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Introduction

L'impact des maladies infectieuses ne cesse de croitre dans le monde. Cela est dd

généralement au phénoméne de l'antibio-résistance (MERAH et al, 2010). Le nombre de
bactéries pathogenes résistantes aux antibiotiques a considérablement augmenté, y compris les
Staphylocoques. Cette tendance alarmante implique la nécessité d'identifier et d'évaluer de
nouveaux agents antibactériens. Il est rapporté que les minéraux géologiques naturels
possedent des propriétés antibactériennes, ce qui pourrait donner l'espoir de nouveaux
composés thérapeutiques Il a été démontré que I’argile est capable a ga (MOOSAVI, 2017).
sachant que ces derniers ne présentent pas généralement des effets secondaires, et
compte parmi ces minéraux les plus convoité, en raison de ses propriétés inhibitrices et
thérapeutiques (MERAH et al, 2010).

Déja en 1928, le Staphylocoque a joué un réle dans la découverte des antibiotiques. En

effet, "observation fortuite d’Alexander Fleming sur des colonies de Penicillium a conduit a
I’amélioration de la santé mondiale. Il a remarqué que le champignon Penicillium (qui avait
contaminé les boites de cultures accidentellement) avait inhibé la croissance d’une culture
bactérienne qui se trouve étre une souche de staphylocoque. De cette observation découlent la
purification et la production du premier antibiotique utilisé en thérapeutique : la penicilline G
(ROBERT, 2013).

Les souches bactériennes présentent de nombreux mécanismes de résistance, surtout en

cas d’utilisation prolongée ou répétitive d’antibiotiques au niveau local ou général. La
sélection et I’émergence de souches bactériennes résistantes, voire multi résistantes, sont
devenues I’'un des sujets les plus préoccupants de la thérapeutique (DRUGEON et al, 2012).

S. aureus est présent chez I’homme sur plusieurs sites corporels. On le repére sur la

surface de la peau et des muqueuses, mais il colonise principalement les fosses nasales, les
glandes de la peau, le cuir chevelu, les mains, la bouche, les dents et le périnée
(DAVID, 2013), L'un des agents pathogenes infectieux les plus courants, est devenu une
menace sanitaire menacant dans le monde entier (CAFLISCH et al, 2018).

Ce qui est inquiétant, c'est que l'augmentation des l'infections des hdpitaux et des

communautés causees par MDR-Staph conduit a lI'urgence de découvrir et de développer de
nouveaux agents antibactériens. MDR-SA a émergé comme les souches bactériennes les plus
redoutables d'antibiotiques disponibles qui incluent la méthicilline, la vancomycine
(glycopeptide), la daptomycine (lipopeptide), le lenzolid (oxazolidinone), le tizidolid). ,
Dalbavancide (lipog), oritavancine (glycopeptide), ceftaroline (antibiotique p-lactame),
ceftobiprole et carbapénémes. Par conséquent, la découverte et le développement de nouveaux
agents antibactériens pour contrdler divers mécanismes de résistance est une étape essentielle
dans la lutte contre la résistance de plusieurs antibiotiques et médicaments (SRIKANTH et
al, 2019).



Introduction

Pour cette raison, dans notre travail nous avons utilisé I'argile comme un nouvel agent

antibactérien du fait de leurs propriétés physico-chimiques, (tel que le gonflement et la

capacité d’échange cationique, la plasticité et la thixotropie) de leur variété et de leur
abondance (KHATEM, 2017).

L'argile est une roche sédimentaire a texture tres fine, composée en grande partie de

minéraux spécifiques, en général des silicates d'aluminium plus ou moins hydratés, a structure
feuilletée (phyllo silicates) ou fibreuse (sépiolite et palygorskite), ce qui explique leurs
qualités d'adsorption et leur plasticité (BENALI et al, 2017).

L’argile est utilisée pour absorber les liquides ou engluer des bactéries, virus,
champignons, toxines... en cataplasmes externes ou internes (BENALI et al, 2017).

Plusieurs études rapportent en effet, I’utilisation de ceux-Cci comme protecteurs gastro-

intestinaux, laxatifs ( grace a la sépiolite, la palygorskite et les smectites telles que la
montmorillonite et la saponite qui sont des minéraux argileux qui peuvent réduire l'acidité
gastrique principalement par adsorption de protons a la surface du minéral). Anti- diarrhéiques
(grace a la palygorskite, la sépiolite, les smectites, et la kaolinite qui sont largement utilisés
comme anti-diarrhéiques parce qu'elles ont une grande capacité d'adsorption, et sont non
toxiques. Les minéraux argileux utilisés contre la diarrhée agissent en réduisant la quantité du
liquide qui arrive dans le c6lon a partir de I’intestin gréle et peuvent adsorber ou neutraliser
les entéropathogenes en causant la suppression de la diarrhée et le compactage des matieres
fécales).Et comme protecteurs dermatologiques (dans ce cas les minéraux argileux peuvent
étre administrés par voie topique en tant que protecteurs dermatologiques anti-inflammatoires
ainsi qu’anesthésiques locaux).Les smectites en particulier interviennent dans la fabrication de
nombreux cosmétiques : savons, shampoings, pommades, cremes et dentifrices ou elles
remplacent les matiéres grasses(BENALI et al, 2017).

L'argile pourrait étre un véritable substitut d'antibiotiques qui n’entrainerait pas de
résistance comme les antibiotiques (BENALI et al, 2017).

Dans cette optique et afin de vérifier en partie cette hypothése, nous avons réalisé un travail

dont l'objectif était d'évaluer le pouvoir antibactérien de l'argile bentonite de Maghnia in vitro
et son effet bactéricide sur les Staphylococcus aureus.
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Chapitre | Materiel et Méthode
1.1/ Objectif du travail :

e Evaluation le pouvoir antibactérien de l'argile bentonite de maghnia in vitro et son
effet bactéricide sur les Staphylococcus aureus.

1.2/ Lieu et période de travail

Les travaux présentés dans cette étude ont été effectués au sein du laboratoire de
microbiologie au niveau de la Faculté des Sciences de la Nature et de la Vie, Université Ibn
Khaldoun- Tiaret. Durant le mois du mars 2020.

1.3/ Matériels et méthodes :
1.3.1/ Matériels
1.3.1.1/ Matériel biologique
e Une souche de référence : Staphylococcus aureus ATCC25922
1.3.1.2/ Matériel minéral
e Argile

L’argile (Bentonite) utilisée au cours de notre étude provient du gisement de Hammam
Boughrara. Situé a 25 Km au nord-est de Maghnia et ses réserves actuelles d’argile sont
estimées de 8,2 millions de tonnes. L’échantillon est exploité actuellement par 1’entreprise
nationale de fonderie (ENF) (GUENOUN et GADA, 2017).

1.3.1.3/ Materiels, appareillages et produits utilisés

Le matériel et les milieux de culture nécessaires a la réalisation de ce travail sont
représentes dans le tableau 01.



Chapitre |

Matériel et Méthode

Tableau 01 : Matériels de laboratoire et milieux de culture utilisés

Verreries et appareillages

Produits et milieux de culture

Verreries et autres
-Béchers

-Eprouvette graduées
-Boites de pétri
-Pipettes Pasteur
-Flacons

-Tubes a essais

-Verre de montre
-Micro-pipettes
-Ecouvillons

-Pinces

-Anse d’ensemencement
-Cloche de durham
-Barreaux magnétiques
- Seringues

-Papier Wattman
-Lames

-Lamelles
Appareillages
-Autoclave (Wolf)
-Etuve (Memmert)
-Stérilisateur

-Bain marie (Memmert)
-Balance électrique (sartorius)
-Agitateur magnétiques(Stuart)
-Microscope
-Réfrigérateur (IRIS)
-Bec bunsen

Milieux de culture

-Baird Parker
-Chapman

-Gélose ADNase
-Eau physiologique
-TSlI

-Mannitol mobilité
-Citrate de simmon
-Gélose nutritive
-Gélose ordinaire

Produits

-H20:

-Eau distillée
-NaOH

- Disques d’antibiotiques
-plasma de lapin

- Jaune d’ceuf
-Violet de gentiane
-Lugol

- Alcool

-Fuchsine

-Huile d’émersion

NB : La composition des différents milieux de cultures et des tests biochimiques sont données

dans ’annexe 01

1.3.2/ Méthodes

1.3.2.1/ Protocole expérimental

La démarche expérimentale suivie au cours de cette étude est illustrée dans I’organigramme

ci-dessous (figure 01) :




Chapitre | Materiel et Méthode

Bentonite de S.aureus ATCC25922 S.aureus de laboratoire
Maghnia
) ¢ Repiquage sur gélose CHAPMAN
Tamisage a 40 pm ¢
v Ré-identification de la bactérie

Mesurer le
taux

d’humidité

Stérilisation 121C °pendant

1h | v

] . ¢ Tests Macroscopiques Tests
Détermina Preparation de SM (100g/1L) et Pl biochimiques
tion de pH agitation pendant 2h ¢ classiques
¢ Tests Microscopiques

Préparation des dilutions de 1% a

10% Standardisation Mc Farland 0.5

Préparation des
disques de papiers
wattman imbibés dans

e —

les différentes dilutions | |
remplacants les Par méthode des disques Par méthode des puits

disques d’antibiotiques
de I’antibiogramme

~ Ensemencer la S.aureus sur la surface de la gélose MH puis I’ajout : ==

2 Témoins

| ] Les disques argileux
Les disques d’ATB Ne rien ajouter (ni ATB ni argile)

Figure 01 : Organigramme récapitulatif du protocole expérimental



Chapitre | Materiel et Méthode

A cause de la pandémie du COVID- 19 qui a touché le monde entier, quelques étapes

seulement ont été réalisé (figure 02), par contre la plupart ont été traitées et discutées dans ce
document sur la base des recherches déja effectuées.

1.3.2.2/ Protocole réalisé

Staphylococcus aureus

S.aureus ATCC25922 S.aureus de laboratoire

Repiquage sur gélose CHAPMAN

Identification de S.aureus pour la confirmation

v

Tests Macroscopiques

Tests biochimiques

I classiques
Tests Microscopiques

Figure 02: Organigramme récapitulatif du protocole réalisé

1.4/ Repiquage de la bactérie sur le milieu Chapman :

v" Technique

» A l'aide d’une anse de platine stérile, prélever une colonie caractéristique et
I’ensemencer dans une boite de pétri

> Incuber & 37 C° durant 24 heures.



Chapitre | Materiel et Méthode

1.4.1/ Observation microscopique
1.4.1.1/ Coloration de Gram
v" Principe

La méthode de coloration de gram permet de différentier les bactéries & Gram positive, de
Gram négative, Ceci étant di a une différence de composition de la paroi. En se basant sur la
différence de la perméabilité de la bactérie, une solution alcoolique va fragiliser et
perméabiliser les membranes contenant le plus de lipide permettant I’élimination du complexe
crystal violet-iodine des cellules des bactéries a Gram négative, c’est 1’étape de décoloration ;
les bactéries a Gram positive vont rester colorées en violet tandis que celles a Gram négative
vont prendre la teinte de la contre-coloration qui sera appliquée dans un dernier temps. Elle
permet aussi de mettre en evidence les caracteres morphologiques (forme, taille) des bactéries
ainsi que leurs arrangement cellulaires (BIOLTROP, 2012).

v’ Technique

» A l’aide d’une anse de platine stérile, on préléve une a deux colonies a partir d’une
culture jeune de 48 heures.

Réaliser un frottis bactérien fin et uniforme en étalant I’échantillon sur une lame en
verre sterile contenant quelques gouttes d’cau distillée.

Fixer la préparation au bec bunsen.

Inonder la lame de violet de gentiane et laisser agir pendant une minute.

Eliminer I’excés du colorant par un ringage a I’eau courante.

Recouvrir le frottis avec le Lugole et laisser agir pendant une minute.

Rincer a I’eau courante.

A\

Décolorer a I’alcool pendant environ 10 secondes, puis rincer a 1’eau.

Recouvrir le frottis au contre-colorant (Fuchsine) et laisser reposer pendant 30 a 60
secondes.

Bien rincer a I’eau et buvarder délicatement.

YVVVVVYVYY

Y VY

Observer au microscope optique a 1’objectif (x100) aprés avoir déposé une goutte
d’huile d’immersion.

1.5/ Recherche des Staphylocoques a catalase positive :

1.5.1/ Repiquage de Staphylocoque sur le milieu Baird Parker

La gélose de Baird-Parker au jaune d’ceuf au tellurite de potassium est le milieu sélectif le
plus utilisé pour la recherche et le dénombrement des Staphylocoques a coagulase positive en
microbiologie alimentaire.
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v Technique

» A laide d’une anse de platine stérile, prélever une colonie caractéristique et
I’ensemencer dans une boite de pétri

» Incuber & 37 C° durant 24 heures.

Figure 03: Repiquage de Staphylococcus aureus sur le milieu BP
1.5.2/ Re-identification des souches

A. Test de la catalase

v" Principe

Pendant la respiration aérobie, certaines bactéries produisant du Peroxyde d’hydrogene.
Celui-ci est trés toxique et certaines bactéries sont capables de le dégrader grace a des
enzymes qu’elles synthétisent et notamment la catalase (BOUDOUDA, 2015).

La catalase a la propriété de décomposer H202 sous forme Gazeuse selon la réaction suivante:

2 H202 1 :Oz +2 H20

v Technique

» Sur une lame propre et séche, déposer une goutte d’eau oxygénée.

» A laide d’une anse de platine stérile, ajouter une quantité suffisante de culture
bactérienne.

» Observation immédiatement.
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Figure 04 : Test de la catalase
v’ Lecture

Les bulles correspondent au dégagement de gaz de dioxygéne O2

-Apparition de bulles - Catalase positive.

-Absence de bulles > Catalase négative.

1.6/ Etude des caracteres biochimiques :

Les différents tests pratiqués sont détaillées dans le tableau 02 (DEBBI et SAADI, 2019).
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Tableau 02 : les tests biochimiques chez les S.aureus
Milieu / Aspect de milieu Mode Caracteére Lecture
principe avant d’ensemencement | recherché
I’ensemencement
( Le milieu -Mannitol (+)
Principe :ce mannitol est Fermentation | Apparition d’une
milieu permet ensemence par de mannitol | coloration jaune
I’étude de la piqure centrale @ | -La mobilité | -Mannitol (-)
fermentation I’aide d’une Milieu reste
du mannitol, il pipette pasteur rouge.
permet aussi la chargée de la -Mobilité (+)
mise en culture Diffusion de la
évidence de la bactérienne en culture a partir de
mobilité milieu semi- la ligne
bactérienne. solide incuber a d’ensemencement
37 °C pendant en créant une
24h. trouble du milieu.
-mobilité (-)
Pas de diffusion.
\ ‘ -Ensemencement | -Lactose -Lactose (+) :
' ' de la pente de la | -Glucose Virage de la
-Principe : ; ! 'l gélose par des -Saccharose | pente au jaune (la
Ce milieu \' b : stries serrées, -Gaz pente du milieu).
permet W | puis le culot par | -Production | -Saccharose (+)
d’étudier la - . piqure centrale et | d’H2S virage au jaune

fermentation
de trois sucres
(saccharose,
lactose,
glucose)
d’apprrécier la
production ou
non de ’'H2S
et de noter la
production ou
non de gaz a
partir du
glucose.

I’incubation est
réalisée a 37°C
pendant 24h.

-Le bouchon de
milieu ne doit pas
étre trop vissé.

de milieu de tube
(la pente de
milieu.

-Glucose (+) :
virage de culot au
jaune et bactérie
aéro-anaérobie.
-Gaz (+) :
apparition des
bulles ou des
poches gazeuse
qui décalent la
gélose de fond de
tube.

-Production
d’HaS :
Noircissement du
milieu.
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Ce milieu peut -utilisation - Citrate (+) :

étre utilisé aussi | de citrate Virage de milieu
-Principe : bien en tube au bleu et une
¢’est un milieu gélose incliné culture de colonie
gélosé utilisé qu’en boite de sur la pente.
pour pétri. Dans les
I"identification deux cas
des ensemencer

légérement la
surface du milieu
par stries et pour
les tubes en pente
jusque dans le
culot, puis
incubation

entérobactérie
S par
[’utilisation du
citrate comme
seul source de
carbone

A cause de la pandémie du COVID-19 on n’a pas pu de terminer notre travail au sein de
laboratoire donc on va utiliser d’autres thématiques proche a la notre.

1.7/ Standardisation de Mc Farland:

- Préparer I’étalon 0,5 Mc Farland en versant 0,5 ml d’une solution de Bacladihydraté a 1%
(10g/1), dans une éprouvette de 100ml. Compléter a 100ml avec du H2S04 a 1% (10 ml/l).
Ainsi préparé, il doit avoir une D.O de 0,08 2 0,1 lue a 625 nm.

- Aliquoter la solution en volumes de 10 ml, dans des tubes identiques a ceux qui serviront a
la préparation des inoculums (le nombre d’aliquotes sera fonction du nombre de
manipulateurs).

- Sceller ces tubes de facon a éviter toute évaporation (parafilm, ruban adhésif, ...).

- Repérer le niveau du liquide a 1’aide d’un marqueur, et le contrdler régulierement en prenant
la densité optique.

- Conserver les tubes a température ambiante, et a I’abri de la lumiére (papier aluminium).

- Homogénéiser le tube étalon avant de le comparer a I’inoculum préparé :

Inoculum et étalon doivent avoir la méme turbidité lorsqu’ils sont examinés sur un fond rayé.
- Privilégier I’utilisation des densitometres.

1.8/ Antibiogramme :

Un antibiogramme est une technique de laboratoire visant a tester la sensibilité d’une bactérie
vis-a-vis d’un ou plusieurs antibiotiques.

Le principe consiste a placer la culture de bactéries en présence des antibiotiques et a observer
les conséquences sur le développement et la survie de celle-ci.

Le milieu utilisé est le MH coulé dans une boite de pétri de fagon uniforme et jusqu’a une
épaisseur de 4 mm.

La méthode est la diffusion sur gélose

11
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v Technique

> A proximité du bec Bunsen et a l'aide d'une anse de platine stérilisée au préalable
prélever une ou deux colonies isolées sur milieu de culture.

> Les déposer dans un tube contenant 10 ml d'eau physiologique, bien mélanger la
préparation.

> Inonder la boite contenant milieu de Mueller-Hinton par la préparation.

> Ré aspirer soigneusement a la pipette Pasteur l'exces de suspension ou rejeter dans un
bicher de I’eau de javel.

> Sécher le milieu ensemencé pendant 15 minutes a 37C°.

> Appliquer des disques d'antibiotiques a I'aide d'une pince flambée ou distributeur.

> Incuber les boites dans I'étuve a 37C° pendant 18 heures.

La lecture doit se faire dans les délais recommandés:18 a 24 heures. La zone d'inhibition
circulaire est mesurée par le diametre en millimetres a 1’aide d’une regle. 11 existe trois types
d'interprétation selon le diametre du cercle qui entoure le disque d'antibiotique : souche ou
bactérie sensible (S), intermédiaire (I) ou résistante (R) est effectuée selon les criteres definis
par (EUCAST ,2016).

Dans ces deux méthodes utilisées on ensemence la S.aureus sur la surface de la gélose MH
puis on ajoute les disques argileux et deux témoins (les disques d’ATB et ni ATB ni argile).

1.8.1/ Méthodes des disques d’antibiotiques (Méthode indirect)
v Principe général

Pour réaliser la méthode de disque, la culture bactérienne est effectuée a la surface d’une
gélose de MH. Des disques pré imprégnés d’une dose connue d’antibiotique sont déposés a la
surface de la gélose. L’antibiotique (Ampicilline) diffuse a partir du disque en créant un
gradient de concentration. La détermination du diamétre de la zone d’inhibition permet une
estimation de la concentration minimale inhibitrice. Les caracteres de sensibilité ou de
résistance de la souche bactérienne en seront déduits (MEGHNI et LAZGEUGE, 2018).

1.8.1.1/ Application des disques

» Les disques seront confectionnés a partir de papier (Wattman n° 5), a raison de
6mm de diameétre. Pour éviter tous risques de contamination aux germes
exogenes au cours de I’expérimentation les disques ont été stérilisés a 120°C
pendant 15 minutes .

» Trois disques imbibés pendant 5 minutes dans chaque concentration d’extrait
obtenu selon le solvant utilisé.

» Déposer a la surface des boites les disques imbibés et les disques
d’antibiotique choisis (Gentamycine) en appuyant 1égérement a I’aide de la

12
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pince stérilisée ; on doit veiller a ne pas chauffer les disques par la pince
flambée.

> Un disque appliqué ne peut étre déplacée, les différents disques doivent étre
distants d’environ 30 mm, la boite peut et doit étre retournée sans probleme.
Tous les essais sont effectués a trois reprises.

1.8.2/ Méthode des puits de diffusion

Il s’agit d’un test simple de criblage et de sensibilité¢, en utilisant une méthode dite de
diffusion avec des puits creusé dans le milieu Mueller Hinton [(PEREZ et al, 1990).

Cette méthode de puits a été modifié dans laboratoire ou on a utilisé les pipettes pasteur
flambées et refroidies pour creuser des puits de 0,8mm de diametre comportant environ 100 pl
d’échantillon d’argile.

Cette technique est répertoriée et décrite dans différentes publications. [(OSHO et BELLO,
2002), (ASSEGID et al, 2004)].

1.8.2.1/ Le mode opératoire

On dépose 0,1 ml de chaque souche puis on étal en surface du milieu MH par écouvillonnage.
Nos échantillons de I’argile ont été versés avec une micropipette dans les puits creusés a
raison de cinq puits par boite. L’incubation se fait a 37°+2C pendant 24h a 48h. Et Nos
expériences sont reéalisées en triple.

1.8.2.2/ Expression des résultats

Les zones d’inhibition ont été mesurées deux fois par puits a des angles perpendiculaires
(JASON et al, 2004).
Ont déterminé les intervalles suivant : <5mm inactive, 5,5-9 mm activité trés basse, 12-15
mm activité moyenne et >15 mm activité élevé.
NB : les zones d’inhibition on obtient :

e Soit une zone translucide transparente avec absence totale de croissance.

e Soit une zone ou il y’a une décroissance par rapport au tapis bactérienne Pour

confirmer I’effet : si elle est bactéricide ou bactériostatique.

On utilise une boite de Pétri contient le milieu de culture neuf et on va repiquer I’intérieur de
la zone d’inhibition et on voir s’il y’a présence ou absence de croissance microbienne. Si le
résultat est positif c’est-a-dire il y’a une croissance on le considére comme un effet
bactériostatique, si non s’il y’a absence de croissance c’est un effet bactéricide (MURAT et
al, 2007).

1.9/ Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI) :

La CMI est définie comme étant la croissance la plus faible d’un agent antimicrobien qui
inhibe la croissance visible d’un micro-organisme apres 1’incubation, et la CMB comme la
plus faible concentration d’un agent antimicrobien qui tue 99.9% des micro-organismes apres
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sous-culture sur le milieu la CMlo, CMlIso , CMlwo [(COSENTINO et al,
1999).(BELLERBECK, 2000).(ANDREWS, 2001)].

La méthode par dilution a pour but d’évaluer des CMI. Celle-ci consiste a déterminer la plus
faible concentration d’un agent antimicrobien, nécessaire pour inhiber la croissance d’un
microorganisme.

1.9.1/ Préparation des dilutions

12 3 4 5 6 7 8 9 10

=

- N fnarl
Solution mere S—

Déuant 1 mL

TR T

Figure 05: préparation des dilutions
1.9.2/ Méthode des spots
v Principe de la méthode

Ce test a pour objectif d’estimer la concentration minimale inhibitrice des souches testées au
contact de différentes concentrations des agents antimicrobiens étudiés.

Cette technique est réalisée en trois étapes :

— Dans des boites de Pétri stériles, couler 15 ml du milieu MH qui va servir d’apport
ennutriments pour les souches bactériennes.

— Réaliser une dilution volume a volume : dans 3 ml du milieu de culture, mélanger des
volumes variables de 1’agent antimicrobien a tester. Puis, la dilution obtenue est versée et
¢talée d’une fagon homogene dans les boites de Pétri préalablement coulées.

— Aprés solidification, déposer 3 spots de 5ul de la suspension bactérienne a 10 UFC/ml en
forme de triangle.

Nous avons aussi réalisé un témoin positif contenant uniquement la suspension microbienne,
et un témoin négatif ne contenant uniquement I’agent antimicrobien.

Les boites sont ensuite, incubées a 37°C pendant 24h.

La plus petite concentration pour laquelle il n’y’a aucun développement visible de la souche
est considérée comme étant la CMI.

Les CMI sont calculées en pourcentage (%) du volume de ’agent antimicrobien incorporé par
rapport au volume de la couche superficielle du milieu de culture (ABDI et al, 2016)
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Chapitre 11 Résultats et Discussion

1/ Identification des souches :
1.1/ Etude Macroscopique

e Aspect des colonies

Sur le mieux Chapman, les colonies des Staphylocoques apparaissent crémeuses, entourées et
pigmentées d’une auréole jaune .le changement des couleurs du milieu de rouge au jaune se
traduit par la fermentation de mannitol avec libération de produits acides donc la bactérie est
de mannitol positive (figure 06).

Figure 06: Aspect macroscopique des colonies caractéristiques de Staphylocoque sur milieu
chapman.

Sur le milieu Bp,les colonies des Staphylocoques appariassent noires due a la réduction de
tellurite , convexes ,brillantes ,de diametre compris entre 0,5 et 2 mm entourées d’une halo
clair correspond a une protéolyse des lipoprotéines du jaune d’ceuf par des lipoprotéinases . A

I’intérieur du halo transparent , une zone opaque due a I’action de 1écithinase (hydrolyse de la
lécithine ) (DELARRAS ,2007 ) ( figure 07) .

Figure 07: aspect macroscopique des colonies caractéristiques des S.aureus sur milieu BP
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1.2/ Etude microscopique

e Coloration de Gram

Les résultats de la coloration de Gram des isolats ont révélés a Gram positif ,associees en
diplocoques et en grappes de raisin (figure 08) .

Figure 08: Aspect microscopique des staphylocoques

(Coloration de gram objectif *100).

2/ Ré-identification des souches :

Les tests d’identification ont permis de confirmer I’appartenance des souches isolées a
I’espéce Staphylococcus aureus.

v" Test de catalase

La présence d’une catalase est un caractére quasi-constant chez les Staphylocoques et sa mise
en évidence permet de distinguer parmi les cocci a gram positif les Staphylocoques des
Streptocoques.

L’isolat au genre Staphylococcus, est décomposé 1’eau oxygéneée en eau et en oxygéne qui se
dégage ce qui se traduit par le dégagement des bulles de gaz (Figure 09).

Figure 09 : Mise en évidence de la catalase chez les Staphylocoques aureus.
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Compte tenu de la situation actuelle & laquelle le monde est confronté en raison de I'épidémie
de Corona, nous n'avons pas eu l'occasion d'achever notre travail; C'est pourquoi nous nous
comptons sur les résultats et discussions obtenus dans les articles précédents.

3/ L’activité antibactérienne de I’argile bentonite sur les Staphylococcus
aureus :

3.1/ Le premier article : Effet antibactérien de certaines argiles minérales in vitro :

Cet article (SHEHAB et al, 2011) vise & évaluer I'effet antibactérien de quatre types d'argiles
minérales (Bentonite, Kaolinite, la terre de Fuller, et argile commune ) sur la souche
bactérienne S- aureus qui a été isolée d'un patient (homme adulte) atteint d'une infection
cutanée (furonculose).
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Témoin positif Témoins Bentonite + Kaolinite + Argile Laterre de
Oh positif 24h S,aureus S,aureus commune + Fuller +

S.aureus S5.aureus

Figure 10 : Effet antibactérien des argiles minérales utilisées contre 1’isolat S- aureus.

Les résultats obtenus montrent que la bentonite ; kaolinite et la terre de Fuller ont un effet
bactéricide car ils ont conduit une destruction complete de Staphylococcus aureus. En
revanche, I'argile minérale commune a un effet bactériostatique car elle a ralenti la croissance
de cet isolat bactérien.

En raison de la qualité particuliere de l'argile minérale spécifique utilisée pour incorporer
divers ions, selon les charges et les solutés disponibles, la surface peut étre hydrophile ou
hydrophobe. La surface hydrophobe est de nature organique et peut contenir des substances
organiques mortelles pour les bactéries. Les particules d'argile ont une charge négative, tandis
que les toxines dans le corps ont une charge positive. En utilisant de l'argile, les ions charges
positivement de diverses toxines sont attirés vers la surface chargée négativement des
particules d'argile, et I'échange d'ions se produit. Dans ce processus, les toxines sont liées et
retenues jusqu'a ce qu'elles puissent étre éliminées (détoxification) (SHEHAB et al, 2011).
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3.2/ Le deuxieme article ; Argiles utilisées dans la curation de diverses affections en cote
d’ivoire « étude de I’effet antibactérien » :

Cet article (KOUAKOU et al, 2014) vise a évaluer ’activité antibactérienne de trois argiles
référencées (UK1; UBLl; UB2) de compositions différentes sur la souche bactérienne
S.aureus ATCC 25923, rencontrée aussi bien dans les infections gastro-intestinales que dans
les infections de la peau.

Tableau 03: Composition minéralogique (%) des matériaux argileux.

Ech Ka Qz Verm | lllite | Mont | Cal Feld Total
UK1 22.6 4.1 0 18.1 6.5 0 0 88.3
UB1 0 30 11 | 315 0 18 0 90.5
UB2 0 55 0 5.6 20.5 0 49 80.6

Mont=montmorillonite, Ka=kaolinite, Qz =quartz, Cal=calcite, Feld=feldspath,
Verm=vermiculite.

B Témoin 24h
W Argile +
5,aureus
uUel uez2

Figure 11: Effet des argiles sur la croissance de Staphylococcus aureus apres 24h
d’incubation
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Les résultats obtenus montrent que UB2 inhibe faiblement la croissance de la bactérie avec un
taux de survie de 67% en revanche AK1 et UB1 promeuvent leur croissance avec un taux de
survie au-de la 100%.

La promotion de la croissance de la bactérie constatée en présence d’AK1 et UBI serait due a
la présence de la kaolinite, de la montmorillonite et de I'illite dans ces argiles. En effet, ces
minéraux dans certaines conditions pourraient favoriser I’assimilation d’acétate dont I’énergie
de dégradation favorise la croissance bactérienne.
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UB2 contient pourcentage élevé de montmorillonite (20,5%). en effet la montmorillonite par
son pouvoir absorbant élevé séquestrerait des nutriments tels que le Ca?* et le K essentiels a
la croissance de la bactérie .et par son caractere hydrophile pourrait induire une diminution de
la quantité en eau du milieu qui est défavorable au développement des bactéries. Cependant,
UB2 a un faible effet inhibiteur (destruction incompléte) sur la croissance bactérienne parce
que cette bactérie est a gram positif. En effet, la paroi des bactéries a gram positif est plus
épaisse que celle des bactéries a gram négatif, ce qui complique le mécanisme d’action de
cette argile.
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Conclusion

L’augmentation de l'incidence des infections liées 4 la résistance aux antibiotiques
indique un besoin pour identifier et analyser de nouveaux agents antibactériens. Les résultats
obtenus dans cette étude, seront essentielles pour soutenir et valider I'utilisation des minéraux
de l'argile comme produit peu colteux a effet antibactérien grace a leurs propriétés physico-
chimiques .

Ces résultats ont indiqué que l'argile pourrait fournir un traitement alternatif contre de
nombreuses infections bactériennes humaines.

Les argiles testées possédent une activité antibactérienne. Mais, cette activité dépend

du type d’argile et du type de bactérie rendant ainsi que ca peut étre complexe le mécanisme
d’action de ces argiles.

L'argile pourrait €tre un véritable substitut d'antibiotiques qui n’entrainerait pas de
résistance comme les antibiotiques.

La valeur médicinale de I'argile comme antibiotique naturel est de plus en plus
démontrée scientifiquement, ce qui constitue 1I’importance de son utilisation en médecine
moderne et dans le secteur de I’industric pharmaceutique et cosmétique. Et il est également
utile et nécessaire de tenir plus de travaux de recherche sur l'argile bentonite et ses impacts sur
la fonction corporelle.
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Annexes

Annexe 01 : Composition des milieux de culture

++ Gélose de Baird Parker

Solution de tellurite de potassuim

Tellurite de POtasSIUM .......o.iniei e 19
B AU o 100 ml

Emulsion de jaune d’ceuf

Nettoyer les ceufs avec une brosse a I’aide d’un détergent liquide.

Les rincer a 1’eau courante puis désinfecter les coquilles, en les pulvérisant d’alcool
suivi de flambage.

En opérant de facon aseptique, casser chaque ceuf et séparer le jaune du blanc.

Placer les jaunes dans un flacon stérile et ajouter quatre fois leur volume d’eau
stérile.

Mélanger vigoureusement.

Chauffer le mélange dans le bain d’eau (4,4) réglé a 47° C pendant 2h.

Entreposer le mélange a+3° C + 2° C pendant 24 h pour laisser se former un
précipité .

Recueillir aseptiquement le liquide surnageant dans un flacon stérilisé pour
’utilisation.

Milieu complet

Milieude BP ..o, 180 ml
Solution de tellurite de potassium ............ccovieiiiiiiiiiiiiniaaen, 5mi
Emulsion de jaune d’ceuf ..o 10 ml

Préparation du milieu déshydraté

>

Mettre en suspension 63 g de milieu de base déshydraté dans 1000 ml d’eau distillée
ou déminéralisée.

Porter lentement le milieu a ébullition sous agitation constante et I’y maintenir durant
le temps nécessaire a sa dissolution.

Répartir en flacons, a raison de 180 ml par flacon.

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

Ph de milieu prét a I’emploia 25 °C : 7,2+ 0,2.



Annexes

s Gélose de Chapman

0

0

(4

Préparation de milieu déshydraté

Mettre en suspension 111,0 g de milieu déshydraté dans 1 litre d’eau distillée ou
déminéralisée.

Porter lentement le milieu a ébullition sous agitation constante et 1’y maintenir
durant le temps nécessaire a sa dissolution.

Répartir en flacon.

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

Ph du milieu prét a 'emploia 25 °C : 7,4 +£0,2.

Mannitol mobilité

Préparation de milieu déshydraté

Mettre en suspension 33,0 g de milieu déshydraté dans 1 litre d’eau distillée ou
déminéralisée.

Porter lentement le milieu a ébullition sous agitation constante et I’y maintenir
durant le temps nécessaire a sa dissolution.

Répartir en flacon.

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

Citrate de simmon

Préparation de milieu déshydraté

Mettre en suspension 29,28 g de milieu déshydraté dans 1 litre d’eau distillée ou
déminéralisée.

Porter lentement le milieu a ébullition sous agitation constante et 1’y maintenir
durant le temps nécessaire a sa dissolution.

Répartir en flacon.

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

TSI

Préparation de milieu déshydraté

> Mettre en suspension 68.6 g de milieu déshydraté dans 1 litre d’eau distillée ou

déminéralisée.

» Porter lentement le milieu a €bullition sous agitation constante et 1’y maintenir

durant le temps nécessaire a sa dissolution.
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» Répartir en flacon.
» Stériliser a I'autoclave a 121°C pendant 15 minutes.

+ ADN ase

0

YV V V V

Préparation de milieu déshydraté

» Mettre en suspension42, 0 g de milieu déshydraté dans 1 litre d’eau distillée ou
déminéralisée.

» Porter lentement le milieu a ébullition sous agitation constante et I’y maintenir
durant le temps nécessaire a sa dissolution.

> Répartir en flacon.

» Stériliser a I’autoclave a 121°C pendant 15 minutes.

L’eau physiologie

Composition
Chlorure de soduim (Nacl) .......................... 99
Eaudistillée ..., 1000 ml

Préparation de milieu déshydrate

Dissoudre 9 g de poudre dans un litre d’eau distillée.

Bien mélanger jusqu’a I’obtention d’une suspension homogeéne.
Répartir a raison de 9 ml par tube.

Stériliser a I’autoclave a 121°C pendant 15 minutes.
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Annexe 02 : Composition des réactifs

1. Réactifs de la coloration de Gram

- Violet de gentiane

B O Phénol.. o 20¢g
= Violetde gentiane.................... 10g
= Ethanola 90°. ... 10 ml
m Baudistillée.......ooeiiii e, 100 ml
-Lugol
= Jodure de potassium ...........ccevviiiiiiriieiiiiiieiieennn.. 20¢g
= Jodemétalloide ........ccooviiiiiiiii 1.0g
= FEaudistillée ... 300 ml

- Alcool absolu

- Fuchsine

= Fuchsine basique ..........ccoovvviiiiiiiiiiii i 109
mOPhénol ... 509
= Ethanola90° ... 10 ml
= Baudistillée .....cooovvviiii e, 100 ml

2. Réactif de catalase

= Eau OXYQgENEe H202........ccooiciecie e 3%
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Annexe 03 : Ré-identification des souches (les tests qui ne sont pas
terminés)

1. Matériels méthodes
+ Re-identification des souches
Test de coagulase
v" Principe

La coagulase libre est une enzyme extracellulaire, capable de coaguler le plasma humain ou
de lapin. Elle réagit avec une coaguline plasmatique proche de la prothrombine dans le
plasma, et former un complexe nhommé staphylothrombine qui convertit le fibrinogene en
fibrine (CLAIRE, 2012).

La coagulase a la propriété de provoquer la coagulation du plasma selon la réaction suivante :

Prothrombine 2 thrombine (complexe coagulase — thrombine)

Fibrinogéne + H20  meefibrine + peptide (polymérisation en caillot)

v Technique

» A Tl'aide d’une anse de platine stérile, prélever une colonie caractéristique et
I’ensemencer dans un tube de bouillon BHIB.

> Incuber a 37°C durant 24 heures.

Mettre dans un tube a hémolyse 0.5 ml de culture et 0.5 ml de plasma de lapin.

Placer le tube dans I’étuve a 37 °C durant 2 a 24 heures.

VYV VvV
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Figure 12 : Test de la coagulase (BOUALEM et al, 2019).

v' Lecture

La réaction est considérée comme positive (coagulase positive) lorsque le coagulum occupe
les % du volume initialement mis en jeu. En principe, la coagulation se manifeste en moins de
3 heures et le plus souvent le caillot adhére aux parois du tube. Parfois la coagulation se
produit plus lentement; dans ce cas la réaction doit étre considérée comme positive, si un
caillot apparait en moins de 24 heures.

Test d’ADNase
v" Principe

Certaines bactéries sont capables d’hydrolyser I’acide désoxyribonucléique grace a une
enzyme : désoxyribonucléase (ADNase) (NATAPOL et al, 2017).

ADN + H20 ___) Nucléotides et/ou poly nucléotides

v Technique

» A partir d'une culture pure et fraiche, prélever les colonies suspectes et les ensemencer
a la surface de la gélose a ADN en strie unique.

» Incuber a37°C pendant 24 heures.

Aprés I’incubation, inonder la surface du milieu avec I’Hcl.

Laisser agir une minute et ré-aspirer 1’exces.

Y VY
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Figure 13 : Test d’ADN ase.
v' Lecture

Lorsque I’ADN est hydrolysé, un halo clair est visible autour de la strie et le reste de la boite
reste opaque.

3. Résultats et discussion

v’ Test de coagulase

La formation du coagulum nécessite la présence d’une globuline de la prothrombine, il
apparait apres 3 a 6 heures et parfois se traduit plus lentement (24 heures), se qu’indique un
résultat positive.

Dans le cas négatif, le milieu reste liquide (figure 14).

/\ /

Coagulase négative . Coagulase positive

Figure 14: Mise en évidence de la coagulase chez les Staphylocoques (BOUALEM et al,
2019).
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v Test d’ADNase

La zone d’hydrolyse est mise en évidence par 1’addition d’acide chlorhydrique a la surface du
milieu, ce qui provoque la précipitation de ’ADN (Figure 15).

Il y a présence d’un halo clair autour de la culture si ’ADN a été hydrolysé.

Figure 15 : Mise en évidence de I’ADNase chez les Staphylocoques

(BOUALEM et al, 2019).



Résumeé

L’objectif de ce travail était d’évaluer le pouvoir I’activité antibactérienne
d’argile et son effet sur les staphylococcus aureus, a partir de deux souches ; la
premiére était référenciée et la 2éme non référenciée ; ce travail était faites au
niveau du laboratoire de la microbiologie de I’universit¢é SNV Tiaret.

A cause de la pandémie du COVID- 19 qui a touché le monde entier, ont
¢té réalisé seulement 1’1dentification de la souche référencée était basée sur les
caractéristigues morphologiques (étude macro et microscopiques) et sur les
différents tests biochimiques disponibles au niveau du laboratoire.

La concentration de la suspension d'argile a éte testée apres le tamisage a
40 um et la sterilisation. sur la base de résultats préliminaires

L’antibiogramme était fait a partir de la préparation des disques de
papiers wattmans imbibés dans les différentes dilutions remplacants les disques
d’antibiotiques de 1’antibiogramme pour le but d’observation les conséquences
sur le developpement et la survie de la bacteérie, et déterminer leur CMI

De plus, les minéraux presents dans les différentes argiles pourraient
expliquer I'inhibition ou La promotion de la croissance bactérienne observée qui
rend complexe le mécanisme d'action de ces argiles. Il ressort de ces essais que
toutes les argiles possédent une activité inhibitrice qui dépend du type d'argile et
du type de bactéries.

Mots clés : Activité antibactérienne, Argile, Résistante a I’ATB, CMI.



Abstrat

The objective of this work was to evaluate the potency of
clayantibacterialactivity and itseffect on Staphylococcus aureus, fromtwaostrains;
the first was referenced and the second not referenced; this work was done in the
microbiologylaboratory of SNV Tiaret University.

Due to the COVID-19 pandemicwhichaffected the whole world, only the
identification of the referencedstrain was carried out was based on the
morphologicalcharacteristics (macro and microscopicstudies) and on the
variousbiochemical tests available at the laboratorylevel. The concentration of
the clay suspension was testedaftersieving at 40 um and sterilization. based on
preliminaryresults

The antibiogram was made from the preparation of wattman paper discs
soaked in different dilutions replacing the antibiotic discs in the antibiogram for
the purpose of observing the consequences on the development and survival of
the bacteria, and determinetheir MIC .

In addition, the minerals present in the different clays could explain the
inhibition or promotion of the bacterial growth observed which complicates the
mechanism of action of these clays. It emerges from these tests that all clays
have an inhibitory activity which depends on the type of clay and on the type of
bacteria.

Key words : Antibacterial activity, Clay, ATB resistant, MIC.
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