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Partie | Problématique

L’ avenement de I’ antibiothérapie, dans les années 1940, a completement révolutionné le
domaine médical et entrainé une réduction significative de la mortalité associée aux maladies
infectieuses. Malheureusement, la résistance bactérienne aux antibiotiques traditionnels a
rapidement constitué un probléme de santé important a I’ échelle mondiale (Carle, 2009).
Pendant les dernieres décennies, il y a eu des soucis concernant la possibilité de la diffusion

de larésistance aux antibiotiques dans |’ environnement (Benabbou, 2012).

Selon la Commission Européenne (2005), on a estimé que d'une a dix millions de
tonnes d’ antibiotiques ont é&é déchargées dans la biosphére au cours des 60 derniéres années.
Une grande partie du souci concerne des bactéries pathogenes et leurs résistances, puisgue les
infections provoquées par ces micro-organismes résistants sont non seulement plus
compliquées a traiter, mais le traitement requis est beaucoup plus codteux, plus intensif et
plus long dans ces cas. Par exemple I’ antbiorésistance de staphylococcus aureus seule cause

20 000 déces par an en Europe.

En effet, les maladies infectieuses sont la seconde principale cause de déces dans le
monde et |a troisiéme dans les pays développés. Les bactéries a Gram positif multirésistantes
vont continuer a croitre en importance dans les hépitaux et dans les communautés avec de
fortes proportions des patients vulnérables et d'utilisations de quantités excessives
d’ antibiotiques (Moréelle et Balkin, 2010).

Les différentes causes de I’ antibiorésistance semblent s étre accélérées dans |’ espace et
le temps, avec plusieurs explications possibles et complémentaires (Benabbou, 2012) :
| utilisation massive des antibiotiques par I’homme, dans la deuxiéme moitié du 20°™ siécle a
exposé un grand nombre de bactéries, pathogénes notamment, a des antibiotiques (Singer et
al., 2003). Diverses éudes ont démontré gque le mode d utilisation des antibiotiques comme
phytopharmaceutiques sur des plantes, comme adjuvant alimentaires ou médicament chez les
animaux d élevage, poisson compris, e comme médicament chez |I"'Homme, influent
fortement sur le nombre de microorganismesS résistants qui se développent (Teale, 2002). De
plus, une utilisation excessive des antibiotiques a large spectre, comme la deuxiéme €t la
troisiéme génération de céphal osporines, entraine une résistance a la méthicilline (Benabbou,
2012). Enfin I’usage abusif d’ antibiotiques par des éleveurs a augmenté le risque comme cela
a été decrit dans le rapport de la Commission d’ Alimentation des Etats Unis en 1972 (Report
Commission 1972). Les cultivateurs, par exemple, utilisent |'antibiotique comme
complément alimentaire pour une croissance accélérée des animaux d éevage, ou pour lutter
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contre le feu bactérien ont encore favorisé la diffuson de meécanismes bactériens
d antibiorésistance. Dés les années 1980, il a été montré que ces antibiorésistances pouvaient
affecter les consommateurs (Cor pet et al., 1988).

Cependant, de nombreuses réflexions autour de lalutte contre I’ antibiorési stance se sont
développées des les années 1990, sous |’ égide des organisations internationales, la FAO,
I’'OMS et I’OIE. Ainsi, des lignes directrices sur la surveillance de la résistance et des
consommeations d’ antibiotiques en médecine vétérinaire ont éé adoptées. En juillet 2011, la
commission du Codex alimentarius (organisation créée par la FAO et I'OMS) a adopté les
«Lignes directrices pour |’analyse des risques d origine alimentaire liés a la résistance aux
antibiotiques». De plus, I'utilisation en élevage des antibiotiques comme facteurs de

croissance est interdite dans I’ Union Européenne depuis 2006.

La résistance aux antibiotiques peut étre soit naturelle, soit acquise. Cette
antibiorésistance reste d’ origine génétique. Les genes de résistance se trouvent soit dans le
chromosome (résistance chromosomique), soit dans des éléments mobiles, comme plasmides,
éléments transposabl es ou intégrons (résistance extra-chromosomique) (Mandell et al., 2009)

pour étre transmis verticalement et horizontalement (Muylaert et Mainil, 2012).

Chez les bactéries a Gram positif responsables d'infections communautaires et
nosocomiales, |’ association de résistances naturelles et acquises aux antibiotiques confére une
importance particuliére a la prise en charge thérapeutique. Chez ces bactéries, le mécanisme
prépondérant est lié a des modifications au niveau des cibles des antibiotiques, il s agit d’une
modification quantitative et/ou qualitative des protéines de liaison a la pénicilline attribuant
aux staphylocoques une résistance a la méthicilline. L’ association a d’ autres mécanismes de
résistance (enzymes, efflux) est responsable du caractére souvent multirésistant des souches

nosocomiaes (Quincampoix et Mainardi, 2001).

Alorsqu'il s agit d’un agent commensal parmi les plus fréguents de notre flore normale,
Saphylococcus aureus est une bactérie pathogéne redoutable qui a su développer des
résistances a chague nouvel antibiotique. La plasticité de son génome lui confere la capacité
de s’ adapter a toutes les conditions environnementales, et notamment d’ acquérir des génes de
résistance aux antibiotiques et de développer des mécanismes de régulation pour s adapter a

des concentrations croissantes d’ antibiotiques (Dumitrescu et al., 2010).
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Ainsi, des 1941, sont apparus les staphylocoques résistants a la pénicilline, gréce a
I"acquisition d’ une pénicillinase plasmidique, enzyme dégradant la pénicilline. Larésistance a
la pénicilline initialement restreinte au milieu hospitalier, a trés vite diffusé en milieu
communautaire et concerne actuellement plus de 90% des souches de S. aureus. Pendant les
années 1950 sont apparues les souches de S. aureus multirésistantes. L’ introduction en 1959
de la méthiciline, dérivé semi-synthétique de la pénicilline, pour le traitement des infections
staphylococciques a soulevé un grand espoir. Mais a peine 2 ans plus tard (1961), les
premieres souches hospitalieres de S aureus résistantes a la méthicilline (SARM) sont

apparues dans un hopital de Grande-Bretagne (Oliveira et al., 2002).

Le secret de ce pouvoir d adaptation a été percé par le sequencage du génome de S.
aureus effectué par les égquipes de Baba et d'Hiramatsu (Kuroda et al., 2001). Aing, il s'est
avéré que larésistance des SARM est due a I’ acquisition du gene mecA, fragment d’ ADN de
2,1 Kb codant une protéine liant la pénicilline additionnelle (PLP2a) (1to et al., 2003). Cette
PLP2a ou PLP2’ a une affinité faible vis-a-vis des B-lactamines. Les souches de S aureus
possédant le gene mecA sont donc résistantes a toute la famille des B-lactamines. Le géne
mecA est inclus dans un élément génétique mobile: |a cassette staphylococcique (SCCmec :
Staphylococcal Cassette Chromosome mec) (Hiramatsu et al., 2001).

La cassette SCCmec comporte deux éléments essentiels : e complexe du gene mecA et
un complexe de genes codant des recombinases ccr (cassette chromosomal recombinase genes
A and B «ccrAB » ou «ccrA » et «ccrB ») qui assurent les phénomenes d’intégration et
d’excision de la cassette (Ito et al., 2003 ; Katayama et al., 2000; IWG-SCC, 2009).
L‘origine de cette cassette de résistance demeure inconnue. Cependant, différents indices
orientent vers |’ hypothese d’un échange horizontal entre S. aureus et des staphylocoques a
coagul ase négative (SCN) (Takeuchi et al., 2003). Cependant |e séquencage d’ une souche de
Macrococcus caseol yticus résistante ala méthicilline arévélé I’ existence d’ un complexe mec,
meclRA, qui pourrait étre un précurseur de I'actuel complexe mec de S aureus

(Tsuhakishita et al., 2010). De ce fait, en dehors des mutations spontanées, S. aureus
diversifie son génome grace aux échanges de matériel génétique avec d autres espéces
bactériennes par des phénomeénes de transfert horizontal de genes (Bukharieet al., 2001).

Les premiers cas d'infection a SARM ont été rapportés il y a plus de trente ans et
revétaient un caractere nosocomial. Néanmoins, depuis les années 1990, les infections a

SARM se sont multipliées chez des patients n’ayant aucun facteur de risque traditionnel
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d’ acquisition de SARM qui peut étre liée soit a une hospitalisation récente, soit al’exposition
prolongée et récurrente aux antibiotiques: il s'agit des infections en communauté dues a
SARM (Bukharie et al., 2001). Les souches de SARM isolées dans ce contexte, SARM-C,
ont des caractéristiques permettant de les différencier des souches de SARM associées au
milieu hospitalier (Dufour et al., 2002).

Aujourd’hui, on connait des souches résistantes a toutes les classes d' antibiotiques
connues. Ce danger potentiel a amené les scientifiqgues a revoir la facon d'utiliser les
antibiotiques et a chercher d'autres agents antimicrobiens dont la structure et le mode
d action, différents de ceux des antibiotiques, permettraient de pallier ces phénomenes de
résistances (Morrisset, 2011). De ce fait, les bactériocines pourraient étre considérées comme
une aternative au controle de la prolifération et a I'inhibition des souches bactériennes
pathogénes devenues résistantes aux antibiotiques usuels.

Il existe plusieurs définitions du terme bactériocine. A I’origine, ce terme a été utilisé
pour désigner les protéines et peptides antimicrobiens synthétisés selon la voie ribosomique.
Plus précisement, les bactériocines sont considérées comme des substances protéiques
présentant une activité antimicrobienne. Ainsi les bactériocines, peuvent étre isolées chez de
nombreuses bactéries et archée (Klaenhammer, 1988). Deux grands groupes de bactériocines
peuvent étre distingués avec, d une part, les bactériocines produites par des bactéries a Gram
négatif, et d autre part, celles produites par des bactéries & Gram positif (Jack et al., 1995,
Tagg et al., 1976), notamment |es bactériocines de bactéries lactiques (M orisset, 2011).

Les bactériocines sont des peptides antimicrobiens le plus souvent cationiques et
amphiphile, modifiés ou non post-traductionnellement, de masses moléculaires comprises
entre 2 et 6 KDa (Nissen-Meyer et al.,, 1997 ; Heng et al., 2007), ce qui leur permet
d’ accéder aux cellules cibles et perméabiliser la membrane en se liant a des récepteurs
(Todorov et al., 2011).

Les bactériocines produites par les bactéries lactiques sont généralement actives a
faible concentration contre des bactéries phylogénétiquement proches (Cotter et al., 2005 ;
Belguesmia et al., 2011). Cependant, plusieurs genres de bactéries a Gram négatif tels que
Haemophilus, Helicobacter ou Neisseria se sont révélés étre sensibles a certaines de ces
bactériocines (Morency et al., 2001). En effet, certaines bactériocines sont actives contre les
pathogenes d’origine alimentaire ou les bactéries responsables d'atération. Elles ont un

spectre d'action trés variable (de Vuyst et Vandamme, 1994). Certaines bactériocines

|!
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possedent une activité antimicrobienne plus vaste qui peut méme s étendre jusque chez les

levures, les moisissures, |es spermatozoides et méme les virus (Raddey et al., 2004).

La découverte des bactériocines remonte au début du vingtieme siecle lorsque Gratia
(1925) démontre I'existence d'une substance inhibitrice, thermostable, provenant d'un
dialysat d'un milieu de culture d Escherichia coli V. Cette substance nommeée colicine V

inhibe la croissance d’ une autre souche d E. coli : E. coli ¢ (Gratia, 1925).

Bien que les bactériocines des bactéries lactiques puissent agir via différents
meécanismes pour exercer un effet antibactérien, I’enveloppe cellulaire est généralement la
cible (Deegan et al., 2006 ; Dortu et Thonart, 2009).

L’ activité antimicrobienne des bactériocines a un effet soit bactéricide provoquant la
mort de la bactérie cible, soit bactériostatique inhibant la croissance bactérienne (Barrena-
Gonzalez et al., 1996 ; Martinez-Cuesta et al., 1997).

Le mécanisme d’ action se décompose en trois étapes: (i) adsorption de la bactériocine
sur la membrane; (ii) structuration du peptide et ancrage sur le récepteur dans la bicouche
lipidique; (iii) les bactériocines s oligomériseraient pour former un pore permettant I’ efflux
de métabolites, aboutissant alamort cellulaire (Revol-Junelle et Cailliez-Grimal, 2008).

On trouve des souches productrices de bactériocines chez tous les genres de bactéries
lactiques. Le nombre de bactériocines détectées, s ce n'est caractérisees, n'a cessé
d’augmenter au cours des dernieres années (Ennahar et al., 2000 ; Hechard et Sahl, 2002).
Plus de 500 bactériocines qui different de par leur structure et leur mécanisme d’ action ont été
identifiées (Hammami et al., 2007). Vu leur abondance et leur pouvoir antimicrobien
généralement bactéricide, les bactériocines des bactéries lactiques trouvent leur utilisation
dans différents domaines ou elles empéchent le développement de bactéries pathogenes et
nuisibles (Albano et al., 2009).

L es bactériocines présentent un potentiel non négligeable pour les industries de I’ agro-
alimentaire et de la santé (Morrisset, 2011). De ce fait, plusieurs compagnies de production
se sont tournées vers |’ utilisation des bactériocines, entre autres comme bio-conservateur pour
assurer laqualité de leurs produits. Elles sont pour la plupart, inodores, insapide, mais surtout,

non toxiques ce qui a mené aleur approbation par la FDA (Food and Drug Administration).
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Des expérimentations in vivo sur des animaux de laboratoires ont montré |’ efficacité de
certaines bactériocines dans le traitement de certaines maladies fonctionnelles (Grasemann et
al., 2007 ; Kuiperset al., 2009).

Des rapports sur I’ utilisation thérapeutique des bactériocines comme la mersacidine,
produite par Bacillus sp. souche HIL Y85, était active contre Staphyl ococcus aureus résistant
alaméthicilline (SARM) chez les souris (K ruszewska, 2004).

L’injection intramammaire de la nisine et de la lysotaphine chez des vaches laitiéres
atteintes de mammite, assure une guérison de 66% des cas d'infection a Staphylococcus
aureus, 95% des cas a Sreptococcus agalactiae et 100% des cas a Sreptococcus uberis
(Sears et al., 1992). De plus, la nisine et la lacticine 3147 sont utilisées comme agents
antibactériens dans des produits de nettoyage et de protection des mamelles des vaches

laitiéres pour lutter contre les mammites (Cotter et al., 2005).

En plus des bactériocines, dautres substances antibactériennes d origine non
microbienne (végétaux, insectes) sont éudiées pour leur effet antibactérien. Diverses éudes
in vitro, ont mis a I’ évidence les effets antimicrobiens des métabolites d origine végétae:

huiles essentidlles et flavonoides.

Le pouvoir antimicrobien des huiles essentielles et leurs constituants est |’une des
activités biologiques les plus éudiées actuellement vu I’ apparition et I’extension rapide du
phénomene de résistance aux antimicrobiens classiques qui constitue un probléeme majeur de
santé publique. De ce fait, il semble nécessaire de procéder a la recherche de nouveaux
principes dans les produits naturels, utilisés traditionnellement de maniére empirique, parmi
lesquels les huiles essentielles (HE) (Marroki et al., 2010).

Les HE de Myrtus communis L. extraite par hydrodistillation a fait I’ objet d’ une éude a
Mostaganem, dans le but d’ évaluer leur activité antibactérienne sur les bactéries pathogenes
(Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Salmonella sp., Proteus et Klebsiella sp.) par la
méthode de diffusion sur gélose. Les résultats obtenus ont montré que ces HE présentent des

propriétés inhibitrices significatives (Hennia et al., 2010).

Une étude menée a Tlemcen, I'Ouest de I’Algérie, dans le but d évaluer |’ effet
antibactérien a |’ égard de bactéries pathogenes ; E. coli et S. aureus; de flavonoides extraits
de plantes aromatiques et médicinaes, le thym (Thymus vulgaris) et le romarin (Rosmarinus

officinalis), des labiées reconnus depuis I'antiquité pour leurs vertus thérapeutiques. Les
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résultats de la méthode de diffusion sur gélose ont révélé des zones d’ inhibition considérables

pour les deux souches pathogenes (Zeghad et al., 2010).

Un travail expérimental mené a Moustaganem, a porté sur |’ étude de |’ effet inhibiteur
des extraits phénoliques de Salvadora persica (Siwak) récolté dans la région d Arak a
Tamanrasset, au sud de I’ Algérie, sur la croissance de certaines bactéries responsables de
carries dentaires. Les résultats ont démontré que les bactéries appartenant au genre
Sreptococcus a savoir Sreptococcus mitis, ainsi que des streptocoques fécaux du genre
Saphylococcus dont Staphylococcus aureus et Saphylococcus epidermidis et les
Lactobacillus casel ont été totalement inhibés (Ait Chabane et al., 2010).

Dans le but de mettre en évidence I’ effet inhibiteur des bactéries lactiques, le pouvoir
antagoniste de deux ferments lactiques (Streptococcus thermophilus et Lactobacillus
bulgarius) vis-avis de Saphylococcus aureus a été démontré par la méthode de diffusion sur
milieu solide. Leurs interactions ont donné des résultats positifs définis par |’ apparition de
zones d'inhibition. Des tests supplémentaires ont été nécessaires pour connéitre la nature
exacte des agents inhibiteurs. Les résultats ont montré que les peptides antibactériens
(bactériocines) présentent un spectre d’ activité étroit envers |’ espéce pathogeéne par rapport a
I’acidité (Tabak et al., 2010).

Cependant, rares sont les travaux réalisés sur |'association des bactériocines aux
antibiotiques. Pourtant d’ apres Neghmouchi et al. (2013), I’ association des bactériocines aux
antibiotiques augmente |’ effet de ces derniers. Ces auteurs ont démontré que |’ association de
la pédiocine PA-1 ala polymixine E a un effet inhibiteur important sur Yersinia enterocolitica
ATCC 9610 et E. coli ATCC 35150 résistants a la polymixine E. Ces mémes auteurs ont
rapporté gque I’ association de la pédiocine PA-1 & la polymixine E, a permis de diminuer la
CMI de cet antibiotique de 0,12 pg/ml a 0,03 pg/ml chez E. coli ATCC 35150.

D’ autres travaux menés par Tong et al. (2014), ont montré les effets synergiques vis-a-
vis du pathogene Enterococcus faecalis obtenus en combinant la nisine avec la pénicilline ou

le chloramphénicol.

C’ est dans ce contexte que s'inscrit notre travail, dont le but est d’ essayer de contribuer
a |I'éude de I'effet combinatoire entre la céfoxitine et la paracaseicine A produite par
Lactobacillus paracasei subsp. paracasel BMK 2005, sur la résistance aux f-lactamines de

certaines souches de SARM.
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Notre étude s est étendue sur 3 moisde travail, une période allant du 12 mars
jusgu’au 1% juin 2017, au niveau du laboratoire de microbiologie 1 se situant au bloc 9,
ainsi qu’ au laboratoire de recherche de Microbiologie Appliquée (LMA). Tous les deux sis
al’université de Bgjaia, Targa Ouzemour.

I. Origine des souches utilisées
Une souche de Lactobacillus paracasei subsp. paracasel faisant partie de la

collection microbienne du LMA, a été utilisée pour la production de |a bactériocine connue
sous le nom de la paracaseicine A. Cette souche a été identifiée par séquencage de I’ ADNr
16S et spectrométrie de masse MALDI TOF (Matrix-associated Laser
Description/lonization Time of flight). Elle est conservée a-18°C dans un bouillon MRS a
20% de glycéral.

Une souche de référence Escherichia coli ATCC 25922 du Laboratoire de
Microbiologie Appliquée, a été utilisée dans cette é&tude comme souche cible.

En outre, 08 souches de staphyl ococcus aureus résistant ala méthiciline (SARM) ont
été utilisées, fournies par Dr Djoudi F. et faisant partie du LEM, prélevées a partir de
liquides pathologiques humains. Ces derniéres ont contribué a |’ étude de la synergie entre

la céfoxitine et la bactériocine « Paracaseicine A », en tant que souches cibles (tableau I).

Tableau | : Caractéristiques des souches bactériennes utilisées comme souches cibles.

CMI
N° de o
Originedu . . de
la Type . Profil derésistance
préevement FOX
souche
pg/mi
504 | SARM-HA PUS FOX | OXA  TE NF NF 8
936 SARM-CA PUS FOX | OXA | NF | DA E 32
637 SARM-HA PUS FOX  OXA | CIP | NF | CLR 16
391 SARM-HA | OREILLE |FOX | OXA | TE | NF | NF 8
810 SARM-HA INC FOX | OXA  NF | TE NF -
433 SARM-CA PUS FOX | OXA | NF | NF | NF 16
298 SARM-HA PUS FOX | OXA CIP | TE NF 4
LIQUIDE
363 SARM-HA FOX | OXA | TE | NF | NF -
GASTRIQUE

SARM-HA:SARM hospitalier ; SARM-CA:SARM communautaire ; FOX : Céfoxitine; OXA :Oxacilline ; TE : Tétracycline ; NF :
non fait ; INC : Inconnu ; CIP : Ciprofloxacine; CLR: claretromycine ; E : Erythromycine ; DA : clindamycine.



Partie II Matériel et Méthodes

I1. Revivification dela souche Lactobacillus paracasel subp. paracasei
La revivification de la souche de Lactobacillus est réalisée avec 03 repiquages

successifs sur bouillon MRS, jusgu'a I'obtention d une bonne croissance bactérienne.
L’incubation est faite dans une éuve a 37°C pendant 24 heures.

[11. Vérification de I’activité antibactérienne de Lb. paracasei a I'’égard

d' Escherichia coli ATCC 25922

Le travail réalisé par Dr Bendjeddou €t al., (2012), a permis de mettre en évidence
une activité anti-Escherichia coli ATCC 25922 dont est pourvue la souche de
Lactobacillus paracasel utiliste dans cette étude. Cette activité est attribuée a une
bactériocine appel ée paracaseicine A produite par cette derniere.

Pour vérifier I’ activité de la bactériocine, la méthode de diffusion sur gélose par la
technique des puits a été réaisée. Ainsi, 200 ml de bouillon MRS sont inoculés par 3 ml
d une culture fraiche (24h/37°C) de Lb. paracasel subsp. paracasel, ensuite, incubé dans
une étuve a 37°C pendant 24 heures. Apres incubation, une croissance importante des
cellules lactiques a été observée, traduite par I'aspect trouble du milieu. Par la suite
I’élimination des lactobacilles par centrifugation a été réalisée a 10000g pendant 30
minutes a4°C. Le surnageant récupéré (200 ml) a subi une concentration sous vide (20 fois
concentré= 20 ml de concentré) en utilisant un évaporateur rotatif a 40°C (figure 1). Une
boite de Pétri contenant la gélose nutritive (GN) a été ensemenceée en surface al’aide d'un
écouvillon plongé dans une suspension bactérienne d'E. coli ATCC 25922 préal ablement
préparée & partir d’'une culture fraiche de 24h de cette derniére (un inoculum de 10°
UFC/ml) et essoré en tournant sur les parois du tube pour éiminer |’exces de liquide et
cela est important pour éviter une sur-inoculation de la boite. Elle est laissée sécher 15
minutes a température ambiante, ensuite un puits de 6 mm de diametre et de 4 mm de
profondeur est creusé au milieu de la gélose a I’aide d’ un embout (bleu) stérile et rempli
avec 100 pl du surnageant concentré. La boite a été laissée au réfrigérateur pendant 2h a
4°C pour permettre la diffusion totale du surnageant et inhiber la croissance de la souche
cible. La lecture est faite apres 24h d’'incubation a 37°C, pour vérifier la présence d’'une
zone d'inhibition autour du puits afin d’ affirmer I’ activité antibactérienne du lactobacille a
I’égard d'E. coli ATCC 25922.
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Figure 1 : Evaporation sous vide du surnageant de la culture de Lb.
paracasei subsp. paracasei

V. Extraction dela paracaseicine A
A partir d une culture fraiche de 24h de Lactobacillus paracaseli ensemencé dans 10

ml de bouillon MRS et incubé a 37°C, 500 ml de bouillon MRS ont été inoculés a 2%, puis
incubés a 37°C durant 24h. Par la suite une centrifugation (8000g/ 30 min a4°C) a permis
d éliminer les cellules bactériennes. Le surnageant récupéré est soumis a une concentration
sous vide en utilisant un évaporateur rotatif a40°C.

D’aprées Bendjeddou et al., (2012), I'extraction et la semi-purification de la
paracaseicine A produite par la souche de Lb. paracasel subspc. paracasei est réalisée

gréce ala chromatographie en phase inverse Cis (sep-pack).

IV.1. Réalisation dela chromatographie en phaseinverse

La semi-purification est effectuée sur une colonne de gel de silice Cis greffée a 18%
(Discovery DSC-18, supelco 10g-60ml, USA) en utilisant 2 solvants organiques: acide
trifluoroacétique(TFA) et I'acétonitrile (ACN) en se référant a la méhode décrite par
Bendjeddou et al. (2012).
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V.1.1. Préparation dela colonne

Cette procédure est entamée par la préparation d’une solution de TFA a 0,05% en
goutant 1 ml de TFA concentré a2 L d’eau distillée. La colonne est d’ abord nettoyée avec
120 ml d’ acétonitrile puis équilibrée avec 120 ml de la solution de TFA.

Par |a suite, des solutions de 120 ml sont préparées, dans lesquelles les deux solvants
sont mélangés suivant un gradient croissant et discontinu d’ acétonitrile auquel on gjoute la
solution de TFA a 0,05%. Les concentrations de I’ acétonitrile dans les solutions sont
comprises entre 10 et 40% (tableau I1).

Tableau Il : Préparation d'un gradient croissant et discontinu d’ acétonitrile dans la
solution de TFA a0,05%.

Concentration de

Volume VolumedeTFA a | Volumetotal dela _
o ) la solution en
d’acétonitrile (ml) 0,05% (ml) solution (ml) o
acetonitrile (%)
1 108 120
24 96 120
36 84 120
48 72 120

Avant le dépbt du surnageant sur la colonne de chromatographie (figure 2), il doit
étre dans les mémes conditions d’ équilibrage que la colonne. Pour cela, le surnageant
concentré pourvu de I’ activité antibactérienne est mélangé avec un volume équivaent de la
solution de TFA dans |’ eau a 0,05%.

Le surnageant une fois équilibré, est passe a travers la colonne a un débit de 2
ml/min. Ensuite, la colonne est lavée avec 200 ml de solution de TFA & 0,05% en utilisant
le méme débit.

L’ éution est effectuée par 120 ml de solutions composées des deux solvants, ayant
un gradient croissant et discontinu d’ acétonitrile. La procédure se termine par le lavage de
la colonne avec 120 ml d’ acétonitrile.

A lafin, quatre fractions sont obtenues et seule la fraction obtenue avec 30% d' ACN
(120 ml sont récupérés) a subi une concentration sous vide (10 fois concentré=12 ml de
concentré) par |’ usage de I’ évaporateur rotatif pour éliminer les solvants et servir ensuite a

réaliser les tests d' activité antibactérienne vis-a-vis des souches cibles.
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Figure 2 : Installation de la colonne de chromatographie effectuée sur
gel de silice C18 de type Discovery DSC-18

V. Repiquage des souches de SARM
L e repiquage des souches de SARM est effectué dans un bouillon BHI, suivi d’ une

incubation dans une éuve a 37°C pendant 24 h. Par la suite, elles ont été repiquées sur la
gélose PCA et incubées pendant 24h a 37°C. Ainsi ces dernieres serviront a préparer les
suspensions bactériennes nécessaires pour les microdilutions.
V1. Mise en évidence de |’ activité antibactérienne in vitro de la fraction a
30% vis-a-vis des souches cibles

Les deux souches de SARM utilisées sont : SARM 810 et SARM 391 ains que la
souche de référence d’'E. coli ATCC 25922. La mise en évidence de cette activité
antagoniste a |’ égard de ces bactéries est réalisée par la méthode de diffusion sur gélose, la
technique des puits, la méme méthode que celle réalisée avec e surnageant concentre seul
pour E. coli ATCC 25922 au début de notre étude. Cependant, dans ce cas deux puits de 6
mm de diamétre et 4 mm de profondeur ont été creusés, I’un pour contenir 100 pl du

surnageant concentré et |’ autre 100 ul de lafraction 30%, ainsi les différents diametres des
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zones d'inhibition autour des puits ont pu étre comparés et mesurés a I’aide d'un pied a
coulisse aprés incubation des boites a 37°C/24h.

VII. Test de synergie sur milieu liquide par la technique des

microdilutions sur microplaque

Selon Bendjeddou et al. (2012), la bactériocine produite par Lb. paracasel se trouve
dans la fraction obtenue avec 30% d’ acétonitrile. De ce fait, le test de synergie entre la
pracaseicine A et la céfoxitine a I’égard des SARM, est rédisé par I'usage de cette
fraction.

Le test des microdilutions permet de déterminer les concentrations minimales
inhibitrices (CMI) de I'antibiotique (Tong et al., 2014). Pour réaliser ce test, 3
microplaques stériles de 96 cupules ont été utilisées. Ces derniéres se composent de 12
colonnes et 8 lignes chacune. Pour chague souche étudiée, 4 colonnes de 8 cupules ont é&é
utilisées. Dans la premiere cupule de chague colonne, 100 pl des solutions a tester sont
déposés comme suit:

e Premiere colonne : fraction 30%
e Deuxieme colonne : céfoxitine (1% cupule : 64pg/ml)
e Troisiéme colonne : le mélange céfoxitine + fraction 30%

e Quatriéme colonne : bouillon MH stérile (témoin négatif)

PA (UA) FOX (64pg/ml) Méange [FOX (ug/ml) et PA(UA)]  Témoin

Figure 3 : Technique des microdilutions en microplaque

Source : img.médicalexpo.fr
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Les dilutions en cascade a %2 commencent a partir de la premiére cupule de chague
colonne jusqu’ a la derniére (la 8™ cupule), et cela en gjoutant a chaque fois 100 pl du
bouillon Mueller Hinton (MHB) aux différentes solutions contenues dans les trois
premiéres colonnes, en veillant & bien mélanger a I’aide de la micropipette, quant aux
cupules de la quatrieme colonne, elles n’ont contenu que 100 pl du MHB. Ce procédé est
suivi par I'inoculation de chaque cupule de toutes les colonnes avec 50 ul de suspension
bactérienne & 10° UFC/mI préparée & partir de chaque souche de SARM. Les microplagues
sont incubées a 37°C pendant 24h. La lecture des résultats permettra de révéler la
résistance de chague souche de SARM, al’ égard de I’ antibiotique ou ala bactériocine, par
la présence d’ un dépdt bactérien (croissance de la souche) au fond des cupules.

La CMI est définie comme éant la concentration la plus basse d'un agent
antimicrobien dans laquelle la croissance bactérienne  est complétement inhibée
(Andrews, 2001).

Les CMI dans la microplaque diminuent en suivant le sens des dilutions. Si un dép6t
de cellules bactériennes est détecté au fond des cupules contenant la céfoxitine et celles de
la paracaseicine A, et parallélement |’ absence de croissance de |la bactérie dans les cupules
contenant le mélange des deux antibactériens a la méme CMI ou a des CMI plus faibles
que celles des deux antibactériens séparés, dans ce cas |4, on pourra parler de synergie
entre I’ antibiotique et la bactériocine.

D’ aprés Naghmouchi et al. (2013), la synergie entre la bactériocine et |’ antibiotique
peut étre évaluée en calculant un facteur appelé «Index de concentration inhibitrice

fractionnée» ou « FICI ». Ce facteur est calculé par |’ éguation suivante :

CMI de I'antibiotique dans le mélange  cMI de la bactériocine dans le mélange
CMI de I'antibiotique seul CMI de la bactériocine seul

FICI =

Selon Naghmouchi et al. (2013), la synergie est considérée comme positive
(présence de synergie) si FICI < 1 et négative (absence de synergie) si FICI >1.

|§
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|. Vérification del’ activité antagoniste de Lb. paracasel al’égard d’E.coli
ATCC 25922

Le test d’antagonisme du surnageant concentré natif (PH : 4.5) de la culture de Lb.
paracasel a confirmé le pouvoir antibactérien de cette derniére vis-a-vis de la souche d’ E.coli
ATCC 25922, par une zone d’inhibition de 35 mm de diametre en incluant le diamétre du

puits (figure 4).

Figure 4 : Activité antibactérienne de Lb. paracasei subsp. paracasei al’égard
d E.coli ATCC 25922 révélée par le test des puits.

L’inhibition des bactéries indésirables ou pathogenes par les bactéries lactiques peut se
faire de différentes facons (Robin et Rouchy, 2001) : la production de nombreux métabolites
aux propriétés antimicrobiennes tels que les acides organiques, le peroxyde d hydrogéne, le

dioxyde de carbone, lareutérine, le diacétyl et les bactériocines (Dortu et Thonart, 2009).
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I1. Purification partielle dela paracaseicine A

La chromathographie en phase inverse réalisée pour la semi-purification de la
bactériocine, a permis d obtenir quatre fractions aux différentes concentrations de I’ACN :
10%, 20%, 30% et 40% d acétonitrile. Seule la fraction a 30% a éé retenue pour la
réalisation des tests d’ activité antibactérienne apres avoir subi une évaporation sous vide pour

éliminer les solvants organiques.

[11. Test d’activité antibactérienne de la pracaseicine A a I’égard d’E.coli
ATCC 25922 et SARM

Les résultats de ce test ont démontré I’ activité antibactérienne de la bactériocine semi-
purifiée (la fraction 30% avec un PH :4.8) a I'égard des souches testées, traduite par la
présence de zones d’inhibition autour des puits contenant la paracaseicine A semi purifiée
dont les diamétres different d’une souche a une autre (en incluant le diametre du puits) : 19
mm de diametre pour la souche d'E.coli ATCC 25922, 17 mm de diametre pour SARM 810
et 11 mm de diamétre pour SARM 391.

En comparaison avec les diametres des zones d’inhibition autour des puits contenant le
surnageant natif (en incluant le diametre du puits) qui sont de: 40 mm de diamétre pour E.
coli, de 31 mm pour SARM 810 et de 27,5 mm pour SARM 391, on a constaté que les zones
d’ inhibition autour des puits de la fraction 30% sont plus petites chez toutes les souches
testées, et cela est di a I’dimination des autres métabolites antimicrobiens produits par

Lactobacillus paracase apreslasemi-purification (fig. 5, 6 et 7).

Figure5: Activité antibactérienne de la fraction 30% al’ égard d’ E.coli ATCC 25922
révélée par le test des puits.

S : surnageant concentré F 30% : fraction 30%
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Figure 6 : Activité antibactérienne de la fraction 30% al’ égard de SARM 391 révél ée par

le test des puits.
S : surnageant concentré F30% : lafraction 30%

Figure 7 : Activité antibactérienne de lafraction 30% al’ égard de SARM 810

révélée par le test des puits.

Lafraction a 30% d’ acétonitrile ne contient qu’ une tres faible concentration en acides
lactiques qui ne suffit pas pour attribuer I’ effet antibactérien a ces derniers, ce qui signifie que
cette fraction contient d’ autres substances responsables de cette activité anti-E. coli et anti-
SARM. Par conséquent, I’ activité antibactérienne de la substance présente dans la fraction
30% est attribuée ala paracaseicine A (Bendjeddou, 2013).
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V. Test desynergieentrela paracaseicine A et la céfoxitine

L’ effet synergique de la combinaison [Paracaseicine A + la céfoxiting] a été évaué a
I”aide de la technique des microdilutions sur microplague. Cette synergie a été observée chez
toutes les souches de SARM testées: SARM 936, SARM 637, SARM 391, SARM 433,
SARM 810, SARM 298, SARM 363 sauf la souche SARM 594. Les résultats sont illustrés

Résultats et discussion

danslesfigures 8, 9, 10 et 11 et rapportés sur le tableau IV :

Bactériocine

Bactériocine + FOX

Témoin

UA

La | —
CMI

Figures 8: Test de synergie de la céfoxitine et la paracaseicine A chez les

m\\ )

Dépbts
bactériens

(1)

(2)

souches : SARM 594 (1), SARM 637 (2).

Le sensdes dilutions
PA : Paracaseicine A ; FOX : Céfoxitine; M : Méange (PA+FOX) ; T : Témoin
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Bactériocine

OX

Bactériocine + FOX

Témoin

[/

3)

(4)

Figure9: Test de synergie de la céfoxitine et la bactériocine chez les souches de
SARM : SARM 936 (3), SARM 363 (4).

PA : Paracaseicine A ; FOX : Céfoxitine ; M : Mélange (PA+FOX) ; T : Témoin
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Bactériocine FOX Bactériocine + FOX Témoin
®) (6)

Figure 10: Test de synergie de la combinaison paracaseicine A et céfoxitine chez les
souches : SARM 298 (5) et SARM 433 (6).

PA : Paracaseicine A ; FOX : Céfoxitine ; M : Mélange (PA+FOX) ; T : Témoin
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Bactériocine

FO

Bactériocine + FOX

Témoin

[/

(7)

Figure 11 : Test de synergie de la céfoxitine et la paracaseicine A chez les souches de SARM

(8)

SARM 391 (7) et SARM 810 (8).

PA : Paracaseicine A ; FOX :

Céfoxitine ; M : Mélange (PA+FOX) ; T : Témoin
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Tableau |V : Résultats de la synergie de la paracaseicine A (PA) en combinaison avec la
céfoxitine (FOX).

N°dela | CMIlde | CMIde | CMI de | CMI de FICI La

souche | laFOX la PA la FOX la PA Le synergie
de seule seule dansle dansle facteur

SARM (ng/ml) (UA) mélange | mélange de

(ng/ml) (UA) réduction

936 @ 4 8 0,08 0,52 m +
63 [ 32 \ 4 [ 4 \| o004 014 |/ 8 \| 4
594 / 8 \ 4 / 8 \ 0,08 1,02 / 1 \ _
637 16 4 8 0,08 0,52 2 +
298 32 4 8 0,04 0,26 4 +
433 16 4 8 0,04 0,51 2 +
391 32 2 8 0,08 0,29 4 +
810 16 4 4 0,04 0,26 4 +

La synergie est considérée comme positive (présence de synergie) si FICI < 1 et
négative (absence de synergie) si FICI > 1 (Naghmouchi et al., 2013).

Selon le CA-SFM/EUCAST, dans les recommandations de 2016 (version 2 de 2015),
des souches de S. aureus caractérisés par une CMI a la céfoxitine >4 mg/l est résistant a la
meéthicilline, principalement du fait de la présence d' un gene mec additionnel (mec A, mec C).

Le tableau IV rapporte les résultats obtenus des microdilutions indiquant non seulement
I’ activité antibactérienne de la paracaseicine A contre les souches de SARM mais auss
I’effet combinatoire entre la bactériocine et la céfoxitine chez toutes les souches, et cela est
révélé par la réduction; plus ou moins importante ; de la CMI de la FOX envers chague

souche testée. En effet, cette réduction est différente d’ une souche a une autre.

Une des souches testées, SARM 363, S est distinguée des autres par un taux maximal
de réduction nettement important, puisque la combinaison entre la paracaseicine A et la
céfoxitine a permis de réduire la CMI de la FOX envers cette souche de 8 fois, passant ainsi

d une CMI de 32 ug/ml a4 pg/ml, soulignant de ce fait la synergie la plus forte.
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Trois autres souches, SARM 298, SARM 391 et SARM 810, présentent un taux de
réduction tout aussi considérable qui est de 4 fois. De ce fait, la CMI de la FOX seule vis-a-
vis de ces souches passe de 32 pg/ml a8 pg/ml chez SARM 298 et SARM 391 et de 16 pg/ml
a4 pg/ml chez SARM 810, aprés |’ avoir associé alaparacaseicine A.

Cependant, une plus faible synergie est notée chez trois souches: SARM 936, SARM
637 et SARM 433. Aing, I’ effet combinatoire entre les deux antibactériens a réduit de 2 fois
les CMI de la FOX pour toutes ces souches, de 16 pg/ml a 8 pg/ml. Néanmoins, une absence
totale de synergie a é&é observée chez une seule souche, SARM 594, dont la CMI de la FOX
n' étant pas réduite, est restée aune valeur de 8 pg/ml
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Les conséquences collectives et individuelles de la résistance bactérienne sont graves,
car elle représente une cause croissante d'échecs thérapeutiques (Lonks, 2004).
Actuellement ; des mécanismes de résistances sont rapportés pour tous les antibiotiques
disponibles pour un usage clinique. C'est pourquoi une gestion efficace des molécules
disponibles, de méme que la recherche et le développement de nouveaux composés, sont
indispensables afin  de préserver la santé humaine et animale des maladies infectieuses de
plus en plus agressives en terme de traitement requis (Boerling et White, 2006 ; Harbottle et
al., 2006).

Jusgu’a aujourd’ hui, I’approche habituelle pour faire face a cette crise est de
développer de nouveaux antibiotiques. Toutefois, les nouveaux antibiotiques sont limités, et
les bactéries pathogenes vont progressivement développer des résistances a ces nouveaux
antibiotiques (Palmer et Kishony, 2013). Basé sur la tendance inévitable vers la résistance
bactérienne, il est nécessaire d explorer de nouvelles stratégies innovatrices de traitement
pour lalutte et I’ @imination effectives des bactéries pathogénes multirésistantes (Tong et al.,
2014).

Sdon les résultats des études antérieures, les peptides antimicrobiens (PAM) ou
bactériocines représentent une alternative prometteuse pour le traitement de maladies
infectieuses (Wang et al., 2013 ; Hammami et al., 2013).

Les bactériocines ont été étudiées pour le développement de nouveaux traitements
antibactériens et cela pour leur fort potentiel antibactérien et leur faible résistance (Jenssen et
al., 2006 ; Hadley et al., 2010 ). Bien que les bactériocines représentent potentiellement une
nouvelle source d antibactériens pour le traitement de différentes infections bactériennes, les
antibiotiques conventionnels restent la premiére ressource de thérapie antibactérienne et ne
peuvent étre totalement remplacés. Par conséguent, combiner des antibiotiques
conventionnels avec les bactériocines peut prolonger |'espérance de vie de nombreux
antibiotiques (Severina et al., 1998).

Notre éude s'inscrit dans ce méme contexte. Les composés antibactériens utilisés dans
cetravail est lacéfoxitine et la paracaseicine A.

Les résultats de I'association de la céfoxitine et la paracaseicine A semi-purifiée, ont
montré gque cette combinaison a abouti a une synergie entre les deux antibactériens sur la

guasi-totalité des souches de SARM testées. Cet effet synergique a permis de réduire la CMI

m
I
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de la céfoxitine. La plus forte synergie est révélée chez SARM 363 avec un facteur de
réduction égal a 08 fois, une synergie moins forte est observée chez SARM 298, SARM 391
et SARM 810 avec une réduction de 4 fois, cependant une synergie plus faible est notée chez
SARM 936, SARM 637 et SARM 433 ou laCMI delaFOX est seulement réduite de 02 fois.

Le mécanisme d action des bactériocines passe par plusieurs étapes, la fixation de la
bactériocine sur la membrane cible constitue la premiére et |'ultime étape du mécanisme
d’action. Cette interaction est souvent éectrostatique (Che et al., 1997). C'est durant cette
étape gue le peptide adopte sa conformation tridimensionnelle permettant |’ expression de son
activité. Puis elle est suivi par I'insertion de la bactériocine dans la membrane cytoplasmique
pour laformation de pores, ce qui conduit alamort cellulaire (Huang et al., 2006). Toutefois,
certaines bactériocines agissent sur leurs bactéries cibles sans formation de pores. En effet,
ces bactériocine se fixent sur le lipide 11 et provoque une translocation de ce lipide du septum,
ce qui inhibe la synthese de la paroi (Hasper et al., 2006). Un autre mécanisme d’ action est
décrit chez certaines bactériocines, il s agit de laformation d’un complexe avec lelipide Il ce
qui constitue une barriére physique empéchant la transpeptidation et la transglycosylation,

deux étapes importantes pour la synthese de la paroi cellulaire (Wiedemann et al., 2006).

Par conséquent, la synergie entre la céfoxitine et la paracaseicine A pourrait étre

expliquée par deux mécanismes :

» La formation de pores aboutit a la perte de composés cellulaires importants
commel’ ATP, lesions (H*, K*, Mg, Mn",...etc.), les acides aminés et les bases
nucléotidiques ce qui fragilise la cellule bactérienne et la rend plus vulnérable a
I’ action de la céfoxitine.

» La liaison de la bactériocine avec le lipide Il sans formation de pores
transmembranaires, renforce et augmente d’ avantage I’ action de la céfoxitine par

inhibition de la synthése de la paroi.



Conclusion
et

(Perspectives

I




Conclusion

Notre travail avait pour objectif |'étude in vitro de I'activité antibactérienne de la
paracaseicine A produite par Lb. paracasei subsp. paracasei et de son effet synergique en
association avec la céfoxitine a I’égard des souches de Saphylococcus aureus résistant a la

méthicilline.

L’ activité antimicrobienne de la bactériocine a été déterminée par la méhode de
diffusion sur milieu solide. La CMI de la céfoxitine (FOX) seule ou en combinaison avec le

peptide antimicrobien a été déterminée par la méthode des microdilutions sur microplague.

Lorsque la céfoxitine a éé combinée avec la paracaseicine A, la CMI a diminué de
maniere significative chez toutes les souches de SARM testées sauf chez SARM 594, ce qui
indique une synergie entre ces deux antibactériens. Cette réduction est variable d' une souche
aune autre voire absente. Laplus forte synergie est observée chez SARM 363 ou laCMI de la
FOX a été réduite de 08 fois passant de 32 ug/ml a4 pg/ml, tandis qu’ une absence totale de
cette synergie est notée chez SARM 594 dont la CMI de la FOX est restée a 8 pug/ml méme
apres |I’avoir associé a la paracaseicine A. Une autre réduction considérable de la CMI a éé
observée chez SARM 298, SARM 391 et SARM 810 ou elle a diminué de 04 fois, de 32
pg/ml &8 pg/ml chez SARM 298 et SARM 391 et de 16 pg/ml a4 pg/ml chez SARM 810.
Par ailleurs, les 03 autres souches de SARM restantes ont souligné la plus faible synergie avec

un facteur de réduction égale a 02 fois. De ce fait, les CMI ont baissé de 16 pg/ml a8 pg/ml.

Ces résultats plaident en faveur de I’ utilisation de la paracaseicine A dans le traitement
des infections dues aux BMR, a savoir Staphylococcus aureus. En perspectives, cette éude

reste préliminaire et mérite d’ étre exploitée et complétée par d' autres travaux relatifsa:

> L’utilisation d’une bactériocine pure pour confirmer les résultats obtenus.
> L’éude éargie sur I'activité antimicrobienne de Lb. paracasei envers d autres
bactéries a Gram positif et a Gram négatif responsables d’ infections noscomiales.

> Reédlisation detestsin vivo pour vérifier I efficacité de la synergie.
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Annexe

Composition des Milieux de culture utilisés

Tableau N°I : Bouillon Nutritive (PH =7,2)

Composition Quantitégl/l Pays Laboratoire
Peptone 5
chlorurede 5 » _ ,
sodium Algérie Institut pasteur d’ Alger
Ex.tralt de 10
viande

Stériliser al’ autoclave a 121°C pendant 15 minutes.

Tableau N°lI : Bouillon MRS (PH = 6,5)

Composition Quantité g/l Pays L aboratoire
Polypeptone 10
Extrait de viande 10
Extrait autolytique de 5
levure
Glucose 20
Tween 80 1,08
dli:’gggp;lgtﬁe 5 talie Liofilchem
Acétate de sodium 5
Citrate d’ ammonium 2
Sulfate de magnésium 0,2
Sulfate de manganese 0,05

Stériliser al’ autoclave & 121°C pendant 15 minutes.




Tableau N°l11 : Bouillon Muller Hinton (PH =7,3)

Composition Quantité g/l Pays Laboratoire
Extrait de viande 3
Hydrolysant de 17,3 Algérie Institut pasteur d Alger
caséine
Amidon 15

Steériliser al’ autoclave a 121°C pendant 15 minutes.

Tableau N°I'V : Bouillon Ceeur Cervelle (PH =7,4)

Composition Quantité g/l Pays Laboratoire
Extrait ceceur-cervelle 17,5
Peptone pancréatique 10,0
Chlorure de sodium 5,0 Europe Biokar
Phosphate disodique 2,5
Glucose 2,0

Stériliser al’ autoclave a 121°C pendant 15 minutes.

Tableau N°V: Géose PCA (Plate Count Agar) (PH = 6,9)

Composition Quantité g/l Pays Laboratoire
Tryptone 6
Extrait de levure 3 )
Biokar
Glucose 1 Europe
Agar 15

Stériliser al’ autoclave a 121°C pendant 15 minutes.




Tableau N°V: Gélose Mudller Hinto (PH = 7.3)

Composition Quantité g/l Pays Laboratoire
Extrait de viande 6
Hydrolysant de caséine 3 )
: Biokar
Amidon 1 Europe
Agar 15

Stériliser al’ autoclave a 121°C pendant 15 minutes.

Eau physiologique:
Eaudigtillée..................... 1000 ml
Chlorure de sodium .................99

PH =7 et stériliser al’autoclave a120 °C pendant 20 minutes.
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Résumé

Objectif : Vérification de I’ effet antagoniste de la paracaseicine A produite par Lb. paracasei subsp.
paracasel et I’évauation de son effet synergique en combinaison avec la céfoxitine a I’ encontre de
Saphylococcus aureus résistant ala méthicilline.

Méthode et résultats: Dans le but de réaliser cette étude, une souche de Lactobacillus paracasel
productrice de la paracaseicine A et 8 souches de SARM ont été utilisées. L’ activité antibactérienne de
la bactériocine a été vérifiée grace a la méthode de diffusion en milieu gélosé PCA. Les effets
synergiques dus al’ association de la paracaseicine A et de la céfoxitine ont été révélés par latechnique
des microdilutions.

L es résultats obtenus révélent une synergie chez toutes les souches de SARM testées par la réduction
des CMI de la FOX sauf chez SARM 594 dont la CMI est restée a8 pg/ml. La synergie la plus forte
est révélée chez SARM 363 avec un facteur de réduction important égale a 8 fois réduisant la CM| de
32 ug/ml a4 pg/ml. Chez SARM 298, SARM 391 et SARM 810 la CMI de la FOX est réduite de 04
fois, de 32 pg/ml a 8 pg/ml chez SARM 298 et SARM 391 et de 16 pg/ml a 4 pg/ml chez
SARM 810.Cependant, un taux de réduction tres faible est observé chez 03 autres souches dont les
CMI de laFOX ont baissé de 02 fois: de 16 pg/ml a8 pg/ml chez SARM 637, SARM 936 et SARM
433, soulignant la synergie la plusfaible.

Conclusion : les résultats obtenus ont démontré que I’ effet synergique de la paracaseicine A associée
alacéfoxitine réduit de maniere considérable les CMI de ce dernier.

Motsclés: paracaseicine A, céfoxitine effet synergique, SARM, CMI.

Abstract

Objective: verification of the antimicrobial activity of paracaseicin A produced by Lb. paracasei
subsp. paracasei, and the evaluation of its synergistic effect in combination with the cefoxitin against
Methicillin-Resi stant Staphylococcus aureus.

Methods and results: in order to achieve our study, a strain of Lactobacillus paracasei, paracaseicin
A producer and eight MRSA strains had been used. The bacteriocin activity was controlled using the
diffusion method in PCA medium agar. Besides, the synergistic effects resulting from the combination
of the pracaseicin A to the cefoxitin were shown by the microdilution method.

The results obtained showed synergy in al the MRSA strains tested, by reducing MIC of the cefoxitin
except in SARM 594 which the MIC remained at 8 ug/ml. The strongest synergy isrevealed in SARM
363 reducing the MIC from 32 pg/ml to 4 pg/ml, with a significant reduction factor equal to 08 folds.
In MRSA 298, MRSA 391, MRSA 810 the MIC of the FOX s reduced by 04 folds from 32 pg/ml to
8 ug/ml in MRSA 298 and MRSA 391, and from 16 pg/ml to 4 pg/ml in MRSA 810. However,
the lowest synergistic effect is noticed in 03 strains; MRSA 637, MRSA 936 and MRSA 433; with
MIC ranging from 16 pg/ml to 8 pg/ml and a reduction factor equal to 02 folds.

Conclusion: Our results showed that the synergistic effect of the paracaseicin A in combination with
cefoxitin reduced considerably the MIC of the cefoxitin.

Keywords: paracaseicin A, cefoxitin, synergy, MRSA, MIC.

Az
7N

%
%
%
%
%
%
%
%
3%
%
%
%
%
%
%
3%
%
%
%
%
%
%
%
%
%
%
%
%
%
%
%
%
%
3%
%
%
%
%
%
%
3%
%
%
3
3%
3
3%
3
3%
3
3%
3

A4
7N

AZ Az Az Az Az Az Nz Az Az Az Az Az Az Az Az Az Az Az Az Az Az Az Az Az NIz Az Az Az Az Az Az Az Nz Nz Az Az Nz Az

NN ZN N 72N 2N 72N ZN 2R ZN 2R ZN IR ZN 2R ZN 2R ZN ZR ZR ZN ZR ZN ZR ZN ZR ZN ZR ZN ZR ZN ZR ZN ZN ZKR 7N ZN 7N



	1-Page de garde 2 (corrigée).pdf
	2-Remerciements.pdf
	3-dédicaces TAM.pdf
	4-DEDICACES fahima.pdf
	5-Liste des abréviations.pdf
	6-La liste des figures.pdf
	7-La liste des tableaux.pdf
	8-La table des matières.pdf
	9-Partie I (introduction intercallé).pdf
	10-introduction (le contenu à imprimer).pdf
	11-Partie II (intercallé de matériel et méthode).pdf
	12-lieu de stage.pdf
	13-Matériel            et        méthodes (à imprimer2).pdf
	14-Partie III (intercallé de résultats et discussion).pdf
	15-Résultats et discussion.pdf
	16-La discussion2.pdf
	18-page de conclusion.pdf
	19-conclusion.pdf
	20-Les  REFERENCES-BIBLIOGRAPHIQUES.pdf
	21-Les annexes.pdf
	22-Résumé.pdf

