) et composants du systeme du complément (Schultz et al., 1974).

1.7.2.3. Phospholipases

Les phospholipases sont des enzymes extracellulaires thermolabiles d’environ 80 kDa

sécrétées par le SST2, contenant des ions zinc essentiels a I’activité enzymatique dont la cible




Chapitre | Géneéralités sur Pseudomonas aeruginosa

majeure est la phosphatidylcholine présente dans les membranes eucaryotes (Zuckert et al.,
1998 ; Barker et al., 2004). P. aeruginosa sécréete également des phospholipases de type C
(PLC) avec différentes spécificités de substrats (Stonehouse et al., 2002). Certaines ont une
activité hémolytique (PIcN et PIcH) et peuvent jouer un r6le dans la mobilité de type «twiching»
comme PlcB (Barker et al., 2004).

1.7.2.4. Rhamnolipides

Les rhamnolipides sont des molécules amphipathiques composées d'un lipide
hydrophobe et d'un fragment sucre hydrophile. Cela confere a ces molécules des propriétés
tensioactives capables de réduire la tension superficielle, de former des émulsions et de
provoquer une pseudosolubilisation de substrats insolubles, ce qui permet a P. aeruginosa
d'utiliser diverses sources de carbone telles que les alcanes (Goma et al., 1973 ; Beal et
al., 2000). Ils augmentent également la liaison a ces substrats en améliorant I'hydrophobicité de
la surface cellulaire par le déplacement des lipopolysaccharides (Chen et al., 2005). Ces deux
propriétés font de P. aeruginosa une espece candidate pour la bioremédiation. De plus, il a été
démontré que I'ajout de rhamnolipides aux sols contaminés récupére le pyréne et les métaux

lourds, tels que le cuivre et le zinc (Mulligan et al., 2001 ; Bordas et al., 2005).
1.7.2.5. Chromophores

P. aeruginosa, comme la plupart des bactéries Gram négatif aérobies, est confronté au
probléme d’insolubilit¢ du fer et doit donc excréter des molécules chélatant le fer, les
sidérophores. Ces protéines permettent a ce microorganisme d’obtenir le fer des transferrines,

des ferritines, de I’hémoglobine et d’autres protéines de 1’hote contenant du fer (Ratledge et al.,
2000).

A. Pyoverdine

La pyoverdine et la pyochéline, des sidérophores sécrétés par la bactérie en condition

de carence en fer, qui agiraient comme des toxines pour 1’hdte en séquestrant le fer de 1’hote

(Meyer et al., 1996 ; Takase et al., 2000).

0]
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B. Pyocyanine

La pyocyanine, un pigment soluble bleu-vert, qui serait aussi associé a la virulence du
pathogene. Cette toxine de faible poids moléculaire peut facilement traverser les membranes
biologiques et affecterait différentes fonctions dans la cellule héte, telles que I’inhibition de la
respiration cellulaire, de la fonction ciliaire ou de la croissance des cellules épidermiques (Lau
et al., 2004).

1.8. Systemes de sécrétion de Pseudomonas aeruginosa

Afin de permettre aux toxines d’atteindre les cellules hotes, les bactéries a Gram négatif
ont développé plusieurs systéemes de secrétion. Le génome de P. aeruginosa porte cing types

des systéemes de sécrétion, Dont les principaux :
1.8.1. Systeme de sécrétion de type |

Le systéeme de sécrétion de type I (SSTI) est composé d’une protéine spécifique de la
membrane externe appelée OMP (Outer Membrane Protein) qui forme un tonneau 3 renfermant
un pore hydrophile, d’un ABC transporteur (ATP Binding Cassette) inséré dans la membrane
interne qui fournit I’énergie nécessaire pour le transport, et d’une protéine dite de « fusion
membranaire » (MFP), ancrée dans la membrane interne qui relie I’ABC transporteur a I'OMP
(Delepelaire, 2004; Holland et al., 2005). Chez P. aeruginosa, deux SSTI ont été bien étudiés :
Apr et Has DEF (Ma et al., 2003). Le systéeme Apr est impliqué dans la sécrétion de la protéase
alcaline AprA et la protéine AprX (Guzzo et al., 1991; Duong et al., 2001). Le systeme Has
DEF est impliqué dans 1’utilisation du fer. Il sécréte la protéine HasAp qui chélate des ions de
I’héme de I’hémoglobine (Wandersman et al., 2004).

1.8.2. Systeme de sécrétion de type 11

Le SSTII est composé d’un pseudo-pilus supposé traverser I'espace périplasmique et
d’un pore formé dans la membrane externe, composé¢ de multimeres d'une protéine de la famille
des sécrétines. En plus de ces deux composants, le complexe de la machinerie Tat ou Sec situé
au niveau de la membrane interne est nécessaire (Johnson et al., 2006). P. aeruginosa posséede
deux SSTII complets, les systemes Xcp et Hex (Voulhoux et al., 2001 ; Ball et al., 2002). Le
systeme Xcp est codé par un cluster de 11 genes xcpP—Z (Filloux et al., 2004). Le systeme Xcp

transporte environs 14 protéines, parmi lesquelles, les élastases LasA et LasB, I'exotoxine A,

]
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des phospholipases C, des lipases, une phosphatase alcaline (PhoA) (Ostroff et Vasil, 1987 ;
Bever et Iglewski, 1988 ; Wohlfarth et al., 1992 ; Fillouxet al., 1998). Le systeme Hcx
(homologous to Xcp) comporte également 11 génes hxcP-Z (Ball et al., 2002). La protéine
XcpA (PilD) est aussi essentielle pour sa fonction. Ce systeme transporte une phosphatase
alcaline (LapA) dite de bas poids moléculaire. Le géne LapA se trouve dans le méme cluster
des génes Hcx. De ce fait, il est vraisemblable que le systeme Hcx soit dédié uniquement au

transport de la protéine LapA.
1.8.3. Systeme de sécretion de type 111

Le systeme de sécrétion de type Il de P. aeruginosa a été découvert en 1996 (Yahr et
al., 1996). Il induit une mort cellulaire de type nécrose des cellules de I’'immunité innée
(polynucléaires neutrophiles et macrophages) et permet ainsi a la bactérie d’échapper au
systeme immunitaire. Sur les cellules épithéliales, le SSTT provoque une déstructuration du
cytosquelette. Lors d’une infection pulmonaire, notamment chez les personnes atteintes de
mucoviscidose, le SSTT joue un réle prépondérant dans la phase initiale de colonisation et
probablement dans la progression de I’infection (Dacheux et al., 1999 ; Jain et al., 2004 ; Corech
et al., 2005).

1.9. Résistance aux antibiotiques

La résistance aux antibiotiques joue un réle majeur dans la pathogénese de P.
aeruginosa, et ce, quel que soit le type d’infection induit. Cependant, dans le cas d’infection
chronique, les bactéries présentent des niveaux de résistance plus importants (Balasubramanian
etal., 2013).

1.9.1. Résistance naturelle

P. aeruginosa est naturellement résistant a de trés nombreuses B-lactamines : par une
mauvaise perméabilité membranaire, 1’existence de mécanismes d’efflux actif et par une
production d’une céphalosporinase chromosomique inductible. Ainsi les B-lactamines restant
actives sont les carboxypénicillines (ticarcilline), les uréidopénicillines (pipéracilline),
certaines céphalosporines (ceftazidime, cefépime), les carbapénémes (imipéneme,

méropeneme, doripéneme) et les monobactams (aztréonam) (Danielle et al., 2011).

3
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1.9.1.1. Résistance aux R-lactamines
Elle est liée a plusieurs mécanismes :

* Production d’une céphalosporinase chromosomique inductible du géne AmpC (McGowan
et al., 2006).

= Faible perméabilité membranaire aux 3-lactamines, due a la taille insuffisante des porines
(poole et al., 2004).

»  Systeme d’efflux membranaire MexAB-OprM, capable d’exporter les antibiotiques en
dehors de la cellule (Masuda et al., 2000).

1.9.A.2. Résistance aux aminosides

La résistance aux aminosides est liée le plus souvent a I’acquisition d’enzymes
inactivatrices et/ou d’un efflux actif (MexXY-OprM) (Bonomo et al., 2006). L’acquisition de
plusieurs enzymes peut conférer une résistance croisée a I’ensemble des aminosides. Plus rares
sont les résistances de haut niveau dues a 1’acquisition de méthylases (ribosomal methyl

transférase ou Rmt) de I’ARNr 16S, cible de cette classe d’antibiotiques.
1.9.2. Résistance acquise

Suite a I’utilisation d’antibiothérapies répétitives contre P. aeruginosa, des souches
multi-résistantes aux antibiotiques sont apparues. Cette bactérie a développé de nombreux
mécanismes d’échappement (inactivation enzymatique, blocage de 1’accés aux cibles,

mutations) (Poole et al., 2011 ; Morita et al., 2014).
1.10. Epidémiologie de la multirésistance chez Pseudomonas aeruginosa

Le profil de résistance le plus fréquent (6 % de I’ensemble) était la panrésistance
(pipéracilline £ tazobactam, céphalosporines a large spectre, carbapénémes, aminosides,
fluoroquinolones). La prévalence des souches multirésistantes atteignait 30 a 40 % dans certains
pays d’Europe de I’Est et en Gréce. En France, elle semble rester stable au cours de la période
2005-2008 (n = 1 110 isolats), de I’ordre de 12 % a 14 %. L’incidence des PAMR dans les
services de réanimation est en hausse constante au cours des deux derniéres décennies. Dans
une étude multicentrique nord-américaine (n = 13 999 isolats), elle a augmenté de 4 % en 1993
a 14 % en 2002 (Obritsch et al., 2004). Cette tendance a été confirmée par d’autres séries
(Livermore et al., 2002 ; Lockhart et al., 2007).
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Une colonisation bronchique chronique a P. aeruginosa est retrouvée chez environ 40%
des patients atteints de mucoviscidose. La colonisation se fait initialement par des souches
environnementales, lesquelles vont ensuite s’adapter a 1’hote en développant des caracteres
phénotypiques relativement spécifiques a cette population de patients et responsables de la
pérennisation de la colonisation : capacité de production du biofilm (rdle de la protéine
régulatrice PvrR) et d’alginate (souches « muqueuses ») accrue, diminution de 1’expression de
la flagelline et de la pilline (Sadikot et al., 2005). Ce pathogene est le plus fréquemment
responsable de surinfections bronchopulmonaires sur ce terrain. L’incidence des résistances,
notamment aux aminosides, est en augmentation dans cette population, et la prévalence des
souches multirésistantes est actuellement comprise entre 10 % et 20 % (Lambiase et al., 2006 ;
George et al., 2009).
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Chapitre 11 Biofilm chez Pseudomonas aeruginosa

I1.1.Historique

Antonie Van Leeuwenhoeck observe la présence de microorganismes issus d’un
échantillon de grattage de sa propre surface dentaire. Il peut étre considéré comme le

découvreur des biofilms.

250 ans plus tard, Heukalakianet Heller (1940) observent « I’effet de bouteille » : la
fourniture d’un substrat solide auquel des microorganismes marins peuvent s’attacher augmente

leur croissance et activité métabolique (Heukelekianet, 1940).

En 1943, Zobell observe que dans le milieu marin la quantité de bactéries fixée a un
substrat est largement supérieure a la quantité de bactéries libres dans la phase liquide (Zobell,
1943).

Jones (1969), travaillant sur des filtres de station de traitement des eaux, grace a
I’utilisation de la microscopie €lectronique a transmission et a balayage, ajoutant le rouge de
Ruthénium (marquage des sucres) au tétroxyde d’Osmium, confirme non seulement les
agrégats mono ou polymicrobiens, mais aussi I’existence d’une matrice polyosidique (Jones et

al., 1969).

Characklis (1973) démontre que des dépots microbiens au sein de conduites d’eau de

systemes industriels apparaissent tenaces et résistants aux désinfectants (Characklis, 1973).

Costerton (1978), sur la base de I’observation de I'ultrastructure de la plaque dentaire
et de communautés microbiennes sessiles dans les torrents de montagne, propose la théorie des
biofilms (Costerton et al., 1973).

11.2. Définition

Selon Chaharacklis en 1990 : « Un biofilm est une communauté microbienne adhérant
a une surface et freguemment incluse dans une matrice de polymeres exocellulaires ». Cette

matrice est aussi appelée « couche muqueuse ».

D’une fagon plus générale, un biofilm est une communauté de micro-organismes assez
complexe, adhéree a une surface et encapsulée dans une matrice de substances polymériques
extracellulaires (EPS) produite par les membres de cette communauté. Selon Costerton et autres

(1995), cette définition inclut les agrégats (par exemple les flocs microbiens dans les stations
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d’épurations) et aussi les populations bactériennes adhérant a des surfaces (par exemple les
biofilms dans les pores de milieux poreux). Les biofilms peuvent étre constitués d’une ou
plusieurs espéces de bactéries et ce d”envelopper sur des interfaces solides ou liquides variées,
que I’on rencontre par exemple dans I’environnement : fond de rivieres, cailloux, racines...et

dans les organismes vivants : tube digestifs, plaque dentaire, plaies (Costerton et al., 1987).

Bien connus en médecine, les biofilms contribuent a une panoplie de problemes et de
complications plus ou moins graves, 1’endocardite infectieuse par exemple, une maladie
cardiaque souvent mortelle, ou I’otite de 1’oreille moyenne, fréquente en pédiatrie mais
généralement sans gravité. Les biofilms sont aussi présents dans les infections provoquées par
des corps étrangers comme les sutures d’une plaie ou un cathéter urinaire (Hurlow et Bowler,

2009).

Pour se développer, les biofilms ont besoin d’une surface a laquelle adhérer et d’un
environnement humide et stagnant riche en nutriments. On en trouve surtout dans les plaies
chroniques : 60 % d’entre elles en contiennent contre seulement 6 % dans les plaies aigués
(Phillips et al., 2010). Les conditions favorables a leur développement dans une plaie
comprennent I’ischémie ou la nécrose, la dénutrition et les comorbidités qui affectent le systéme
immunitaire, par exemple le diabéte (Phillips et al., 2010). Le Dr Randall Wolcott affirme dans
une entrevue que si on empéchait les biofilms de se former dans les plaies chroniques du pied

diabétique, le nombre d’amputations serait grandement réduit (Proal, 2008).
11.3. Organisation de biofilm chez Pseudomonas aeruginosa

11.3.1. Constituant d’un biofilm

Un biofilm est constitué de deux grands éléments : les microorganismes, organisés en
microcolonies et la matrice extracellulaire (MEC), celle-ci constituant environ 85% du biofilm
(Costerton et al., 1995). Cette matrice extracellulaire prend la forme d’un réseau de structure
tridimensionnelle complexe (Costerton et al., 1995). Elle est avant tout une interface entre les
microcolonies et l'environnement, permet 1’attachement au surface, facilite les interactions
entre cellules ou sous-population (échanges de matériel génétique, de signaux chimiques ou de
produits métaboliques) et procure une protection contre les attaques chimiques (antibiotiques
et biocides), mécaniques (forces hydrodynamiques ou abrasion) et thermiques (choc

thermique). Elle est majoritairement constituée d’eau, ¢lément indispensable a la survie des
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microorganismes au sein du biofilm. Les mécanismes régissant sa rétention et sa mobilité au
sein de la matrice ne sont pas encore bien déterminés (Flemming, 2001). L’eau permet
I'acheminement des nutriments via les canaux sillonnant la matrice et est essentielle a la
physiologie et au maintien de I'intégrité des cellules et du biofilm : elle prévient le tassement
de la MEC en maintenant une certaine distance entre les différents exopolymeres. La
distribution de ces exopolymeres au sein de la matrice est hétérogéne et variable au cours du
cycle de développement du biofilm (Sutherland, 2001). Ces exopolyméres sont principalement
représentes par des exopolysaccharides, de I'ADN extracellulaire (ADNe), des protéines et des

biosurfactants.

Trois exopolysaccharides entrent dans la composition de la matrice extracellulaire de P.
aeruginosa et contribuent particuliéerement au développement et au maintien de la structure
tridimensionnelle du biofilm en favorisant les interactions cellule-cellule. L’exopolysaccharide
Psl, qui est constitué de motifs répétés de mannose, glucose et rhamnose. Pel, qui est composé
de N-acétylgalactosamine et N-acétylglucosamine, reliés entre eux par des liaisons p-1,4. Enfin,
I’alginate qui est un polysaccharide acétylé, d’acides L-guluronique et D-mannuronique reliés
entre eux par des liaisons pB-1,4 (Harmsen, 2010 ; Moradali, 2017). L’alginate est
particulierement produit par les souches de P. aeruginosa isolées des infections pulmonaires
chroniques des patients atteints de mucoviscidose : il contribue au caractere muqueux des
colonies, en retenant 1’cau et les nutriments, confére une architecture trés structurée a la matrice

et participerait a la tolérance du biofilm vis-a-vis des antibiotiques (Hentzer, 2001).

L’ADNe est un autre composant essentiel du biofilm. Son origine génomique a été
confirmée (Allesen-Holm, 2006). Il peut alors provenir de la lyse d’une fraction de la population
bactérienne sessile, d’une excrétion active par des cellules vivantes via des veésicules de
transport membranaire (Jakubovics, 2013). Les exopolysaccharides Pel et Psl interagissent avec

I’ADNe pour renforcer la cohésion intercellulaire au sein du biofilm (Jennings, 2015).

La structure du biofilm évolue en fonction de son stade de maturation. Présent en
moindre quantité dans un biofilm de 6 jours, I'ADNe était retrouvé a la jonction entre la base et
la partie supérieure des structures en forme de champignon ; dans un biofilm de 4 jours il était
localisé dans la partie externe de la monocouche (Allesen-Holm, 2006). La composition du
biofilm dépend également de la souche bactérienne considérée et de 1’environnement dans

lequel le biofilm se développe. Par exemple, P. aeruginosa PA14, qui est une souche de
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laboratoire initialement isolée d’une surinfection de brilure d’un patient et dont le génome est
entierement séquencé, ne synthétise pas Psl, I’exopolysaccharide majoritaire constituant la

matrice extracellulaire du biofilm est Pel (Friedman, 2004 ; Colvin, 2011 ; Limoli, 2015).
11.3.2. Formation de biofilm

Les microbiologistes ont réalisé I’importance de ce phénomene et du fait que la vie en
biofilm est le mode de vie principal des bactéries aquatiques et terrestres, représentant 90 & 99%

de la biomasse bactérienne (Geraldine et al., 2010).

La formation d’un biofilm est un cycle se déroulant en plusieurs étapes :

2 Bactéries -~
Signaux planctoniques

environnementaux R

Approche de la surface
(mobilité flagelle)

Adhérence initiale \%
e B>

Rassemblement,
formation de micro-colonies

(pili de type IV)

Différenciation en biofilm

Figure 02 : Modele de formation d’un biofilm par Pseudomonas aeruginosa
(Filloux et Vallet, 2003).

11.3.2.1. Attachement réversible

L’attachement initial est sous le controle de plusieurs parameétres, tels
que I’hydrophobicité de la surface, les forces électrostatiques, la disponibilité des nutriments,
I’hydrodynamique, la communication cellulaire (Allison et al., 1998 ; Baillie et Douglas, 1998)
ainsi que certaines conditions physico-chimiques comme la température, le pH, I’osmolarité et
le taux d’oxygene (Watnick et Kolter, 1999 ; O’Toole et al., 2000 ; Ramage et al, 2005).
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11.3.2.2. Attachement irréversible

L’adhésion des bactéries au support déclenche des modifications physiologiques qui
accompagnent la transition a une adhésion irréversible a la surface (Stoodley et al., 2002). Suite
a ’interaction des bactéries avec le support, elles se redistribuent tout au long de la surface et
forment des microcolonies, les unités élémentaires d’un biofilm (Donlan, et al., 2002). Ce
mécanisme fait intervenir dans certains cas des structures de surface comme les pili de type IV
(O'Toole et al., 1998 ; Conrad et al., 2002). Les interactions qui s’établissent entre les bactéries
au sein d’une microcolonie renforcent les interactions de bactéries avec le support (O'Toole et
al., 1998). D’autre part, les bactéries produisent une matrice d’EPS qui les englobe et les
protége de stress environnementaux (Sheng et al., 2010). Cette matrice joue un role trés
important dans la transition a une adhésion irréversible par formation des liaisons entre les

bactéries et le support (Flemming et al., 2010).
11.3.2.3. Maturation du biofilm

La maturation du biofilm se poursuit avec la multiplication bactérienne et la production
des EPS. Il en résulte I’élaboration d’une architecture complexe avec l’organisation de
microcolonies sous forme de tours ou de structures dites en « champignon ». Ces structures sont
séparées par des canaux d’eau (Tolker-Nielsen et Molin, 2000). Ces canaux ne contiennent pas
une matrice dense d’EPC (Sauer et al., 2002) et permettent la diffusion de I’oxygéne et des
nutriments, ce qui crée des microenvironnements tres hétérogénes au sein du biofilm (Tolker-
Nielsen et Molin, 2000 ; Donlan, 2002). Les modifications physiologiques déclenchées suite a
I’adhésion bactérienne conférent aux bactéries sessiles des propriétés qui les distinguent de
leurs homologues planctoniques. Ceci correspond a I’expression de génes spécifiques du
mode de vie sessile (Prigent-Combaret et al., 1999 ; Tolker-Nieslsen et Molin, 2000 ; Donlan
et Costerton, 2002).
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11.3.2.4. Dispersion

La derniére étape de la formation d’un biofilm est caractérisée par un détachement d’une
partie des bactéries, permettant la colonisation de nouvelles surfaces et I’initiation d’un nouveau

biofilm (McDougald et al., 2012).

La dispersion est divisée en deux processus : 1’érosion qui est le détachement continu
de bacteéries individuelles ou de portions de biofilm, et la desquamation qui est la perte massive
de grandes portions du biofilm (Stoodley et al., 2001). Ce processus facilite la dissémination
des infections et les contaminations dans divers environnements, comme les réseaux de
distribution d’eau potable et les environnements cliniques, ce qui pose des problemes majeurs

dans le domaine de la santé publique (Stoodley et al., 2001).
I1.4. Facteurs favorisant la formation de Biofilm

L’attachement des micro-organismes a une surface est un processus complexe, prenant

en compte un grand nombre de variables (Donlan et al., 2002) :
11.4.1. Propriétés des surfaces

Les propriétés physicochimiques de la surface peuvent exercer une influence sur le taux
d’attachement et sur son ampleur : d’une part ’hydrophobicité, les microorganismes se fixent
plus facilement a des surfaces hydrophobes et non polarisées que sur des matériaux hydrophiles
comme le verre ou les métaux. Et d‘autre part la présence d’un film protéique, en effet, la
présence préalable sur un biomatériau d’un film protéique comme le sang, les larmes, 1’urine,
la salive, le liquide interstitiel et les sécrétions respiratoires influence 1’attachement de bactéries
a sa surface, et favorise la formation de biofilms. Alors ce film organique masque en partie ou
totalement les propriétés initiales de la surface et augmente I'adhésion ou au contraire la diminue
(Baier, 1970 ; Bradshaw, 1997).

11.4.2. Propriétés du milieu aqueux environnant

La formation et la dispersion d’un biofilm nécessitent des équipements enzymatiques
précis et des entités structurales particuliéres, dont [’activation dépend de facteurs
environnementaux clefs. On peut citer les facteurs suivants : vitesse du flux (présence d’un flux

laminaire ou non) température, pH (conditions optimales de formation de biofilms en situation
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de neutralité¢), concentration en oxygene, concentration en fer, osmolarité, présence d’ions
spécifiques (Ca*, Na?*,....), sources de carbone disponibles, concentrations en nutriments et la
présence d’agents antimicrobiens (Fletcher, 1988; Martinez et Casadevall, 2007). La
concentration en nutriments doit étre ¢levée pour qu’il puisse y avoir formation d’un biofilm ;

ce n’est pas le cas pour un milieu hydrodynamique (Sporman, 2008).
11.4.3. Propriétés des cellules

L’hydrophobicité de la surface bactérienne joue un réle important dans la formation des
biofilms, la présence de fimbriae et de flagelles et la production d’exopolysaccharides
influencent I’attachement des bactéries sur une surface. L hydrophobicité est une propriété
inter-faciale directement liée a 1’énergie de surface de Gibbs, qui est la somme nette des
interactions attractives de Van Der Waals et des interactions électrostatiques (Palmer et al.,
2007). Une augmentation de I’hydrophobicité de la surface cellulaire créera une diminution
équivalente dans 1’exces de 1’énergie de surface de Gibbs. Cela favorise I’interaction cellule-
cellule qui constitue par la suite une force motrice pour 1I’agrégation bactérienne hors de la phase
aqueuse (Liu et Tay, 2002). Il peut y voir des compétitions ou des coopérations entre cellules
lorsque plusieurs espéces de bactéries sont concernées. Les polymeéres apolaires situés a la
surface des cellules comme les flagelles, fimbriae, certaines protéines et les acides mycoliques
(composants de certaines bactéries Gram positifs) semblent s attacher de fagon prédominante a
des surfaces hydrophobes. Les exopolysacchardies et les lipopolysaccharides sont plus

importants dans les mécanismes d’attachement a des surfaces hydrophiles (Donlan, 2002).

I1.5. Systémes de régulations impliquées dans la formation de biofilm a Pseudomonas

aeruginosa
11.5.1. Quorum sensing

Le QS est I’ensemble des molécules synthétisées par les bactéries lorsqu’elles arrivent
a une densité cellulaire importante. Ces molécules contrélent certaines fonctions telles que le
comportement cellulaire et peuvent ainsi détecter et initier des réponses aux stress inattendus.
Ce systeéme a €té initialement découvert comme régulateur de certains nombres d’activités telles
que ’expression génique des facteurs de virulence, la bioluminescence, la sporulation, la

formation de biofilms et ’accouplement (Bassker, 2002 ; Trosko, 2016). Le QS est formé via
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la production de molécules dites auto-inductrices ou phéromones bactériennes. L’expression
génique de ces derniers n’aura lieu que lorsqu’une population bactérienne atteint un seuil de
densité cellulaire significative, entrainant ainsi 1’activation ou la répression des génes. Par
conséquent, toute population bactérienne apte a exprimer ces auto-inducteurs est appelée
quorum (Bassler, 2002 ; Xu, 2016). L’expression des auto-inducteurs dépend de la nature des
bactéries (Gramou Gram®) et de son état physiologique (densité cellulaire), mais aussi elle
nécessite la présence d’autres ¢léments : les signaux synthases, les signaux récepteurs, les génes

et les signaux régulateurs (Reading et Sperandio, 2006).

Concentration élevée de bactéries

Concentration forte d’1A

Concentration faible de bactéries

Concentration légére d’IA

———T
R-protéines

R-protéines

Al = Auto inducteur

R-protéine = trypsine résistant antigéne
EPS = Extra Polymére Substances

~pmmmmmmn  (Génes cibles

EPS

Figure 03 : Mécanisme de Quorum sensing chez les microorganisms (Ronald et al., 1999).

Chez P. aeruginosa, le Quorum Sensing est un systéeme de régulation primordial dans
I’expression de la virulence. En effet, son impact a ét¢ démontré a différents niveaux, de la
phase d’adhésion a la formation du biofilm, dans 1’expression des facteurs de virulence et dans
la persistance de la bactérie au niveau pulmonaire (Smith et Iglewski, 2003 ; Imamura et al.,
2005). Les auto-inducteurs mis en évidence pour la communication inter-cellulaire chez P.
aeruginosa correspondent a des AHLSs et des molécules proches des quinolones (Pseudomonas
Quinolone Signal : PQS) (Juhas et al., 2005) (Figure 4).
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Figure 04 : Structure des AHLs et PGS chez Pseudomonas aeruginosa (Juhas et al., 2005).

Chez P. aeruginosa, deux systemes effecteur/récepteur impliquant les AHLS coexistent
et interviennent dans la régulation de I'expression d'un tres grand nombre de génes. Le systéme
Lasl/R fait intervenir une 3-0xo0-C12-homosérine lactone (30C12-HSL) et le systéeme RhlIl/R
une C4-homosérine lactone (C4-HSL). C4-HSL diffuse librement a travers la structure pariétale
bactérienne, alors que la 3-oxo0-C12-HSL fait intervenir un transport actif par pompes d’efflux
(Pearson et al., 1999). Lasl, appartenant a la famille des syntheses de type Luxl, synthétise la
3-0x0-C12HSL (Pseudomonas autoinducer 1 : PAIL) qui se lie au régulateur LasR, homologue
de LuxR (Gambello et Iglewski, 1991 ; Pearson et al., 1994). Le couple LasR/PAI1 régule
I’expression de nombreux génes, dont notamment ceux correspondant a des facteurs de
virulence comme LasA, LasB et I’exotoxine A. Par ailleurs, il régule positivement certains
genes impliqués dans 1’appareil de sécrétion de type I, couplant ainsi I’expression et 1’export
de certaines toxines (Smith et Iglewski, 2003). La fixation de PAI1 sur LasR induit également
une activation de lasl créant une boucle d’auto-induction (Seed et al., 1995). Le second systéme
de régulation est codé par les génes rhll et rhIR. Rhll permet la synthese de PAI2 ou C4-HSL
(Ochsner et Reiser, 1995) qui se lie au régulateur RhIR. L’activation de ce dernier permet la
régulation de génes impliqués dans la synthese des rhamnolipides et la production de

métabolites secondaires, tels que la pyocyanine.
11.5.2. Systemes a deux composants GacS/GacA et RetS/LadS

Parmi les 60 systémes a deux composants trouves dans le genome de P. aeruginosa

(Rodrigue et al., 2000), le systeme GacS/GacA agit comme un super regulateur du systeme QS
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et participe a la production de multiples facteurs de virulence ainsi que dans la formation de
biofilm (Parkins et al.,, 2001). Le systtme Gac se compose d’un capteur kinase
transmembranaire (GacS) qui, lors de l'autophosphorylation, transfere un groupe phosphate a
son régulateur apparenté (GacA) qui, a son tour, augmente I'expression des petits ARN
régulateurs (RsmZ et RsmY). RsmZ et RsmY captent la petite protéine régulatrice de liaison a
I'ARN RsmA (codée par le géne RsmA), un répresseur qui régule post-transcriptionnellement
le psl locus (pslA-L) (Brencic et al., 2009 ; Irie et al., 2010). Le systeme GacS/GacA a
également un contréle sur le systeme AHL car il inactive RsmA libre qui contréle négativement
la synthese de C4-HSL et 3-oxo-C12-HSL et donc les facteurs de virulence extracellulaires

contrdlés par les systemes las et rhl (Reimmann et al., 1997 ; Kay et al., 2006).
11.6. Mécanismes de résistance de biofilm chez Pseudomonas aeruginosa

Le biofilm est un mode de vie qui offre a la bactérie une plus grande résistance aux
attaques du systéme immunitaire et aux agents antimicrobiens. Cette résistance est due a la
matrice extracellulaire riche en exopolysaccharides qui agit comme une barriere naturelle. Face
a cette structure qui peut atteindre 100 pum d’épaisseur, les cellules phagocytaires sont
inefficaces. Le processus de phagocytose reste donc blogué (Alhede et al., 2009 ; Mishra et al.,
2012). De plus, les anticorps sont incapables de diffuser au travers de cette matrice
extracellulaire pour reconnaitre les différents antigenes ainsi que les composés hydrophiles est
chargés positivement. Des expériences ont montré qu’une solution contenant 2 % d’alginate
bloque totalement la diffusion des antibiotiques tels que la gentamycine et la tobramycine. La
lyse de cet EPS (majoritairement produit par des souches mucoides de P. aeruginosa retrouves
chez les patients CF) augmente 1’efficacité des antibiotiques sur le biofilm (Hatch et Schiller,
1998 ; Alkawash et al., 2006). L’alginate permettrait de retarder principalement la pénétration
des aminoglycosides qui sont chargés positivement. Les B-lactamates et des fluoroquinolones
seraient retardés avec une moins grande efficacité par 1’alginate du fait de la différence de

charge.
Un mode vie en biofilm offre plusieurs modes de protection :

« Ecran protecteur : La matrice empéche les grosses molécules (anticorps), les cellules
inflammatoires et méme les petites molécules (agents antimicrobiens) de pénétrer

profondément dans le biofilm et d’atteindre les bactéries.
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* Protection mutuelle : Les différentes especes microbiennes présentes dans le biofilm
cooperent entre elles et se protégent mutuellement. Par exemple, une bactérie résistante a un
antibiotique sécrétera des enzymes protectrices qui preserveront ainsi une bactérie non
résistante (Phillips et al., 2010). De méme, la cohabitation des bactéries anaérobiques et
aérobiques dans le biofilm permet aux anaérobiques de survivre aux effets toxiques de
I’oxygeéne lorsque la plaie est exposée a I’air (Percival et Bowler, 2004). Selon certains, le
biofilm entraine aussi une mutation des bactéries qui contrevient aux mécanismes d’action des

antibiotiques.

« Etat d’hibernation : Certaines bactéries sont en état d’hibernation métabolique dans le biofilm.
Pour que les antibiotiques puissent étre efficaces, les bactéries doivent étre actives
métaboliquement. Cette inactivité les rend résistantes a I’antibiothérapie. Des recherches sur
plusieurs antibiotiques démontrent que les doses requises pour vaincre les biofilms dépassent

la posologie maximale (Phillips et al., 2010).
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I11. Les huiles essentielles d’Ammi visnaga
I11.1. Phytothérapie

Les plantes ont une importance capitale pour la survie de I’homme et des différents
écosystemes, car elles renferment une part importante des composés utilisés pour prévenir,
soigner ou soulager divers maux (par la consommation ou I’utilisation en voie externe

de produits a base de plante) s'appelle phytothérapie.

Au cours de la derniere décennie, il y a eu un intérét accru aux produits naturels. La
large variété des constitutions chimiques des espece végétale correspondue a une diversité
d’activités biologiques, telles que les activités antibactériennes, cytotoxique, antifongique

antitumorigénique et propriétés antioxydants (Jeeb et al., 2016).

Un nombre important des plantes dans la nature sont d'une grande importance dans le
traitement de plusieurs maladies et vu a leurs propriétés thérapeutiques a contenir des
substances actives dont les plus importantes, les flavonoides, les huiles essentiels et les tanins.
Malgré le degré de développement scientifique atteint, ces plantes restent toujours concurrentes
des médicaments et des produits paramédicaux (Lahmer et al., 2011).

I11.1.1. Importance et caractéristique de la phytothérapie

La phytothérapie est une méthode thérapeutique qui utilise les vertus des plantes pour
soigner une maladie. Cette thérapie se base sur 1’utilisation des plantes naturelles pour guérir
une maladie spécifique. Certaines catégories des plantes ont des vertus thérapeutiques agissant
au méme titre que les produits chimiques ou de synthése, mais la différence réside dans le fait

que les plantes ne provoquent pas des effets secondaires (Lucienne, 2007).

La phytothérapie est la médecine qui soigne par les plantes, utilisées sous forme de
tisanes, d’extraits secs, de poudres et d’huiles essentielles. Les formes de plantes utilisées
dépendent de 1’usage voulu. La phytothérapie reste le moyen de soigner le plus utilisé dans le

monde, de par son efficacité et son prix peu couteux (Lahmer et al., 2011).
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111.2. Huiles essentielles

Les huiles essentielles sont des substances naturelles existant depuis I’antiquité, on en

trouve la trace en Egypte, 4000 ans environ avant Jésus Christ (Odoul, 2003).

Une huile essentielle selon la pharmacopée est un produit de composition complexe
renfermant des principes volatils contenus dans les végétaux. 1l est le plus souvent séparé de la
phase aqueuse par un procédé physique n'entrainant pas de changement significatif de sa
composition (Satrani et al., 2004). lls ne sont pas des corps simples, mais, en général, des
assemblages de molécules ayant chacune leurs propriétés particulieres. L’importance de la
connaissance des familles, genres et espéces botaniques est évidente, mais aussi de celle de leur
provenance. Des plantes botaniquement identiques peuvent, en effet, donner des essences dont

les différences peuvent étre plus ou moins importantes (Lamendin et al., 2004).
111.3. Ammi visnaga
111.3.1. Description botanique

Synonyme : Daucus visnaga Linn.

Visnaga daucoides Gaertn.

Khella ou bien « Noukha » en Algérie (Belkacem et al., 2016) est une plante
vivace qui pousse annuelle ou bisannuelle généralement au printemps (Vogel, 2013 ; Jaradat
et al., 2015). Les feuilles inférieures sont pennées, les autres de 2 a 3 plumes ; Tous avec des
lobes étroits linéaires ou filamenteux, mince et breveté en fleur, devient dresse, épais et ferme
en fruits. La fraction de 1 a 2 karachites, égale ou supérieure aux rayons ; bractéoles subulées.

Les pedicelles sont dressés, forts et fermes en fruits. Fruits 2-2,5 mm (Mifsud, 2021).

Ammi visnaga porte des fruits ovoides, contracté par deux méricarpes (d'environ 3
mm de longueur), ces dernier privilégies par une couleur brun-vert avec une nuance
violette et portent des graines ovales (Bishr et al., 2014 ; Hashim et al., 2014; Meepagala et
al., 2016).
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Figure 05 : Ammi visnaga (L.) Lam (Mifsud, 2021).
111.3.2. Classification taxonomique d’Ammi visnaga

Selon bokbenit, (2011), I’Ammi visgana appartient au :

Regne : Pantae
Embronchement : Magnoliophyta
Classe : Magnoliopsida
Ordre : Apiales
Famille : Apiaceae
Genre : Ammi

Espece : Ammi visnaga

111.3.3. Origine et répartition géographique

La famille des Apiacées (Apiaceae) est constituée de plantes dicotylédones caractérisées
notamment par leur inflorescence typique, 1'ombelle, d'ou leur appellation d’Ombelliféres
(Umbelliferae, nom alternatif). Cette famille relativement homogene, a répartition cosmopolite
comprend prés de 3 500 especes réparties en 463 genres (Anthony et al., 2010). La majorité des
Apiacées sont des plantes aromatiques grace a leurs sécrétions d’huiles essentielles (Paloma,

2012).
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Ammi visnaga L. (Visnaga daucoides Gaertn, Famille Apiaceae), également connue
sous le nom de Khella Baldi ou cure-dents, est une herbe de la région méditerranéenne de
I'Afrique du Nord, de I'Asie et de I'Europe (Khalil et al., 2020). Elle est une plante medicinale
appartenir a la famille des Apiaceae, largement utilisée en médecine traditionnelle. C’est une
plante vivace, spontanée tres abondante, principalement dans la région du nord, dans le bassin
méditerranéen. En Algérie Ammi visnaga est une plante annuelle ou bisannuelle, qui pousse
généralement au printemps (Badr et al., 2004 ; Lakehal, 2021).

Figure 06 : Origine et répartition géographique d’Ammi visnaga (Mifsud, 2021).

111.3.4.Utilisation thérapeutique en médecine traditionnelle

Ammi visnaga est connue depuis longtemps pour son utilisation en médecine
traditionnelle. Dans le cadre de la lutte contre la COVID-19. Cette plante a attiré ’attention de
certains chercheurs car ses propriétés anti-inflammatoires, anti-oxydantes et antibactériennes
sont établies (Haoud et Mellali, 2021).

Khella contient de la khelline (1%), de la visnagine, du glycoside de khellol, des
flavonoides, des stérols, des huiles volatiles (0,2%). La khelline et la visnagine exercent un
puissant effet antispasmodique sur les petits muscles bronchiques, les artéres coronaires et sur

les tubules urinaires. Khellin soulage les patients asthmatiques, soulage également les spasmes

E
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douloureux des calculs rénaux et vésicaux (n'est plus utilise pour expulser les calculs rénaux)
(Khare, 2014).

L'extrait de graines d’Ammi visnaga a également montré une tres forte activité
diurétique. La diminution du poids corporel, I'augmentation du poids des reins, l'augmentation
de la consommation d'eau et la diminution de la production d'urine présentes dans le groupe
témoin d'acide glycolique ont été évitées a des degrés divers dans le traitement par Ammi

visnaga (Zulfagar et al., 2001).

Ammi visnaga L. est utilisé en médecine traditionnelle par la population du Moyen-
Orient depuis I'Antiquité. La décoction de fruits était utilisée pour le traitement des coliques
néphrétiques par les anciens Egyptiens comme traitement de I'inflammation rénale en Irak et en
Palestine et dans le traitement de la lithiase urinaire et douleurs prostatiques en Algérie. Son
usage s'était répandu au point qu'il était considéré comme le plus espéces recommandées pour

le traitement des infections urinaires (Khalil et al., 2020).

D’autre part, ils ont démontré 1’effet neuroprotecteur de la visnagine en supprimant la
pathogénese causée par I’acide kainique. Ces effets neuroprotecteurs sont li€s entre autres a son

potentiel anti-inflammatoire (Haoud et Mellali, 2021).
111.3.5. Principaux constituants phytochimique d’Ammi visnaga

L’espéce d’Ammi visnaga fournisse une multitude de composés bioactifs

(principalement les coumarines et les flavonoides) (Thukaa et al., 2010).

Les tests de caractérisation des meétabolites secondaires impliquent une analyse
qualitative soit sur la formation de complexes utilisant des réactions de précipitation ou dans la
formation de complexes colores utilisant des réactions de coloration (Boufellous et al., 2019).
Les études phytochimiques d’Ammi visnaga ont révélé sa richesse en différentes composants,

(Khalfallah et al., 2011) résument dans le tableau suivant :
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Tableau 02 : Composition phytochimique de |’Ammi visnaga

(0,3-1,2%), la visnagine (0,05 a
0,30%), khellinol, ammiol, khellol
et khellininvisammiol ,
khellinone, visnaginone (Hashim
etal., 2014)

Pyranocoumarines

0,2-0,5% comprenant : la
visnadine, lasamidine et
dihydrosamidine (Ghoneim et al.,
2014)

Furanocomarines

xanthotoxine et d'amoidine
(Jaradat et al., 2015)

Flavonoides

comprenant : la quercétine et
I'isorhamnetine et leurs trisulfates
ainsi que le kaempferol (Jaradat et
al., 2015)

Volatiles

Les plus abundant :linalool and
aliphatic esters (Ghoneim et al.,
2014)

Protéines

(Fruits mdrs seches) 12-16%
(Bishr et al., 2014).

Familles Composants Structures de majeurs
composants (Dirar et al., 2014 ;
Hashim et al., 2014 )

Fruranochromones | y -pyrones 4%., la khelline CH

Khelline
(e)
HO | O
Y
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Khellol
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111.3.6. Composition chimique des huiles essentielles d’Ammi visnaga

La composition chimique d’une huile essentielle est trés complexe et soumise a de tres
nombreuses variables. Connaitre avec exactitude les constituants d’une huile essentielle est
fondamental, a la fois pour vérifier sa qualité, expliquer ses propriétés et prévoir sa toxicité

potentielle (Francoise Couic-Marinier et Annelise Lobstein, 2013).

Les échantillons d’Ammi visnaga fournissent une teneur de 0.27% en huiles essentielles.
L'isobutyrate d'amyle (environ 16%), le linaloi (22,7%), le méthyl-2-butyrate d'isoamyle
(environ 27,7%) et le valérate d'amyle (environ 10%) sont les constituants majoritaires de ces

huiles essentielles (Satrani et al., 2004).

IIs comportent 39 composés identifiés repartis en diterpénes (58.04%), esters (14.39%),
monoterpenes (22.05%), sesquiterpenes (2.69%). L’abiétadiéne est le chémotype avec 53.42%
(Douar, 2012).

111.3.7. Activités biologique des huiles essentielles d’Ammi visnaga
1. Activités antimicrobienne

Plusieurs études ont porté sur les effets antimicrobiens des huiles essentielles d’A.
visnaga L., montrant leur efficacité contre divers micro-organismes tels que Escherichia coli,
des souches de Pseudomonas aeruginosa et Klebsiella pneumoniae. Cependant, ils se sont
montrés faibles activités antifongiques mais identifiés des composants qui inhibaient fortement
la formation d'aflatoxine chez les champignons toxigénes, par exemple la khelline, la

xanthotoxine et le bergaptéene (Khalil et al., 2020).

Généralement, ses activités ont été associées a la composition chimique de la plante,
précisément a la khelline et a la visnagine, deux constituants considérés comme des agents

antifongiques, antibactériens et antiviraux (Hashim et al., 2014).

L'utilisation d'agents a base de plantes est une question importante dans les recherches
récentes. Une étude visait a évaluer lactivité antimicrobienne de I'extrait aqueux et
hydroalcoolique de graines et tiges d’Ammi visnaga. Les résultats montrent que les extraits
testés possedent un effet antibactérien contre certaines especes de streptocoques oraux, dont S.
sanguis et S. mutans. Par conséquent, peuvent l'utiliser pour prévenir la carie dentaire (Semyari
etal., 2011).
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2. Activités antioxydantes

Les principaux composants des huiles volatiles étaient le 2-méthylbutyl-2-
méthylbutyrate (16,7-27,4%), le linalol (24,8-41,2%), le limonéne (6,8-9,9%) et
I'isoamylisofalate (7,3-7,4%). L'efficacité antioxydante a été testée a l'aide de la méthode de
piégeage des radicaux 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle (DPPH) par rapport a I'hydroxy-
toluéne-butylé (BHT), qui a été utilisé comme contréle positif. Tous les échantillons ont

montré une faible activité (Amina et al., 2016).

Les extraits aqueux et méthanolique d’Ammi visnaga possedent une activité
antioxydante importante due a la présence des composés phénoliques qui peuvent étre

exploités dans 1’industrie alimentaire et pharmaceutique (Himeur et al., 2021).

Les principaux composants identifiés étaient l'acide butanoique, le 2-méthyl-, I'ester
pentylique, le (Z)-B-ocimene, le D-limonene, le linalol, la pulégone et le lavandulyl-butyrate.
Les tests in vitro de DPPH et de pouvoir réducteur ont montré une activité de piégeage des
radicaux libres modérée a faible et le pouvoir antioxydant était positivement corrélé a la
concentration des polyphénols. In vivo, I'huile essentielle d’Ammi visnaga L. a montré une
capacité antioxydante élevée aux deux concentrations (600 et 1200 mg/kg), augmentant
efficacement les niveaux de glutathion réduit, de superoxyde dismutase et de catalase et
réduisant significativement la peroxydation lipidique. Selon ces résultats suggerent qu'Ammi
visnaga L. pourrait représenter une source de molécules a potentiel antioxydant dans la

prévention des maladies liées aux radicaux libres (Kamal et al., 2022).
3. Activité antibiofilm

L’extrait méthanolique d’Ammi visnaga (L) collecté au printemps dans la région de Sidi
Lakhdar (Mostaganem, Algérie), a un effet puissant contre la formation de biofilms de Bacillus

cereus en raison de leur teneur en composés phénoliques totaux (Belkacem et al., 2016).
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IV. Matériel et Méthodes
IV .1. Objectif du travail

Le mode de vie en biofilm fournit & Pseudomonas aeruginosa une structure protectrice
trés résistante contre les antibiotiques et le systtme immunitaire de 1’hote, ce qui rend le
traitement de ses infections plus compliqué et nécessite de nouvelles thérapies. L'objectif de
cette étude est d’examiner ’effet d’huiles essentielles d’Ammi visnaga contre la formation de

biofilm & P. aeruginosa
IV .2. Souche bactérienne
1VV.2.1.1solement

L’isolat de Pseudomonas aeruginosa inclue dans cette étude a été isolé a partir des
préléevements cliniques prélevés des patients diabétiques présentant des infections cutanées au

niveau du service de Bactériologie a I’Hopital de Makour Hammou, Ain Defla.
1V.2.2. Identification
IVV.2.2.1. Etude macroscopique des colonies

A-Culture sur milieu King A et King B

Comme d'autres especes de Pseudomonas, P. aeruginosa sécréte un certain nombre de
pigments : entre autres la pyocyanine (bleu-vert), la pyoverdine (jaune-vert fluorescent) et

la pyorubine (brun-rouge).

L'élaboration des pigments est influencée par la composition du milieu, ce qui justifie

I'utilisation de deux milieux différents : King A et King B.

Les milieux de King (milieu King A et milieu King B) permettent de différencier entre
les espéces du genre Pseudomonas par la mise en évidence de la production de pigments

spécifiques.

Le milieu de King A permet la détection de la synthese de pyocyanine, pigment élaboré

spécifiguement par Pseudomonas aeruginosa (bacille pyocyanique). Il permet d’orienter
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I’identification de cette bactérie. La production de pyocyanine se manifeste en colorant le milieu

de culture en bleu.

La gélose King B permet la production de fluorescéine (ou pyoverdine), pigment jaune-

vert fluorescent sous la lumiere ultra-violette, par certains Pseudomonas.

A partir d’une suspension en eau physiologie ou dans un bouillon nutritif préparé a partir
d’une culture purifiée sur gélose faire ensemencer les milieux en faisant des stries par 1’anse a
la surface de la gélose King A et King B. L’observation réalisée aprés une incubation pendant
24 4 48 heures a 37°C.

B. Croissance a 42 °C

Pour la croissance a 42 °C, il faut toujours faire un bouillon témoin a 37 °C car la souche
peut étre morte et, sans témoin, on pourrait croire que le test de croissance a 42 °C est négatif

alors gqu'en fait le germe est mort.
I1VV.2.2.2.Etude microscopique
A- Examen a I’état frais

C’est une technique qui permet I’observation microscopique des bactéries vivantes entre

lame et lamelle a I’objectif 40. Le but de ce test est de déterminer la mobilité bactérienne.

A I’aide d’une pipette Pasteur, on dépose une goutte de I’eau physiologique stérile au
centre d’une lame. On préléve une partie d’une colonie bactérienne a partir d’une culture jeune
a I’aide d’une pipette Pasteur et on la dissocie dans la goutte. On applique ensuite une lamelle

sur la goutte en évitant la formation des bulles d’air.
B- Coloration de Gram
Principe

La coloration de Gram est une coloration différentielle permettant de classer les
bactéries en deux groupes selon la structure de leur paroi en : Bactéries a coloration de Gram

positive et bactéries a coloration de Gram négative (Dennis, 2007).

En effet quand les bactéries sont mises au contact du violet de gentiane puis soumises a

I’action du Lugol, il se forme un complexe colorant qui colore la cellule bactérienne en violet.
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Cependant, lorsque ces bactéries colorées sont lavées a 1’alcool, seules les bactéries a coloration
de Gram négative (présence membrane externe et couche mince de peptidoglycane), qui perdent

leur coloration et prennent la couleur rose apres la coloration par la Fushine.
1VV.2.2.3. Identification biochimique
a-Recherche de I’oxydase

Ce test est basé sur la détection de la production de I’enzyme cytochrome oxydase. Il
est déterminé par la méthode des bandelettes d’oxydases. A 1’aide d’une pipette Pasteur
boutonnée on dépose une colonie sur la bandelette. La réaction positive est révélée par

I’apparition d’une tache violette.
b-Recherche de catalase

La catalase est un enzyme ayant la propriété de décomposer le peroxyde d’hydrogene

(H202) avec dégagement d'oxygene selon la réaction suivante

Catalase

2 H>O» » 2 H-O + O>

Cette activité a été réalisée selon le protocole expérimental décrit par Prescott et autres
(2003). Ce test consiste & mettre une colonie prélevée du milieu gélosé a 1’aide d’une pipette

Pasteur boutonné dans une goutte de I’eau oxygénée.
c-La galerie API 20 NE

API 20 NE est un systéme standardisé pour 1’identification des bacilles a Gram négatif
non fermentaires et non fastidieux (ex. Pseudomonas, Acinetobacter, Flavobacterium,
Moraxella, Vibrio, Aeromonas, etc.) combinant 8 tests conventionnels et 12 tests d'assimilation.
API 20 NE ne doit pas étre utilisé directement a partir des prelevements cliniques ou autres.
Les microorganismes a identifier doivent dans un premier temps étre isolés et purifier sur un

milieu de culture adapté selon les techniques usuelles de bactériologie.
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Figure 07 : La galerie biochimique APl 20 NE (Lattab, 2018).
Principe

La galerie AP1 20 NE comporte 20 microtubes contenant des substrats déshydratés. Les
tests conventionnels sont inoculés avec une suspension bactérienne saline qui reconstitue les
milieux. Les réactions produites pendant la période d'incubation se traduisent par des virages

colorés spontanés ou réveélés par I'addition de réactifs.

Les tests d'assimilation sont inoculés avec un milieu minimum et les bactéries cultivent

seulement si elles sont capables d'utiliser le substrat correspondant.

La lecture de ces réactions se fait a l'aide du tableau de lecture (Annexe) et
I'identification est obtenue a l'aide du Catalogue Analytique ou d'un logiciel d'identification
apiwebTM .

1V.2.3. Antibiogramme

Il est réalisé selon la méthode de diffusion des disques des antibiotiques sur gélose
Muller Hilton. Une suspension a été préparée a partir d’une culture de 18-24 h sur milieu gélosé
non sélectif en solution saline (0,9% NaCl) équivalente au standard McFarland 0,5 (= 108
UFC/mL). Sur milieu gélose Muller-Hilton, I’ensemencement est réalisé par inondation avec la
suspension diluée au 1/100 (=10® UFC/mL). Un mL de cette suspension a été déposé dans
chaque boite de Pétri contenant 20ml de gélose Mueller-Hinton. Aprés une imprégnation de 2
min, I’excédent d’inoculum est éliminé par aspiration. Aprés on laisse les boites a séchés

pendant 10min. Puis on fait déposer les disques des antibiotiques testés.

Les antibiotiques suivants (tableau 03) ont été testés pour la réalisation de
I’antibiogramme en suivant les recommandations du Comité de I’antibiogramme de la Société

francgaise de Microbiologie (CASFM) :

ﬁ
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Tableau 03 : Antibiotiques utilisés pour I’antibiogramme

Classe Antibiotique Abréviation | Charge de
disque
B-lactamines Pénicilline G P 10UI
Pipéracilline PRL 100 pg
Ticarcilline-clavulanate TIM 75/10
Carbapénémes Imipénéme IMP 10 mg

Céphalosporines

-de troisiéme génération (C3G) | Ceftazidime CAZ 10 ug
- de quatriemegénération (C4G) | Céfépime FEP 30 ug
Aminosides Gentamycine CN 15 ug
Amikacine AK 30 ug
Tobramycine TOB 10 pg
Fluoroquinolones Ciprofloxacine CIP 5 ug
Divers Colistine COoL 10 ug
Fosfomycine FF 50 pg

I1VV.3. Matériel végétal (Ammi visnaga)

La photo de la plante d’Ammi visnaga a été prise en mois Mai 2022 dans la région de
Mostaganem.

Figure 08 : Ammi visnaga de Mostaganem, Algérie.
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IV.3.1. Procéde d’extraction des huiles essentielles (Hydrodistillation)

Il s'agit de la méthode la plus simple et la plus anciennement employée pour extraire les
huiles essentielles. Le procédé consiste a immerger le matériel végétal dans un récipient rempli
d'une quantité adéquate d’cau. Le tout est ensuite porté a 1’ébullition. La chaleur permet
I’éclatement des cellules végétales et la libération des molécules odorantes qui y sont contenues.
Les HEs forment avec la vapeur d’eau, un mélange azéotropique. Puis, les vapeurs sont
condensées au moyen d’un réfrigérant. Dans un autre récipient de collecte, les huiles
essentielles se séparent de 1’eau par différence de densité. Les HES étant plus 1égere que 1’eau,
elles surnagent au-dessus de 1’hydrolysat. Cependant, 1’hydrodistillation posséde des limites.
En effet, un chauffage prolongé et trop puissant engendre la dégradation de certaines molécules
aromatiques (Lucchesi, 2005). Au laboratoire, le systéme utilisé pour I’extraction des huiles

essentielles est de type Clevenger.

1. Chauffe ballon 5. Entrer et Sortie d’eau de refroidissement
2. Ballon 6. Eprouvette graduée

3. Thermomeétre 7. Matiére a extraire

4. Réfrigérant 8. La couche des HEs

Figure 09 : Schéma du principe de la technique d’hydrodistillation (Lucchesi, 2005)
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1VV.3.2. Calcule de rendement d’extraction

Le rendement d’extraction de I'huile essentielle a été calculé selon I'équation ci-dessous
(Kusuma et Mahfud, 2017). L'huile essentielle a ensuite été conservée dans I'obscurité a 4°C
(Gardeli et al., 2008).

y = (V/W) x100

y : Le rendement en huile essentielle (%, p/p),
V : Le poids de I'huile extraite (g),

W : Le poids des parties végétales fraiches (g).

IV.4. Activité Antimicrobienne des huiles essentielles d’Ammi visnaga

L’activité antibactérienne a été déterminée par la méthode de diffusion des disques en
milieu gélosé Mueller-Hinton (MH) (Al Akeel, 2014). Elle permet de déterminer I’activité
inhibitrice de la croissance bactérienne par la mesure du diamétre des zones d’inhibition

(Sharififar et al., 2007).

Les huiles essentielles de la plante d’Ammi visnaga ont été dissoutes dans DMSO

(diméthylsulfoxyde) a raison de 10%.

La souche testé de P. aeruginosa a été ensemencée dans des boites contenant la gélose
nutritive GN par la méthode des stries, puis incubées a 37°C pendant 24 heures afin d’obtenir
une culture jeune et des colonies isolées. Apres I’incubation on prend a 1’aide d’une anse de
platine stérile une colonie bien isolée et mise dans un tube contenant 1’eau physiologie stérile
puis agitée par un vortex pour obtenir une suspension bactérienne homogene. Cette suspension
a été ajustée a 108 UFC/mL.

Sur milieu gélose Mueller-Hilton, I’ensemencement est réalisé par inondation avec la
suspension diluée au 1/100 (=108 UFC/mL). 1 ml de cette suspension a été déposé dans chaque
boite de Peétri contenant 20ml de gélose Mueller-Hinton. Aprés une imprégnation de 2 min,
I’excédent d’inoculum est éliminé par aspiration. Aprées on laisse les boites a séchés pendant

10min.
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Des disques de papier filtre stériles de 6 mm de diametre ont ensuite été imprégnés avec
Sul d'huile essentielle a 1'aide d'une micropipette et déposés dans des conditions aseptiques Sur

la surface de la gélose des boites inoculées.

L’ensemble des boites ont été laissées pendant 15 min a température ambiante pour

permettre la diffusion des huiles essentielles puis incubées a 37°C pendant 24 heures.

La lecture de résultat se fait par la mesure des diametres des zones d’inhibition

développées autour des disques.

Disque de papier . =
mbibé d'huile Tapis bactérien
essentielle /—\ \‘/’\

Fnoculion A('

Incubation a 37°C : Rt

5
bactérien pendant 24 heures
-
Boite de Pétn r——
avec gélose el

nutritive

Figure 10 : Principe de la technique de diffusion des disques sur milieu gélosé (Kachetel et
Sahmi, 2016).

IV.5. Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI) et la concentration

minimale bactéricide (CMB)

De fagon générale la Concentration Minimale Inhibitrice (CMI) est la plus faible
concentration capable d’inhiber toute croissance visible apreés un temps d’incubation de 18 a
24h. La technique de microdilution dans des microplaques a 96 puits est la méthode choisie

pour déterminer la CMI des huiles essentielles d”’Ammi visnaga (Fadipe et al., 2015).

Une suspension a été préparée dans bouillon trypticase de soja (TSB) a partir d’une
culture de 18-24 h sur milieu gélose. Cette suspension a été ajustée a une charge équivalente a
108 UFC/m.
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L’inoculum standardisé a 108UFC/ml est dilué a 1/100 par le méme milieu de culture
bouillon trypticase de soja (TSB) pour avoir une concentration de 10°UFC/ml. Les puits de la
premiére rangee verticale sont remplis par 100 pl de la suspension microbienne standardisee a
108UFC/ml comme premier témoin positif. Les puits de la deuxiéme rangée sont remplis par
100 pl d’un mélange contenant du Tween 80 dilué¢ a 0,1 % (v/v) dans la suspension microbienne
standardisée a 10°UFC/ml afin de vérifier I’effet du Tween 80 sur les souches testées. Le reste
des dix rangées est rempli par les différentes concentrations d’huiles essentielles. Pour cela, une
série de dilutions au 1/2 a été préparée a partir d’une solution mere contenant 400 mg/ml d’huile
essentielle et 1 % de Tween 80 dilués ensemble dans bouillon trypticase de soja (TSB). Les
autres solutions filles contenaient déja un mélange de Tween 80 dilué a 1 % dans le TSB (dans
la méme concentration que la solution mére), dans un volume total égalant a la moitié du volume
total de la solution mere, pour garder la concentration de Tween 80 constante a 1 %. Les dix
puits dans chaque rangée sont remplis par 90 pl de suspension puis 10 pl de la concentration
correspondante venant de la plus faible a la plus grande concentration, dans une gamme finale
de 0,08-40 mg/ml. La concentration finale du Tween 80 dans les puits était 0,1 %. La derniére

rangée horizontale a été remplie par 100 ul de TSB dans chaque puits comme témoin négatif.

Apreés incubation des plaques a 37 °C pendant 24h, la CMI est déterminée en tant que
la plus faible concentration du produit a tester (huiles essentielles) pour laquelle la croissance

microbienne n’est pas observée a I’ceil nu.

La CMB est la concentration de 1’antimicrobien qui laisse au plus 0.01% de germes
survivants (Moroh et al., 2008). Aprés la lecture de la CMI, des prélévements sont effectués de
chacun des puits dépourvus de trouble bactérien puis déposés « en stries » sur gélose Mueller
Hinton puis incubés a 37°C. La CMB est déterminée aprés une incubation de 24 heures (Biyiti
et al., 2004).

IV.6. L’effet des huiles essentielles d’Ammi visnaga sur la formation de biofilm par
Pseudomonas aeruginosa

Pour évaluer I’effet des huiles essentielles testées d’Ammi visnaga sur la formation des
biofilms de P. aeruginosa, une série de concentrations sub-inhibitrices des HEs sont préparés
avec I’inoculation de la méme mani¢re a ceux effectuées dans la détermination de la
concentration minimale inhibitrice (La technique de microdilution dans des microplaques a 96

puits). La formation du biofilm est évaluée apres 24 heures d’incubation de la culture a 37°C.
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Le milieu de culture est ensuite aspiré, les puits de la microplaque sont lavés 3 fois a I’aide de
200 pl d’eau distillée afin d’¢éliminer les cellules non adhérentes. Apres séchage a 1’air pendant
45 min, les cellules adhérentes sont colorées par une solution de Cristal Violet a 0,5% (m/v) et
le colorant est laissé en contact avec les puits pendant 45 min. Le cristal violet est lié aux cellules
bactériennes adhérées sur la paroi des puits. Ensuite, I’excés de colorant est éliminé et les puits
sont lavés 3 fois a 1’aide de 300 pl d’eau distillée et séchés de nouveau a I’air. La lecture de la

formation de biofilm a été faite a I’ceil nu (El abed et al., 2011).
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V. Travaux intérieurs

V.1. Isolement et identification de Pseudomonas aeruginosa

V.1.1. Etude macroscopique

L’observation macroscopique montre que les colonies de P. aeruginosa ayant une forme
plate, bombée, de conteur régulier et parfois irrégulier, avec un aspect métallique, une couleur
jaune verdatres présente sur le milieu King B et bleu-vert sur le milieu King A (Figure 11)
(Guillaume, 2004).

Figure 11 : Aspect macroscopique de Pseudomonas aeruginosa ensemenceée sur milieu King A.

(e-biblio.univ-mosta.dz)
V.1.2.Examen microscopique

A-Observation a I’état frais

L’examen a I’état frais montre que les cellules bactériennes de Pseudomonas aeruginosa

sont mobiles (Nour el houdanaili et Elgarni, 2019).
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B-Coloration de Gram

L'observation microscopique des bactéries aprés une coloration de Gram des frottis réalisés
a partir une culture purifiée a montré que les cellules apparaissent sous forme de bacille avec
couleur rose (Figure 12) ce qui signifié que Pseudomonas aeruginosa est une bactérie a coloration

de Gram négative.

? : . , JJ
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Figure 12 : Observation microscopique de Pseudomonas aeruginosa Gx100 (Darghout et
Metheni, 2016).

V.1.3. Test oxydase

La coloration violette foncée qui a apparue en quelques secondes, révele une réaction
positive, I’isolat est dite oxydase positive (MacFaddin, 2000).

Le test de l'oxydase positif, met en évidence la présence d’un cytochrome oxydase qui
oxyde le cytochrome c réduit. La présence de ce dernier dans les chaines respiratoires grace a des
réactifs ayant le méme potentiel d'oxydo-réduction que le cytochromec (N-méthylé du
paraphényléne diamine). L’existence d'une cytochrome-oxydase se traduit, en 20 a 60 secondes,

par l'apparition d'une coloration rouge virant rapidement au violet trés foncé (Megraud, 1996).
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V.1.4.Test catalase

L'apparition des bulles de gaz apreés I'addition de H20- signifie qu’il y a une production de

I’enzyme catalase et que le test est positif.

En présence d'oxygene moléculaire, certaines réactions métaboliques conduisent a la
formation d'eau oxygenee. La présence d'une catalase active chez les bactéries isolées est traduite,
par un dégagement gazeux abondant sous la forme de mousse ou de bulles d'oxygéne, due a la

dégradation de I’eau oxygénée formée, en eau et en oxygene comme 1’indique la réaction suivante

(Holt et al., 1994) :

H,0, -€atalase | 1106 + 120,

V.1.5. Galerie biochimique APl 20NE

Aprés une incubation de la galerie ensemencée a 37°Cpendant 24h, la lecture de résultat
doit se faire en se référant au tableau de lecture (Annexe).Et Sur la fiche des résultats on fait la
détermination du profil numérique (Figurel3 et 14).L'identification est obtenue a partir ce profil a
I’aide du logiciel d’identification ApiwebTM.

La révelation des deux tests Nos et TRP doit se faire en mettant les tests d'assimilation a
I'abri d'une contamination par l'air. Pour cela placer le couvercle de la boite d'incubation au-dessus

de ces tests (Noz et TRP), pendant la période de la révélation.

\
‘‘‘‘‘‘
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Figure 13 : Un exemple d’un profil numérique chez un isolat de Pseudomonas aeruginosa
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Figure 14 : Résultat de la galerie APl 20 NE (Darghout et Metheni, 2016).

Tableau 04 : Résultats des tests biochimiques (API 20NE) de Pseudomonas aeruginosa

Tests Bactérie (Pseudomonas aeruginosa)
NO3 +
TRP -
GLU -
ADH +
URE +
ESC -
GEL +
PNPG -
GLU +
ARA +
MNE -
MAN +
NAG +
MAL -
GNT +
CAP +
ADI +
MLT +
CIT +
PAC -
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V.2.Antibiogramme

L’étude de la sensibilité de Pseudomonas aeruginosa aux antibiotiques habituellement

utilisés dans la thérapie de cette bactérie a éte réalisée par la méthode de diffusion des disques sur

milieu gelosé M-H. Aprés une incubation a 37°C pendant 24h, la lecture de 1’antibiogramme
consiste a déduire a partir de la mesure des diametres des zones d’inhibition, le caractére sensible,
résistant ou intermédiaire. Lorsque la technique est parfaitement standardisée, les diamétres des

zones d’inhibition dépendent uniquement de la sensibilité du germe.

Figure 15 : Résultat d’ Antibiogramme d’un isolat de Pseudomonas aeruginosa réalisé au sein de

laboratoire hopital militaire d’instruction Mohamed V (Rabat et al., 2013).

Tableau 05 : Résultats de I’antibiogramme d’un isolat de Pseudomonas aeruginosa (Arabi, 2018)

Antibiotique Diamétre critique (mm) Pseudomonas aeruginosa
R I S @ (mm) Résultat

AK <15 16-17 >18 23.85 S
CN <16 >16 21.34 S

TMN <16 >16 22.33 S

SXT <10 11-15 >16 7 RN
CIP <22 23-24 >25 35.07 S
FF <16 - >16 6 RN
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Suivant le résultat obtenu par Arabi (2018), I’isolat testé de Pseudomonas aeruginosa
montre une sensibilité vis a vis I’ Amikacine, la Gentamycine, la Tobramycine et la Ciprofloxacine.
Une résistance élevée envers les antibiotiques testés appartenant aux groupes des B-lactames
(Pénicilline G, Piperacilline et Ticarcilline-clavulanate), Carbapénémes (Imipénéme) et
céphalosporines (Céfépime) a été enregistré par Lattab (2018). Cette résistance est due a plusieurs
mécanismes tels que la diminution de la concentration intracellulaire des p-lactames par la
production de métallo-B-lactamases (MBLs) ou par I'augmentation de I'expression des pompes
d'efflux comme MexAB, MexCD et MexXY. Ces mécanismes de résistance aux B-lactamines sont
les plus répandus chez P. aeruginosa (Mesaros et al., 2007).Les études réalisees par Kumar et
autres (2012) et Sara et autres (2013) ont conclu que l'utilisation excessive de carbapénémes dans
les hdpitaux lors du traitement des infections nosocomiales provoque la forte prévalence des
souches de P. aeruginosa résistantes aux carbapénémes et producteurs de MBLs (résistance

acquise).
V.3. Effet antibactérien des huiles essentielles d’Ammi visnaga
V.3.1. Rendement d’extraction des huiles essentielles d’Ammi visnaga

Les huiles essentielles sont extraites de la partie aérienne des matériaux végétaux secs,
I’extraction est réalisée avec le dispositif de Clevenger. Le rendement en huile essentielle est

variable d’une région a 1’autre selon les facteurs pédoclimatiques.

Les HEs de I’Ammi visnaga de la région de Meknes-Tafilalet (Moyen Atlas), obtenue avec
un rendement de 0.13% + 0.04 ml/100 g, comporte 39 composés identifiés repartis en diterpenes
(58.04%), esters (14.39%), monoterpenes (22.05%), sesquiterpenes (2.69%). L’abiétadiene en est
le chémotype avec 53.42%. L’étude phytochimique a révélé la présence de composés
polyphénoliques (tanins catéchiques, flavones), alcaloides, stérols, terpenes et mucilage au sein de
I’espece. L’action de I’HE s’est révélée assez modérée contre les souches bactériennes testées (Soro

etal., 2015).

Selon plusieurs auteurs, I’espéce de la plante choisi, I’origine de récolte, la période de
récolte, I’organe de la plante, la durée et la technique de sechage, les conditions de conservation de

la plane séché et la méthode et la durée d’extraction sont des facteurs parmi d’autres qui peuvent
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aussi avoir un impact direct sur les rendements en huile essentielle (Russo et al., 1998 ;
Tonzibo,1998 ; Vekiari et al., 2002 ; Karousou et al., 2005 ; Kouamé, 2012).

V.3.2 Evaluation de Dactivité antibactérienne des huiles essentielles d’Ammi visnaga

(Aromatogramme)

D’aprés des études réalisées, les huiles essentielles d’Ammi visnaga a présenté des effets
antibactériens contre des souches testés de Pseudomonas aeruginosa et d’autres espéce bactérienne
pathogéne comme Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis et Escherichia coli (Baghdadi Ben
Attia et Bachket, 2019).

Cette méthode repose sur le pouvoir migratoire et inhibiteur de I'HE d’Ammi visnaga a
partir de disque sur le milieu gélosé. L’évaluation de pouvoir antimicrobien a été mise en évidence
en mesurant le diamétre des zones d'inhibition de la prolifération microbienne pour I’HE apres
incubation a 37°C pendant 24h.Selon les études de Baghdadi Ben Attia et Bachket (2019) ont été
enregistrés des diametres des zones d’inhibition rapportées entre 8-14,5mm (Figure 16 et Tableau
06). Ce résultat est confirmé par des études qui indiquent que 1'huile essentielle d’Ammi visnaga a
montré une activité antibactérienne contre Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, E. coli
ATCC25922, E. coli et S. aureus ATCC 43300 avec des diamétres d’inhibition de 25, 29, 25 et
25mm respectivement (Khalfallah et al., 2011). Une autre étude a montrél’effet antibactérien de
I'huile essentielle d’Ammi visnaga contre, S. aureus, P. aeruginosa, Enterobacter aerogenes,

Klebsiella pneumoniae et Morganella morganii (Al-Snafi, 2013).

L’espéce et la source botanique, la période de récolte et 1’étape du développement de la
plante, la technique d’extraction, le matériel de la plante frais ou séché, les souches des
microorganismes et la méthodologie du test antimicrobien sont tous autant des facteurs qui
influencent I'activité antimicrobienne des huiles essentielles d’Ammi visnaga (Janssen et al., 1987 ;
Cosentino et Tuberoso, 1999).
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Figure 16 : L’activité antibactérienne des huiles essentielles d’Ammi visnaga (Baghdadi et
Bachkat, 2019).

Tableau 06 : L’activité antibactérienne des huiles essentielles d’Ammi visnaga contre les isolats
de Pseudomonas aeruginosa (Baghdadi et Bachkat, 2019).

isolats Diametre de la zone d’inhibition (mm)
Huile essentielle
SR 8
Sl 9
S2 9
S3 11
S4 145
S5 14
S6 13

SR : Souche de référence Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
S1: Isolat numéro 1
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V.3.3. Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI)

Suivant la plupart des travaux publiés, les bactéries a coloration de Gram positives semblent
étre plus sensibles aux huiles essentielles que ceux a Gram négatives (Dubber et Harder, 2008).
Toutefois, cette observation n’est pas toujours confirmée et certaines bactéries a coloration de
Gram positives ont été trouvées plus résistantes ou de sensibilité égale aux bactéries a coloration
de Gram négatives (Burt, 2004 ; Elgayyar et al., 2001 ; Sarter et al., 2007).

Les bactéries a coloration de gram négatives comme Pseudomonas aeruginosa possedent
une membrane externe qui joue un réle pour l'augmentation de la résistance aux éléments
hydrophobes (Griffin et al., 1999).Par contre la perméabilité des membranes des bactéries par la
présence de pores protéiniques chez les bactéries gram négatives et la distribution intracellulaire
des constituants des huiles sont des ¢léments clés qui influent sur la diffusion et I'action de 1’huile
essentielle dans la cellule. Bien que les activités antimicrobiennes des huiles essentielles soient
bien établies (Baser et al., 2006).

En effet, plusieurs chercheurs ont signalé qu'il existe une relation entre les composés
volatils les plus abondants dans I'huile essentielle testée et I'activité antimicrobienne (Koutsoukadi
et al., 2005 ; Ghalem et Mohamed, 2009). Selon Rios et Recio (2005), les extraits ou les huiles des
espéces végétales avec des valeurs de CMI inférieures & 100 pg/ml sont considérés comme
prometteurs en tant qu'agents antimicrobiens potentiels. Haloui et autres (2015) ont signalé que
I'huile essentielle présentait un effet antibactérien plus élevé avec des valeurs de CMI de 6.25mg/ml
et 12.5mg/ml.

Lors de la détermination de la concentration minimale inhibitrice, les résultats montrent
que Escherichia coli a été inhibé a partir de la concentration de 1/500 V/V alors que Bacillus
subtilis et Staphylococcus aureus ont été résisté jusqu’a la concentration 1/250 V/V en huile
essentielle d’Ammi visnaga. (Satrani et al., 2004). Ceci confirme les résultats de Charai et autres
(1996) qui ont démontré que Staphylococcus aureus et Bacillus subtilis sont plus resistants que
Escherichia coli a l'inhibition aux huiles essentielles d'Origanum compactum (riche en carvacrol :
50% et en p-cymene : 21 %) et d'Origanum majorana (riche en linalol: 33% et en terpinen-4-ol:
22%).
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Les terpénes qui se sont une classe de composés chimique des huiles essentielles, ont été
signalés pour provoquer la rupture des membranes de Bacillus thuringiensis et Bacillus cereus
entrainant la fuite des constituants intracellulaires (Andrews et al., 1980 ; Ultee et al., 1999). Ces
composés perturbés aussi la membrane de Staphylococcus aureus et Pseudomonas aeruginosa et
entrainait des troubles au niveau de I'noméostasie, du pH et I'équilibre des ions inorganiques
(Knobloch et al., 1989 ; Lambert et al., 2001 ; Ultee et al., 2002). Outre ces effets sur les
membranes cellulaires, les composés actifs d'huiles essentielles comme les terpenes peuvent

inhiber les croissances bactériennes.

Les huiles essentielles sous forme de mélanges complexes, présentent des activités
antimicrobiennes qui different de celles de leurs principaux composants testés uniquement
(Delaquis et al., 2002).En fait, I'activité inhibitrice d'une huile essentielle d’Ammi visnaga est le
résultat d'une interaction complexe entre ses différents constituants, qui produisent des effets,
additif, synergique ou antagoniste, méme pour ceux qui sont présents a des concentrations plus
faibles (Xianfei et al., 2007).

V.4 Effets des huiles essentielles d’Ammi visnaga contre la formation de biofilm a

Pseudomonas aeruginosa

L’analyse cristal violet par I’utilisation des microplaques de 96 puits est la technique la plus
choisi par plusieurs chercheurs pour estimer la production de biofilm ou pour tester une substance
ou un agent antimicrobien contre la formation de ce dernier (Djordjevic et al., 2002). Cette
coloration est considérée comme ’une des techniques indirectes d’estimation de la production de
biofilm sur des différents types de substrats (Djordjevic et al., 2002). La coloration développée
refléte directement la masse du biofilm formée, et sa solubilisation permet de la quantifier (Musk
et al., 2005).

L’observation visuelle des microplaques montre que la formation du biofilm a eu lieu
préférentiellement sur les bordures des puits, se caractérisent par la formation d’un anneau variable
d’une souche a I’autre a I’interface air —liquide. La densité du biofilm est en relation avec I’intensité
de I’anneau formé (une couleur foncée indique que les souches sont fortement productrices de

biofilm et vice versa) (Wijman et al.,2007).
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Les résultats d’effet de I’extrait d’acétate d’éthyle d’Ammi visnaga contre la biofilm formé
par des souche de P. aeruginosa ont montré un effet inhibiteur sue la quantité des biofilm adhéré
sur les bordures des puits, ou elles ont enregistré une diminution progressive dans la quantité des
biofilms formés par les isolats testés de P. aeruginosa en fonction de 1’augmentation des
concentrations d’extrait d’acétate d’éthyle d’Ammi visnaga (0,8 ; 1,56 et 3,12) (Baghdadi ben attia
et Bachkat, 2019).

L’activité inhibitrice des extraits d’A. visnaga contre la formation des bioflms bactériens a
été enregistré aussi par une étude réalisee en 2016 par Belkacem et autres, ou les concentrations
subinhibitrice (0,5, 1, 5 et 10 mg/ml) de I’extrait méthanolique a provoqué une diminution dans la

quantité des bioflms formés par des souches de B. cereus et S. aureus.
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Conclusion

Pseudomonas aeruginosa est le troisiéme pathogene opportuniste aprés Escherichia coli et
Staphylococcus aureus impliqué dans de graves infections nosocomiales. Le traitement des
infections causées par cette bactérie est difficile en raison de sa résistance intrinseque élevée contre
la plupart des antibiotiques et de sa capacité a acquérir de nouveaux mécanismes de resistance
suite a I'exposition aux antibiotiques pendant les traitements (Breidenstein et al., 2011). En plus
de sa résistance aux antibiotiques, P. aeruginosa se caractérise par sa capacité a former un biofilm
qui fournit a cette bactérie une structure dense qui la protége contre les antibiotiques et le systeme

immunitaire de 1’hote.

L'objectif de notre étude est démontré le pouvoir antibactérien des huiles essentielles
d’Ammi visnaga et leur effet sur la formation des biofilm vis-a-vis P .aeruginosa . Ce travail est
une syntheése bibliographique rassemblant les résultats de certaines études réalisées sur les huiles

essentielle d’Ammi visnaga.

Suivant les résultats rassemblés de certaines études réalisées sur I’activité antibactérienne
des huiles essentielles d’Ammi visnaga contre P. aeruginosa, on a remarqué que les résultats
obtenus par la méthode de diffusion en milieu gélosé Mueller-Hinton indiquent que I’huile
essentielle d’Ammi visnaga a présenté une action antibactérienne contre les isolats de

Pseudomonas aeruginosa testée avec des zones d’inhibition situés entre 8 a 14,5mm.

Pour la détermination de la Concentration Minimale Inhibitrice (CMI), I’étude réalisée par
Haloui et autres (2015) donne des valeurs situées entre 6,25 mg/ml et 12,5 mg/ml.

Alors pour I’effet des huiles essentielles d’Ammi visnaga contre la formation de biofilm a
Pseudomonas aeruginosa, on a remarqué le manque de résultats sur ce sujet par contre I’effet des
extrait phénoliques comme I’extrait d’acétate d’éthyle et I’extrait méthanolique de cette plante

montrent une activité inhibitrice sur la quantité des biofilm adhéré sur les surfaces testées.

En perspectives, les recommandations suivantes sont suggeérées :
Etablir la partie pratique de cette étude pour pouvoir déterminer ’effet antibactérien
d’huiles essentielles d’Ammi visnaga et 1’effet sur la formation de biofilm chez Pseudomonas

aeruginosa.
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Annexe



Annexe
Les étapes de coloration de Gram

= Réaliser un frottis ou un étalement : A 1’aide d’une pipette Pasteur stérile, on dépose une
goutte d’eau physiologique stérile sur une lame bien propre.

= Ensuite on préeléve une colonie bien isolée avec la pipette Pasteur boutonnée et dissociée
dans la goutte puis étaler sur la lame .

= Fixer la préparation a la flamme, sécher soigneusement puis laisser refroidir la lame.

= Puis on recouvre totalement la lame de violet de gentiane pendant 1 min.

= Rincer a I’eau en transvasant les lames.

= On recouvre le frottis par le Lugol pendant 2 min.

= Laver a nouveau a I’eau

= Puis on ajoute 1’alcool jusqu'a la disparition de la couleur violette pendant une dizaine de
secondes et on lave rapidement a 1’eau.

= Puis on colore & nouveau avec la solution de fuchsine diluée pendant 1 min.

= On Lave al’cau et sécher a I’air.

= Alafinon observe a l'objectif X100, a I’aide d’huile d’immersion.

La galerie API
Mode Opératoire

Préparation de la galerie

= Réunir fond et couvercle d'une boite d'incubation et répartir environ 5 ml d'eau distillée ou
déminéraliséedans les alvéoles pour créer une atmosphére humide.

= Inscrire la référence de la souche sur la languette latérale de la boite.

= Sortir la galerie de son emballage individuel.

= Placer la galerie dans la boite d'incubation.

Préparation de l'inoculum

= Quvrir une ampoule d'API NaCl 0,85 % Medium (2 ml)
= A l'aide d'une pipette Pasteur, prélever 1 a 4 colonies de morphologie identique. Utiliser

préférentiellementdes cultures jeunes (18-24 heures).



= Réaliser une suspension égale a 0,5 de McFarland. Cette suspension doit étre utilisée

extemporanément.

Inoculation et I’incubation de la galerie

= Remplir les tubes des tests NO3 a PNPG avec la suspension précédente en utilisant la pipette
ayant servi auprélevement. Pour éviter la formation de bulles au fond des tubes, poser la pointe
de la pipette sur le c6té dela cupule, en inclinant Iégérement la boite d'incubation vers lI'avant.

= Remplir tubes et cupules des tests GLU a PAC en veillant a créer un niveau horizontal ou
légérement convexe, mais jamais concave. Des cupules incompletement remplies ou trop
remplies peuvent entrainer des resultats incorrects.

= Remplir d'huile de paraffine les cupules des trois tests soulignés (GLU, ADH, URE) pour
former un ménisque convexe.

= Refermer la boite d'incubation et incuber a 29°C + 2°C pendant 24 heures (x 2 heures).



Tableau de lecture d’API 20NE

oxydase)

tests Composants actifs QTE REACTIONS/ENZYMES Resultat
(mg/cup.) Positif | negatif
NO3 potassium nitrate 0,136 Reduction des nitrates en nitrites | NIT 1+NIT 2/5 min
Incolore | rose-rouge
Reduction des nitrates en azote Zn /5 min
Rose | incolore
TRP L-tryptophane 0,2 formation d'indole JAMES / immediate
(TRyptoPhane) incolore ‘
vert péle / jaune rose
GLU D-glucose 1,92 fermentation (GLUcose) Blue a vert jaune
ADH L-arginine 1,92 Arginine DiHydrolase jaune orange / rose
/rouge
URE urée 0,76 UREase jaune orange / rose
/rouge
ESC Esculine 0,56 hydrolyse (B-glucosidase) jaune gris / marron
citrate de fer 0,072 (ESCuline) / noir
GEL gélatine 0,6 hydrolyse (protéase) (GELatine) | Pas de diffusion | Diffusion du
(origine bovine) dupigment pigment noir
PNPG 4-nitrophényl 0,22 B-galactosidase incolore jaune
BD (ParaNitroPhényl-
galactopyranoside RDGalactopyranosidase)
GLU D-glucose 1,56 assimilation (GLUcose) Transparence trouble
ARA L-arabinose 14 assimilation (ARAbinose) transparence trouble
MNE D-mannose 14 assimilation (ManNosE) transparence trouble
MAN D-mannitol 1,36 assimilation (MANNitol) transparence trouble
NAG N-acétyl 1,28 assimilation (N- transparence trouble
glucosamine AcétylGlucosamine)
MAL D-maltose 1,4 assimilation (MALtose) Transparence trouble
GNT potassium gluconate | 1,84 assimilation (potassium transparence trouble
GlucoNaTe)
CAP acide caprique 0,78 assimilation (acide CAPrique) transparence trouble
ADI acide adipique 1,12 assimilation (acide ADIpique) transparence trouble
MLT acide malique 1,56 assimilation (MalLaTe) transparence trouble
CTT trisodium citrate 2,28 assimilation (trisodium ClTrate) | transparence trouble
PAC acide phénylacétique | 0,8 assimilation (acide transparence trouble
PhénylACétique)
OX (voir notice du test - cytochrome-oxydase (voir notice du test oxydase)




