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Résumé

L’olivier est parmi les plus anciens arbres fruitiers cultivés principalement dans les pays
méditerranéens, cet arbre est bien connu pour son intérét alimentaire et thérapeutique.

La tuberculose d’olivier est une maladie bactérienne affectant les oliviers (Olea europea L).
L’agent causal est le Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi responsable de la formation des
noeuds (galles) sur le tronc et les rameaux. Cette maladie fait des ravages sur 1’ol¢iculture en
Algérie.

Le but de ce travail est d’isoler des bactéries a partir des échantillons provenant des tumeurs
formés sur les branches des oliviers cultivées dans le verger de Sid Ali commune d’Ain Roua
daira de Bougaa wilaya de Sétif, d’établir le profil phénotypique des especes microbiennes et
tester leur pouvoir de résistance et sensibilité aux antibiotiques.

En se basant sur le test LOPAT et les galeries API 20E, aucun isolat n’a été révélé comme
Pseudomonas savastanoi pv.savastanoi. Par conséquent, deux bactéries Gram négatives
PITIK2(1) et PIT1K2(1) ont été identifi¢es comme Enterobacter cloaceae, et deux autres
isolats Gram positifs (P1T1K2(2) Cb, P1T1K2(2) Ct) ont été identifiees respectivement
comme, Lactobacillus, Clostridium, I’isolat P1T1K1(3) a été non identifiée selon les tests
biochimiques effectuées.

L’antibiogramme révele que les souches d’Enterobacter cloaceae sont hautement sensible et
intermédiaire a la majorité des antibiotiques testés, et résistant a [’amoxicilline,
kanamycine,pristinamycine. Alors que les souches Lactobacillus et P1T1K1(3) ont été
sensible aux douze antibiotiques testes.

Ces tests doivent étres couplées par des techniques sérologiques ou génomiques pour

effectuer la classification jusqu'a I’espéce.

Les mots clés : la tuberculose de I’olivier, tumeurs, galles, Pseudomonas savastanoi

pv.Savastanoi, Enterobacter cloacea, Lactobacillus, Clostridium, verger de Sid Ali,

LOPAT antibiotiques, antibiogramme, phénotypique.




Abstract

The olive tree is one of the oldest fruit trees grown mainly in Mediterranean countries; this
tree is well known for its food and therapeutic interests.

The olive knot is a bacterial disease affecting olive trees (Olea europea L). The causative
agent is Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi responsible for the formation of knots (galls)
on the trunk and twigs. This disease wreaked havoc on olive growing in Algeria.

The purpose of this work is to isolate bacteria from knots formed on the twigs of olive trees
grown at Sid Ali Olive Orchad, Ain Roua daira of Bougaa wilaya of Setif, and to establish
the phenotypic profile of bacterial isolates and test their power of resistance and antibiotic
sensitivity.

Based on LOPAT test and gallery API20E, no isolates have been revealed as Pseudomonas
savastanoi pv. savastanoi. Therefore, two Gram-negative bacteria PAT1K2(1) and
P1T1K2(1)'have been identified as Enterobacter cloaceae, and two Gram-positive isolates
(P1T1K2(2)Cb and P1T1K2(2)Ct) were identified respectively as Lactobacillus and
Clostridium, the isolateP1T1K1(3) was not identified.

Antimicrobial susceptibility reveals that the Enterobacter cloacae strains were highly and
intermediate sensitive to the majority of the tested antibiotics, and resistant to amoxicillin,
kanamycin and Pristinamycin. While Lactobacillus strain and the isolate P1T1K1(3) were
sensitive to all the 12 antibiotics tested.

These tests should becoupled with serological or genomic techniques to perform the

classification to the species.

Keywords: olive knot, tumors, gall, Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi, Enterobacter
cloacea, Lactobacillus, Clostridium, orchard Sid Ali, LOPAT, antibiotic susceptibility,
phenotypic.
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INTRODUCTION

INTRODUCTION

Les plantes constituent la majorité des ressources énergétiques dont
dépendent les hommes et les animaux. (Benizri et al, 2001).
L’olivier et I'huile d’'olive sont cités dans le saint Coran et
Hadith comme étant un arbre béni ; un arbre de multiples donations
et bienfaits ( Boulssen et Bouraoui, 2016). La culture de I'olivier en
Algérie occupe une superficie totale de 240 000 hectares, repartie
sur trois zones oléicoles importante (La zone de la région ouest, La
zone de la région centrale du pays, La zone de la région Est). (DSA.,

2010).

Malheureusement, lorsqu’une plante est atteinte d'une maladie,
sa croissance, sa fertilité et sa productivité sont affectées. Des
symptomes se développent et tout ou une partie de I'organisme peut
mourir. Les agents responsables des maladies de plantes sont tres
similaires a ceux rencontrés chez ’homme et les animaux. Ils peuvent

étre biologiques ou physiques (Benizri et al., 2001).

Les maladies des plantes sont parfois regroupées par types de
symptomes, par type d’organes quelles affectent et par type de
plantes affectées, mais le critere le plus utile reste la classification

selon le pathogene responsable de la maladie (Benjama., 2003).

Comme tous autres champs, le champ d’olivier peut étre attaqué
par divers bioagresseurs qui sont nocifs pour cette culture en
influencant sur la productivité en qualité et en quantité et ainsi que le

développement de I'arbre. Ces bioagresseurs peuvent étre de




INTRODUCTION

diverses origines, ils peuvent étre des arthropodes, des champignons,

des bactéries...etc. (Latef, 2018).

La tuberculose de I'olivier est la principale maladie bactérienne
de I'olivier. Elle est Causée par Pseudomonas savastanoi (Benjama,
1988). La bactérie s’installe sur les blessures et provoque des
tumeurs aériennes sur différentes parties du végétal. La maladie a
été observé pour la premier fois par Savatanoi en 1870 en Algerie |
maladie est traditionnellement connus elle été localisée dans | este

vers I'année 1960.

Vu cette importance la lutte contre cette derniere devient une
priorité. Nous avons considere qu’il était indispensable de
s’'intéresser aux problemes qui peuvent nuire au développement de
'olivier et a sa production .suite a cela nos objectifs étaient devis a
confirmée la présence de I'agent causale de cette,maladie
pseudomonas,savastanoi,pv,savastanoi dans les oléicultures de certain
vergers dans la région de Médea , par un diagnostique
symptomatiques sur terrain accordé avec un isolement et
identification de la bactérie au niveau du laboratoire cette
identification est basé sur une série de teste biochimiques et

biologiques .

Ainsi la notion de bio et de naturalité ont orienté les recherches
vers une lutte alternative par l'utilisation des molécules naturelles
extraites de plantes qui révelent une grande efficacité contre certains
microorganismes phytopathogenes.

Pour terminer par une conclusion générale et les perceptives.
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I-Généralité sur I’arbre de I°olivier
1-définition :

L'Olivier est I'un des arbres les plus caractéristiques des régions méditerranéennes ; il a une
grande importance nutritionnelle, sociale, culturelle et économique sur les populations de
cette région ou il est largement distribué (CLARIDGE et WALTON, 1992). Immortel et sa
durée de vie est trés longue : plusieurs fois centenaires voire atteindre un millénaire. 11 peut
vivre jusqu'a 1000 ans et, si a cet age canonique on le coupe, il produira immédiatement un
rejet qui vivra lui aussi des centaines dannees. Il est parfaitement adapté au climat
méditerranéen, En effet, la plupart de la superficie mondiale dédiée a cette culture se trouve,
justement, dans le Bassin méditerranéen que se concentrent 95 % de la production et 85 % de
la consommation mondiale.

Il supporte parfaitement des secheresses prolongées mais craint les froids trop vifs et
I'humidité stagnante. 1l a besoin d'un ensoleillement prolongé et les fortes chaleurs de I'été ne
lui font pas peur. Néanmoins, un hiver marqué lui est nécessaire pour induire la production de

fleurs et donc d'olives. (1)
2-Description morphologique

L'olivier est un arbre de 3 a 10 métres de haut a des branches tortueuses au nombreux
rameaux arrondis enchevétrés les uns dans les autres, les tiges portent des feuilles opposées,
entieres, ovales allongées, portées par un court petiole, persistantes, enroulées sur les bords,
fleurit entre Mai et Juillet. Donnant des fruits drupes ovoides a noyau dur dont le mésocarpe

peut renfermer plus de 30% de lipides. Ils sont utilisés par

I’industrieagroalimentaire(Pangol,1975).

Figure 1 : Arbre d’olivier. (Image Google)
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3-Les formes de I’olivier
3-1-L’olivier sauvage :

C’est un arbre trés rameux et épineux a branches quadrangulaires et a feuilles trés petites. Ses
fruits sont petits et produisent peu d’huile. Cette espece est bien adaptée aux conditions de
stress hydrique, par conséquent elle est utilisée comme porte greffe et dans le reboisement des
zones arides et semi arides. Plus rustique, résiste mieux aux exces de température. Sa
longévité et les qualités de son bois surpassent celles de I’olivier cultivé. Sa racine pivotante

va chercher la nourriture a de grandes profondeurs (Maillard, 1975).

3-2- L’olivier domestique :

Il est constitué par un grand nombre de variétés améliorées, ayant une diversité phénotypique
importante et qui donnent une teneur en huile assez variables selon la variété considéree.
Estimé actuellement a plus de 2000 variétés d’oliviers recensées dans le monde. Selon la
destination des fruits de cet arbre, elles ont été classifiées en variétés a olives de table ou

variétés a olives a huile ou variétés dites a deux fins (Loussert et al ., 1978).

4- Botanique et physiologie de I’olivier
4-1classification botanique de I’olivier :

L'olivier, de la famille des oléacées, du latin « Olea », son fruit était « Oliva » et le jus que
I'on tirait « Oléum » est devenu « huile » aprés bien des transformations. D’apres (Lazzeri,

2009) La position taxonomique de I’olivier est la suivante :

e Embranchement : Spermaphytes.

e Sous embranchement : Angiospermes.
e Classe : Dicotylédones.

e Sous classe : Astéridées.

e Famille : Oléacées.

e Genre: Oléa.

e Espéce : Oléa européa.

Figure 2 : Taxonomie d’Olea europara
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4-2- cycle de développement

+ Période de jeunesse : c’est la période de croissance du jeune plant, elle
commence en pépiniére pour se terminer au verger, elle est caractérisée par une
multiplication cellulaire tres active, surtout au niveau du systéme racinaire. Elle
s’étend de la premiére a la septiéme année.

+ Période d’entrée en production : clle s’étend de ’apparition des premiéres
productions fruitiéres jusqu’a I’aptitude de 1’arbre a établir une production
réguliére et importante

+ Période adulte : c¢’est la période de pleine production, car I’olivier atteint sa
taille normale de développement ; et il y’a un équilibre entre la végétation et la
fructification.

+ Période de sénescence : C’est la phase de vieillissement qui se caractérise par

une diminution progressive des récoltes. (2)

4-3-cycle végetative annuel

Le déroulement annuel du cycle végétatif de 1’olivier est en étroite relation avec les conditions
climatiques de son aire d’adaptation, caractérisee essentiellement par le climat méditerranéen.
Apres la période de ralentissement des activités végétatives (repos hivernal) qui s’étend de
novembre a février, le réveil printanier (mars-avril) se manifeste par I’apparition de
nouvelles pousses terminales et 1’éclosion des bourgeons axillaires, ces derniers, bien

différenciés, donneront soit du bois (jeunes pousses), soit des fleurs.

Au fur et a mesure que la température printaniére s’adoucit, que les jours s’allongent et

I’inflorescence se développe ; la floraison aura lieu en mai -juin.

C’est en juillet —aout que I’endocarpe se clarifie (durcissement du noyau). Les fruits
grossissent pour atteindre leur taille normale fin septembre-octobre. Suivant les variétés, la

maturation est plus ou moins rapide.

La récolte s’effectue de la fin septembre pour les variétés précoces récoltées en vert,

jusqu’en décembre pour les variétés tardives a huile.
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Organes vegetatifs
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Figure 3 : cycle végétative et cycle reproduction de ’olivier.

(Source : Tous J. 1990, Rallo L. 1998 e Girona 2001).

5 - les exigences de Dolivier :
5-1-Le Climat

v' La Température

L’olivier craint le froid. Les températures négatives peuvent étre dangereuses, si elle se

produise au moment de la floraison.

Naturellement comme pour les autres espéces fruitieres, la sensibilité de 1’olivier aux basses

températures sera fonction de :

» L’état végétatif de Iarbre.

La rapidité de la chute des températures.

La durée de ces basses températures.

Conditions climatiques ayant précédé cette période froide.

L’hygrométrie de I’air.

YV V V V V

La résistance de la variété.
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> L’état sanitaire de ’arbre.

v Pluviométrie :
A moins de 350 mm de pluie la culture sans irrigation ne peut étre économiquement rentable.
v" Humidité atmosphérique :

Elle peut étre utile dans la mesure ou elle n’est pas excessive (+60%) ni constante car elle

favorise le développement des maladies et des parasites.
v Altitude :

L’altitude de culture de I’olivier dépend de I’altitude. Les limites a ne pas dépasser sont de
700 a 800 m pour les versants exposes au nord et de 900 a 1000 m pour les versants exposés

au sud.

v' Autres facteurs climatiques :
e Brouillard : Il est néfaste car il provoque la chute des fleurs (coulure).

e Neige : Elle provoque la rupture des branches.

e Gréle : Elle détruit les jeunes rameaux.
5-2- Le sol

L’olivier s’adapte a tous les types de sols sauf les sols lourds, compactes, humides ou se
ressuyant mal. Les sols calcaires jusqu’a pH 8.5 peuvent lui convenir, par contre les sols

acides pH 5.5 sont déconseillés.
5-3- L’Eau
Comme I’eau est un facteur important, les teneurs limites en sels sont :

-De 2 g/l pour une pluviométrie supérieure a 500 mm

-De 1g/I pour une pluviométrie inférieure a 500 mm .....(2)
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6-Les principales maladies d’olivier

Tableau 1 : Les principales maladies dues a des insectes ravageurs :
(A.SICILIANO, 2016). (I.N.P.V, 2009) .(site2,site3,site4).(Labdaui
D ,201).(Ammar, 1986)

La Dégat Lutte Schéma
maladie
-Le retournement du sol en hiver
La -Olives vereuses. pourrait provoquer la mortalité des
Mouche -perte de recolte. pupes exposées a la surface du sol.
d’olivier - baisse la qualite. - Pulvériser par bandes un insecticide
et une substance attractive. (I.N.P.V,
2009).
-L’insecte piqueurs- -Aucune lutte chimique, mais les
Le Psylle | suceur de seve. auxiliaires (Anthocorise et
de -Spoliation de séve Deraeocoris) sont tres efficaces et
Polivier sont insignifiant. Mais | limitent les populations jusqu'a rendre
la sécrétion de miellat insignifiants les dégats et la présence
cotonneux par les laves | du psylle.
peut entrainer un -insecticide a base d’un mélange
développement de 69/10L bactosepine.
fumagine.
La -Réduit le caractére de | -La préservation de la faune auxiliaire
Cochenille gravité. en évitant les traitements chimiques
noir de -Créant un substrat - Vérifié ’effet des hautes
sucre favorable au températures estivales et I'importance
Polivier

champignon.

de I'impact de la faune auxiliaire.
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Tableau 2 : principales maladies fongiques “dues a des champignons” :
(Bellahcene ,2004).(A. SICILIANO, 2016 ) (sitel).(Nicose et maria, 2005)
(Teviotdale et al., 1989) (Amouretti et comet,1988).

La maladie

Dégat

Lutte

La Verticillose
(verticillumda
hliae)

-Brunissement

des tissu vasculaires.
-desséchement des
branches (secondaire et
principales) des rameaux,
accompagnés d’un

défoliation importante.

-Limiter I’irrigation.

- Supprimer les branches touchées.
- Gérer I’enherbement.

(il n’existe pas de traitement de
cette maladie non mortelle pour

I’olivier).

Oeil de paon
ou

(Cycloconiu)

-Chute des feuilles et
des fruits au stade de leur

maturation.

-Tailler les arbres pour permettre
une bonne circulation d'air.
-Eviter de planter dans les bas-
fonds humides.

-Eviter l'excés d'engrais azoté qui
rendrait le tissu plus tendre et plus

mince.

La fumagine
ou (noir de

P’olivier)

-Diminution de la valeur
marchande de la
production et
affaiblissement total de

I’arbre.

-réaliser au moins un traitement
préventif avec de la bouillie
bordelaise en novembre et en mars
- surveiller la présence du
champignon- examinant les feuilles
et sur varietés sensibles le
traitement sera renouvelé apres
chaque pluie de plus de 25 mm .

- appliquer un traitement insecticide
des l'observation des premiéres

larves de la Cochenille noire.
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-Pourrissement des -Modérer la taille bisannuelle.
Brunissement | olives et chute -Fractionner les apports de

prématurée. Perte de phosphore au printemps, apporter le

récolte et mauvaise potassium a 1I’automne.

qualité d’huile -Limiter la vertilisation en azote.

10
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I1-1a tuberculose d’olivier
1-Définition :

La Tuberculose de ’olivier est une bactériose due au pseudomonas savastanoiqui infecte

le systéme de circulation de la séve a I’occasion d’une plaie Del ‘écorce de bois causée par la
gréle, le vent, la chute des feuilles, la taille, le greffage (Boutkhil, 2017). Des excroissances
de bois ressemblant & des verrues ou des tumeurs parenchymateuses sur le bois sont des

caracteéristiques de la maladie.

En cas de forte attaque, les rameaux perdent leur feuillage et se desséchent, affectant ainsi
le rendement et la qualité de I’huile d’olive (Benyoub, 2010). La Tuberculose est aussi
appelée Chancre bactérien. La maladie peut tuer les arbres si les infections se produisent sur

la ceinture et les troncs de jeunes arbres pour cause de blessure de taille.

Cette maladie trés contagieuse sur certaines variétés, peut étre egalement transmise par les
techniques de multiplications (greffage et bouturage) a partir de rameaux provenant d’arbres
contaminés. Cette maladie est parmi celles qui produisent le plus de dommages sur la culture
de [Dolivier, affectant méme la qualité des fruits et donnant naissance a des odeurs
indésirables. (Hall et al, 2004 et Quesada et al, 2008). Suivant le décret exécutif : 93-286
23/11/1993 Pseudomonas savastanoi est considéré comme un parasite de quarantaine
(Serdoun Bekri, 2013).

2-les symptomes

Le symptome caractéristique de I'infection est le développement des tumeurs ou "galles™ dans
les sites d'infection. Les galles sont le plus souvent formées au niveau des sites de
développement des bourgeons ; cependant, elles peuvent également étre formés a d'autres
points d'entrée des agents pathogenes, telles que les plaies de taille ou de blessures causes par
le gel ou la gréle (Boulssen et Bourraoui, 2016). La maladie agit sur la croissance des
repousses et elle affecte les organes reproducteurs. L’intensité des dégats provoqués est
fortement liée au nombre de tumeurs par arbre ((Benjama, 2003). Elle se manifeste par des
Tumeurs parenchymateuses a forme irréguliére de couleur vertes au début et a surface lisses.
Le nceud d’olive apparait comme galle bruts ou gonflement d’environ 0,5 a 2 cm de diametre
sur les rameaux, branches, troncs principaux et racines. Aprés quelques mois les galles

acquiérent un aspect spongieux et irrégulier, devenant dures et brunes. Ces galles apparaissent

11
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Isolément ou rapprochées sur toute la partie de la plante. Les galles peuvent endommager la
structure de la tige et déformer 1’échafaud de I’arbre si I'infection est sévére durant les

premiers stades du développement des arbres (Lacobelli, 2001 et Philippe, 2007).

Figure 4 : Tumeurs formées sur les rameaux et sue les troncs (www.bio-
enligne.com)

3- caracteres généraux de Pseudomonas savastanoi pv. Savastanoi

3-1- caracteres morphologiques et biochimiques de la bactérie

C’est une cellule de forme batonnet droit ou bacille de taille moyenne de 0.7-3um de
longueurs, et 0.7-1lum d’épaisseur, c’est une bactéric mobile qui contient de 1 jusqu'a 3
flagelles polaires ce sont des bactéries a gram négatif dont leur paroi ne retient pas la
coloration. Les Pseudomonas sont des aérobies stricts, chimio hétérotrophe, ne possédent pas

de cytochrome oxydase, la plupart des souches des déférents pathovars de Pseudomonas

B ———————————
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cultivees sur milieu King B (King et al, 1934), produisent un pigment jaune verdatre qui

fluorescent sous la lumiére Ultra violéte.

Figure 5 : la morphologie de Pseudomonas savastanoi.

3-2-Caractéres genétiques :

Les Pseudomonas sont comme toutes les bactéries caractérisées par la présence de plasmides
de poids moléculaires variable, ces plasmides sont conjugatifs et peuvent étre porteurs genes
de résistance (Gouzale et al, 1984), ils codent aussi les enzymes responsables a la
dégradation des cellules épidermiques, sans oublie que le plasmide est le responsable sur

I’adaptation des bactéries a des endroits écologiques spécifiques. (Boucher, 1987).
4-pouvoir pathogene

L’interaction de la bactérie xyléme de la plante a travers les blessures qui se I’arbre. La
bactérie adhére sur les rameaux ou les troncs de 1’arbre. La bactérie adhére sur la surface de la

plante grace, aux exo-polysaccharide

La stimulation phytohormones est due a un plasmide qu’on P’appelle (Ti) (tumeurs,
induisant) qui est transféré dans les tissu végétaux et qui s’intégre dans le génome de la
cellule hot pour nouveau ADN formé déclenche une production autonome de phytohormones:
I’acide indole-acétique (AIA) qui joue un rdle dans I’élargissement des cellules et le

cytokinine qui favorise la division cellulaire (Serdoun Bekri (2013).

13
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5- classification de pseudomonassavastanoipv.savastanoi :

Le genre Pseudomonas est classé dans la famille des pseudomonadaceae (Young, 1996) :

Regne Bactérie.

Division Proteobacteria.

Classe Gammaproteobacteria.
Ordre Pseudomonadales.
Genre Pseudomonas.

Espéce Pseudomonas savastanoi.

6- le cycle de la maladie :
Le cycle de vie de Pseudomonas savastanoi passe par deux phases :
+ 6-1-Phase épiphyte :

pseudomonassavastanoipv.savastanoi survit a la fois dans les tissus des tumeurs et comme un

épiphyte sur les rameaux, les feuilles et les fruits. Le terme "épiphyte™ est dérive du -épi grec
(sur) et phyte (plante), ce qui signifie "sur la plante.” Parce que I'agent pathogéne survit mieux
sur des surfaces d'écorce rugueuse que sur les feuilles, les populations des pathogénes sont
plus élevées sur les rameaux que sur les feuilles (Ercolani, 1993).La source potentielle de

I’infection des plantes saines sont les bactéries épiphyties (Quesada et al ., 2010).

La plage de température dans laquelle Pseudomonas savastanoi peut déclencher I'infection se
situe entre 5° et 37 ° C et cet intervalle permettrait aux bactéries de causer des infections tout
au long de I'année. Cependant, les conditions optimales pour le développement de la maladie
sont d'environ 22°-25 ° C et les périodes subséquentes subissent forte probabilité d'infection
en l'automne et au printemps (Protta, 1995). Savastanoi pv. savastanoi peut infecter des
olivier au tout moment de l'année et la formation des tumeurs se déclenche seulement quand

les conditions sont favorables.

* 6-2-Phase endophyte :

Les bactéries endophytes sont définies comme des bactéries vivant dans les tissus végétaux

sans faire un préjudice matériel (Kado, 1992).

Certaines rares études ont Savastanoi dans les plantes d'oliviers (Wilson et al ., 1964). Selon

d'autres auteurs, Psv pourrait également présenter une phase endophytes,

————————————
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se déplacant a travers les espaces intercellulaires et méme dans les vaisseaux du bois

premiere zone infectée (Penyalver et al., 2006 ; Wilson et al., 1964 ; Wilson et al., 1979).

Les plaies de taille peuvent rester sensibles & I'infection pendant au moins 14 jours. Les
cicatrices foliaires, cependant, sont les points les plus communs d pathogénes et peuvent

rester sensibles a l'infection jusqu'a 7 jours apres la chute des feuilles (abscission).

7- impacte de maladie

Il se traduit sous divers aspects :

= Perte de feuilles des brindilles du fait de I’étranglement mettant hors circuit
I’alimentation des feuilles en aval.

=  Desséchement de bois par suite d’une photosynthése défaillante. - réduction méme de
la taille des arbres

= Réduction du rendement d’olive et sur la qualité de son huile grace a des
caractéristiques organoleptiques inférieures, telles qu’une odeur désagréable et un goat

amer rance (Senhaji, 1999 ; Lavermicocca et al., 2002)

8- les interactions de pseudemonassavastanoipv avec les autres bactéries :

La grande majorité des bactéries trouvées dans la nature vivent dans des communautés
complexes. Les tumeurs de l'olivier sont 'un des communautés complexes ou les especes
bactériennes non pathogenes (par exemple Erwiniatoletana, Pantoeaagglomerans et
Erwiniaoleae) coexistent avec l'agent pathogéne Pseudomonas savastanoipvsavastanoi et ils
forment communément des biofilms multispécifiques (Rodriguez et al, 2008 , Roberto et al.,
2015) , Les bactéries dans les biofilms sont sessiles et sont bien protégés contre divers stress,
y compris les défenses de I'nGte, cet effet protecteur peut étre plus renforcée de maniére
synergique dans un biofilm multispécifique par rapport a un biofilm monospécifique. La
localisation de ces espéces dans le nceud facilite I'échange de signaux et de métabolites de

détection de quorum (Daniel et al., 2014) .

Les populations de P. pv. savastanoi sont associés a des bactéries non pathogénes, a la fois
épiphytes et endophytes, pouvant former des consortiums mutualisme avec Erwiniatoletana,
Pantoeaagglomerans, Erwiniaoleae, ces derniers peuvent synthétiser des quantités
relativement élevées de 1’acide 3-indole acétique (AIA) ce qui pourrait entrainer
uneaugmentation significative de la taille des nceuds et de la progression de la maladie
(Comaietal ., 1980).
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L’AIA est aussi synthétiser dans les tissus végétaux, c’est l'auxine naturelle prédominante
des plantes. Les auxines sont une classe importante de phytohormones essentiels pour de
nombreux l'organogenese; réponses tropique; processus cellulaires tels que Il'expansion

cellulaire, la division et la différenciation; et la régulation des génes.

La localisation de psuedemonassavastanoipv .savastanoi avec E. toletana,
Pantoeaagglomerans et Erwiniaoleae qui sont des lactone de N liées a la, Pantoea, y compris
saccharose, salicylate et les salicylates et phénols sont impliqués dans la réponse de défense
de la plante (Hosni et al ., 2011).

Pseudomonas savastanoipv.savastanoi et Erwiniatoletana mettent une place

Partage symétrique des signaux de de détection de quorum, alors que
pseudemonassavastanoipvsavastanoi met en place un partage asymétrique avec
Pantoeaagglomerans et Erwiniaoleae. Ces dernieres bactéries endophytes produisent avec
Pseudomnassavastanoipvsavastanoi des motifs moléculaires associees a des microbes
(MAMPS;Microbial Associated Molecular Patterns) elles sont reconnues par des récepteurs
spécifiques de la plante (site rouge), qui déclenchent la réponse de défense dans la plante

hote.

Parmi les réponses de défense des plantes, ’accumulation de l'acide salicylique (SA) et
d'autres composés pheénoliques (par exemple, l'oleuropéine) qui sont catabolisées dans
I’espace intercellulaire des tissus de I’olivier par les enzymes présents dans le génome des

bactéries endophytes :

R-glucosidase (EC3.2.1.21) ;

salicylatehydroxylase (EC1.14.13.1) ;
catecholl,2-dioxygenasel(EC1.13.11.1) ;
muconatecycloisomerase (EC5.5.1.1) ;
muconolactoneisomerase (EC5.3.3.4) ;
R-ketoadipateenol-lactonehydrolase (EC3.1.1.24) ;
3-oxoadipate CoA-transferasesubunit A (EC2.8.3.6) ;
acetyl-CoACacyltransferase (EC 2.3.1.16).

© N o g kM w0 DR

Pseudomonas savastanoi pv savastanoi injecte un cocktail de protéines effectrices

Dans les cellules d’olive a travers le systeme de sécrétion de type III (pilusHrp) et Pantoea
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agglomerans injecte la protéine de défense supressive DsSpA/E, Les agents pathogenes ont

développé plusieurs stratégies qui sont impliquées dans la suppression de la réponse de
défense des plantes (Roberto et al., 2015).
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I1-Les antibiotiques :

1. Définition

Une antibiotique c’est une substance antibactérienne naturelle ou synthétique d’origine
microbienne ou synthétisée chimiquement, capable d’inhiber spécifiquement la croissance
d’autres micro-organisme par un mécanisme particulier jouant sur les mécanismes vitaux du
germe, (Gogny et al; 2005) pour qu’il soit actif, un antibiotiques doit pénétrer dans la
bactérie, sans étre détruit ni étre modifié, se fixer sur une cible et perturber la physiologie

bactérienne (Ogwara, 1981).
2. Mode d’action des antibiotiques

A la différence des antiseptiques et des désinfectants, les antibiotiques agissant en générale
de fagon tres spécifique sur certain structures de la cellule bactérienne, cette grande spécifique
d’action explique pourquoi les antibiotiques sont actifs a tres faible concentration. Cette
action s’exerce selon les molécules sur des sites variés. (figurel), (Mevius et al, 1999 ;

Oxoby, 2002).

Les antibiotiques peuvent agir sur :

> la paroi : Bacitracine, Pénicilline et Céhpalosporines agissent sur les germes en
croissance inhibent la derniére étape de la biosynthése du peptidoglycane (murine
composant essentiel de la paroi bactérienne, qui confére a la bactérie sa forme et sa
rigidité, ce qui lui permet de résister a la forte pression nouvelle bactérie n’est plus

protégée entrainant ainsi une lyse bactérienne. (Zeba 2005)

> La membrane cellulaire : Désorganisant sa structure et son fonctionnement, ce
qui produit des graves

> L’ADN : certaines familles d’antibiotique empéchent la réplication d’ADN en
bloquant la progression de I’ADN polymérase. L’actinomycéte bloque la progression

de ’ARN polymérase.
Les sulfamides provoquent une inhibition de la synthése des bases nucléiques et la cellule
meurt par carence en bases en nucléiques (Flandrois et al 1997), les quinolones et

fluorquinolones inhibent I’ADN gyrase. (Chopra 1998)
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> les ribosomes : ce qui entraine I’arrét de la biosynthése des protéines ou la

formation de protéine anormale.
o Les Aminoglycosides ou Aminosides (streptomycine, gentamycine,

amykacine), empéchent la traduction de ’ARNm en se fixant sur la petite
sous-unité des ribosomes. (Hermann2005)

o Les Phénicols (chloramphénicol, thiamphénicol) bloquent la formation de la
liaison peptidique sur la grosse sous-unité du ribosome bactérien.

o Les Cyclines (tétracycline, doxycycline) bloquent 1’élongation de la chaine
peptidique en se fixant sur la petite sous-unité (flandrois1997) les macrolides
et les kétolides (érythromycine, azithromycine) bloquent I’¢longation de la
chaine peptidique (Nilius et Ma2002). La puromycine copie I’extrémité d’un
ARNt, prend sa place dans le ribosome et bloque 1’¢longation de la chaine

peptidique.

> AuULtre : en agissant entant qu’antimétabolite bactériennes (c'est-a-dire au niveau des

étapes du métabolisme intermédiaire des bactéries).

Enzyme produisant
de l'acide folique Plasmide

Paroi
N+ Lo
‘ bactérienne

Membrane |
cytoplasmnquel

Figure 6 : Mode d’action des Antibiotique sur une bacterie. (3)
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Inhibition de la synthése de la paroi cellulaire )
Inhibition de la synthése des protéines
f-lactames

. Aminoglycosides Macrolides
Glycopeptides . : o
-/ . Tétracyelines Ozxazolidinones
Daptomycine ’ .
L Streptogramines
Tunicamycine . .
: Lincosatides

Bacitracine g

b g DHF = dTMP—p ATIN T, AT
F' v ik
A

e duwe

Sulfaméthoxazole
/ :

Triméthropine Quinolones e Rifampicine ‘

Novobiocine Inhibition de la synthése d'ARN

Inhibition du métabolisme L )
Inhibition de la synthese d'ADN

Figure7 : Les cibles de chaque famille d’antibiotique qui impliquées

dans les fonctions physiologiques ou metaboliques de la bactérie.

Avec: [DHP : dihydroptéroate ; DHF : dihydrofolate ; THF : tétrahydrofolate].
(Singh et Barrett, 2006)

3- classification des antibiotiques

Les antibiotiques peuvent étre classés selon plusieurs critéres : l'origine, la nature chimique, le
spectre d'activité et le mécanisme d'action (Yala et al., 2001). Selon leur mode d’action, les

antibiotiques sont classés en 5 groupes... (voire I’annexe 01).

4- critére de classification des antibiotiques: (Newman et al ., 2003 ; Singh et
Barett, 2006). (Guinoiseau et al., 2010). (Gogny. M et al., 2001). (Demoré. B,
et al 2012)

La classification des antibiotiques ce faire selon :
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\
-substances naturelles issues du métabolisme azoté de divers micro-
P organismes dont : [20 % de champignons, 70 % d'actinomycétes ,10 % des
bactéries (non actinomycetes)] )
1-L’origine
g 4 R
-synthétique sont obtenus soit a partir de dérivés artificiels, soit en recréant
iy
des substances initialement extraites de micro-organismes.
o N

N

-semi-synthétique sont issus de la modification en laboratoire de substances
produites par un micro-organisme.

N

Tres variable, elle est basée souvent sur une structure de base comme le \
2-La structure cycle R-lactame (famille des Béta-lactamines) sur laquelle il y a hémi
chimique . . .

q synthése. Elle donne souvent, le nom a la famille
5 I )
3-Spectre d’activité : il e Spectre étroit: n'atteignant que les bactéries a Gram
représente I'ensemble des positif ou les bactéries a Gram négatif.

J
bactéries sur lesquelles ~
lantibiotique est actif et permet ° Spectrle Ia.rge: incluant les bactéries Gram positif et

_ - Gram négatif.
de prévoir son potentiel ainsi
\ 4 J
-bactériostatique : est I’inhibition de la croissance et de la multiplication
4-Effet »| du germe, L’activité bactériostatique est indiquée par la détermination de
la mesure de la CMI ...... [Voire le tableau 3].

- Bactéricide : est la destruction complete du germe, L’activité

> bactéricide est indiquée par la détermination de la mesure de la CMB.

[voire le tableau 3 ].

5-Mode
d’action L L L
Paroi Membrane Synthéses des Acides

bactérienne cytoplasmique protéines Nucléiques
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I1. Résistance aux antibiotiques

1. Définition:

La résistance bactérienne est retenue lorsqu'un antibiotique perd sa capacité a inhiber
efficacement la croissance bactérienne. Autrement dit, les bactéries continuent de se
multiplier en présence de concentrations thérapeutiques d'antibiotiques (Larry .M et al .,
2017).

A ce moment ou les microbes deviennent moins sensibles ou résistants, il faut une
concentration supérieure a la concentration normale du méme médicament pour avoir un effet,
condition pas toujours possible in vivo. La résistance aux antibiotiques peut se produire
comme un processus de sélection naturelle ou la nature permet a toutes les bactéries d'avoir
un certain degré de résistance a faible niveau [Levy SB., 1992] L'émergence de la resistance
aux antimicrobiens a été observée peu de temps apres l'introduction de tout antibiotique
nouveau (Levy SB et al ., 2007).

D’autres définitions sont également retenues pour qualifier :

#+ Une bactérie est dite résistante quand la concentration d’antibiotique qu’elle est
capable de supporter est notablement plus élevée que la concentration qu’il est
possible d’atteindre in vivo sans effet toxique sur la malade.

%+ une souche bactérienne est dite résistante quand elle supporte une concentration
d’antibiotique notablement plus élevée que celle qui inhibe le développement de la
majorité des autres souches de la méme espece des individus de la méme culture.

Ces deux derniéres définitions doivent étre complétées par deux autres : 'une clinique et
I’autre génétique.

+ La définition clinique associe la notion de succés et d’échec clinique. En premiere
approximation, une bactérie résistante est une bactérie qui échappe au traitement, ce
qui peut se manifester par un échec thérapeutique

On distingue deux types de résistance aux antibiotiques, naturelle et acquise.

a. Résistance naturelle ou intrinséque :
C’est un caractére d’espéce qui touche toutes les bactéries de ’espéce considérée. Elle est
stable, transmise a la descendance (elle a pour support génétique le chromosome bactérien)
mais elle n'est pas ou peu transmissible sur un mode horizontal (d’une bactérie a I’autre au

sein d’une méme espece ou entre especes différentes).

(LOZNIEWSKI A et al .,2010)
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b. Résistance acquise :
Il s’agit d’un caractére qui ne concerne alors que quelques (ou parfois de nombreuses)

souches d’une espéce donnée. La résistance acquise est moins stable, mais elle se propage
souvent de fagon importante dans le monde bactérien. La résistance acquise résulte d’une
modification du capital génétique de la bacterie, lui permettant de tolérer une concentration
d’antibiotique plus élevée que celle qui inhibe les souches sensibles de la méme espece
(LOZNIEWSKI A et al ., 2010) .

2. Mecanismes génétiques de la résistance:(LOZNIEWSKI A et
al.,2010)

Une bactérie peut acquérir une résistance aux antibiotiques par deux grands mecanismes
génétiques. L’un a pour support le chromosome et définit une résistance chromosomique,
I’autre a pour support les plasmides ou les €léments transposables ou les intégrons et ils
définissent une résistance extra-chromosomique.

2.1. Résistance chromosomique

Elle résulte d’une mutation. C’est un phénomene rare, due au hasard et indépendant, Cette
indépendance des mutations constitue un des meilleurs arguments pour justifier 1’association
des antibiotiques. Elle n’est pas provoquée par la présence de I’antibiotique, ce dernier révele
la mutation de résistance en selectionnant les bactéries mutantes résistantes. Elle est
transmissible ; et permanente et a donc un caractére héréditaire (transmission sur un mode
vertical de bactérie-mére a bactéries-filles). Toutes les mutations ont pour conséquence la
perte ou la modification d’une protéine structurale ou enzymatique et une bactérie mutée est

souvent contre-sélectionnée en I’absence d’antibiotique. .

2.2. Résistance extra-chromosomique (plasmides)
Deux faits expliquent I'importance de la résistance plasmidique :

1) La résistance plasmidique est liée a la synthese de protéines additionnelles et non a
une modification des constituants normaux de la bactérie.

2) de nombreux plasmides de résistance sont conjuguais ou mobilisables ce qui permet
un transfert horizontal ; ces transferts sont a I’origine d’une dissémination tres
importante de la résistance au sein des populations bactériennes. Les plasmides de

résistance sont susceptibles d’évoluer par acquisition ou pertes successives de
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déterminants de résistance portés par des eléments génétiques transposables. Les
éléments génétiques transposables permettent la dissémination de génes entre des
bactéries phylogéniquement éloignées. Comme pour la résistance chromosomique,
les genes de la résistance extra-chromosomique ne sont pas induits par I’utilisation

des antibiotiques qui se contentent de sélectionner les bactéries résistantes.

Antibiotique
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Figure 8: Différents mécanismes de réesistance aux antibiotiques

dans une bactérie Gram négative, (adapte de Guardabassi et Courvalin
(2006)).

3. Mécanismes biochimiques de la résistance :

3.1. Modification de la cible

Des modifications méme minimes affectant la cible d'un antibiotique peuvent modifier et

diminuer l'affinité des deux (cible-antibiotique) et entrainer une résistance. La résistance aux

B-lactamines par altération des PLP a été décrite, mais ne semble pas étre un mécanisme

prédominant pour les entérobactéries ou d’autres especes de bacilles Gram négatif comme

P.aeruginosa ou Acinetobacter baumannii. Ainsi, une résistance aux f-lactamines touchant

essentiellement I’'imipenéme et le mécillinam a pu étre décrite chez une souche de Proteus

mirabilis productrice d’une PLP2 altérée. (Cavallo et al., 2004)
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La modification d'une des sous-unités de I'ADN grasse (mutation des génes gyrA et gyrB)
provoque l'acquisition d'une résistance aux quinolones et aux fluorquinolones. (De Lastours
et Fantin, 2010)

3.2. Modification de la perméabilité

Les changements de la membrane externe des bactéries a Gram négatif peuvent géner la
pénétration de I’antibiotique en I’empéchant d’atteindre sa cible. Ce type de résistance est
généralement attribué a la perte ou a la modification des porines. Celui-ci est trés répondu
chez Pseudomonas aeruginosa. (Maiti et al., 2006)

La sensibilité aux B-lactamines dépend du nombre de porines fonctionnelles. L’altération des
porines par mutation est a I’origine de résistance acquise aux [-lactamines, soit par une
modification structurale d’une des porines essentielles, ce qui a été décrit chez E. coli, soit par
une diminution quantitative des porines, qui est la situation la plus fréquente. (Cavallo et al,
2004)

La résistance acquise est d’autant plus forte vis-a-vis des B-lactamines que la molécule est

plus volumineuse, plus hydrophobe et chargée négativement (Cavallo et al, 2004).

3.3. Action des pompes d’efflux
Les pompes d’efflux sont des transporteurs actifs. Il existe 5 familles de pompes d‘efflux
classées selon deux critéres :

- D’une part la source d’énergie nécessaire a leur fonctionnement (gradient électrochimique
ou hydrolyse de I’ATP),

- D’autre part leur structure second-tertiaire.
Chez les bactéries a Gram négatif, les systémes d’efflux sont souvent des complexes
protéiques ternaires avec une pompe transmembranaire, une protéine péri plasmique de
jonction et une porcine de la membrane externe. Les pompes les plus fréqguemment
rencontrées sont de type RND (Résistance-Nodulation celle Division) comme AcrB chez E.

coli, MexB chez Pseudomonas aeruginosa et EmrE chez E. coli. Les protéines T et A, T et B,

TetC, TetD et Tet E sont tres largement distribuées chez les Enterobacteriaceae et les

Pseudomonadaceae .(Cattoir, 2004)

3.4. Production d'enzymes inactivant les antibiotiques
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C’est un mécanisme tres fréquent, trés important mais aussi trés varié. Ces enzymes produites,
inactivent l'antibiotique en le modifiant ou en I'nydrolysant. (Poole, 2004)

Dans le cas des bacilles Gram négatif, la résistance bactérienne aux -lactamines est due
principalement a la production d’enzymes (p-lactamases) capables d’hydrolyser le noyau -
lactame, inactivant l'antibiotique avant qu'il n’atteigne sa cible (PLP). (Rodriguez-Villalobos
et Struelens, 2006).

L’inactivation enzymatique par des acétyltransférases, des nucléotidyltransférases et des

phosphotransférases est le mécanisme de résistance le plus souvent observeé pour les
aminosides. 11 permet d’expliquer la résistance de plus de 95 % des souches d’entérobactéries
ainsi que d’Acinetobacterspp. Aux aminosides. (Magnet et Blanchard, 2005)
Les estérases sont caudées par deux genes ereA et ereB portés par des plasmides, elles causent
I’ouverture des macrolactones de I'érythromycine et de l'oleandomycine, ces enzymes sont
présentes aussi bien chez E. coli que chez Citrobacter, Proteus, Klebsiella et Enterobacter.
(Katz et Ashley, 2005)

Tableau 3: Mesure de la résistance bactérienne. (Demoré. B, et al 2012.
Mogenet L., Fedida D, 1998).

Effet bactériostatique.

CMB

CMI et CMB Le rapport CMI / Famille d’Antibiotique
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CMI : concentration minimale inhibitrice : -Tétracyclines
concentration la plus faible d'un antibiotique CMB/CMI = 4 -Macrolides
capable d'empécher le développement d'un 16 - Sulfamides
micro-organisme aprés 18 a 24h d'incubation a
35°C. C'est une valeur indicatrice du pouvoir

bactériostatique.

Effet bactéricide.

CMB : La concentration minimale létale ou -Béta-lactamines
bactéricide (CMB ou CML) : concentration la CMB/CMI < 2 -Aminosides
plus faible capable d'entrainer la mort d'au - -Colistine

moins 99,9% des bactéries d'un inoculum -Quinolones
standardisé a 105 -106 bactéries/mL (< 0,01%
de survivants). C'est une valeur indicatrice du

pouvoir bactéricide.

CMB/CMI > 16 Bactérie dit "tolérante” a l'antibiotique. (Demoré. B, et al 2012)
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I11-Matérielle et méthode

1. L’echantionnage :
Deux sorties ont été organisées en collaboration avec 1’équipe INPV de Constantine

dans le but de diagnostiquer le chancre de I’olivier et réaliser 1’échantillonnage.

La premiere sortie a été réalisée le 08/02/2016 au verger de Belabjaoui située a
Chettaba, commune de Ain Smara. L’oléiculteur possede une grande exploitation
d’olivier de variétés européenne, bien entretenue et non infectée. Le diagnostic était
negatif.

La deuxiéme destination (le 16/04/2016) était vers le verger de Mr. Alali Mourad,
commune d’Ain Roua daira de Bougaa. Ain Roua est une commune de la wilaya de
Sétif, situé en nord-ouest de I'Algérie, a moins de 28 km du Sétif caractérisé par un
climat continental froid et humide a I'hiver et sec humide en été. C’est une zone de
haut plateau partiellement montagneuse et contient beaucoup de sources d'eau.

Le verger oléicole de Mr. Alali s’étale sur une superficie de 3 hectares, ce qui présente
un nombre de 400 arbres de variété Chemlal infectés a 100%. Les plantes non
certifiées ont été achetées a bon prix a partir de deux marchés noirs un a Alger et
I’autre a Bejaia. Les prélévements ont été réalisés a partir de trois oliviers infectés et
collectés sur des distances chronologiquement espacées, des petites branches
contenant des tumeurs ont été coupées a I’aide d’un sécateur désinfecté a I’alcool 90%
aprés chaque usage. Les échantillons ont été placés dans un sac en papier et

transportés directement au laboratoire dans des conditions isothermes de 4°C.

Figure 9 : verger de Sid Ali a Ain Roua, Sétif (Algérie)
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2. L’isolement des germes

Deux branches (T1, T2) de la premiere plante (P1) possédant au moins deux tumeurs
(K1, K2) ont été choisi pour I’isolement des bactéries présentes dans les tumeurs.

Les deux tumeurs ont été désinfectées a I’aide d’un papier filtre stérile imbibé a 96%.
Le tissu interne a été découpé et les fragments obtenus ont été écrasées dans des tubes
eppendorfs stériles contenant un ml d’eau distillée stérile (EDS).

Apres trente minutes a température ambiante la technique de trois quadrants sur deux
boites de Pétri contenant le milieu semi sélectif le King B (Institut pasteur d’Algérie)
et deux boites de GN (gélose nutritive), | ensuite incubées a 26°C pendant 3 a5 jours.

L

Figure 10 : les deux tumeurs utilisées pour 1’isolement.

3. Purification et conservation des souches isolées :

Neuf aspects différents ont été sélectionnés sur les deux milieux ”GN” (gélose nutritive) et
”’King B” aprés l’isolement, six souches ont été désignées par le code P1T1K1(1),
P1T1K1(2), P1IT1K1(3) : isolats prélevés a partir de la tumeurl.

Trois souches ont été désignées par le code suivant sur le milieu king B.
P1T1K2(1), P1T1K2(2) : isolats préleveés a partir de la tumeur 2.
PIT1K2(1)’ : isolat prélevé a partir de la tumeur 2.

Les colonies qui ont poussé aprés 72 h d’incubation & 26°C ont été purifiées par repiquages

successifs sur le milieu GN (gélose nutritive). Une mise en culture en milieu liquide (bouillon
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nutritif) a été effectuée pour entamer le controle de pureté de la souche et qui consiste a des
observations macroscopiques a I’ceil nu et microscopiques apreés coloration de Gram. Une fois
un aspect microscopique homogene obtenu, la souche est considérée pure. Les souches
obtenues sont ensemencées sur GN (gélose nutritive) inclinée puis incubée et conservée a
4°C.

4. ldentification phénotypique des isolats :

L’identification présomptive est basée sur les caractéres macroscopiques, morphologiques,
biochimiques et sur la détermination du profil de résistance aux antibiotiques (antibiogramme)
selon les méthodes mentionnées ci-dessous. La souche E. coli a été utilisée comme souche de
référence. La composition des milieux de culture utilisés dans cette étude est mentionnée en

”annexe 02”.

4-1. Examen microscopique des frottis coloreés :

Des étalements minces et homogeénes de chaque isolat bactérien purons été fixés sur une lame,
puis colorés par la méthode de Gram, ’observation a €té réalisée sous microscope optique

(Optec) avec caméra intégrée (Canon)

4-2. Tests biochimiques

» Testde LOPAT
+ Levane (NAS)

L’ensemencement se fait par des stries séries sur le milieu levane puis incubées a 26 ° C
pendant 3 a 5 jours, la production de levane-sucrase se traduit par la présence de colonies

blanchatre et convexes luisante.

La plupart des Pseudomonas fluorescens qui utilisent le saccharose comme seule source de

carbone, produisent I’enzyme.
+ Oxydase

Le test a été réalisé en utilisant des disques d’oxydase (Himedia laboratoires, Mumbai, India).
Un de ces disques a été placé sur une lame, sur celui-ci une colonie bactérienne a été déposée
en utilisant une pipette Pasteur stérilisée au préalable. S’il y a apparition d’une tache violette

au bout de trente secondes, la bactérie est oxydase positive et elle posséde la cytochrome

e —————————————
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oxydase. L’absence de la coloration violette est due a ’absence de I’enzyme recherchée, cela

indique que la bactérie est dépourvue de cette enzyme respiratoire.
+ Pectinase

Le test Pectinase permet d’identifier I’activité pectinolytique d’une bactérie c’est-a-dire sa
capacité a dégrader la pectine présente dans un milieu de culture spécifique ou des tranches de

pomme terre.

Les tranches de pomme de terre sont stérilisées a 1’éthanol 70% puis lavées a ’eau distillée
stérile et séchées. Les tranches ont été déposées dans une boite de pétri contenant du papier
filtre mouillé, des colonies bactériennes fraichement prélevées ont été inoculées au centre des

rondelles et incubé a

26° C pendant sept a quatorze jours, I’odeur indésirable et I’apparition de nécrose signifie la

présence de ’enzyme pectinase.
+ Arginine Déhydrolase (ADH)

Les inoculums ont été transférés a un tube sterile de bouillon arginine dihydrolase. Le tube a

été incubé a 26 ° C pendant 3 a 5 jours.

La bactérie doit utiliser d'abord le glucose présent dans le milieu provoquant une acidification
de milieu (traduit par un changement de couleur du milieu violet au jaune). Le virage de la

couleur indique un test positif pour l'arginine déhydrolase
+ L’hypersensibilité sur les feuilles de tabac

1 ml de la suspension bactérienne a été injecté a I’aide d’une seringue dans la nervure
principale sur la surface inférieure de la feuille de tabac. Aprés 3 a 5 jours a température
ambiante on fait la lecture. Le desséchement des zones foliaires inoculées signifie que la

bactérie est phytopathogeéne.

L’eau distillée stérile a été utilisée comme un témoin négatif
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» Tests biochimiques
+ Hugh et Leifson

Chaque isolat bactérien a été ensemencé dans deux tubes contenant le milieu Hugh et Leifson.
Apreés homogénéisation I'un des deux tubes est recouvert d’huile de vaseline en vue de

condition d’anaérobiose. Les tubes sont incubés a 26°C pendant 3 a 5 jours.

Le résultat positif se traduit par le virage de 1’indicateur bleu de bromothymol au jaune du

milieu.
+ Catalase

Sur une lame propre une goutte (H202) a été déposée, a I’aide d’une pipette Pasteur la
colonie bactérienne a été ajoutée, I’apparition des bulles (dégagement gazeux de dioxygene)

signifie que la bactérie produit I’enzyme de catalase.
+ Milieu TSI

La gélose TSI (Triple Sugar Iron) permet 1’identification des entérobactéries par la mise en
évidence rapide de la fermentation du lactose, du glucose (avec ou sans production de gaz), du
saccharose et de la production de sulfure d’hydrogeéne. A I’aide d’une anse de platine une
colonie et a été prélevée et ensemencée sur la pente du milieu TSI (Triple Sugar Iron Agar,
Institut pasteur d’Algérie) par stries et le culot par piqure centrale, puis incubé a 26 C°

pendant 3 a 5 jours.
+ Mannitol-mobilité

L’ensemencement du milieu mannitol et mobilité (Institut pasteur d’Algérie) s’est fait par
piqiire centrale jusqu’au fond du tube avec la souche a tester a I’aide d’une pipette pasteur.
Puis incubé a 26 C° durant 3 a 5 jours. La fermentation du mannitol provoque un virage au

jaune du milieu. Les bactéries mobiles envahissent tout le milieu a partir de la pigre centrale.
+ Test de solubilité par KOH

Le but de cette méthode est de déterminer rapidement si une bactérie est gram positive ou
négative sans passer par les étapes de coloration habituelles et sans utiliser un microscope.
Une colonie isolée a été mélangé dans une goutte d’une solution de KOH a 3% a I’aide d’une

pipette pasteur. Quelques secondes plus tard, on tire le mélange vers le haut; si un filament se
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forme entre la pipette et la lame, la colonie isolée est alors constituée de bactéries Gram
négatifs. Si rien n'est entrainé par la pipette, les bactéries sont Gram positifs.

+ Bouillon nitrate

Ce milieu liquide permet de mettre en évidence la présence d’une enzyme du
métabolisme énergétique «la nitrate réductase» qui catalyse la réaction de réduction des
nitrates en nitrites. Une colonie isolé a été déposé dans le milieu, homogénéiser et incuber
a 26°C pendant 3 a 5 jours. Aprés I’incubation les réactifs nitrate de réductase 01 et 02
ont été ajoute respectivement, si il y a changement de couleur jaune vers le rouge indique
que la bactérie posséde une nitrate-réductase qui est capable de réduire les nitrates
jusqu’au stade nitrites. L’absence de coloration rouge ne signifie pas obligatoirement que
la bactérie testée ne posséde pas de nitrates-réductase en ajoutant la poudre de zinc qui est
un composé capable de réduire les ions nitrates en ions nitrites. L apparition d’une teinte

rouge indique la formation d’ions nitrites par 1’action du zinc.
+ Test de fluorescence

Les cultures bactériennes en boite de Pétri du milieu King B ont été observées sous une
lumiére ultraviolette ayant une longueur d’onde de 360 nm afin de noter la présence ou

I’absence de fluorescence.
+ La galerie API 20

Le systéme API Biomerieux (Appareillage et Procédé d’Identification) est une version
miniaturisées et standardisées des techniques biochimiques conventionnelles pour

I’identification des Bacilles a Gram négatif dont les Entérobactéries.

Les cing isolats bactériennes ont été identifiés par la galerie APl 20E (Biomerieux, SA.,
Marcy-L’¢étoile, France), cette dernier comporte 20 microtubes contenant des substrats sous
forme déshydratée, Les tests sont inoculés avec une suspension bactérienne qui reconstitue les
milieux. Les réactions produites pendant la période de 3 a 5 jours d'incubation a 26°C se
traduisent par des virages colorés spontanées ou révélés par l'addition de réactifs (Annexe
02).
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Faire une suspension bactérienne faible d’opacité 0,5 sur I’échelle McFarland, dans une
ampoule de Suspension Medium a Nacl, ajouter quelque colonie bien isolée prélevée sur un

milieu gélosé.

La suspension bactérienne préparée a été introduite dans chaque microtube a I’aide d’une
micropipette ou la pointe de ’embout est appuyée sur le coté intérieur pour éviter la formation
de bulles. Les microtubes des tests CIT, VP et GEL ont été remplis par ’inoculum jusqu’a la
cupule alors que les microtubes correspondant aux tests : ADH, LDC, ODC, H2S et UREE
ont été remplis par la suspension bactérienne et recouverts par une couche d’huile de vaseline
pour assurer la condition d’anaérobiose. La lecture de ces réactions se fait apres incubation a
26°C pendant 3 a 5 jours, a l'aide du tableau de lecture (annexe 02), les résultats des réactions
obtenues sont notés sur une fiche de résultats standards. Chaque trois test sont rassemblés
pour avoir un seule chiffre. L’enchainement des chiffres obtenus apres chaque rassemblement
constitue un code de sept chiffres qui servira par la suite a ’identification des souches, en

faisant usage a un catalogue analytique spécifique de la galerie API 20E.
Le profil de résistance aux antibiotiques :

Un antibiogramme a été réalise afin de tester la sensibilité ou la résistance des 5 isolats. Le
principe consiste a placer plusieurs pastilles imbibées d'antibiotiques (disques) sur la culture
bactérienne de la souche a tester préalablement. L’ensemencement a été effectué par des stries
extrémement serrées, a I’aide d’une anse de platine stérile sur la surface du milieu Mueller-
Hinton en boite de Pétri. Enfin les disques d’antibiotiques ont été appliqués sur la gélose en
pressant chaque disque a l’aide de pince bactériologique stérile pour s’assurer de leur
application. Les zones d’inhibitions ont été mesurées aprés incubation a 26°C et comparées

avec les valeurs critiques. La liste des antibiotiques utilisés :

Amoxicilline, spiramycine, colistine, amikacine, piperacilline, chloramphenicole,

pristinamycine, spectinomycine, cefotaxime, rifampicine, kanamycine, imipeneme .
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RESULTATS ET DISCUSSION

Les nceuds formés sur I’arbre de I’olivier sont des niches idéales pour la croissance

bactérienne non seulement de I’agent causal de la maladie (Pseudomonas savastanoi pv.

savastanoi), mais aussi d'un nombre de Gammaproteobacteria endophytes tels que Erwinia

toletana, Pantoea agglomerans et d'autres bactéries des genres

Burkholderia, Hafnia,

Pseudomonas et Stenotrophomonas (Marchi et al., 2008; Quesada et al., 2009).

Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi survit mieux sur les rameaux que sur les
feuilles, l'arbre peut étre plus sensible a I'infection lors d'événements du printemps de
pluie en raison de la disponibilité accrue des cicatrices foliaires fraiches siégeant en
tant que tribunaux d'infection, ou les points d'entrée des agents pathogenes. Le mois
de Mai, ou le taux d’humidité est ¢€levé, est le temps approprié pour réaliser
1”échantillonnage.

Afin d’arriver a la caractérisation phénotypique des souches isolées a partir des nceuds
prélevés le 16 Avril 2016, le passage par les caracteres macroscopiques a été
indispensable. Les quatre souches P1T1KI1(1), PIT1KI1(2), PIT1KI(1)’, PIT1IKI(2)’,
apres une croissance lente donnant des colonies a des caractéres macroscopiques

semblent proches des moisissures, la description des colonies a été representés dans le

tableau 04

Tableau 04 : résultats macroscopiques des quatre isolats.

Lessouches | P1T1K1(1) |P1T1K1(2) |PITIKI(1) [P1T1K1
2y

La forme Des grandes Des petites colonies | Des grandes Des petites
colonies avec des circulaires avec un colonies avec des colonies
hyphes incrustés court mycélium hyphes incrustes circulaires avec un
dans la gélose aérien créant une dans la gélose court mycélium
produisant de surface d'apparence | produisant de aérien créant une
nombreuses conidies | cotonneuse nombreuses conidies | surface
créant une surface créant une surface d’apparence
d'apparence d’apparence cotonneuse
poudreuse poudreuse

la couleur Blanchatre Blanche blanchatre blanche

L’aspect plane Surélevé plane surélevé

Les cing isolats bactériens P1T1K1(3), P1T1K2(1),

PITIK2(1)’, sont identifiées par les tests définissant les caractéres morphologiques (tableau

05).
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Les deux souches PITIK2(1), PITIK2(1)’, sont des coccobacilles, mobiles a Gram négatif.
Ces bactéries font partie donc de la famille des Enterobacteriaceae qui sont des bacilles Gram
negatif, mobiles (cils périthriches) ou immobiles, aéro-anaérobies facultatifs

Tableau 5: Résultats de la morphologie des isolats.

Caractére P1T1K1(3) P1T1K2(1) P1T1K2(2) PIT1K2(1y
Cb
Gram + - + + -
Aspect coques | coccoebacille | bacilles | Long Coccobacill
S bacilles es
sporulant
Mobilité ; + _ ; ¥
+ : résultat positif - : résultat négatif.

(AAF), oxydase negatif, catalase positif, nitrate positif et non sporulées. Les autres
souches sont révélées de Gram positif (P1T1K1(3), P1T1K2(2) Cb, P1T1K2(2) Ct).

Parmi les tests biochimiques importants qui ont éte effectués, le test LOPAT qui
joue un réle distinctif et permettent de differencier les souches appartenant au genre de
Pseudomonas. Qui sont des bacilles Gram négatif, mobile par ciliature polaire, non
sporulant, aérobie stricte.

Tests
Arginine Hypersensibilité
Levane Oxydase | Pectinase déshydrolase our tul Fluorescence
Espéces et groupes

| Syringae 1a + . [+ . + +

Les résultats de test LOPAT des cing souches bactériennes isolées a partir des tumeurs de
’olivier sont mentionnés dans le tableau 06.

Ces résultats ne permet pas de révélés si les bactéries sont phytopathogénes, car le test
le test d’hypersensibilit¢ sur les feuilles de tabac n’a pas été effectuée. Le

desséchement des zones foliaires inoculées signifie que la bactérie est phytopathogéne.
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Tableau 06 : Résultats du test de LOPAT.

Testes PITIK13) [ PITLK2(1) PITIK1(2) PATIK2(2) | PITIKIQ2)
Cb Ct

Levane - + - - +
Oxydase - - - - -
Pectinase + + + + +
ADH - + _ _ "
L’hypersensibilité / / / / /
sur les feuilles de
tabac.

+ : positif - : négatif /- le test

ne réalise pas

Parmi les autres testes qui ont été effectues :

Le test de fluorescence utilisé principalement pour la détection et la

différenciation des Pseudomonas, Les colonies présentant une fluorescence jaune
verte détectable sous ultraviolets a360 nm, sont considérées comme positives. La
gélose King B favorise la production de pyoverdine et inhibe par ailleurs la production
de pyocyanine, le phosphate dipotassique augmente la concentration en phosphore
apporté par la peptone et stimule ainsi la production de fluorescéine, et le sulfate de
magnésium apporte les cations nécessaires a la production de pyoverdine et inhibant la
production de pyocyanine.

Les colonies des cing isolats bactériens ne présentent pas une fluorescence sous

une lampe a UV. Les résultats de test de KOH sont représentés dans le tableau 07.

Tableau 07 : les résultats de test KOH

P1T1K1 (3) PIT1K2 (1) PITIK2 (2) Cb | PITIK2(2) Ct | PITIK2 (1)’

Souches

KOH . + - - -
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- > I’absence d’un filament + : la présence d’un filament

Les bactéries qui forment un filament entre la lame et 1’anse de platine dans les 30

premiére secondes. Sont des bactéries Gram négatives.

Figure 11 : résultas de test KOH de la souche P1T1K2 (1)

Le test de catalase qui a Gram positif.

L’apparition de bulles due a un dégagement gazeux de dioxygene signifie que
la souche possede le catalase, métabolisme respiratoire (AS et AAF) qui peuvent
détruire les peroxydes. La catalase est une enzyme qui catalyse la dégradation
peroxyde d'hydrogéne (H202 et ¥2 O2) selon la réaction suivante :

2H202 2H20+ 02

v

La recherche de I’oxydase présente un intérét taxonomique en ce qui concerne les bactéries a

Gram négatif.

L’apparition d’une tache rose violette apres trente secondes signifie que la
bactérie possede I’activité oxydase, elle dite oxydase +.
capacité que possede la bactérie a oxyder un réactif incolore (la NN diamine) en un

dérivé rose violacé d'oxydation a I’air, le cytochrom oxydase catalyse de reaction du

type :
NN-diméthyl -paraphényléne diamine > produit coloré
rose violacé oxydation rose violacé
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L’un des substrats qui peut constituer le réactif d’oxydase peut étre l'oxalate de

Ntétraméthylparaphénylene diamine.

Les résultats obtenus des tests de catalase et d’oxydase, signifie que les deux souches Gram

négatif PIT1K2(1) et PIT1K2(1)’ sont réparties dans la famille des Enterobactriaceae. Cela a

permis leur identification par la galerie APl 20E (tableau 07). Les résultats des mémes

souches obtenus sur les milieux selectifs TSI ont été pris en considération (tableau 08).

Tableau 8: la lecture de la galerie API 20 E pour les souches bactériennes a Gram

Négatif.
Souches ONPG | ADH |LDC |ODC |CTT |H2S |URE | TDA |IND
P1T1K2(1) - + - - + - - - -
PITIK2(1)y - + - - + - - - -
Souches VP GEL |GLU | MAN | INO SOR | RHA | SAC MEL
P1IT1K2(1) + + + - - _ ¥ +
P1T1K2(1)’ + + + - _ - ¥ n
Souches AMY ARA | NO2 | N2 MOB | OX | CAT | OFO OFF
P1IT1K2(1) + i + n ] + n "
PIT1K2(1)’ + - + + - n ¥ ¥
Tableau 9 : les résultats des cultures & Gram négatif obtenus sur milieux sélectifs.

Souches Glucose Lactose H2S Gaz Mannitol

/saccharose
P1T1K2(1) + + - - +
PITIK2(1) + + - - +

Sur le milieu sélectif TSI la croissance des isolats P1TIK2(1) et P1T1K2(1) entraine

un changement de la couleur de I’indicateur coloré du milieu du rouge-brun vers le

jaune cela est du a une baisse de pH suite a la production d'acide. Les bactéries sont

donc saccharose + et/ou
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Lactose +, Glucose+, une absence de noircissement signifie la non production d’H2S,
ainsi que ’absence d’une déformation de la gélose affirme la non production de gaz.
La lecture des résultats sur milieu mannitol -mobilité a montré que les deux souches-
PIT1K2(1) et PITIK2(1)’ ont la capacité de fermenter le sucre mannitol a26°C, cela
se traduit par le virage de I’indicateur coloré (rouge de phénol).

D’apres le résultat de la coloration de Gram des souches en question (figure 10
catalogue d'identification des API 20 E (figure 12) et selon les résultats des testes

biochimiques et morphologiques préalablement obtenus les souches P1T1K2(1) et

PITIK2(1) ont été identifiées comme Enterobacter cloacae.

Figure 12 : aspect macroscopique de la Souche P1T1K2(1)".

L’enterobacter cloacae vit dans I'appareil gastro-intestinal de I'étre humain. Il fait partie
de la population microbienne normale qui aide a la digestion. Mais parfois, cette des
infections, par exemple lorsque les défenses naturelles sont plus basses. D'autres fois,
I'infection est une contamination externe. Cette bactérie peut provoquer une infection des
voies urinaires, des plaies chirurgicales (infection nosocomiale lorsqu'elle se produit a

I'h6pital) et une bactériemie (infection dans le sang).

En 2 014 Passoda Silva a révélé que la classe de Gammaproteobacteria dans les nceuds,
représentant jusqu'a 90 % de la population bactérienne totale, en plus des enterobacteriales les

bactéries les plus abondantes sont le genre Pantoea.
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Figure 13 :I’observation microscopique (100 de lasouche observation microscopique
(100X a immersion) apres coloration de Gram de lasouche P1T1K2(1), Gram (-)

coccobacilles.

Figure 14: résultats de I'identification des isolats PIT1K2(1)’ par la galerie API 20 E

[ wwel® ww 8 o s

Figure 15: résultats de observation microscopique (100X a immersion) aprés

coloration de Gram de la souche P1T1K2(1) ’ par la galerie API 20E.
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Clavibacter, Curtobacterium, Enterobacter, Erwinia, Hymenobacter, Kineococcus,

Pectobacterium et Sphingomonas.

Enterobacter cloacae naturellement sensibles et intermédiaire a de nombreux
bétalactamines (par exemple carbapénemes, aztréonam, acylaminopenicillins, ticarcilline, et
certaines céphalosporines «modernes»), quinolones, aminoglycosides, tétracyclines,
antifolates, le chloramphenicol et la nitrofurantoine. Résistance naturelle uniforme a été
trouvé dans benzylpénicilline, oxacilline, amoxicilline, amoxicilline / clavulanate, céfoxitine,

rifampicine, lincosamides, glycopeptides, streptogramines et I'acide fusidique.

Les résultats des tests biochimiques obtenus avec les autres souches qui appartiennent

aux bactéries Gram positive sont été regroupés ensemble dans le tableau (10).

Tableau 10 : les résultats de la galerie AP120E des souches a Gram positif.

Souches ONPG ADH LDC OoDC CIT H2S URE
P1T1K1(3) + - - - - - -
P1T1K2(2) Cb - - - - - - -
PIT1IK2(2) Ct| + - - - - - -

Souches VP GEL GLU MAN INO SOR RHA
P1T1K1(3) + - + + + + +
P1T1K2(2) Cb - - + - - - -
P1T1K2(2) Ct + - + + + + +

Souches AMY ARA NO2 MOB N2 OX CAT
P1T1K1(3) + + ; + : ] ;
P1T1K2(2) Cb + + - + - - -
PITIK2(2) Ct| + + - + - - -

Les résultats de ces mémes souches obtenus sur les milieux sélectifs TSI ont été pris en
considération (tableau 11). Les bactéries & Gram positif n’ont pas la capacité de former un
filament visqueux. Cela a été confirmé par 1’observation microscopique des isolats (figure
16). Ces souches a Gram positif n’ont pas pu étre identifiées par la galerie biochimique

API20E destinée principalement a 1’identification des
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de ’ensemencement de la galerie API20E ont été pris en considération. Il y a une possibilité
de prédire les genres auxquels appartiennent ces souches a Gram positif en s’appuyant sur des

organigrammes de Bergey’s manual.

- La souche P1T1K2(2) Cb représente des gros bacilles catalase négative, oxydase négative,
des critéres applicables au genre Lactobacillus.

- La souche P1T1K2(2) Ct représente des long bacilles sporulant catalase négative, oxydase
négative, des criteres applicables au genre Clostridium.

- La souche P1T1K1(3) représente des gros bacilles, catalase négative, oxydase négative, cet
isolat a été non identifiée selon les tests biochimiques utilisées.

Les lactobacillus (terme scientifique d'origine latine désignant les lactobacilles) sont des
bactéries présentes en quantités importantes dans l'organisme. Les lactobacillus se retrouvent
dans les muqueuses intestinales, buccales et vaginales, sur certaines plantes, et aliments
d'origine végétale. Ce genre de bactérie est particulierement présent dans les produits

fermentés et les eaux usées. Les lactobacillus ne sont jamais pathogénes.

En 2013, Dilek Heperkana détecté la présence de Lactobacillus dans le microbiote

d’olives pendant la fermentation. Ce genre prédominant joue un rdle maj Ce genre

prédominant joue un réle majeur dans la production d’olives de table naturelles.

Tableau 11 : les résultats des cultures & Gram positif obtenus sur milieux sélectifs.

Souches Glucose Lactose/sacch | H2S Gaz Mannitol
arose

P1T1K2(2) Cb - - - - -

P1T1K2(2) Ct - - ; - T

P1T1K1(3) - 3 3 3 T
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P1T1K2(2) Cb P1T1K2(2)) Ct

P1T1K1(3)

Figure 16 : les observations microscopiques (X100) apreés coloration de Gram des

P1T1K2(2) Cb, P1T1K2(2) Ct, et P1T1K1(3) respectivement.

D’aprés les résultats obtenus, Clostridium est une bactérie de type bacille, Gram positif et
sporulé. Elle représente la premiere cause de diarrhées infectieuses l'adulte. Leur habitat

naturel est le sol ou le tube digestif des animaux et de ’homme,

Macergens sont des bactéries capable de libérer des enzymes pectique (bactéries
pectolytiques), ces action enzymatique donnent lieu a la séparation des tissus végétaux, les
masergens appartiennent principalement au genre Eruinia et a une gamme d’agent pathogene
Xanthomonasspp ; pseudomonas spp ; Clostridium spp il se composent de taxons qui
affichent une hétérogénéité considérable et entre mélées avec des membres d’autres genres

appartenant a la famille des Entroba ,Chez les bactéries Gram positives I’analyse

45




RESULTATS ET DISCUSSION

phénotypique reste insuffisante pour pouvoir se prononcer au niveau de 1’espéce, cependant

certains germes ont pu étre identifiés par les analyses genomiques.

Un antibiogramme permet de tester sur milieu de culture D’action dune molécules
d’antibiotiques sur une souche bactérienne, il donnera donc des indications sur 1’efficacité in
vitro de ces antibiotiques. Pour réaliser I’antibiogramme par la méthode standard, la culture
bactérienne est ensemencée a la surface d’une gélose Mueller-Hinton. Des disques de papier
buvardpré-imprégnés d’une quantité connue d’antibiotique sont déposés a la surface de la

gélose.

L’antibiotique diffuse a partir du disque en créant une zone d’inhibition. Mesurées les
diametres d’inhibition avec une régle graduée (mm) en les comparants avec les valeurs de

références permettent de définir la catégorie de la souche étudiée.

Tableau 12 : les résultats de lecture d’antibiogramme des souches isolées

ATB / souche P1T1K2(1) PITIK1(1)

Amoxicilline (AMX) 14 14
Spiramycine (SP) 18 18
Colistine (CS) 20 20
Amikacine (AN) 20 20
Piperacilline (PIP) 20 20
Chloramphenicol (C) 25 25
Pristinamycine (PT) 10 10
Spectinomycine (SPT) Abs Abs
Cefotaxime (CTX) Abs Abs
Rifampicine (RA) 16 16
Kanamycine (K) 13 13
Imipenem (IPM) Abs Abs

abs : absence d’une zone inhibitrice
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D’apres les résultats obtenus et en comparant les valeurs mesurées avec les diamétres
critiques (figure), on peut classer les souches bactériennes selon leurs diamétres d’inhibition

pour chaque antibiotique en trois catégories bien définis (tableau 12).

Tableau 13 : les profils de résistance des souches caractérisées.

ATB / souche PIT1K2(1) PITIK2(1)’

Amoxicilline (AMX) R R

Spiramycine (SP) | I

Colistine (CS) | I

Amikacine (AN) | I

Piperacilline (PIP) | I

Chloramphenicol (C)

Spectinomycine (SPT)

S S
Pristinamycine (PT) R R
/ /
/ /

Cefotaxime (CTX)

Rifampicine (RA) | I

Kanamycine (K) R R
Imipenem (IPM) / /
R : la souche est Résistante S : la souche est Sensible | : la souche est Intermédiaire

/ - absence de la zone d’inhibition.

Il existe pour chaque antibiotique une relation linéaire entre le logarithme de la
concentration en antibiotique et le diamétre du cercle concentrique au disque d’antibiotique

appelée droite de concordance (figure 18).
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Figure 17 : les catégories cliniques S, I, R selon les valeurs critiques
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Mesurer le diamétre de la zone d’inhibition (@mesuré) et le comparer aux diameétres des
concentrations critiques inférieure et supérieure (d (CCsup) et D déterminer la sensibilite et la

résistance comme indiqué dans le tableau ci :

& mesuré = D(CCinf) Sensible
@ mesuré < d(CCsup) Reésistamt
d(CCsup) = £ mesuré < INCCinl) Intermédiire

Trois catégories cliniques ont été retenues pour l'interprétation des tests de sensibilité in vitro :
Sensible (S), Résistante (R) et Intermeédiaire (1).

atégorisées S sont celles pour lesquelles la probabilité de succes thérapeutique les souches

catégorisées R sont celles pour lesquelles il existe une forte probabilité d'échec thérapeutique

—————————————
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quels que soient le type de traitement et la dose dantibiotique utilisée, les souches
catégorisées | sont celles pour lesquelles le succes thérapeutique est imprévisible.

D’apres les résultats d’antibiogramme ont réveélent que les deux souches P1T1K2(1) et
P1T1K2(1) qui ont été identifiées comme Enterobacter cloacae, sont sensible aux amoxicillin,
kanamycine, prestinamycine. Résistante au chlorampheénicol et & une sensibilité intermédiaire
aux spiramycine, rifampicine, piperacilline, amikacin, colestin. Selon les références les
infections dues a Enterobacter cloacae sont traités le plus souvent avec des antibiotiques béta-
lactamines (pipéracillinetazobactam) pendant 5 a 14 jours, des fluoroquinolones
(ciprofloxacine) pendant 7 a 14 jours ou des aminoglycosides (gentamicine) pendant 7 a 10
jours, Enterobacter cloacae a une résistante a la céphalosporine. Les souches P1T1K1(3),
P1T1K2(2) Cb ont été sensible aux 12 antibiotiques testés. La souche P1T1K2(2) Ct n’ont pas

¢été testé a cause du manque des disques d’antibiotiques

Figure 18: Prantibiogramme de la souche Enterobacter cloacae P1T1K2(2),
P1T1K2(2)’.
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Figure 19: ’antibiogramme de la souche P1T1K1(3).

Durant cette initiation a la recherche, 1’échantillonnage a été réalisé le mois d’Avril, par
conséquent les deux tumeurs utilisées dans cette étude étaient agées, rigides, brunes et
difficiles a découper. Les résultats de I’identification phénotypique des 5 isolats sur le milieu
sélective King B, n’ont pas révélé la présence de Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi dans
nos échantillons, mais d’autres bactéries qui vivent dans les noeuds ont été bien isolées.
Garcia de los Rios (1989) a démontré que I’agent étiologique de la tuberculose de I’olivier a
été isolé seulement a partir de 5 a 10% des nceuds d’olive. Les bactéries de Pseudomonas
savastanoi pv. savastanoi peuvent étre isolées a partir des nceuds sur le milieu King B et
cultivés en laboratoire avec une incubation nécessaire entre les deux a trois jours a 27 ° C,
pour l'identification et la confirmation, mais les nceuds agés contiennent généralement une

grande variété d'envahisseurs secondaires (Yong, 2004).
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Conclusion

L’olivier est parmi les plus anciens arbres fruitiers cultivés principalement dans les pays

méditerranéens, cet arbre est bien connu pour son intérét alimentaire et thérapeutique.

Les maladies de I’olivier entraine des chutes de rendement considérables et représente une

menace permanente pour 1’oléiculture algérienne.

Cette ¢étude préliminaire a portée sur la recherche de la tuberculose de I’olivier ; une des

maladies grave dans 1’oléiculture .

Cette recherche est basée sur I’isolement et I’identification présomptive de quelques isolats

bactériens a partir des tumeurs d’un olivier infecté du verger Sid Ali wilaya de Sétif.

Une étude reéalisée en 2010 par Quesada et ses collaborateurs a été révélée que
Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi survit mieux dans les tumeurs jeunes que sur les
feuilles avec des populations varient plus en plus au cours de la saison des pluies et lorsque

I'humidité est suffisamment élevée.

L’isolement a été prélevé a partir d’un seul verger sur les tumeurs ageées, brunes et
dures, durant la période d’échantillonnage. Ces souches ont été purifiées par une série de

repiquage successive et utilisées par la suite pour faire 1’analyse phénotypique.

Les résultats de cette étude révelent d’abord une certaine diversité des especes
bactériennes identifiées. Au total, cinq isolat ont été isolées a partir des tumeurs d’olivier,
deux souches ont ¢été identifiées comme Enterobacter cloacae ( PITIKI1(2) ; PIT1IK1(2)’) et
Le reste des souches a Gram positif n’ont pas été identifiées jusqu’a 1’espéce : Clostridium
(PIT1K2(2) ct); Lactobacillus (P1T1K2(2) cb) ; I'isolat (P1T1K1(3)) n’a pas été identifie
selon les testes utilisées, cela exige des techniques particulieres comme les galeries API
spécifiques aux Gram positif et autres méthodes génomiques qui basées principalement sur la

PCR, permettant l'identification du microorganisme jusqu'au niveau de I'espece.

Cette recherche n’a pas révélée la présence de pseudomonas savastanoi pv. savastanoi,
cette absence est due a la nature des tumeurs, le petit nombre des tumeurs prélevés, un seul

essai d’isolement et aussi la saison de 1’échantillonnage.

Pour arriver a isoler Pseudomonas savastanoi pv savastanoi il faut choisir des oliviers

possédant un grand nombre de tumeurs jeunes (fraiches) et répéter 1’isolement plusieurs fois,

e —————————————
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et appliquer des techniques sérologique (I’immunofluorescence) et génomique (PCR) pour la

détection rapide et efficace de Pseudomonas savastanoi.

La sensibilité des antibiotiques a été démontrée par ’application d’un antibiogramme qui
permet de mesurer la capacité d'un antibiotique a inhiber la croissance bactérienne. 11 permet
donc de juger l'efficacité d'un antibiotique et selon lequel les bactéries ont été divisées en trois
catégories différents: résistantes, intermédiaires ou sensibles. Il permet donc de juger
l'efficacité d'un antibiotique et selon lequel les bactéries ont été divisées en trois catégories

différents: résistantes, intermédiaires ou sensibles.
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Annex 01

Tableau 14: Antibiotiques agissant sur la paroi (Nauciel et Vilde, 2005).
(Cavallo et al, 2004).(4)

famille Antibiotiques | Spectre Mode d’action
(DCI)
Pénicillines : Benzyl- spectre Etroit : bloquent la synthése du
1-pénicilline G et pénicilline - CG (Cocci Gram) + et - peptidoglycane ou muréine.
ses dérivés. - Bacilles a Gram positif aérobies | Ce blocage intervient par
-pénicilline G : Treponema inhibition de certaines
pallidum. enzymes responsables de la
- certains anaérobies transpeptidation, étape
Molécules dégradées par B- essentielle de la synthése du
lactamases . peptidoglycane. Ces enzymes,
2-Pénicilline M -Oxacilline -Non sensibles aux B-lactamases appelées PLP (Protéine Liant
-Cloxacilline -sensible (SAMS) . la Pénicilline), sont insérées
dans
3-Aminopénicilline | -Ampicilline Spectre large : I’espace périplasmique de la
-Amoxicilline Elargis aux Bacilles a G- bactérie .

Sensibles aux B-lactamases

4-Carboxy-

pénicillines

-Carbénicilline

-Ticarcilline.

Spectre Larg :

-Bacilles a Gram- résistants a
I'ampicilline.

-Pseudomonas aeruginosa.
-Entérobactéries productrices de

Céphalosporinases.

5-carbapéneénes

-Imipénémes

Tres large : Bactéries GP et GN
aérobies et anaérobies, sauf
Staphylocoques meticillino-
résistants (SARM) et Clostridium
difficile
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Céphalosporines : | -Céfalotine -spectre étroit
-1°"¢ génération -Céfaperos proche de celui des pénicillines A,
(C1G) mais avec une meilleure
résistance aux B-lactamases
- CG+ : SAMS, Streptocoques
- Quelques Bacilles GN :
Haemophilus influenzae, E. coli,
Klebsiella...
Céphalosporines : | -Céfuroxime Idem C1G mais avec une
-Céfamandole | résistance plus importante aux -
-2éme lactamases ; utilisées contre
génération(C2G) bactéries devenues
inconstamment sensibles aux C1G
Céphalosporines : | - orale Spectre Large :
-3éme Céfpodoxime -Bacilles a Gram-
génération(C3G) Céfixime -Cocci a Gram+:Pneumocoque,
- injectable Streptocoque (sauf Entérocoque).
Céftriaxone -Cocci a Gram -
Céfotaxime -Certains sont actifs sur

Pseudomonas].
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-Bacilles a Gram négatif.
Staphylococcus aureus et
Streptococcus pneumoniae
Entérobactéries sauf
M.morganii. N.meningitidis,
Pasteurella et Pseudomonas

Aeruginosa

Glycopeptides -Vancomycine | Bactéries a Gram+ et s se fixent de maniére non
-Teicoplanine essentiellement: -Staphylocoques | covalente sur la partie D-Ala-
MRSA+ D-Ala terminale des peptides
- Entérocoques impliqués dans la phase de
- Pneumocoque résistant aux polymérisation du
pénicillines peptidoglycane, de ce fait, la
polymérisation est
inhibée. Ce groupe comprend
la vancomycine et la
teicoplanine.
Non classé -Fosfomycine -Cocci a Gram positif inhibe I'enzyme impliquée

dans la formation de I’acide N-
acétyl-muramique, qui est 'un
des précurseurs du

peptidoglycane.

Tableau 15 : Antibiotiques agissant sur la synthese protéique. (Singleton, 2005)
(Yala et al., 2001) (Cattoir, 2004) Nauciel et Vildé,2005).(4)

Famille Antibiotiques Spectre d’activité Mode d’action
(DCI)
Aminosides -Streptomycine -Cocci et bacilles a Gram+. agissent sur diverse fonctions (la

-Gentamicin
-Amikacine

-Netilmicine

- Cocci et bacilles a Gram-,
- Mycobactéries
(streptomycine,
kanamycine).

Les anaérobies et les

réplication et le transport
membranaire)

mais leur effet principal vient de
leur fixation a la sous unité 30S du

ribosome ou ils
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streptocoques

sont résistants.

s’'interférent avec la synthése des

protéines.

-Macrolides
-Lincosamides
-Streptogramines

(MLS)

-Spiramycine
-Lincomycine

Pristinamycine

-Cocci a Gram +:
Staphylocoque

MRSA-, Streptocoque
-Cocci aGram-: Neisseria,
Moraxelles

-Bacilles a Gram+:
Corynebacterium
diphteriae, Listeria
monocytogenes,Bacillus
-Certains bacilles a Gram-:
Campylobacter, Helicobacter,
Legionella

Certains anaérobies:
Eubacterium,

Propionibacterium

se fixant a la sous unité
ribosomique 50S. Et leur action
est habituellement
bactériostatique, provoquant une
terminaison prématurée de la
synthése polypeptidique.

s se lient a la peptidyltransférase
et inhibent la transpeptidation,
conduisant a la libération d’un

polypeptide incomplet.

Tetracyclines

Oxytetracycline
-Doxycycline

-Glycylcyclines

Large :

- bactéries intra et
extracellulaires
-inconstamment sensibles :
Neisseria, Vibrio cholerae
-fréquemment résistantes :
SAMS, Streptocoques,

Entérobactéries, Haemophilus

inhibent la synthése protéique
bactérienne par la fixation
réversible a la sous-unité 30S des
ribosomes empéchant
I'attachement des aminoacyl-

ARNTt au site A du ribosome

56




ANNEXES

Phénicolés

-Chloramphénicol

-Thiamphénicol

- les coques a Gram (+) ou (-),
- les bacilles a Gram (+),

- certains bacilles a Gram (-)
dont les entérobactéries,

- les anaérobies,

- les spirochétes,

- certains germes particuliers
comme les Rickettsia,

Chlamydia et Mycoplasmes.

Inhibition de la
peptidyltransférase,
en se fixant sur la sous-unité 50S

du ribosome bactérien.

Oxazolidinones

-Linézolide

Bactéries a Gram+ résistantes
aux traitements habituels y
compris les multi résistantes

lIs se fixent sur la sous unité
ribosomale 50S et empéche sa

liaison a la sous unité 30S .

Tableau 16 : Antibiotiques agissant sur la synthese des acides nucléiques.
(Hooper, 2002). (Nauciel et Vildé, 2005).(4)

famille Antibiotiques (DCI) | Spectre Mode d’action
d’activiter
Quinolones -Acide nalidixique, Entérobactéries Ils agissent sur deux enzymes
-Acide pipémidique, | Les Gram+ sont impliquées dans cette synthese:
et -Acide oxolinique Résistants.

Fluoroquinolones

large)

Fluméquine

Lévofloxacine,
Moxifloxacine
Sparfloxacine,

gatifloxacine

Staphylocoques,
Streptocoques,

Pneumocoques,
bacilles a Gram+

(sauf Bacillus)

-ADN gyrase (cible principale des

BGN) il forme un complexe ADNgyrase-

Quinolones qui va bloquer la

progression de I’ADN polymérase

bactérienne au cours de la réplication.
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-Péfloxacine
-Ofloxacine
-Norfloxacine

-Ciprofloxacine

Entérobactéries
et

Staphylocoques

-ADN topo- isomérase IV
L'interaction entre I’ADN, quinolone
et topoisomerase stimule la coupure de

I’ADN et inhibe la relégation.

Rifamycines

-Rifamycine

-Rifamycine SV

-Mycobactéries
-Bactéries a
Gram+a
Développement
cellulaire.
divers bacilles a
Gram- dont

Brucella.

Inhibition de la transcription de I'ADN
en ARNm par inhibition de I'ARN

polymérase.

Nitrofuranes

-Nitrofurantoine
-Furazolidone

-Nifuroxazide

Bacilles a Gram-,
Inactifs sur
Pseudomonas,
Acinetobacter et

autres Gram-

Elles agissent directement sur ’ADN
provoquant diverses lésions (coupures

et substitution de bases)

Tableau 17 : Antibiotiques agissant sur la membrane cytoplasmique.(Faucher

et Avril, 2002).(4)
Famille Antibiotiques | Spectre d’avtivité Mode d’action
(DC)
Polymixines | -Polymixine B | Bacilles a Gram- sauf Elles se fixent sur les

-Colistine

:Proteus, Providentia, Serratia
marcescensMorganella
morganii et

Edwardsiella tarda Les

bactéries a Gram+ et les

phospholipides, et
perturbent ainsi les transferts
transmembranaires

de nutriments et inhibent les

phosphorylations
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résistantes.

mycobactéries sont

naturellement

oxydatives du métabolisme

énergétique

Tableau 18 : Antibiotiques agissant sur la synthése de I’acide folique :
(Lambert, 1995). (Veyssier, 1999). (Veyssier,1999).(4).

Famille Antibiotiques (DCI) Spectre Mode d’action
Sulfamides -Sulfapyridine, Bactéries a Gram | Inhibent la synthese des
-Sulfafurazole - - mais il existe folates, agissent en
Sulfaméthoxydiazine | beaucoup de compétition avec le PABA pour
- résistances vis a le site actif, la dihydroptéroate
Sulfaméthoxypyridazi | vis de ces synthétase (DHPS) qui catalyse
ne antibiotiques. une réaction essentielle a la
-Sulfaméthoxazole synthese de I'acide
-Sulfaméthizole tétrahydrofolique (DHF)
-Sulfaguanidine nécessaire a la production des
purines et pyrimidines pour la
synthése de I'acide nucléique .
2-4diamino- -Trimethoprime Il est utilisé en Inhibent la synthése des
ptéridine association avec | folates, en se fixant sur la

les sulfamides
(voir Sulfamides +

Trimethoprime

dihydrofolate réductase

Sulfamides+

Trimethoprime

-Sulfaméthoxazole+
Trimethoprime

( Cotrimoxazole)

Bactéries a
Gram+ et - mais il
existe beaucoup
de résistances
vis a vis de ces

antibiotiques.

Agit sur les deux enzymes

précédentes
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Annexe 02

1-Milieux de culture (g/l) :

Bouillon Nutritif :

PH=7,2

Hugh et LeifSON Peptone. ..........oiuiiriiii i 02g

Chlorure de SOAIUML. ... ...uiii i e e 05¢g

Hydrogénophosphate de potassium...............ccoovviiiiiiiiiiinennn..n. 0,3g
GIUCOS . ettt e 10g

Bleu de bromothymol............oooii i, 0,03g Eau
AISHILLEE. . .o 1L

PH=72

Gélose nutritive :

Extrait de viande..............ccooiiiiiiiiii 03g
POPLONE. .o e 05¢g

Chlorure de sOdium. .........oiii e 05g

PH=72

LEeVANE (NAS) Al ... oottt et s 28g

SACCNAIOSE. ..ot 50g

BAU AiSTI O e 1L
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PH=7, 2.

King B

Protéase peptone N°03.....cccccvvveeceveveieierieee e e . 208

GIYCAIOl .ottt 10ml
Mueller-Hinton Infusion de viande de boeuf .......c.cccccene. 300ml
Peptone de Casine.......covveiiviieei e 17,5g
AMIdON dE MATS....cvivieeieieeeeeeeee et 15¢g
AT i 15g
PH:7,4

2-Les réactifs utilisé dans la galerie biochimique API20E

JAMES
RI:HCEIN o 100 ml
R2: Compound J 2183... ..o 0,66 g

VP : Voge Proskauer

e VP1

alpha-Naphtol. ... 6g
Ethanol ..o e 100ml
Nitrate réductase (NR)

e NIT1
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Acide sulfanilique............ooooiiiiiii i 0,4¢g
Acidacétique..........ooviiviiiiinieeieeeeeeeeeee e 308
H20 70ml
e NITH
AN, N-dimethyl-1-naphthylamine..........................c.oonee. 0,6g
ACIAACEHIQUE. ...ttt e e 30¢g

TDA: truptophanedesaminase

Perchlorure de fer ..........ooooiiiiiiii 3.4¢g

Huile de vaseline.

Poudre de Zinc.
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+ Tableau de la lecture de la galerie miniaturisée AP120.

Tests Réactions Composants actifs | Ajout de Résulta
réactifs Négatif | positif
ONPG Béta- 2-nitrophénil béta- | Non Incolore | Jaune
galactosidase Dgalactopyranoside
ADH Arginine L-arginine Non Jaune Orange
dihydrolase ou Jaune
LDC Lysine L-lysine Non Jaune Orange
décarboxylase ou rouge
oDC Ornithine L-ornithine Non Jaune Orange
décarboxylase ou rouge
T Assimilation de | Citrate trioside Non Vert Bleu
citrate paleou | vertou
jaune bleu
H2S Thiosulfate Thiosulfate de Non Incolore | Dépot
réductase soduim ou noir
grisatre
URE Uréase Urée Non Jaune Orange
ou rouge
violacé
TDA Tryptophane L-tryptophane TDA Jaune Marron
désaminase ou brun
foncé
IND Production L-tryptophane James Jaune Rose ou
d’indol rouge
VP Production Pyruvate de VP1 Incolore | Rose ou
d’acétone sodium VP2 rouge
GEL Gélatinase Gélatine de boeuf Non Non Diffusion
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Diffusion | du
du charbon
charbon

GLU Glucose D-glucose Non Bleu ou | Jaune
bleu vert

MAN Mannitol D-mannitol Non Bleuou | Jaune
bleu vert

INO Inositol Inositol Non Bleuou | Jaune
bleu vert

SOR Sorbitol D-sorbitol Non Bleuou | Jaune
bleu vert

RHA Rhamnose L-rhamnose Non Bleuou | Jaune
bleu vert

SAC Saccharose D-saccharose Non Bleuou | Jaune
bleu vert

MEL Mélibiose D-mélibiose Non Bleuou | Jaune
bleu vert

AMY Amygdaline Amygdaline Non Bleu ou | Jaune
bleu
vert

ARA Arabinose L-arabinose Non Bleu ou | Jaune
bleu
vert
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