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Introduction générale

> Introduction générale

Les biofilms sont des communautés de micro-organismes attachés a une surface et
enfouies dans une matrice organique protectrice et dont les cellules expriment des propriétés
physiologiques distinctes de celles des cellules planctoniques, la plus remarquable étant une
résistance accrue aux agents antimicrobiens. En raison de la nature hétérogene du biofilm, les
mécanismes de résistance sont nombreux, cependant, le réle joué par la matrice organique est
souligné dans la littérature. Celle-ci confere une résistance aux cellules du biofilm par
I'exclusion des biocides de la communauté bactérienne (Mah & O'Toole, 2001).

En industrie laitiere, les biofilms microbiens sont la principale source de contamination
du lait et des produits laitiers. L’un des groupes les plus communs d’organismes formant des
biofilms sur les équipements laitiers est la flore bactérienne aérobie sporulée thermophiles,
responsable de ’altération du lait pasteurisé et de la réduction de sa durée de vie. La
persistance de ce groupe de contaminants bactériens dans I’environnement laitier, est attribuée
a la résistance de leurs biofilms aux agents chimiques du nettoyage/ désinfection. Ainsi, la
lutte contre ces biofilms du milieu laitier nécessite 1’utilisation de nouveaux agents

antimicrobiens.

A T’heure actuelle, I’utilisation des substances biologiquement actives isolées des
extraits de plantes constituent une alternative intéressante. Cette matiére végeétale contient un
grand nombre de métabolites secondaires, qui ont des caractéristiques variées notamment des
activités antimicrobiennes et/ou antibiofilm. Celles-ci sont mises a profit dans 1’industrie
alimentaire et pharmaceutique, en tant que médicaments ou suppléments alimentaires pour
lutter contre 1’émergence accrue de la résistance aux agents antimicrobiens.

D’une manicre générale, les extraits naturels issus des plantes contiennent une variété de
composés biologiquement actifs aux quels on attribue un pouvoir inhibiteur des
microorganismes, en raison d’une large variété en constituants chimiques reflétant une

diversité biologique importante des ressources naturelles.

L’objectif de ce travail est de contribuer a la recherche des molécules antimicrobiennes
d’origine végétale. Trois espéces des plantes médicinales : Ammi visnaga (khella), Pinus
halpensis (pin d’alp) et Citrullus colocynthis (coloquinte), ont été utilisées pour 1’étude des
activités antimicrobiennes et antibiofilm de leurs extraits aqueux sur des souches de bacilles

aérobies sporulés mésophiles et thermophile d’origine laitiére en comparaison avec des
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souches de réferences, selon une approche visant la détermination de la CMI et la CMIB
(concentration minimale inhibitrice de la croissance en biofilm). Le plan expérimental de ce
travail est le suivant :
1. Isolement des bacilles thermophiles et mésophiles a partir de laits pasteurisés
recombinés et frais (lait de vache).
2. ldentification phénotypique des souches isolées.
3. Evaluation du potentiel des souches étudiées a former le biofilm sur des surfaces en
polystyrene.
4. Détermination de D’activité antimicrobienne et antibiofilm des extraits aqueux des

plantes suscitées.
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Chapitre 1 : Les bacilles thermophiles

1. Généralités

Les bacilles thermophiles comme Anoxybacillus flavithermus et Geobacillus
spp. constituent un groupe essentiel de contaminants dans l'industrie laitiere. Leur
présence dans les produits laitiers est un indicateur d'une mauvaise hygiéne,
inacceptable par les consommateurs. Ceci est d0 a la capacité de ces bactéries de
former des endospores et des biofilms sur les équipements laitiers. En effet, leur
croissance peut entrainer des altérations des produits laitiers, causés par la
production des acides ou des enzymes, conduisant potentiellement a des défauts
flaveurs. Les bacilles thermophiles présentent aussi une large gamme de température
de croissance optimale, caractérisée par un taux de croissance rapide (temps de
génération environ 15 a 20 min) et une aptitude a former des biofilms (Burgess et
al., 2010).

2. Définition

Les bacilles thermophiles sont des contaminants potentiels dans une variété
d'industries ou les températures élevées (40-65°C) prévalent lors du processus de
fabrication ou de stockage (Burgess et al., 2010). Dans [lindustrie laitiére, les
bacilles thermophiles sont formés d'especes qui se développent de facon optimale a
55°C sur l'acier inoxydable (Parkar et al., 2004). Ils peuvent étre divisés en deux

groupes :

2.1.  Lesthermophiles obligatoires

Les thermophiles obligatoires ne poussent qu’a des hautes températures entre
50 a 65°C et comprennent Anoxybacillus flavithermus et Geobacillus spp. (Flint et
al., 2001).

2.2. Les thermophiles facultatifs
Appartiennent au genre Bacillus et ont tendance a croitre a des températures a

la fois mésophiles et thermophiles, selon la souche. Quelques exemples d'especes
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comprennent Bacillus coagulans, Bacillus lichenformis, Bacillus pumilus, Bacillus

sporothermodurans (Burgess et al., 2010).

3. Position taxonomique

Le genre Bacillus est un groupe vaste et diversifié de bactéries Gram positives
(@ Gram-variable) aérobie et anaérobie facultatives, en forme de batonnet, formant
des endospores. Ce genre comprend les bactéries thermophiles, psychrophiles,
acidophiles et alcalophiles. Le genre Bacillus a connu de grands changements sur le
plan taxonomique et a été divisé en plusieurs nouveaux genres. A titre d'exemples
Bacillus stearothermophilus est reclassés dans le nouveau genre Geobacillus, et B.
flavothermus reclassés en A.flavithermus (Nazina et al., 2001). Avant 2001, en
industrie  laitiere  A.flavithermus pouvait par défauts étre identifiee comme
B.stearothermophilus (Nazina et al., 2001 ; Burgess et al., 2010). Le tableau (01)
montre les changements opérés dans la classification du genre Bacillus.

4. Les caractéristiques générales des bacilles thermophiles

Le genre Bacillus et les bacilles thermophiles obligatoires ont généralement
des besoins nutritionnels simples. Par conséquent, ils n’ont pas besoins des acides
aminés spécifiques pour leur croissance et sont capables de se développer sur des
milieux simples. La température de croissance optimale des bacilles thermophiles
comprise entre 50 et 65°C, mais varie entre les especes et les souches. Les
caractéristiques de certains des bacilles thermophiles sont décrites dans le tableau
(02) (Burgess et al., 2010).
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Tableau 01 : Reclassification taxonomique du genre Bacillus (1986- 2004)

(www.textbookofbacteriology.com).

Bergey’s Manual of Systematic Bergey’s Manual of Systematic
Bacteriology (lere ed .1986) Bacteriology (lere ed .2004)
Bacillus acidocalderius Acyclobacillus acidocalderius
Bacillus agri Brevibacillus agri
Bacillus algénolyticus Paenibacillus alginolyticus
Bacillus amylolyticus Paenibacillus amylolyticus
Bacillus alvei Paenibacillus alvei
Bacillus azotofixans Paenibacillus azotofixans
Bacillus brevis Brivibacillus brevis
Bacillus globisporus Sporosarcina globisporus
Bacillus larvae Paenibacillus larves
Bacillus laterosporus Brevibacillus laterosporus
Bacillus Lentimorbus Paenibacillus lentimorbus
Bacillus marcerans Paenibacillus marcerans
Bacillus pasteurii Sporosarcina pasteurii
Bacillus polymyxa Paenibacillus polymyxa
Bacillus popiliae Paenibacillus popiliae
Bacillus psychrophilus Sporosarcina psychrophila

Bacillus stearothermophilus Geobacillus stearothermophilus
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Tableau 02 : Caractéristiques de quelques bacilles thermophiles (Burgess et al., 2010).

Les thermophiles obligatoires Les thermophiles facultatifs

Anoxybacillus Geobacillus Bacillus Bacillus

flavithermus  stearothermophilus  Lichenformis Coagulans
T max (° C) 65-72 65-68 50-55 57-61
T min (° C) 30-38 37 15 15-25
Croissance
anaérobie Oui Non Oui Oui
PH

6.0-9.0 6.0-8.0 5.5-8.5 4.0-10.5

Sporange
gonflé Oui Oui Non Variable
Position
de Spore Terminal Terminal Central Sub-terminal

T max (° C) : température de croissance maximale.

T min (° C) : températures de croissance minimale.

4.1. Anoxybacillus Flavithermus

Aflavithermus est décrit comme un thermophile obligatoire anaérobie
facultatif, mobile, avec des endospores terminales, avec une capacité de se
développer dans la gamme de pH de 6 a 9. La température de croissance est
comprise entre 30 et 70°C avec un optimum de croissance a 60°C. Cependant, les
isolats obtenus a partir du lait en poudre ont tendance a avoir une température
optimale de croissance comprise entre 50 et 65°C (Burgess et al., 2010). Les
membres du genre Bacillus et les bacilles thermophiles obligatoires ont
généralement des besoins nutritionnels simples; par conséquent, ils ne nécessitent

pas des acides aminés spécifiques pour leurs croissances et sont capables de croitre
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sur des milieux simples tels que le milieu tryptone soja agar (TSA) (Ronimus et al.,
2003 ; Burgess et al., 2010).

4.2. Geobacillus

Au cours des dix derniéres années, une attention particuliére a été accordée a
la systématique des bacilles, en particulier aux bacilles thermophiles du groupe
génétique cing (kuisieneet et al., 2004). Apres 1980, d’autres espéces thermophiles
ont été proposées sur la base d’analyses phénotypiques, puis 1’application ultérieure
du séquengage du géne de la sous unité 16S de I’ARN ribosomal. Des membres du
genre Bacillus tels que B.stearothermophilus, B.kaustophilus, B.
thermoglucosidasius,  B.thermocatenulatus et B.thermoleovorans formaient une
lignée génétique, appelée groupe cing (Ash et al., 1991).
En 2001, apres la découverte de deux nouvelles espéces aérobies thermophiles
formant des spores dans les réservoirs de pétrole. Nazina et al., (2001) proposérent
que les especes du groupe cing soient classées dans un nouveau genre appelé
Geobacillus. La température de croissance optimale de ce genre est au-dessus de
55°C. Les bactéries appartenant au genre Geobacillus ont été isolées a partir des
zones de haute température, ainsi que les environnements chauds, tels que les
sources d'eau chaude, mer profonde sédiments, et les usines laitieres (Nazina et al.,
2001).

4.2.1. Intérét biotechnologique de Geobacillus

Les caractéristiqgues des bacilles thermophiles rendent la bactérie Geobacillus
(geobacilli) attrayante pour l'industrie  biotechnologique en tant que sources
d'enzymes thermostables et de produits naturels. Des enzymes d'importance
industrielle Provenant de Geobacillus spp. comprennent des lipases des glycosides
hydrolases, I'ADN polymérase et la protéase. Les avantages de l'utilisation des
bactéries thermophiles comme biocatalyseurs a cellules entiéres comprennent un
risque réduit de contamination, accélération des processus biochimiques et
maintenance plus facile des conditions anaérobies (David, 2014). Par contre,
Geobacillus spp. sont des germes d’altérations et des contaminants communs dans

les industries des produits laitiers et alimentaires (Burgess et al., 2010).
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5. Propriétés des spores des bacilles thermophiles
5.1.Définition

Certaines bactéries a Gram positif telles que Bacillus et Clostridium spp. ont la
capacité de former une structure dormante appelée endospores, ou simplement: Les
spores, lorsqu’elles rencontrent des stratégies de stress environnementales, comme le
manque de nutriments dans le milieu (Leggett et al., 2012). Les spores bactériennes
sont un type de cellules différenciées, métaboliquement inactives et tres résistantes a
la dessiccation, la chaleur, les UV et les radiations, ou encore les produits chimiques
(Setlow, 2006). Les mécanismes de sporulation, processus de germination et de
résistance sont mieux connus chez les bacilles mesophiles que chez les thermophiles
(Postollec, 2012).

5.2. Structure des spores des bacilles thermophiles

La structure et la composition chimique des spores de Bacillus different
considérablement des cellules végétatives. Ces différences refletent en grande
partie les propriétés de résistances uniques de la spore aux contraintes
environnementales, y compris la chaleur, les rayonnements, les désinfectants et les
stérilisants (sella et al., 2014). La spore dormante peut survivre pendant de longues
périodes, méme dans un état hydraté (Setlow, 2007 ; Leggett et al., 2012). La
spore est souvent décrite comme un empilement de couches de membranes et
enveloppes. De [Dextérieur en passant vers [Iintérieur les couches de spores
comprennent, la couche la plus externe nommé 1’exosporium, le manteau, le
cortex, la membrane interne et le noyau central ou le protoplaste (figure 01)
(Setlow, 2006).
L’exosporium est une large structure retrouvée chez la plupart des especes, en
particulier celles du groupe Bacillus comme B.anthracis, B.cereus mais est absente
chez les spores de B.subtilis. Cependant, dans les spores de B.anthracis
I’exosporium peut agir comme une barriere de perméabilite (Stelow, 2014). Elle
joue un role dans la résistance a des traitements chimiques. De plus, il ameliore les
proprié¢tés d’adhésion des spores aux différentes surfaces (Faille et al., 2007). Sous
I’exosporium, les spores formées par Bacillus sont enfermés dans un réseau de
protéines appelés tuniques. Ils jouent un rble dans la protection des spores, ils

conferent a la spore une reésistance contre les enzymes, egalement sont impliquées
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dans la germination des spores (Setlow, 2006). En dessous de la tunique, se
retrouve le cortex qui est composé de peptidoglycane, qui est bien conservée chez
B.subtilis, B.cereus et a l’intérieur de cortex se trouvent les derniers couches de

spores la membrane interne et protoplaste (Setlew, 2014).

- Exosporium ‘ 4

— Manteau ——

Jfembrane externe -

—  (Cortex —

vIembrane interne =

- Protoplaste —

Figure 01 : Photographie en microscopie électronique a transmission d’une spore de
B.Licheniformis produite a 45°C (a, x72 000), de B.subtilis (b) et de B.anthracis (c)
(Bernard, 2009 ; Abbas, 2014).

La plupart des especes celles du groupe Bacillus tels que B.cereus,
B.megaterium sont caractérisés par une apparition de trois motifs de localisation des
spores dans leurs corps bactériens: spore terminale, sub-terminale et centrale
(figure02) (Hitchins, 1976).

Figure 02 : Photomicrographies des motifs de localisation des spores de B.cereus et de B.

megaterium. J : spore terminale ; h : spore sub-terminale ; d : spore centrale (Hitchins, 1976)




Chapitre 1 : Les bacilles thermophiles

5.3. Propriétés de thermo résistances des bacilles thermophiles

Les bactéries formant des endospores de la famille Bacillaceae sont
considérées comme des facteurs majeurs de la qualité et de sécurité des produits
laitiers qui dépend a une stratégie dont le traitement thermique pour détruire la
cellule végétative et choisir la forme sporulée. En outre, les spores bactériennes
difféerent entre elle par rapport & la résistance thermique. Les spores des bactéries
thermophiles sont sélectionnées lors du processus de fabrication des poudres laitiers
modérés tels que la pasteurisation, car leurs spécifications en poudre sont de plus en
plus strictes. Les spores des bactéries thermophiles telles que Geobacillus spp. sont
plus résistantes que les spores des bactéries mésophiles comme Bacillus
licheniformis (kent, 2016). Et sont une préoccupation majeure en industrie agro-
alimentaire a cause de leur extréme résistance (Nicholson et al., 2000). Elles sont
capables de survivre aux contraintes environnementales, y compris le PH, la chaleur
les agents chimiques et les rayonnements (kent, 2016) ce qui rend tres difficile leur
destruction dans les produits laitiers par les procédés de fabrication (Ponce et al.,
2008).
Plusieurs propriétés participent a la résistance des spores de Bacillus, y compris, leur
faible teneur en eau, de petites protéines (PAS) solubles dans l'acide et I'acide
dipicolinique (DPA) (Ponce et al., 2008 ; Stelow, 2014). Le principal facteur qui
détermine la résistance des spores a la chaleur humide est la teneur en eau du cceur.
Chez Bacillus, plus la teneur en eau est faible, plus les spores sont résistantes a la
chaleur humide (Setlow, 2006). Un autre facteur semble étre important dans la
résistance des spores a la chaleur humide, il s’agit de 1’acide dipicolinique (DPA),
constituant important du cceur de la spore. Il a été montré que les spores avec un
faible taux de DPA étaient plus sensibles a la chaleur humide que celles avec un taux
élevé (Setlow, 2006). Le cceur de la spore contient également un taux extrémement
élevé de minéraux sous la forme de cations divalents principalement Ca+®> et Mg+
En général, plus la concentration de ces cations est élevée, plus les spores sont

résistantes a la chaleur humide (Nicholson et al., 2000).




Chapitre 1 : Les bacilles thermophiles

6. Les conditions de germinations des spores des bacilles thermophiles en

industrie laitiére

La germination des spores dormantes des especes de Bacillus est la premiére
étape cruciale dans le retour des spores a la croissance végétative est induite par des
nutriments (Setlow, 2003). Les spores peuvent rester en sommeil pendant des
périodes prolongées et possedent une résistance remarquable aux dommages
environnementaux, tels que la chaleur, les rayonnements, les produits chimiques
toxiques. Dans des conditions environnementales favorables, la spore interrompt la
dormance et redémarre la croissance dans un processus appelé germination et
croissance de spores (Setlow, 2003).

La germination est un processus essentiellement biophysique aboutissant la
perte des propriétés spécifiques des spores telles que leur structure unique, leur
extréme résistance et leur dormance. Elle se produit sans nécessité de synthese de
nouvelles macromolécules car I’appareil de germination est déja présent dans la
spore mature en dormance (Moir, 2006). Le processus de germination se produit
dans les trois étapes suivantes: I’activation, D’initiation et 1’excroissance (Setlow,
2003 ; Burgess et al., 2010).

1. Activation: Elle se réalise par des agents capables de détruire les
tuniques sporales tels que la chaleur.
2. Initiation :

e Débute dans des conditions favorables d'hydratation et de
nutrition  qui  pénétrent a  travers les  enveloppes
endommagées et déclenchent un processus auto lytique.

e Dégradation des constituants sporaux par des enzymes
hydrolytiques.

3. Excroissance :
e Emergence d’une nouvelle cellule végétative

e Reprise des activités de biosynthese (protéine, ADN).
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Chapitre 2 : Le biofilm des bacilles thermophiles

2.1. Généralités sur les biofilms :

La capacité de former un biofilm est maintenant reconnue comme une
caractéristique propre a plusieurs microorganismes. On estime d’ailleurs que 80 % de la
biomasse microbienne de notre planéte réside sous forme de ce qu’on appelle biofilm (Filloux
& Vallet, 2003), y compris différents types de micro-organismes tels que ceux qui causent
des altérations alimentaires et les especes pathogénes qui sont responsables de nombreuses
infections (Srey et al., 2013). En outre, ce mode de vie est un mécanisme qui permet la
croissance des micro-organismes dans des milieux différents, et permet par le biais de la
coopération bactérienne une protection importante contre les facteurs environnementaux
(défenses de 1’hote et des prédateurs, substances toxiques, la dessiccation et contre les agents
antimicrobiens,). Il permet aussi la fabrication et la capture de nutriments par alimentation
croisée entre bactéries. Enfin, il est capable de crée en son sein un environnement
physicochimique favorable a la croissance des différentes espéces qui le composent (Dufour
& Svoboda , 2005).

Les biofilms sont généralement définis en tant que des agrégats de cellules
bactériennes croissant activement & une surface naturelles ou artificielles et enrobé d’une
matrice polymérique ( Filloux, & Vallet , 2003; Tremblay et al., 2015) . Les bactéries en
biofilm peuvent tout aussi bien adhérer a une surface biotique (ex : cellules de la muqueuse)
qu’a une surface abiotique (canalisations, coques des navire et cathéters) (Figure03), comme
il est possible & un biofilm d'adhérer sur des matériaux « anti-adhésifs » tels que le
polytétrafluoroéthyléne (ou téflon) ( Uhlich et al.,2006; Tremblay et al., 2015). De plus, les
biofilms adultes sont des structures bien organisées dans lesquelles les canaux d'eau sont
dispersés et peuvent fournir des passages a I'échange d'aliments, métabolites et produits
inutilisés (Akbas, 2015). En outre, les bactéries présentes dans un biofilm possedent des
propriétés trés différentes de leurs homologues planctoniques (bactéries libres en suspension)
parmi lesquelles des modifications structurales telles que la disparition des flagelles, la
synthése d’exopolymeres, la mise en place d’un systéme de communication chimique quorum
sensing (Flemming, 1990;Costerton et al., 1995). Ces bactéries expriment un phénotype
different de celles en suspension dans lequel entre 3 et 50% du protéome total est modifié par

rapport a celui des cellules planctoniques (Sauer 2003; Jouenne et al., 2004).La formation et
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le développement de biofilms sont affectés par multiples facteurs comme les propriétés de
surface des matériaux, et les parametres environnementaux (tels que le pH, la teneur en
éléments nutritifs et la température) (Sirey et al., 2013).

e .
P - P o

- P T N
. , " -

o ‘ﬁ- 5
v

Figure 03 : micrographe électronique de balayage d'un biofilm qui s'est développé sur une
surface d'acier pendant huit semaines dans un circuit de refroidissement industriel (Donlan,
2002).

2.2. Composition :

Selon Costerton (1999), Le biofilm est composé essentiellement de la matrice qu’ils
synthétisent et de microorganismes .la matrice extracellulaire représente 50 a 90 % de la
masse organique carbonée du biofilm bien que les microorganismes représentent 2 a 5 % de la

matrice du biofilm selon 1’espece impliquée.
2.2.1. Les microorganismes :

Un biofilm est composé de communautés complexes des bactéries au sein desquelles on

peut trouver des multiples espéces attachées a différents matériels (Akbas ,2015)

Dans des conditions naturelles, les biofilms mono espéce sont relativement rare dans le
milieu industriel en raison pression de la sélection exercer par les conditions de process
technologique (Sutherland ,2001 ; Malek et al., 2013) . En effet, la plupart des biofilms sont

souvent composés de différents types de microorganismes : bactéries, algues, protozoaires,
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mycetes, dans lequel chaque groupe exécutant des fonctions métaboliques spécialisées
(Branger et al., 2007 ; Alnnasouri, 2010).

2.2.2. La matrice(EPS) :

La formation de la matrice est un processus dynamique qui dépend de la
disponibilité nutritive, la synthése et la sécrétion de matiére extracellulaire (Flemming et
al., 2016).Cette matrice peut étre constituée non seulement de polysaccharides, mais elle
comprend aussi des protéines, des ’acides nucléiques, des ’agents tensioactifs, des lipides,
des glycolipides et des cations. Cette composition est variée selon 1’espéce bactérienne et les
conditions de croissance (Tremblay et al., 2014). Elle fournit aux microorganismes des
avantages structurels et fonctionnels, tels que :

L’hydratation
La capture de ressource
La capacité digestive

La protection et la résistance aux agents antimicrobiens

o > w0 e

Les interactions réciproques intercellulaires qui peuvent améliorer la capacité du

métabolisme de cellules dans le biofilm (Flemming et al., 2016)

2.3. Etapes de formation du biofilm :

Figure 04 : les étapes de développement biofilm bactérien. (Marchand et al., 2012)
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La formation d’un biofilm se fait en plusieurs étapes selon un mod¢le bien établi (Figure
04) : (Marchand et al., 2012)
1. Adhésion réversible des bacteéries
2 Adhésion irréversible
3 Formation des micro-colonies et production d’EPS
4. Maturation du biofilm
5

Détachement et dispersion du biofilm
2.3 .1. Adhésion réversible des bactéries

Dans un premier temps, les cellules bactériennes sous forme planctonique vont venir
s’associer a une surface biotique ou abiotique par I’intermédiaire de transport passif (ex :
sédimentation) ou alors de transport actif en faisant notamment intervenir des structures
particuliéres de la surface de la bactérie tes que : flagelles chez Pseudomonas aeruginosa,et
PNAG ou PIA qui présent la molécule d’adhésion la plus importante chez les staphylocoques
(Goetz et al., 2016) . En outre dans le cas de B. cereus, il a été montré que les flagelles ont
aussi un réle important dans I'initiation du biofilm dans des conditions statiques a l'interface
air-liquide. (Houry et al., 2010). Il s’en suivra une adhésion réversible correspondant a un
attachement faible des cellules bactériennes a la surface déclenchée, lorsque les
microorganismes arrivent sur le support & une certaine distance, et faisant intervenir des
forces non covalentes ou des interactions faibles de type forces de Van der Waals et liaisons
électrostatiques (Bos et al., 1999 ; Akbas , 2015 ; Goetz et al., 2016).

2.3.2. Adhésion irréversible :

Dans un deuxiéme temps, grace a la sécrétion d’exopolymeres par les bactéries qui
leur permettant de renforcer leur fixation au support, I’adhésion devient irréversible (Branger
et al., 2007). Dans ce cas, interviennent des interactions fortes et de courte distance qui
apparaissent lorsque la distance devient inférieure a 3 nm, et comprennent les interactions
hydrophobes, acides-base de Lewis, la formation de dipdle, les liaisons covalentes et les
interactions d’hydrogene (Malek, 2013 ; Akba , 2015).

2.3.3. Formation des micro-colonies et production d’EPS :
Durant cette étapes, lorsque I’attachement irréversible des bactéries a la surface sera

deéfinitif, elles vont s’agréger entre elles et se diviser en utilisant les nutriments présents dans
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le film de conditionnement et I'environnement liquide .Ceci méne a la formation des micro
colonies qui s’élargissent et s'unissent pour former une couche cellulaire couvrant la surface
(Otto, 2013; Mogha et al., 2014; Goetz et al., 2016). Il y aura alors une phase durant
laquelle la densité bactérienne atteint un certain seuil, qui permettra au quorum sensing de
participer a la maturation du biofilm (Otto, 2013). Une fois I'intensité de ses signaux abouti
un niveau précise, les mécanismes génétiques contrélant la production d'EPS sont activés
(Costerton et al.,1999) . Ces EPS jouent un réle immense dans la protection des biofilms
contre les agressions extérieures, qu’elles soient mécaniques, physiques, chimiques ou
cellulaires ainsi que dans I'ancrage de cellules a la surface ( Lebeaux et al., 2014 ; Mogha et
al.,2014).

2.3.4. Maturation du biofilm :

Par la suite la croissance exponentielle de biofilm se traduisant par une
augmentation favorable de son épaisseur jusqu’a la formation d’un film hétérogeéne
tridimensionnel (Costerton et al., 1995). Le biofilm mature se caractérise par la formation
des canaux aqueux, qui vont entrainer la séparation des microorganismes d'une part, et
permettant 1’acheminement d’oxygéne et de nutriments dans les parties enfuies du biofiim
d'autre part, ainsi que I'évacuation des déchets (figure05). Le biofilm se développe,
s'épaississant jusqu'a devenir macroscopique, en présence des conditions optimales (Filloux
&Vallet ., 2003).

Figure 05: Photographie en microscopie ¢lectronique d’un canal de transport des nutriments

dans le biofilm (Stickler , 2008).
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2.3.5. Détachement et dispersion du biofilm :

Une fois la taille maximale du biofilm atteinte, les bactéries jointes, afin de survivre et
coloniser de nouveaux créneaux doivent pouvoir se détacher et se disperser du biofilm
(Mogha et al., 2014). Le détachement de cellules de surface peut étre régulé par quorum
sensing, et que ceci aura une influence sur les différentes étapes de la formation du biofilm (et
al., 2014 ;Akbas, 2015Tremblay). Principalement, les cellules filles sont détachées en
premier du biofilm , Ce serait di a de divers facteurs tels que : perturbation mécanique (ex :
forces de cisaillement), les dynamiques des fluides, une dégradation enzymatique de la
matrice extracellulaire (ex : DNase) (Mogha et al.,, 2014 ;Goetz et al., 2016). Le

détachement de biofilm a été diviseé en 3 processus : érosion, abrasion et sloughing :
1. L'érosion : est le résultat des forces de cisaillement en milieu liquides

2. I'abrasion (la collision de particules) : se réfere au détachement continu de cellules

simples ou bien des petits groupes cellulaires et affecte la surface total du biofilm.

3. sloughing : correspond a la perte instantanée des grandes parties du biofilm, affectant
donc non seulement le biofilm entier mais aussi la surface du biofilm (Mogha et al.,
2014).

Les bactéries détachées retournent a I'état planctonique trouvent de nouvelles surface et
recommencent un nouveau cycle de formation du biofilm (Srey et al., 2013;Akbas, 2015 )

2.4. Biofilm dans P’industrie laitiére

La capacité de certains micro-organismes a former des biofilms continue d’entrainer un
probléme majeur pour différentes industries. Cependant toutes les branches de l'industrie
alimentaire, y compris les secteurs des produits laitiers sont remis en cause par les problémes
des biofilms en libérant des bactéries qui compromettent la sécurité et la qualité du produit
fini. (Parkar et al., 2004 ; Srey et al., 2013). En effet les principales sources de
contamination des produits laitiers sont souvent dues au manque désinfection d'équipement
et /ou mauvais nettoyage (Srey et al., 2013).

Dans les conditions favorables, un biofilm dans un environnement de traitement de lait se
développe initialement par le biais de I'accumulation de la matiére organique sur une surface
en métal, qui est alors colonisée par les bactéries (Marchand et al., 2012), Bien que Le lait

est considéré comme un meilleur milieu pour la croissance des micro-organismes en raison de
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son pH (presque neutre ) et sa large variété en éléments nutritifs disponibles, ainsi que la
présence des stimulants de croissance (Mogha et al.,2014). Le biofilm laitier se développe
trés rapidement (8-12 h), avec des nombres bactériens souvent supérieurs & 10° bactérie/cm?
(Malek, 2013).

2.5. Les biofilm des bacilles thermophiles

2.5.1. Caractéristiques du Biofilm des bacilles thermophiles

Un réservoir important de contamination microbienne dans I'industrie laitiére est le
biofilm microbien, qui constitue une source possible d’altération des produits finis pouvant
raccourcir la durée de conservation ou faciliter la transmission des maladies (Marchand et
al ., 2012)

Un des groupes les plus communs d'organismes formant de biofilm dans la fabrication
laitiere est les bacilles thermophiles, principalement Anoxybacillus et Geobacillus sont
considérés comme les contaminants les plus importants. Ce groupe de bactéries est capable de
grandir dans les sections des usines, telles que le préchauffage et sections d'évaporation
d'usines de lait en poudre, dans lequel les températures sont convenables pour leur croissance
(40-65°C) (Burgess et al., 2014).

Les biofilm des bacilles thermophiles sont désignés comme des biofilm de process. Ces
biofilms particuliers sont généralement domines par une seule espéce en raison des pressions
sélectives (peuvent inclure chaleur, composition du produit, pH et activité de 1’eau) de
I'environnement (Figure 06).

Se sont des Biofilms monocouche
qui sous forme dans les sections
régulierement nettoyées et/ou la fore
de cisaillement empéchent le
développement du biofilm en hauteur
Burgess et al., 2010).

4HM 20KV = 000

Figure 06: Micrographie électronique a balayage d'un biofilm d’A.flavithermus

18h sur la surface d’acier inoxydable (Burgess et al., 2010).

E



Le biofilm des bacilles thermophiles

2.5.2 . Developpement du biofilm des bacilles thermophiles

Le développement d'un biofilm des bacilles thermophiles est susceptible d'étre
initiée par L’attachement des deux types de cellules : les spores et les cellules végétatives
(Burgess et al.,2014). Des travaux ont montré qu'une varieté d’espéces des bacilles
thermophiles, y compris: B. Geobacillus , B. licheniformis, B. Anoxybacillus, les B.
coagulans et B. pumilus , pouvaient s’attacher a la surface d’ acier inoxydable. Les spores
adhérés atteindre d'approximativement le nombres de 6-7 cellules log UFC /cm?, tandis que
les cellules végétatives attachées peuvent atteignent approximativement 4-5 cellules log UFC
Jem? (Parkar et al., 2001).

Les spores ont une plus grande propension que cellules végétative pour I'attachement
( Burgess et al.,2014) . Sous les conditions favorable (température, pH et AW), et a la suite
de l'attachement, les spores thermophiles germent et les cellules végétatives se reproduisent et
forment un biofilm (Flint et al., 2001; Burgess et al., 2009).

A moins de 6-8 h, les bacilles thermophiles peuvent former un biofilm de processus qui
semble étre beaucoup plus rapide que chez les bacilles mésophiles (Burgess et al.,2014 ).
Cependant, il est également possible qu'un biofilm d’Anoxybacillus flavithermus peut étre
développé sur I’acier inoxydable, en présence de lait écrémé reconstitué, de plus de 32 heures.
En outre les bactéries des espéces de A. flavithermus et Geobacillus spp au bout de 6 heures
peuvent atteindre une densité de cellules en biofilm de 7/6 log UFC / cm? (Parkar et al.,
2003; Burgess et al., 2009).

2. 6. La résistance du biofilm aux agents antimicrobiens:

une propriété importante des biofilms est la capacité accrue de survivre a
I'exposition aux composés antimicrobiens, y compris les désinfectants, les métaux toxiques et
les antibiotiques, qui peuvent se produire par plusieurs mécanismes ( Flemming et al., 2016).
En effet, les bactéries dans un biofilm ont des mécanismes intrinséques qui les protegent
contre les conditions environnementales les plus agressives, incluant I'exposition aux agents
antimicrobiens (Marchand et al., 2012). Par conséquence, les microorganismes en biofilm
sont généralement moins sensibles aux agents antimicrobiens et aux désinfectants et
nécessitent des doses de 10 a 1000 fois en plus que ces mémes sous forme libres et
planctonique (Xu, 2000 ; Tremblay et al., 2014). Cette résistance accrue, multifactorielle, est

en relation avec les conditions de vie dans un biofilm (acces aux nutriments, hétérogéneite,
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oxygene etc.), qui modifient les propriétés physiologiques des micro-organismes et induisent
des mécanismes de résistance spécifiques (Roux et al., 2006). Plusieurs facteurs peuvent
expliquer la plus grande tolérance des biofilms aux agents antimicrobiens, y compris
(Tremblay et al., 2014) :

1. la matrice extracellulaire interagit avec des agents antimicrobiens et protége
les cellules, soit en empéchant I'acces aux composés et la dessiccation létale dans certains
biofilms naturels, soit en réduisant efficacement leur concentration (Sutherland 2001;
Flemming et al., 2016 ) .

2.  Le métabolisme des bactéries d’un biofilm joue également un role trés essentiel.
Etant donné, certaines cellules du biofilm seront peu actives métaboliquement et pourront
méme étre sous forme dormante, a cause de la carence nutritionnelle et le gradient en
oxygene (Tremblay et al., 2014). L’existence d’une sous-population de bactéries en état de
dormance, appelées bactéries persistantes, sont d’ailleurs probablement responsables d’une

grande partie de la tolérance associée aux biofilms.

3 .Certaines bactéries au sein d’un biofilm mature sont capable d’exprimer des génes
responsables de mécanismes de résistance, comme des pompes d’efflux, capables de rejeter

les antibiotiques a ’extérieur de la bactérie ( Lebeaux et al., 2014 ) .
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3.1 Généralités

Les années récentes ont été témoin d'une augmentation substantielle des infections
bactériennes et fongiques, ceci doit étre ajouté au probléeme de tolérance bactérienne accrue a
survivre en présence d’antibiotiques. De plus, la contamination des aliments par des agents
potentiels pathogénes provoquant des conséquences graves de santé et des pertes
économiques (Abi-Ayad et al., 2011).

Au cours de la derniére décennie, il y a eu un intérét accru aux produits naturels. La
large variété des constitutions chimiques des espece végétale correspondue a une diversité
d’activités biologiques, telles que les activites antibactérien, cytotoxique, antifongique anti-
tumorigenique et propriétés antioxydants (Jeeb et al., 2016).

Les plantes ont été utilisées comme médicament depuis des milliers des années (Al-
Snafi, 2013). En effet, 1l existe une grande confiance a I'égard des propriétés curatives des
plantes. Ainsi dans les pays en développement, un nombre élevé de personnes dépend de la
médecine traditionnelle, et d’aprés 1’Organisation Mondiale de la Santé (OMS), 80% de la
population rurale dépendent encore des plantes médicinales en tant qu’un systeme de soins de
santé primaires. On estime que 35 000 a 70 000 especes de plantes ont des vertus médicinales
dans le monde (Hashim et al., 2014).

Les plantes synthétisent plus de 100000 petites molécules dont la majorité possede une
activité antimicrobienne telle que les familles Lamiacée, Lauraceae, Zingibéraceae,
Myrtaceae, Gentianacea, Contre des bactéries Gram-positives, Gram-négatives et les levures.
Ceci a été éprouvé par un certain nombre de travaux (Cheurfa, 2016). Et d’autre espéces
exposées ont aussi une activité antivirales considérable contre un ou plusieurs virus (Rhattas
et al., 2016).

En effet, depuis I’antiquité, les huiles essentielles présentent une activité antiseptique non
négligeable, elles sont utilisées dans de multiples domaines: pharmaceutique, agro-
alimentaire et cosmétique (Sadou et al.. 2015). A I’heur actuelle, 3000 huiles essentielles
sont connus et 300 sont commercialiseés principalement dans des domaines différent (Abi-
Ayad et al. ,2011). L’effet antimicrobien des plantes repose sur 1’exploitation des parties les
plus riches en métabolites secondaires, y compris la totalité de la partie aérienne de la plante

(tel que les feuilles, les fruits, les fleurs), ainsi que les graines et les racines. Un nombre
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important de ces composeés sont utilisés en médecine moderne et une majorité de ceux-ci, sont
selon leur usage traditionnel (Bondas et al. 2008).

3.2. Pinus halpensis :

3.2.1 Description botanique :

Pinus halepensis est une plante du bassin méditerranéen (Garcia-Jiménez et al.,
2017), qui possede plusieurs noms vernaculaires, en arabe porte le nom de « Sanawber »,
en Berbere (maroc) connue par « Tayada » (Slimani et al ,2016) et par« Azoumbi » en
kabyles (Algerie). En francais est également connue par le nom «Pin blanc », «Pin de
Jérusalem » et « Pin d'Alep » (Francois ,2012). Le nom «Pin d’Alep « fait référence en
Syrie a la ville d’Alep (Mauri et al., 2016), il a été décrit la premiére fois par Duhamel du
Monceau en 1755 sous Le nom: Pinus hierosolimitana, mais il a gardé le nom que Miller lui
a attribué en 1768(Pin d’Alep) (Nahal , 1962).

Pinus halepensis, ou pin d’Alep est un arbre variable fréquent, jusqu'a 20 m de
hauteur, dont les fruits (cones) sont Ovoides de 6 a 12 cm de long, d’un roux vif, luisant a
maturité (Sadou et al., 2015), et ont un pétiole long de 2 ou 3 cm (Figure 07) (Chambel et

al.,2013). En plus, ses bourgeons sont verticilles de couleur brun jaunatre et dégagent une

odeur résineuse et aromatique (Berroukche et al, 2014).

Figure 07: Caractéristiques reproductrices de pin d'Alep : (a) cycles fleurissants femelles
multiples de la méme chose période végétative, (b) cones mdrs, (C) coénes serotinous dans un
jeune arbre montrant la caractéristique écorce gris-clair mince et (d) strobiles masculins (L.
Santos del Blanco) (Chambel et al., 2013).
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Son écorce est lisse, devient crevassée de couleur gris argenté (Sadou et al., 2015)
initialement, tournant vers brun- rougeatre et finement fissuré avec I'dage (Mauri et al.,
2016). Les aiguilles sont de fausses feuilles persistantes, filiformes, de couleur vert clair,
organisée en paires et mesurant entre 6 et 12 cm de long et moins de 1 millimétre de large
(FigureQ7). Par ailleurs les graines sont les plus légéres parmi les pins méditerranéens avec
une teinte grisatre a brun-rougeétre et ont une longueur moyenne de 5 a 12 cm (Chambel et
al., 2013 ; Sadou et al., 2015,Mauri et al., 2016).

Le pin d'Alep est un espéce monoique, c’est-a-dire que les fleurs males et les fleurs
femelles sont déposés sur un méme pied (fady et al., 2003 ), qui pousse fréquemment sur
des sols calcaires assez pauvres (Sadou et al.,2015), leur croissance peut se remettre en
marche trés tot en hiver et continuer de bien s'élever pendant I'automne, Par ailleurs, dans les
climats doux, I'élongation est en retard. Finalement, la floraison femelle n'est pas rare, elle

est multiple durant la méme année (Chambel et al., 2013).

3.2.2 Position taxonomique de Pinus halepensis :
La systématique du pin d’Alep établie par FARJON (1996) se résume comme sulit :

Regne : Plantae
Embranchement : Spermaphyta

Sous-embranchement :  Gymnospermae

Classe : Pinopsida

Ordre : Abietales

Famille : Pinaceae (Abietaceae)
Sous-famille : Pinoideae

Genre : Pinus

Sous-genre : Eupinus

Espéce : Pinus halepensis Mill.

3.2.3Répartition géographique :

Pinus halepensis est 1’un des arbres les plus communs dans le bassin méditerranéen

(Sadou et al, 2015) ou il occupe environ 3,5 millions d’hectares (Taibi et al., 2015). Selon la
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figure (10) P. halpensis présente une discontinuité marquee par son absence en Egypte.
Cependant, sa répartition en bassin méditerranéen est peut étre divisé en trois lignées
abdominales ,a savoir le nord d’Afrique( Maroc, Algérie ,Tunisie, Libye), Méditerranée

orientale( Syrie, Lebanon, Palestine , Jordanie et Turquie ), et ’Europe de I'Est (Gréce, le

nord d’Italie, Croatie, et ’est de France et I’Espagne) ( Bouzenna et al.,2016) .

En Algérie, P. halepensis, domine les écosystémes forestiers dans les zones semi-
arides et s’accommode bien aux terrains calcaires ( Sadou et al., 2015). Elle est tres fréquent
sur tous les massifs montagneux, du Tell littoral & 1’Atlas Saharien (Figure 08) (Quézel &
Barbero1992) .Cette espéce forme des foréts dans les collines et les régions seches du littoral
méditerranéen ainsi que dans les montagnes semi-arides, elle peut atteindre parfois jusqu'a

2200 m d’altitude dans les montagnes séches de ’intérieur, et dans les terrains calcaires du

littoral algérien (Sadou et al., 2015).
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Figure 08: la distribution géographique de pinus halpensis (i) (Chambel et al ,2013).

3.2.4. Etude Phythochimique:

Des études chimiques faites sur Pinus

halpensis

rassemblées des secteurs

bioclimatiques différents, ont montré sa richesse en différentes composants qui se résument

dans le tableau suivant :
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Tableau 03 : Compositions chimiques de Pinus halpensis

Partie Composant Référence

e  Principalement : le B-caryophyllene (31,89%), I’a- | (Sadou et al.,
pinéne (24,41%) et le B-myrcéne (19,38%). 2015)

e Les composés mineurs sont représenté par: ’a-
Aiguilles terpinoléne (5,27%), 1’a-caryophyllene (4,76%), la
Sabinene (3,42 %) et le B-pinene (2,13%).

. protéine 22.7 %, huile 43.3 %, cendre 8.3 % et | (Cheikh-
glucide total 25.7 %. Rouhou et al .,
e  éléments minéral 1 %.: potassium, le magnésium et | 2006)
le calcium
Pignons e  acide gras non sature27.3 et 48.8 % : acide oleique et
des acides linoléiques
e acides gras saturé (8.75 %) : acide palmitic.
Acide  myristiqgue, Acide myristoleique, Acide
palmitoleique , Acide margarique, Acide
margaroleique, Acide stéarique, Acide linolénique, Acide
arachidique, Acide eicosenoique , Acide eicosadienoique
, Acide eicosatrienoique , Acide behenique et des acides

lignocerique ont été aussi detectés.

Aiguilles la composition de I’huile essentielle de ses parties comprend | (Fekih et al.
Branches | deux groupes principaux : 2014).
Bourgeons

un riche en Mycenes (Moy : 23,94 %), a-pinéne (Moy : 13,4
%) terpinolene (Moy : 11,5 %) et isovalérate de 2-
phényléthyle (Moy : 10,1%)

I’autre dominé par le myrceéne (Moy : 27,15 %), I’a--pinéne

(Moy : 21,8 %), et le (E)- B-caryophylléne (Moy : 14,15 %)
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3.2.5. Etude biologique:
Le pin a des vertus thérapeutiques connues depuis longtemps en Algérie, ses
bourgeons, ses aiguilles, son essence et sa résine sont utilises en médecine traditionnelle

comme expectorant, balsamique, antiseptique et antirhumatismal (Sadou et al., 2015).

3.2.5.1 Intérét thérapeutiques, et industriel :

Pinus halepensis a été utilisé en thérapeutique traditionnelle Algérienne comme celui de la
médecine populaire italienne pour remédier spécifiquement les problemes respiratoires et de
la sphere orale (rhume, grippe, angine, pharyngite, asthme, etc.) (Bouzenna et al., 2016 ;
Meddour et al., 2009).

Les décoctions des feuilles et des bourgeons de P. halepensis M. ont une activité
protectrice inhérente contre la toxicité rénale et cela peut étre d0 a certaines molécules
présentes dans la composition chimique. Parmi ces molécules le B-pinéne ou le mono terpéne
qui peuvent assurer le réle de bon régulateur des concentration sériques des électrolytes
(Na ,Ca et K) au niveau du tissu rénal ,mettent en relief que les décoction des bourgeons et
des feuilles ont une action antitoxique ( Berroukche et al.,2014) et les décoctions de tous les
pins ont des propriétés antiseptiques, diurétiques, vermifuge, antidiabétique et cicatrisant,

cravate (Bouzenna et al.,2016).

Par ailleurs, les lipides de graine riches en acide linoléique, exercent un effet favorable sur
des lipides du sang, en abaissant la tension artérielle et le cholestérol dans le sérum (Cheikh-
rouhou et al., 2006). En outre, les lipides neutres, les glycolipides et les phospholipides ont
des effets inhibiteurs sur les maladies anti-géogénique et sont en mesure de lutter contre le
cancer (Bouzenna et al., 2016). de plus, I’extrait de graine ont encore une propriété
antioxydant et anti tumorale (liées a la présence des métabolites secondaires : composés
phénoliques (Fekih et al., 2010).

P. halepensis peut étre aussi employées comme un additif aromatisant dans les nourritures,
les produits pharmaceutiques et les préparations cosmétique (Djerrad et al., 2015 ;
Bouzenna et al., 2016 ) au lieu des antioxydants synthétiques toxiques (Djerrad et al.,
2015) .



http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0926669015301345
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0926669015301345
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3.2.5.2. Activité antimicrobienne :
L'activité antibactérienne de P.halpensis récoltée de Gazaouet (Tlemcen), a été
éprouvee sur différentes souches bactériennes (Gram (+), Gram (-), effectuées par la méthode

de disques ainsi que par la méthode de dilution.

Les tests ont montré que I'huile a un effet antibactérien variable contre les souches
testées, que certain sont sensible (S. aureus, B cereus) et d’autre sont résistantes (E. coli, P.
aeruginosa). Le tableau suivant montre les différentes concentrations inhibitrices selon Abi-
Ayad et al., 2011 et Fekih et al.,2014.

Tableau 04 : Diamétre d'inhibition et MIC des tensions bactériennes étudiées (Abi-Ayad
etal., 2011).

Souches bactériennes Meéthode de diffusion | Méthode de dilution
de disque @ (mm) d'agar MIC (ul/ml)
Staphylococcus aureus(S) ATCC 25 923 4.5 (S) 7.5< MIC<10
Bacillus cereus (B) ATCC 11778 3(S) 7.5< MIC<10
Escherichia coli (E) ATCC25 922 0.5(R) >17.5
Pseudomonas aeruginosa (P) ATCC 27 853 0(R >17.5

Souches Resistantes R: @ <0. 6cm; Intermediare I: 1.3 cm < diameter <0.6cm; Sensible S:

@>1.3cm

3.2.5. 3.Activité antifongique :

Les huiles essentielles des aiguilles de P halepensis rassemblées de trois localités
différentes de Tunisie, ont été examinées pour leur activité antifongique contre des especes
fongiques sur le plan agricole important. Le résultat obtenu a prouvé que toutes les huiles ont
réduit de maniére significative la croissance des champignons testée (Fusarium, Rhizoctonia

sp, Microdochium nivale, Alternaria sp, Bipolaris sorokiniana) (Hamrouni et al., 2014) .

De méme, I'huile essenticlle de P. halepensis de Tlemcen (Algérie) extraite a partir des
aguilles qui a montré une activité antifongique contre les champignons suivants (Tableau 05)
(Abi-Ayad et al., 2011).
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Tableau 05 : Activité antifongique de huile essentielle du P. halepensis (Abi-Ayad et al.,
2011) .

Champignons Diamétres d’inhibition (mm)
Aspergillus flavus 3
Aspergillus Niger 3.75
Fusarium oxysporum 9
Rhizopusstolonifer 3.5

3.3. Ammi Visnhaga :

3.3.1. Description botanique

Ammi visnaga est une plante vivace, trés fréquente dans le bassin mediterranéen
( Khalfallah et al.,2011). Elle posséde plusieurs non vernaculaire, « Khella, Khella baladi »
(Al =Sanfi ,2013), « Gazar sheitani , kammon habashi , Bizr Alkhilla », et « Sowak Alnabi »
en arabe, elle est également appelé « Tabellaout » en Berbére . En anglais elle est connu
sous le nom «Pick tooth, Tooth pick », « Bishop's weed »et « Herbe aux cure-dents » en
frangais et par « Zahnstocherkraut » en allemand (Bishr et al., 2014).

Khella ou bien « Noukha » en Algérie (Belkacem et al., 2016) est une plante
annuelle ou bisannuelle, qui pousse généralement au printemps (Vogel, 2013 ; Jaradat et
al., 2015), et peut atteindre environ 120 cm de hauteur (Figure 09). Cette plante se caractérise
par ailleurs par une légére odeur aromatique et un goQt tres amer (Amira, & Doha, 2015).
Elle possedent des feuilles alternes et basales, sessiles (dans les pousses supérieures) et
courtes en pétioles (vers le bas) (Bishr et al., 2014). Elles sont variables, fréquentes
géneralement en forme ovale a triangulaire, a une teinte vert grisatre et qui peuvent mesurer
jusgu'a 20 cm de long ( Bishr et al., 2014 ; Hashim et al., 2014). Ses tiges
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sont rameuses, robustes, au sommet, entierement couvertes d'un feuillage (Bishr et al.,
2014).

Figure 09: Ammi visnaga L (Dirar et al., 2014)

L'inflorescence est une ombelle composée des fleurs blanches trés gonflées a la
base, qui se combinent pour former un large parapluie (FigurelO : a) (Keddad et al., 2016).
Ces fleurs ont aussi leur propres parfum différent de la partie feuillu (Bishr et al., 2014). En
outre, Ammi visnaga porte des fruits ovoides, contracté par deux méricarpes (d'environ 3 mm
de longueur), ces dernier privilégies par une couleur brun-vert avec une nuance violette et
portent des graines ovales (FigurelO : b), minuscules (environ 2 mm de long) (Bishr et al.,
2014 ; Hashim et al., 2014;Meepagala et al., 2016) .
La floraison normale d’A4. visnaga est généralement de juillet a septembre (parfois dés le
mois de Mai dans les années seches ou zones xérophiles) ( Gattefossé , 2016).

Seed extract

FigurelO: La fleur(a) (Jaradat et al., 2015) et les grains(b) d’Ammi visnaga (Pavela et .
al.,2016)
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3. 3.2. Position taxonomique d’Ammi visnaga:

Selon bok benit (2011), | Ammi visnaga appartient au :

Regne : Plantae
Embronchement : Magnoliophyta
Classe : Magnoliopsida
Ordre : Apiales

Famille : Apiaceae

Genre : visnaga

3.3.3. Répartition Géographique :

Ammi visnaga est une plante native du bassin Méditerranéen (Ullah R et al., 2012)
indigene du Nord I'Afrique, I'Asie occidentale, qui pousse généralement dans les climats
chauds (Hashim et al., 2014).

Cette Plante est également acclimatée en Australie et en Chili, Argentine, Mexique, Etats-
Unis, Russie, et en Atlantique (Kenner & Requena , 2001 ; Al —Sanfi A .1 ,2013; Bishr et
al., 2014 ). En outre, elle est fréquente aussi en République islamique d'lran (Iserin, 2001).
Par ailleurs, cette espece est distribués abondamment en Pakistan comme plante medicinale
sauvage (Ullah et al., 2012). De méme A. visnaga constitue des peuplements denses plus
isolés dans les cultures et les landes incultes sur argile de Nord d'Afrique ou elle occupe

surtout les jacheres en terrain argileux (Gattefossé , 2016) .
3. 3.4. Etude phythochimique:

Les études phytochimiques d’Ammi visnaga ont révélé sa richesse en différentes
composants (Khalfallah et al., 2011) qui se résument dans le tableau suivant :
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Tableau 06: Compositions chimiques d’Ammi visnaga

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

2014 )
y-pyrones 4%., la khelline (0,3-1,2%),
la visnagine (0,05 a 0,30%), khellinol,
Fruranochromones ammiol, khellol et khellinin visammiol ,

khellinone, visnaginone ( Hashim et
al.,2014)

Pyranocoumarines

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

Furanocomarines

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

comprenant :

Flavonoides la quercétine et l'isorhamnetine et leurs
trisulfates ainsi que le kaempferol (Jaradat
et al., 2015)

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

Protéines

(fruits mars seches) 12-16% (Bishr et al.,
2014)
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3.3..5.Etude biologiques :

Ammi  visnaga  possédent  plusieurs  propriétés  biologiques (diurétique,
antispasmodique, antilithiastique, antioxydant, antibactérien et fongicide). En outre, les huiles
essentielles et les extraits d’A. visnaga sont décrits comme de puissants pesticides contre

Mayetiola destructor et Culex quinquefasciatus (Brahmi et al., 2016).

3.3..5 .1.Intérét thérapeutiques:

Dans le golf arabe et dans les pays méditerranéens les fruits de khella sont utilisés pour
soulager un certain nombre d'affections (telles que la douleur aigué) (Jaradat et al., 2015). Ils
ont été utilisés dans I'Egypte ancienne comme un remeéde pour les coliques rénales, de méme
au Moyen-Orient, le thé préparé a partir des graines a été utilisées pour soulager les douleurs
urinaires (associée a des calculs rénaux) et pour favoriser le I’évacuation des cailloux (Pavela
, 2016).

Au Maroc les ombelles ont été aussi administrées contre la lithiase urinaire (Ghourri ,
2013). Les graines d'A. visnaga sont utilisees pour soulager les douleurs sévéres causeées par
une réduction de flux de sang vers le cceur (Hashim et al., 2014). Par ailleurs, en Algérie A.
visnaga (L) est largement utilisé dans le traitement traditionnel des maladies digestives et

culinaires (Belkacem et al., 2016).

3.3.5.2. Activité antimicrobienne :

Ammi visnaga est considéré comme une espece ayant des activités antimicrobiennes.
Généralement, ses activités ont été associées a la composition chimique de plante,
précisément a la khelline et a la visnagine, deux constituants considérés comme des agents

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

L’activité antimicrobienne des extraits eéthanoliques et aqueux des fruits de plantes
couramment utilisées en Irak, a été évaluée contre certains microorganismes pathogénes
(tableauQ7) utilisant une large gamme de concentrations (0,05 a 50 mg/ml) (Ghareeb et al.,
2011).
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Tableau 07 : Concentration minimale d’inhibition (MIC) et diametres d’inhibition (DIZ)

d’extrait bruts d’Ammi visnaga (Ghareeb et al., 2011).

Extraits éthanoliques Extraits aqueux
SOUCHES
MIC (mg/ml) | DIZ (mm) | MIC (mg/ml) | DIZ (mm)
E. coli 12.5 13 25 30
Pseudomonas aeruginosa 25 15 50 25
Klebsiella pneumoniae 12.5 12 25 30
Staphylococcus aureus 50 18 25 8
Leuconostic mesontroide 50 24 50 25
Enterococcus faecalis 5 9 50 44

3.3.5.3. Activité antibiofilm:

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

cereus en raison de leur teneur en composeés phénoliques totaux (Belkacem et al., 2016) .

3.4. Citrullus colocynthis

3.4.1. Description botanique

Citrullus colocynthis ou Coloquinte en francais (Ghourri et al.,, 2014), une plante
médicinale appartenant a la famille des cucurbitacées, s'appelle généralement « pomme
amere » ou « la pastéque sauvage » (Arivoli et al., 2015), cette plante est connue par d’autre

nom vernaculaire mentionner dans le tableau 08.
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Tableau 08: nom vernaculaire de Citrullus colocynthis

pays

Nom Vernaculaire :

Le golf arabe

"Handal", "Hdejj", "Tabarka" ou "Tifersite" (Uma & Sekar
,2014 ; Ghourri etal ., 2014 ; Nessa & Khan et al., 2014)

Le Maghreb (berbere) | «Tadjellet» (Abdellah et al., 2014)

Angleterre Bitter-Apple»,« Bitter-Cucumber»,« Colocynth», «Colocynth »
Espagne «Alhandal», «Coloquintida» (Al-Snafi ,2016)
Inde «Tumba», « Indrayan » (Al-Snafi ,2016; Arivoli et al. , 2016 )

Citrullus colocynthis est une plante désertique, herbacee, annuelle ou éternelle (Nessa &

Khan et al., 2014 ;Al-Snafi ,2016), a longues tiges rampantes qui peuvent dépasser 1 m de

long d'étalement sur le sol (Figurell) (Merabti et al.2015) .De plus, elles sont angulaires,
rugueuses de 3 a 7 lobes (Al-Snafi ,2016).

Figure 11: Citrullus colocynthis ( Khattak et al.,, 2015).
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Cette espece possede de grandes feuilles alternées , rugueuses de 5 a 10 cm de longueur et
découpées en 3 a 7 lobes et portent des fruits a un goQt intensément amer , sphériques de 4 a
10 cm de diameétre, ressemblant & une petite pasteque de couleur varies( de verte vers jaune-

orange) selon la maturité (Figurel2) (Nessa & Khan et al., 2014 ; Idan et al.,2015 ;Merabti
et al.2015).

Les fleurs sont monoique, pédonculées, solitaires, axillaire, avec des corolles divisées en 5
lobes et un ovaire villeux. En outre, les graines sont en grandes nombre comprimés, douce,

ovoides de couleur variant du jaunatre-orange au brun foncé (Figure 12) (Al-Snafi ,2016).

Figure 12 : Photographe de Citrullus colocynthis fruit (A) feuilles (B) racines (C) et les
grains (D) (Shawkey et al., 2014) .

3.4.2. Position taxonomique de Citrullus colocynthis :

Régne : Végétale

Sous régne : plantes vasculaires
Super division : spermaphytes

Division : angiospermes

Classe : dicotylédones

Sous classe : dialypétales

Ordre : violales

Famille : cucurbitacees

Genre : Citrullus

Espece : colocynthis (Azzi, 2013)
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3.4.3. Répartition géographique :

Citrullus colocynthis (L). Schrad. ou "coloquinte", est une plante désertiques indigene
de bassin méditerranéen et de I’Asie (Uma & Sekar ,2014), treés fréquente dans les régions
tropicale (Amamou, 2011).

Cette plante était exclusive des zones séches de I'Afrique du Nord et maintenant elle est

largement distribuée en :

e Afrique du Nord : I'Algérie, I'Egypte; la Libye, le Maroc, la Tunisie

e [|'Afrique Tropicale du Nord-est (la Somalie..), I’ Afrique Tropicale Est (le Kenya)
et I'Afrique Tropicale D'ouest (le Mali)

e |'Asie : repartie généralement dans la région phytogéographique Saharo-arabe (le
Koweit, I'Arabie Saoudite, I'lrak, la Jordanie, le Yémen), et dans la Syrie, le
Liban, I'Afghanistan, I'lran, la Turquie, I'Inde, le Pakistan, le Sri Lanka;

e [|'Europe : la Gréce, I'ltalie, I'Espagne; et I'Australie (Al-Snafi ,2016).

En effet, Citrullus colocynthis est une espece tolérante a la sécheresse et pousse en
abondance sur des sols marginaux et peut bien grandir dans I'environnement aride (Amamou,
2011).

En Algérie, elle occupe une région tres vaste, qui s’étend du nord au désert chaud (UMA &
Sekar ,2014).

3.4. 4. Etude Phythochimique :

Des études phytochimique faite sur Citrullus colocynthis ont révélé la présence de
plusieurs constituants chimiques actifs, y compris des alcaloides, des flavonoides, saponins,
des tanins, des glucides, des glucosides et des huiles essentielles (Tableau 09) (Idan et al.,
2015) .
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Tableau 09: Compositions chimiques de la coloquinte.

Partie

Composant

Structure

Graine

e Protéines (13.99 0.06 %xz)

o fibres brutes (46.73 0.15 %z) a-tocopherol
(1.90 + 0.020 g/100 g), o6-tocopherol (0.32 =
0.020 g/100gs) et huile fixe (17-28.5 %).

e Les ‘acides gras non saturés (79.80%),
principalement : 1’acide linoléique, et acide
oléique

e d'acides gras saturés et totaux saturés
(20.20%)

e un niveau de FA polyinsaturé n-3 trés bas
(0.5 %). ( Sen Gupta & Chakrabarty , 1964;
Al-Snafi ,2016)

Fruit :
pulpe et
fruit

entier

e Cucurbitacins, Glycosides, flavonoides ,
acide phénolique : Catéchine ,Myricetine,
Quercetine, Kaempferol ,acide Gallique ,p-
Hydroxy, acide benzoique ,acide
Chlorogenique ,acide Caféique ,acide
Vanillique ,acide  p-Coumerique  ,acide
Sinapique ,acide Ferulique

e Alkaloids: Choline

e Volatiles/Terpenoides (Hussain et al.,

2014)

Racine

Tannins, Saponins, Flavonoide,  stérols non
saturés, Quercetine et stéroide (Gurudeeban et
al., 2010 ; Nahal Bouderba et al., 2016)

Acide linoléique

(Gurudeeban et al.,2010)

Cucurbitacine E

colocynthoside A

(Hussain et al., 2014)

(Hussain et al., 2014)
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3.4.5. Etude biologiques :

Les plantes tell que C. colocynthis produisent une énorme composés importants
comme : phénols, quinones, flavones, des tanins, des coumarines, terpenoids, des alcaloides,
qui ont un effet protectrice naturelle contre des micro-organismes, des insectes, des maladies
et des herbivores (Ebid ,2015; Arivoli et al., 2015) .

3.4.5 .1. Intérét thérapeutiques:

C. colocynthis a beaucoup des propriétés medicinales, elle est utilisée dans le
traitement de rhumatisme, la tuberculose, analgésique et stimulation de systéme immunitaire
(Idan et al.,2015) ,comme elle possede une activité, hypoglycémiques, hypo-lipidémique
anti-inflammatoires, d'antibactérien, d'antioxydant et anticancéreux ( Kumar &, Agrawal
,2015 ; Azizi ,2017)

Traditionnellement, dans les pays asiatiques et africains les fruits de C. colocynthis ont
été utilisés pour le traitement des maladies microbiennes, l'ictére, l'ulcere, I'inflammation,
diabéte et pour les maladies urinaires et en tant qu’un agent insecticide.

Et dans certains des régions du Moyen--Orient I'ingestion de ses fruits aux doses plus faibles
(300-800 mg) quotidiennement est prescrite pour le traitement de diabete et pour éviter les

effets secondaire intestinaux (Kumar & Agrawal, 2015)

Par ailleurs, dans la meédicine iranienne, elle a été traditionnellement employée en tant
qu'abortif et pour traiter : lI'eedéme, la constipation, infections bactériennes, cancer et le
diabéte ( Idan et al., 2015).

» La racine a été utilisée en cas d'élargissement abdominal, toux, asthme,

inflammation du sein, ulcéres, maladies urinaires et rhumatisme.

» l'huile des graines est employée pour les morsures toxiques, plaintes
d'entrailles, épilepsie et également pour noircir les cheveux (Al-Snafi ,2016).

»  Les feuilles sont diurétiques et utilisées dans le traitement de l'ictére et de
I'asthme (Nessa & Khan ,2014).De plus I’effet antiprolifératif d’extraits de feuilles
(cucurbitacine, glycosides) a été étudiée dans la croissance des cellules cancéreuses du sein
humain. Les résultats ont révélé que les glycosides et cucurbitacine présentent des effets

pléiotropiques sur les cellules provoquant I’arrét du cycle cellulaire et 1’apoptose. Ces
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résultats suggerent que les glycosides de cucurbitacine pourraient avoir une valeur

thérapeutique contre les cellules du cancer du sein (Al-Snafi ,2016)

3.4. 5.2 .Activité antimicrobienne :

L'activité antibactérienne d’extrait de Citrullus colocynthis des parties aériennes
testes sur différentes souches bactériennes a donné les diameétres d’inhibition dent les valeurs

sont portes au tableau 10.

Tableau 10: Activité antibactérienne de Citrullus colocynthis par la méthode de diffusion
du disque (Nahal Bouderba et al., 2016).

Les bactéries testent Diameétres Inhibition (mm)

Fruit Feuilles Racines

AQ Hyd |AQ Hyd |AQ |Hyd

Klebsiella pneumonia (ATCC4352) 90 94 105 10.2 |104 110
Listeria monocytogen (ATCC19115) 99 /100 |10.8/119 |114 10.2
Pseudomonas aeruginosa (ATCC27853) 9.8 [10.4 |10.2/10.7 |11.0 10.8
Escherichia coli (ATCC25922) 9.2 |10.0 |89 109 104 111

Bacillus sterothermophillus(ATCC11778) (9.8 |9.2 9.8 |9.7 104 11.2
Staphylococcus aureus (ATCC25923) 9.6 10.0 |10.6/10.3 |10.6/10.6
Enterococcus faecalis (ATCC29212) 94 /86 |105/9.7 |10.7/10.7

AQ: Aqueux Hyd: Hydromethanolique
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Notre travail est effectué au niveau de laboratoire des pédagogiques :

Microbiologie (département de biologie) Faculté SNV-STU, Université de Tlemcen.
1. Isolement des souches

1.1. Prélevements

Le prélevement des bactéries a été effectue a partir de différentes sachets de
lait recombine et de lait frais(lait de vache) avec enrichissement ou sans

enrichissement.

1.2. Préparation des dilutions décimales
Aseptiquement, a 1’aide d’un ciseau stérile on coupe l'une des extrémités du
sachet du lait, une fois le sachet est ouvert a 1’aide d’une micropipette on aspire 10

ml de lait, puis on le verse dans un tube a essai stérile.

1.3. Isolement des bactéries thermophiles/mésophiles

1.3.1. Sans enrichissement

Les tubes contenant 10 ml de lait sont soumis & un traitement thermique dans
un bain marie a 80°C pendant 10 mn, ce qui permet de tuer les formes végétatives et
Iisolement sélectif des formes sporulés. A l'issue du traitement thermique les tubes
sont refroidis immédiatement en les plongeant dans un bécher qui contient d'eau

glacée.

1.3.1.1. Ensemencement
Aprés avoir préparé des dilutions décimales jusqua la dilution 1073,
I’ensemencement s’effectue en surface sur le milieu TSA (Tryptophane Soja —agar)
coulé dans des boites de pétri. A 1’aide d’une micropipette 100 pl de la solution
mére et de chaque dilution sont déposés dans les boites de pétri préparées qui
contiennent le milieu. A 1’aide des pipettes pasteurs en forme rateau inoculum est

étalé sur la gélose. Les boites seront incubées a 30°C pendant 72h.
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Figure 13 : le protocole de la mise en culture des bacilles mésophiles et thermophiles.
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1.3.2. Apreés enrichissement
Des tubes assai contenant 10 ml de lait sont incubés pendant 24h a 55 °C. Aprés
I’incubation, le lait étant déja coagulé, on procéde a une agitation au vortex. L’isolement est
effectué suivie le méme protocole précédent. L’incubation est réalisée a la méme température
d’enrichissement pendant 24h. La figure 13 présente le protocole de la mise en culture des

bacilles mésophiles et thermophiles

2. ldentification des isolats

L’identification phénotypique des souches isolées porte sur 1I’étude d’un certain nombre

de caractéres morphologiques, physiologiques et biochimiques.
2.1. Critéres morphologiques

2.1.1. Examen macroscopique

L’examen macroscopique des cultures est le premier examen effectué a partir
de l'isolement et aprés 48h d’incubation. Cette étude consiste a 1’observation directe
a I’eil nu I’aspect morphologique des colonies obtenues sur milieu TSA en tenant

compte des critéres suivants :

e La taille : diametre des colonies.

eLa forme avec vue de profil : Bombée, plate, ombiliquée, a bords surélevés
ou en ceuf au plat et avec vue de dessus (ronde, bords dentelés, en étoile,
ovoide).

e | "aspect de la surface : lisse, rugueuse, brillante

el 'oOpacité : Les colonies opaques ne laissent pas passer la lumiére
contrairement aux translucides. Certaines sont tres transparentes.

eLa consistance: Elle se juge au moment du prélevement. On distingue les

colonies crémeuses des seches et des muqueuses.

e Lacouleur

2.1.2. Examen microscopique

L’examen microscopique de culture jeune aprés la coloration de Gram permet
de donner des informations sur la Morphologie cellulaire (la forme, la taille...), la
pureté de la souche et le mode de groupements. En plus la position de la spore et les

inclusions cellulaires.
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2.1.3.Coloration de Gram

Aprés étre passé par les différentes étapes de coloration de Gram, le lames sont
observées Au microscope optique (objectif x 100 a I’immersion), en se basant sur les batonnets,

Gram positif.

2.1.4.0bservation de la spore
La recherche des spores a été effectuée sur des cultures agées apres

coloration au violet de Gentiane.

2.2. Critéres biochimiques

2.2.1. Test de catalase

Le test catalase sert a démontrer si la bactéric posséde I’enzyme catalase
servant a décomposer le peroxyde d’hydrogene. Sur une lame en verre bien
nettoyée, dégraissé et séche on a déposé a I’aide d’une pipette Pasteur boutonnée et
cotonnée I’inoculum bactérien et puis on ajoute une goutte d’eau oxygénée.

Le dégagement d’oxygene se traduit par effervescence qui est un résultat positif

visible a I’ceil nu, I’absence d’effervescence est un résultat négatif.

3. Conservation des souches

La conservation des souches s’effectue dans des tubes a essai contenant de
milieu (TSA) Inclinée. Les souches sont ensemencées sur la pente des tubes par des
stries et incubées a 55°C pour les thermophiles et & 30°C pour les mesophiles
pendant 24h, puis conservées a 4°C.

4. Formation de biofilm

Le potentiel de formation de biofilm chez les bactéries testées est déterminé

par la méthode de cristal violet selon la technique d'Auger et al, (2006).

4.1. Inoculation des microplaques

A partir de souches repiquées sur les boites, nous avons préparé une pré-
culture de 24 h dans le TSB. Aprés 24h une dilution décimale a été préparée pour

avoir une densité¢ optique (D.O) comprise entre 0.6 a 0.8 a 595 nm. Ensuite, 100 pl
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de suspension bactérienne sont déposés dans chaque puits de la plaque de micro
titration stérile sachant que la premiére rangée est laissé vide pour le control du
lecteur et la deuxieme est rempli par le milieu non ensemencé utilisé comme un
contr6le négatif. Chacune des plaques est incubée a 3 températures : 37°C, 45°C et
55° C pendant 24h (Figurel4).

4.2. Coloration au cristal violet
Apres le temps d'incubation, les biofilms formés sur les parois des puits sont
mis en évidence par coloration au cristal violet. Pour cela les plaques subissent le
traitement suivant :
e Les plaques sont d'abords vidées avec la micropipette.
e Ringage par I’eau distillée (EDS) trois fois pour ¢éliminer les cellules non
adhéreée.
e Laisser sécher 10 a 15 min.
e Remplir les puits avec 100 pl de cristal de violet a 1% qui permet la fixation
de biofilm.
e Le temps de coloration est environ de10 min
e Rincage a 1' EDS 3 fois.
e Séchage des plaques en position renversée
e Lecture visuelle des plaques, appréciation de I’intensité de la coloration au

cristal violet.

4.3. Lecture des plaques

Avant la mesure de la D.O au spectrophotometre munis d'un lecteur de
microplaque (ELISA) a 630 nm les puits sont remplis avec une solution dissolvante
constituée de ’acide acétique a 33% préparé a partir de ’acide acétique glacial dilué

dans I'eau distillée.
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Figure 14 : Schémas représentant le protocole de formation des biofilms par la méthode au
cristal violet
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5. Détermination de P’activité antimicrobienne des phyto-extraits

L’évaluation de [D’activité antimicrobienne des phyto-extraits: d’Ammi visnaga
(cure dent, fruit et ombelle fraiches), Pinus halpensis (feuille et fruit) et Citrullus
colocynthis (grain), a été realise par la méthode de diffusion sur gelose (disques et
puits), pour étudier la résistance ou la sensibilité des souches a partir d’'une gamme

de concentrations.

5.1. Préparation des extraits aqueux

Les extraits de plantes d’Ammi visnaga (cure dent, fruit et ombelle fraiches),
Pinus halpensis (feuille et fruit) et Citrullus colocynthis (grain) ont été dissoutes
dans I’eau distillée (EDS) stérile pour préparer des dilutions successives pour aboutir

aux différentes concentrations étudiées (Tableau 11).

Tableau 11: Préparation des solutions des molécules antimicrobiennes

Vsm VvV .D C.F V. T

30 ul 270 pl 10 mg/mi 300 pl
60 pl 240 pl 20 mg/mi 300 pl
120 pl 180 ul 40 mg/ ml 300 pl
180 120 ul 60 mg /ml 300 pl
240 pl 60 ul 80 mg/ml 300 pl

Vsm : volume de la solution mere, V.D: volume de diluant, V.T: volume

totale, C.F : concentration finale
5.2. Préparation des cultures

L’activité antimicrobienne des phyto-extraits a été réalisé par la méthode de
diffusion sur milieu gélosé « Mueller Hinton (MH)» utilisent les disques ou les
puits, elle permet de déterminer l'activité inhibitrice des composeés des extraits par la
mesure du diametre d'inhibition autour d'un disque imprégné de celle-ci, ou autour
du puits. Cing concentrations ont été testées (10 mg/ml, 20 mg/ml, 40 mg/ml, 60
mg/ml, 80mg/ml) sur dix souches bactériennes qui ont été choisies: cing souches
isolées: Y, G, D’, S et 24, et cinq souche de références: Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Bacillus
subtilis (Tableaul2). Un disque de 6 mm de diamétre en papier Whatman stérile est

imprégné de molécules bioactives été déposé a la surface dela gélose «MH» de 4
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mm d’épaisseur, préalablement ensemencé par écouvillonnage avec I’inoculum. Ce
dernier est préparé a un DO de de 0,6 pour chaque souche.

Un disque Imprégné avec I’EDS est appliqué dans les boites comme un témoin,
trois répétitions sont réalisées pour chaque essai. Les boites de Pétri sont incubées
pendant 24 h a 37°C pour les souches de références et 55C° pour les thermophiles et

30C°pour les mésophiles.

Tableaul2: Origines des souches utilisées dans les différents tests d’activité antimicrobienne.

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 MNHN
Escherichia coli ATCC 8739 MNHN
Klebsiella pneumoniae E IBMC MNHN
2 Strasbourg
Staphylococcus aureus ATCC 6538 MNHN
8 Bacillus subtilis ATCC 6633 LAPSAB
= M. RAHMOUN N.
§ Bacille mésophiles Y LAIT
Bacille mésophiles = G” LAIT
Bacille mésophiles < D’ LAIT
Bacille thermophiles S LAIT
Bacille thermophiles 24 LAIT

MNHN : Muséum National d’Histoire Naturelle (Paris) ; LAPSAB :
Laboratoire antibiotiques antifongiques, physicochimie synthése et activité biologique.

6. Détermination de la concentration minimale inhibitrice de biofilm
(CMIB)

Les essais antibactériens ont été réalisés selon la méthode de dilution en
milieu liquide. Les puits de microplaques sont remplis par I’inoculum bactérien (10
ul) avec une D.O comprise entre (0.6-1). Ensuite, les phyto-extraits sont ajoutés (90

ul) de la plus faible concentration a la concentration plus élevée selon I’extraits.
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De plus, 100 pl de TSB stérile mis dans des puits ont servi de témoin négatif
et les puits de culture ont servi de témoin positif.
Aprés incubation a 3 températures en fonction des souches, les microplaques
subissent le méme protocole motionner dans la figure 14.
La densité optique des puits est mesurée a une longueur d’onde de 630 nm au lecteur ELIZA.
Par conséquent, la valeur CMIB représente la plus faible concentration a laquelle les bactéries

sessiles ne parviennent pas a repousser.




Résultats et discussion




Résultats et discutions

e Résultats

1. lIdentification phénotypique des souches isolées

Les souches isolées a partir de differents types de laits: lait pasteurisé
recombiné et frais (lait de vache), ont été realisés a la température d’incubation 30°C
pendant 24h sans enrichissement afin de favoriser la sélection de bactéries
mésophiles et 55°C apres enrichissement afin de favoriser la sélection des bactéries
thermophiles. L’identification a porté sur 1’étude des caractéres macroscopiques,

microscopiques et biochimiques.

1.1. Les caracteres culturaux
L’aspect des colonies sur le milieu TSA des bacilles mésophiles (D, Y, G”’) et
thermophiles (24, S) permet de distinguer différentes types de colonies tels que

montrés par la figure (15) et le tableau (13).

Figure 15: Aspect morphologique des bacilles mésophiles et thermophiles obtenues

sur gélose TSA.
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Tableau 13: Aspect morphologique des colonies obtenues sur gélose TSA apreés

24h d’incubation.
Souche | Taille Forme Elévation
(mm)
D’ 4 Irréguliere Demi
Bombé
Y 14 Irréguliére Plate
G” 2 Convexe Demi
Bombé
24 6 Irréguliere Plate
S 3 Convexe Bombé
1.2.  Les caracteres microscopiques

Opacité

Opaque

Opaque

translucide

Opaque

Opaque

Consistance

Visqueuse

Lisse et

crémeuse

Visqueuse et

lisse

Visqueuse

Visqueuse et

lisse

Couleur

Blanchatre

Blanchatre

Blanchatre

Blanchatre

Blanchatre

L’observation microscopique aprés coloration de Gram a permis de révéler

que les souches isolées se présentent sous forme de batonnets a Gram positif, de

tailles différentes, regroupés en diplobacilles, ou en chainettes (Figure 16), mobiles

ou immobiles avec une endospore ovale centrale ou sub-terminale non déformante.

Figure 16 : Observation microscopique des bacilles thermophiles apres la coloration

de Gram

(G x 100 a immersion).
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1.3. Les caracteres biochimiques

La recherche de la catalase est un critére important d’identification au groupe
des bacilles sporogénes aérobie (le genre Bacillus et les genres voisins).
Les resultats du test de la catalase ont montré que toutes les souches isolées sont
catalase positives, la reaction se traduit par le dégagement immédiat des bulles

d’oxygene.

2. Evaluation du potentiel de formation de biofilm

La formation de biofilm dans les microplaques de titration a 96 puits, est
analysée par une simple observation a 1’eil nu des puits aprés une coloration au
cristal violet.

Cette coloration est considérée comme ['une des techniques indirectes d’estimation
de la production de biofilm sur des différents types de substrats (Djordjevic et al.,
2002). La coloration développée reflete directement la masse du biofilm, et sa
solubilisation permet de la quantifier (Musk et al., 2005).

Apres 24 heures d’incubation a différentes températures 30 °C, 37°C et 55°C, la
formation des biofilms a été exprimée en DO mesurées a 630 nm. Les résultats
obtenus (Figure 18,19) ont permis de mettre en évidence la capacité de formation de
biofilms de toutes les souches de bacilles thermophiles et mésophiles isolées ainsi
les souches de références sur une surface hydrophobe (polystyréne) apres culture
dans le (TSB).

2.1 Lecture directe

L’observation visuelle des microplaques montre que la formation du biofilm a
eu lieu préférentiellement sur les bordures des puits, se caractérisent par la formation
d’un anneau variable d’une souche a l’autre a l’interface air —liquide (figure 17). La
densit¢ du biofilm est en relation avec I’intensit¢é de 1’anneau formé (une couleur
foncée indique que les souches sont fortement productrices de biofilm et vice versa).

Les résultats obtenus sont conformes a ceux trouvés par Wijman et al., (2007),
concernant d’autre bacille sporogéne aérobie mésophiles notamment le groupe

Bacillus cereus .
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Annaux fortement coloré

Figure 17 : Formation de biofilm dans les microplaques de titration.

2.2. Lecture indirecte

L’estimation quantitative du taux de formation de biofilm par les mésophiles et
thermophiles et les souches de références est obtenue par la mesure de la DO a 630 nm au
lecteur de microplaque (ELIZA). Les résultats obtenus sont présentés dans les figures (18 et
19).

D’apres Auger et al., (2009), une DO de 0,5 est la valeur seuil d’estimation du potentiel
de formation du biofilm chez B.cereus. Si on considére cette échelle, chez les souches testées
il est possible de former 4 classes :

(1 Classe 1 : DO < 0,5 : Faiblement productrice du biofilm.

1 Classe 2 : 0,5 < DO < 1,5 : Moyennement productrice du biofilm.
[1 Classe 3:1,5<DO < 2,5 : Fortement productrice de biofilm.

(1 Classe 4 : 2,5 < DO : Hyper productrice.
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2.2.1. Formation de biofilm des bacilles thermophiles et mésophiles

= ot w
N U w W
L L L L

[EEN
I

D(g) du biofilm a 630 nm
o

o

Ym D'm G"m 24t 23t St

Souches

m : mésophiles t : thermophiles

Figure 18 : Biomasse des biofilms formés par les bacilles mésophiles et thermophiles.

2.2.1.1 Les bacilles thermophiles

Comme le montre la figure (18), les bacilles thermophiles se répartissent en 3
catégories : la premiére comprend la souche (S) dont la DO de formation de biofilms
est < 0,5 elle peut étre considérée comme faiblement productrice de biofilm, par
contre la souche (23) est moyennement productrice du biofilm avec un DO (1),
tandis que la souche (24) dont la DO de formation du biofilm est supérieure a 2 (2,5)
est hyper productrice de biofilm.
Les résultats obtenus par les souches (23) et (24) sont conformes aux données de la
littérature. Selon Burgess et al., (2010), une formation importante de biofilm est
obtenue aux températures élevées (40-65°C), ce qui n’est pas le cas de la souche

(S). Cette différence peut étre expliquée par 1’effet des souches.

En effet, le potentiel de formation du biofilm est contrdlé génétiquement mais peut
étre aussi influenceés par les conditions environnementales (Filloux &Vallet, 2003 ;
Wijman et al., 2007). D’aprés, Wijman et al., (2007), la formation de biofilm de
B.cereus dépend fortement de la souche, l'essai et les conditions environnementales

utilisées, comme le milieu de culture et la température.
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2.2.1.2. Les bacilles mésophiles

Comme le montre la figure (18), les bacilles mésophiles se répartissent en
deux catégories, la premiere qui est caractérisée par des valeurs de DO> 15
comprend les souches fortement productrices de biofilm telles que la souche (Y)
avec une DOs égale a 2, alors que les souches (D' et g") ayant des DOt respectives de
1,25; 1,01 peuvent étre considérée comme des producteurs moyens de biofilm. Il est
important de remarquer que les bacilles mésophiles (DOsf: 1,28) et les bacilles
thermophiles (DOrf: 1,42) enregistrent des moyennes de formation du biofilm

proche.

2.2.2.Formation du biofilm des souches de références

o P N w
(%3] = (2} N (2] w (93]
1 1 1 1 1 1 )

DO du biofilm a 630 nm

o

E.c B.s K.p P.a S.a
Souches

E.c:E.coli  B.s:B.subtilus K.p: K. pneumoniae P.a: P.aeruginosa  S.a: S.aureus

Figure 19 : Biomasse des biofilms de cing souches de référence

D’aprés les résultats obtenus dans la figure (19), on remarque que toutes les souches de
références testées sont de fortement productrice de biofilm (DO > 1,5). Néanmoins, les
valeurs obtenues varient d’une souche a I’autre. Nous signalons que S. aureus est hyper
productrice de biofilm, avec la plus grande valeur de DO (3,4) suivie par P.aeruginosa avec
une DO égale a 3,04 puis par K.pneumoniae, Bsubtilus, E.coli avec des DO respectives de

I’ordre de 1,9; 1,6 et 1,4. Les résultats sont conformes a la littérature ce qui concerne
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P.aeruginosa et S.aureus qui sont considéréees comme des organismes modéles de la
formation du biofilm (Filloux &Vallet, 2003).

3. Détermination de I’activité antimicrobienne
3.1. Détermination des zones d’inhibition

Apres avoir préparé les différentes concentrations, les extrait des plantes ont été
examinés pour leur activité antimicrobienne par la méthode de diffusion sur milieu gélosé des

disques ainsi la méthode des puis.

La diffusion sur milieu gélosé ou aromatogramme est une méthode inspirée de
I'antibiogramme, elle permet de déterminer I'activité inhibitrice de I’huile essentielle ou des
extrait végétaux par mesure du diameétre d'inhibition, autour de disque imprégné de celle-ci
(Sadou et al., 2015).
Apres avoir incubé les boites de pétri pendant 24 h a 30 °C( les bacilles mésophiles), 37 °C
(les souches de références) et 55°C (les bacilles thermophiles), la lecture s’effectue par la
mesure du diamétre de la zone d’inhibition, qui se traduit par un halo translucide autour de
chaque disque (Figure 20), la présence ou l'absence d’un halo expliquerait la sensibilité ou la
résistance des germes vis-a-vis des extraits testés ( tableaul6) :

e Souche resistante R: @ < 06mm

e Souche intermédiaire I: 06 mm <diamétre <13 mm

e Souche sensible S: @> 13 mm ( Abi-Ayad et al., 2011)

L’évaluation de [D’activité antibactérienne, des extraits d’Ammi visnaga, permet de
déterminer I’efficacité ou non de celui-ci sur les dix souches testés : cing souches des bacilles

sporogénes aérobie et cing souches de références.

Selon les résultats de 1’aromatogramme présentés dans le tableau 14, les extrais testées
ont exercé une activité antibactérienne seulement sur E .coli et pas sur les autres souches de
références. Les zones d’inhibition varient avec 1’augmentation de la concentration et
I’origine d’extraits d’Ammi visnaga (cure dent, fruit, ombelle fraiches), la plus grande zone
(16 mm) étant obtenue par I’extrait de fruit (Figure 20 :A). D’une maniére générale, nous
constatons une résistance totale remarquable pour touts les souches sporogénes aérobie
mésophiles (D’, G °, Y) et thermophiles isoles (24 et S).
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Eftet de fiuit d’4mmi visnagasur E. coli Effet de pinus fruit sur S. aureus

L,
$ P
&

Pinus fruit B. subtilus

Figure 20: Evaluation de I’activité antimicrobienne de différents extraits par la technique de
diffusion.

(A) : L’effet de I’extrait aqueux de d’Ammi visnaga (fruit) sur la croissance de E. coli (S)
(B) : L’effet de I’extrait aqueux de Pinus halpensis (fruit) sur la croissance de S. aureus(S)
(C) : L’effet de I’extrait aqueux de la Pinus halpensis (fruit) sur la croissance de B. subtilus(l)

(D) : L’effet de I’extrait aqueux de Citrullus colocynthis sur la croissance de Y'(R




Résultats et discutions

Tableau 14: diamétres des zones d'inhibition de I'extrait de différentes parties d'’Ammi

visnaga.
Extrait Fruit(F) Cure dent(CD) Ombelles
Souches fraiches(OF)
MDZI (mm) MDZI (mm) MDZI (mm)
Concentration 80 60 40 20 80 60 40 20 80 60 40 20
(mg/ml)

Y R R R R R R R R R R R R
D’ R R R R R R R R R R R R
G” R R R R R R R R R R R R
24 R R R R R R R R R R R R
S R R R R R R R R R R R R
E. coli 6 11 10 9 10 9 8 75 8 7 R R
P. aeruginosa R R R R R R R R R R R R
K.pneumoniae R R R R R R R R R R R R
S. aureus R R R R R R R R R R R R
B. subtilus R R R R R R R R R R R R

R : Résistante, MDZI : moyenne de diamétre de zones inhibition, CMI :

concentration minimale inhibitrices

Selon les résultats de D’antibiogramme présentés dans le tableau 15, D’activité
antibactérienne de 1’extrait aqueux du Pinus halpensis (fruit, feuilles) vis-a-vis des souches
testes montre une augmentation relative de la zone d’inhibition avec la concentration de

I’extrait déposé¢ dans le disque de 6 mm ou du puits.

La plus grande zone d’inhibition est constatée chez S. aureus (Figure 20:B) a la concentration
maximale 80mg /ml des extraits des : fruit et feuilles, avec des valeurs respectives de 13mm
et 12,5mm. D’une maniére générale, il est a noter une résistance remarquable pour touts les
souches isolées de bacilles sporulés aérobies mésophiles et thermophiles, vis-a-vis des trois

extrait.

Selon les méme résultats présentés dans le tableau 15, une resistance totale est

observé a 1’égard des extrait de Citrullus colocynthis et a différente concentrations.




Résultats et discutions

Tableau 15: les diametres des zones d'inhibitions de I'extrait de différentes parties d'Pinus

halpensis et de Citrullus colocynthis contre les microorganismes utilisés dans I'étude.

Pinus halpensis Citrullus
Souches Feuille(Pf) Fruit(PF) colocynthis(CC)
MDZI (m) MDZI (mm) MDZI (mm)

Concentration 80 60 40 20 80 60 40 20 80 60 40 20

(mg/ml)
Y R R R R R R R R R R R
D’ R R R R R R R R R R R R
G” R R R R R R R R R R R R
24 R R R R R R R R R R R R
S R R R R R R R R R R R R
E. coli 10 85 R R 11 9 85 8 R R R R
P. aeruginosa 8 R R R 10 R R R R R R R
K .pneumoniae R R R R 11 10 9 R R R R R
S .aureus 13 11 10 9 125105 8 R R R R R
B. subtilus R R R R 8 75 R R R R R

R : Résistante, MDZI : moyen de diametre de zones inhibition, CMI : concentration

minimale inhibitrices

D’aprés les résultats obtenus et selon les diamétres des zones d’inhibition, les dix souches
peuvent étre classées comme le tableau 16 :

Tableau 16: Interprétation des diamétres des zones d’inhibition des dix souches testées.

Plantes Ammi visnaga Pinus halpensis  Citrullus colocynthis

fruit cure dent ombelle fruit feuilles
Souches fraiches

E. coli S (16mm)
P. aeruginosa
K. pneumoniae
S. aureus

B. subtilus

S

D9

G”

24

Y R R

I
R R
R R
R R
R R
R R
R R
R R
R R

VOOV XHOVD OV IO O A0 —
DVXIVODAOODWLVL IO — —
V200V XHO XNV OO O T

070200210

Resistant R: @ <0. 6cm; Intermediaries I: 1.3 cm <diameter <0.6cm; Sensible S: @> 1.3 cm.
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D’ apres les résultats obtenus (tableau 16) seules 2 souche sont sensible, E. coli qui a
présenté une sensibilité a I’extrait d’Ammi visnaga (fruit) et intermédiaire aux autres
composés de la plante aux extrait Pinus halpensis, ainsi que S. aureus qui a été sensible aux
extraits des feuilles de Pinus halpensis et intermeédiaire au extrait de fruit. Alors que B.
subtilus, K. pneumoniae , P. aeruginosa sont intermédiaires aux extraits de fruit de Pinus
halpensis et P. aeruginosa est également intermédiaire aux extrait de feuille de Pinus

halpensis. Toutes les autres souches présentent une résistance totale a tous les extraits testes.

3.2. Détermination des concentrations minimales inhibitrices
Selon les résultats obtenus dans 1’aromatogramme, en se basent sur I’intervalle des
zone d’inhibitions, on a déduit une estimation de concentration minimale inhibitrice pour les

dix souches comme le montre le tableau 17.

Tableau 17: Détermination des concentrations minimales inhibitrices (CMI)

Souches Ammi visnaga (mg/ml) Pinus halpensis Citrullus
(mg/ml) colocynthis

F CD OF PF Pf (mg/ml)

E. coli 20> 20> 40< 20> 40< 80<

P. aeruginosa 80< 80< 80< 60< 60< 80<

K. pneumoniae  80< 80< 80< 80< 80< 80<

S. aureus 80< 80< 80< 80< 20> 80<

B. subtilus 80< 80< 80< 40< 80< 80<

S 80< 80< 80< 80< 80< 80<

D’ 80< 80< 80< 80< 80< 80<

G” 80< 80< 80< 80< 80< 80<

24 80< 80< 80< 80< 80< 80<

Y 80< 80< 80< 80< 80< 80<

Ammi visnaga : cure dent(CD), fruit (F), ombelle fraiches(OF) , Pinus halpensis : fruit (PF),
feuilles (Pf) et Citrullus colocynthis(CC)

> D’ apres les résultats obtenus on peut conclure que I’activité antimicrobienne
des extraits est variable d’une souche a I’autre d’un part, et d’un extrait a 1’autre d’autre

part. Cette variabilité est due a la composition des plantes ainsi qu’aux souches testées.




Résultats et discutions

4. Détermination de la concentration minimale inhibitrice de la formation
du biofilm(CMIB)

Nous avons déterminé les concentrations minimales inhibitrices de la formation du
biofilms des extraits d’Ammi visnaga (cure dent, fruit, ombelles fraiches), de Pinus halpensis
(fruit, feuilles) et de Citrullus colocynthis (grain). Les résultats obtenus (figure 21 a 25) ont
permis de mettre en valeurs I’effet des extraits sur I’inhibition potentiel de la formation du
biofilm des souches étudiees.

La figure 21 représente 1’effet de différents extraits sur la formation de biofilm de la
souche sporulée thermophile 24. On remarque que ’extrait de Citrullus colocynthis a 80
mg/ml et  Ammi visnaga (fruit) & 100mg/ml inhibent fortement la formation du biofilm,
comme le montrent les valeur des DO respectives : 0,14 et 0,10,qui sont nettement inférieurs
a celles de Pinus halpensis (feuilles) a 300mg /ml (DO=0, 32) ,d’Ammi visnaga :ombelle

fraiches a 100mg /ml (DO=0, 38) et cure dent a 200 mg/ml (DO=0, 4).

m 300mg/ml
Souche 24 = 200mg/ml
= 150mg/ml
337 100mg/m|
E 31 = 80mg/ml
§ 25 - = 60mg/ml
S 9 40mg/ml
E temoin
% 1,5
o 1
8 05 -
0 e
Ammi Pinus Citrullus
visnaga: fruit  cure dent ombelle halpensis: colocynthis
fraiche feuilles
Extraits vegetaux

Figure 21: Effet des extrait des plantes d’Ammi visnaga, Pinus halpensis et Citrullus
colocynthis sur la formation de biofilm de la souche 24.

D’apres la figure 22, nous constatons, qu’avec 1’augmentation de la concentration de
I’extrait aqueux de différentes parties des plantes, une diminution relative de la formation du
biofilm de la souche sporulée mésophiles est enregistrée. L’effet inhibiteur le plus important
est remarqué chez Pinus halpensis (feuilles) a une concentration maximale de 300mg/ml et
une DO de 0,12, suivie par I’extrait d’Ammi visnaga (cure dent) & la méme concentration
avec une DO de 0,25, par ailleurs la plus faibles inhibieur est révélée chez I’extrait d’Ammi

visnaga (fruit) avec une DO de 0,46 a 100mg/ml.
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Figure 22: Effet des extrait des plantes d’Ammi visnaga, Pinus halpensis et Citrullus

colocynthis sur la formation du biofilm de la souche D’.

Selon la figure 23, Nous observons une diminution proportionnelle de la formation de
biofilm de la souche K. pneumoniae avec 1’augmentation de la concentration de 1’extrait
aqueux de différentes parties des plantes. L’effet inhibiteur le plus important est remarqué
chez 1’extrait d’Ammi visnaga (ombelle fraiches) a la concentration maximale 100mg/ml
avec une DO de 0,32, suivie par Citrullus colocynthis avec une DO de 0,4 a 80 mg/ml et la
plus faible inhibition est constatée chez 1’extrait Ammi visnaga (cure dent) a 80 mg/ml avec
une DO de 1,11.

K. pneumoniae

3,5 H 150mg/m
3 [
H 100mg/m
£25 | g/
c
2
R M 80mg/ml
o 15
E 1 H60mg/ml
% 0,5
Sl mg/ml
e}
. /MTT
v (4 S . .
Q @\*“\ ew‘” < &c\“ K v &‘\\0 ‘\\& i temoin
s“& o Q,\\Q’% vxé\s. S o\od
L AY N Sc
&\\‘\ o s\@' o
» o o
Extrait végetaux

Figure 23: Effet des extrait des plantes d’Ammi visnaga, Pinus halpensis et Citrullus

colocynthis sur la formation de biofilm du K. pneumoniae.
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Selon la figure 24, on remarque une diminution proportionnelle de la formation de
biofilm de la souche S .aureus avec I’augmentation de la concentration de I’extrait aqueux
de différentes parties des plantes. L’effet inhibiteur le plus important est constaté chez Pinus
halpensis (fruit) a la concentration maximale de 150 mg/ml avec une DO de 0,05, suivi par
Citrullus colocynthis avec une DO (0,17) a la concentration maximale 80 mg/ml et par Ammi
visnaga (cure dent) avec une DO de 0,24 a 200mg/ml. Par contre le plus faible effet
d’inhibition est constaté chez Ammi visnaga (ombelle fraiches), Pinus halpensis (feuilles) et
Ammi visnaga (fruit) avec une DO de 0,63, 0,90 et 1,67 respectivement.

S.aureus
35 - ®200mg/ml
kR u 150mg/ml
’2,5 ] i 100mg/ml
=2
,_% - & 80mg/ml
S 1 4 = 60mg/ml
@)
@5 | mg/ml
0 ' ' ' ' ' ' 20mg/ml
. M Z20mg/m
& & S « &~ & )
& « & & ¢ &
G 00 \\@ &\ © @ TEMOIN
& Nl & &
D & "D\ \QG"
& s A S
ka Q\Qo c}é
Extrait végétaux

Figure 24: Détermination de CMIB des extrait des plantes d’Ammi visnaga, Pinus halpensis

et Citrullus colocynthis sur la formation du biofilm de S .aureus.

Selon les résultats représentés dans la figure 25, on remarque que L’effet inhibiteur le
plus important est celui de Citrullus colocynthis a la concentration maximale de 80 mg/ml
avec une valeur de DO de 0,23 et la plus faible inhibition est constatée chez Pinus halpensis

(feuilles) avec une valeur de DO de 0,6 a 200 mg/ml.
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Figure 25: Effet des extrait des plantes d’Ammi visnaga, Pinus halpensis et Citrullus

colocynthis sur la formation du biofilm d” E. coli.

Selon les résultats obtenus de la méthode de dilution en milieu liquide, on a déduit la
concentration minimale inhibitrice de formation du biofilm (CMIB) pour les cing souches
comme le montre le tableau 18.

Tableau 18 : Estimation des concentrations minimales inhibitrices de formation du biofilm

(CMIB)
Souches Ammi visnaga(mg/ml) Pinus Citrullus
halpensis(mg/ml) colocynthis

F CD OF PF Pf (mg/ml)

E. coli 200< 150< 80< 200< 80<

K. pneumoniae  80< 80< 100< 80< 150< 80<

S. aureus 80< 200< 100< 150< 100< 80<

D’ 100< 300< 100< 300< 80<

24 100< 200< 100< 300< 80<

Ammi visnaga : cure dent(CD), fruit (F), ombelle fraiches(OF), Pinus halpensis : fruit (PF),
feuilles (Pf) et Citrullus colocynthis(CC)

Il est intéressant de remarquer les valeurs de CMIB les plus faibles (80< mg/ml) sont
obtenus par les extraits de Citrullus colocynthis a 1’égard de toutes les souches testées. Cette
valeur de CMIB est également obtenue par les extraits d’Ammi visnaga (fruit) a ’égard de S.
aureus et K. pneumoniae et I’extrait des cure dents d’Ammi visnaga a I’égard de K.

pneumoniae ainsi ceux de Pinus halpensis (fruit) a I’égard de K. pneumoniae et E. coli.
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> Discussion

Concernent I’effet des extraits de plantes testés a notre connaissance peu de travaux
scientifiques sont publiés sur le pouvoir antimicrobien et antibiofilm des extraits aqueux de
ces plantes : Pinus halpensis, Ammi vinaga et Citrullus colocynthis, la majorité des travaux
concerne les huiles essentielles et leur effet antioxydant.

D’aprés les résultats obtenus par les tests réalisés avec les différents extraits et selon leurs
efficacités vis-a-vis des microorganismes sélectionnés, on a constaté que les extraits montrent
un effet inhibiteur plus important pour toutes les bactéries en utilisant la méthode de dilution
en milieu liquide que celui obtenue dans I’aromatogramme. Cela pourrait étre expliqué par le
contact direct de la molécule active en solution avec les cellules bactériennes contrairement a
la méthode des disques qui sont I’un des méthodes qui nécessite d’abord la diffusion de
I’agent antimicrobien.

Il ressort de ces résultats que les bactéries Gram (+) : bacille mésophiles (D), thermophiles
(YY), et Staphylococcus aureus sont plus susceptibles aux extraits (beaucoup plus dans la
méthode de dilution en milieu liquide) que les bactéries Gram (-). La résistance des bactéries
Gram (-) a été attribuée a la présence d’'une membrane externe, imperméable aux composés
hydrophobes grace a son revétement lipopolysaccharide. L'absence de cette barriére, chez les
bactéries Gram (+) permet le contact direct des constituants hydrophobes de I'huile essentielle
avec la bicouche phospholipidique de la membrane cellulaire, provoquant ainsi soit, une
augmentation de la perméabilité des ions et la fuite des constituants intracellulaires vitaux,
soit une déficience au niveau du systéeme enzymatique (Bouchekrit et al. ,2016 ; Sadou et
al., 2015).

La comparaison de nos résultats avec la littérature montre une différence qualitative et
quantitative qui peut étre attribuée a des différences dans la composition chimique des
extraits végétaux. En effet, les propriétés antibactériennes des huiles essentielles et des
extraits végétaux de plusieurs plantes aromatiques et médicinales sont attribuées a leur
composition chimique (Sadou et al., 2015).

Ces variabilités, permettent la distinction de différents chimiotypes, sont les résultats d'un
processus adaptatif a des conditions écologiques particulieres (régions géographiques,
conditions climatiques, altitude), la période de collecte de la plante, les parties de la plante,
I'état de la plante (fraiche ou seche) et la méthode d'extraction de I'huile essentielle (Fekih et

al.,2014), ce qui est refléte sur la composition de plantes. En ’effet, la variabilité de 1’effet
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inhibiteur entre les extraits des différentes parties de la méme plante : d’Ammi visnaga (cure
dent, fruit, ombelle fraiches) et Pinus halpensis( fruit, feuilles) , peut étre expliqué par la
variation de composition chimique et la teneur de certains polyphénols.

Les travaux de Ghareeb et al., (2011) sur I’activité antibactérienne et antifongique
d’A. visnaga ont montré son efficacité contre K. pneumoniae et E. coli et d’autre souches
ainsi que sur des especes fongiques .Ces résultats sont comparable & ceux que nous avons
obtenus concernent 1’effet inhibiteur sur le biofilm, mais ne le sont pas dans le cas des
résultats d’aromatogramme ou seulement E. coli montres une sensibilité a ces extraits.
En outre, d’aprés Jaradat et al. (2015), les extraits de plantes d’/Ammi visnaga (L) obtenus en
utilisant des solvants organiques ont une forte activité antimicrobienne que I'extrait aqueux et

que les variations parmi les espéces étaient évidentes.

Les résultats obtenus dans ce travail sur 1’effet inhibiteur du biofilm ainsi pour 1’activité
antimicrobien sont en accord avec ceux d’Abi Ayad et al. (2011) et Sadou et al., 2015 , qui
ont observé une sensibilité plus importante chez S. aureus que chez E. coli et P. aeruginosa

vis a- vis des huiles essentielles de Pinus helepensis Mill.

Concernant I’effet inhibiteur de la coloquinte, les résultats de Shawkey et al., (2014), ont
montré que I’extrait ethanolique des grain C. colocynthis ont un effet antimicrobienne
favorable sur les souches testées. De ce fait nos résultats obtenus de I’effet inhibiteur sur le
biofilm sont comparable avec ces résultats et on constate une différence liés a la richesse de
cette plante on composés phénoliques et d’une autre part ces résultats est incompatibles avec
les résultats de 1’aromatogramme, ceci est probablement di a la faible concentration utilisées
ainsi qu’au facteur de diffusion indirect d’extrait dans le milieu.

D’aprés Bnyan et al.,( 2013) , I’extrait aqueux de C. colocynthis n’a aucun effet inhibiteur
comparé a I’extrait ethanolique , ce qui confirme les résultats de 1’aromatogramme. Ceci est
pouvant étre di a la faible solubilisation de 1’extrait dans I’eau distillée a un probléme de
diffusion en milieu aqueux, mais aussi a la nature des composes des extrait aqueux ainsi a

leur mécanisme d’action.

En effet, il est a noter que tous I’extrait testés quelle que soit la plante ont un effet inhibiteur

sur la formation de biofilm alors qu’ils sont inactifs sur la croissance planctonique.




Conclusion

» Conclusion

Ce travail a porté sur deux aspects : 1'un est I’isolement des souches de bacilles
thermophiles et mésophiles a partir du lait pasteurise recombiné et lait de vache local ainsi
que la caractérisation phénotypique des souches isolées et la détermination de leur potentiel
de formation des biofilms. L’autre point est la détermination du pouvoir antimicrobien et
I’activité antibiofilm des phyto-extraits sur les souches isolés et les souches de références.

A la lumiére des résultats obtenus, il apparait clairement que les extraits aqueux des
plantes médicinales d’Ammi visnaga (cure dent, fruit et ombelle fraiches), Pinus halpensis
(fruit et feuilles) et Citrullus colocynthis réputées pour leurs activités biologiques
intéressantes, possédent une activité un pouvoir antibiofilm contre les microorganismes
testés par la méthode des dilutions.

Les travaux effectués sur 1’inhibition de la croissance microbienne décrivent, que cette
derniére dépend de deux facteurs primordiaux, 1’espéce bactérienne testée et la variété des
extraits testés. Concernant 1’effet souche, les résultats obtenus ont montré que les bactéries
cibles, peuvent étre classées dans 1’ordre croissant de résistance comme suit : S.aureus,
E.coli, K.pneumoniae, B. subtilus, P. aeruginosa et en dernier les bacilles sporules
mésophiles et thermophiles isolées qui affichent ainsi la plus grande résistance. D’autre part,
cette inhibition est en relation étroite avec la variété des extraits testes, les plus actifs sont
ceux obtenus de 1’espece Pinus halpensis (fruit, feuilles) et d’Ammi visnaga (fruit) sur la
croissance planctonique. La mise en évidence de ’activité antibiofilm montre une efficacité
remarquable sur la croissance du biofilm par tous les extraits testés comparés a la croissance
planctonique. Selon leurs efficacités vis-a-vis des microorganismes testés, on peut les classer
par ordre décroissant : Citrullus colocynthis, Pinus halpensis (fruit), Ammi visnaga (ombelle
fraiches) et Pinus halpensis (feuilles), Ammi visnaga (cure dent), d’Ammi visnaga (fruit).

Enfin, et comme perspectives, nous souhaitons que cette investigation sera approfondie
par d’autres études portant sur :

» La recherche d’autres substances antimicrobiennes, extraites des plantes

» Confirmer les résultats concernant I’importance 1’effet inhibiteur de ces extraits
végétaux sur la formation de biofilm

» Dexploitation des extraits de d’autres plantes médicinales en choisissant d’autres
méthodes d’extraction et d’autres parties de plantes ainsi d’autres dissolvant (extrait

organique et éthanolique).
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» ANNEXES

Milieux de culture

» Composition du milieu TSA (Tryptic Soy Agar)

ANNEXES

Eléments Quantité (g/L)
Hydrolysat enzymatique de caséine 17,0g/litre
Peptone de soja 3,0g/litre
D-Glucose 2,50g/litre
Chlorure de sodium 5,0g/litre

Hydrogénophosphate dipostassique 2,50g/litre

pH final : 7,3+0,2
> Bouillon tryptic soy broth TSB (1 Litre)

Elements Quantite (g/L)
Bacto Tryptone (digestion pancréatique de caséine) 17,0g/litre
Bacto Soytone (digestion peptique de semoule de soja) 3,0g/litre
Glucose (dextrose) 2,50q/litre
Chlorure de sodium

Hydrogénophosphate bipostassique 2,500/litre

pH final : 7,3+0,2

Bouillon nutritive

Eléments Quantite (g/L)
Peptone 159

Extrait de levure 39
Chlorure de sodium 69

D (+) —glucose 19

Eau distillée 1000 ml

PH=7,5 -/+ 0,2 (37°C).




ANNEXES

> Solution dissolvent

Eau distillé 250 ml

Acide acétique glacial 33% 50 ml

7

% Eau physiologique

Eau distillé 1000 ml

Na ClI 19

% Cristal violet

Eau distillé 1000 ml

Cristal violet 19
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