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Au cours des derniéres années, la consommation de la viande de pouleta continué de
progresser, tant en Algérie que dans tous les pays industrialisés. La viande de poulet est une
des plus populaires puisqu’elle représente une excellente source de protéines, et contrairement
a la viande rouge, n’est pas reconnue pour étre associée a des risques augmentés de certaines
maladies (Kaci, 2014).

La contamination microbienne de la surface des équipements utilisés en industrie
agroalimentaire est a [’origine de problémes d’altération de la qualit¢ des produits
alimentaires ainsi que de la perte ou la diminution des rendements et I’augmentation des couts
de production. Ces microorganismes peuvent non seulement entrainer 1’altération et la
dégradation prématurée des produits au cours de la fabrication mais également se trouver
aussi dans le produit fini et par conséquent étre la cause potentielle de toxi— infections
alimentaires. Cette contamination est due a 1’adhésion bactérienne aux surfaces des
équipements qui favorise la formation de biofilms résistants aux agents antimicrobiens. Ces
biofilms formés sontdifficilesa éliminer, ce qui constitue un vrai probléme en industrie
agroalimentaire (Iniguez-Moreno et al., 2019 ; CHERIF ANTAR, 2015)

La présence de biofilms dans I'industrie de viande est un probleme majeur en termes
de qualité, de technologie et potentiellement de santé publique. Les biofilms peuvent se
former sur différents types de surface et particuliecrement sur 1’acier inoxydable qui
composent la majorité des équipements des industries agroalimentaires. Les biofilms
comportent un écosysteme microbien complexe qui inclut des microorganismes pathogenes
et/ou d’altération. Ces microorganismes indésirables sont responsables de rejet des produits,
des pertes économiques et des maladies d’origine alimentaire. Pour ces raisons, des procédés
de nettoyage et désinfection sont régulierement mis en ceuvre. L'efficacité de ces traitements
reste toutefois variable(Giaouris et al., 2013). En effet, la recherche de produits alternatifs se
poursuit et les composés phytochimiques naturels isolés de plantes utilisées en médecine
traditionnelle sont considérés comme de bonnes alternatives aux produits chimiques
synthétiques. Des substances naturelles telles que I’ail qui a montré une activité anti-biofilm.
Depuis quelques années,un intérét accrus est porté sur des molécules d’origine naturelle ayant
des propriétés antibactérienne et anti biofilms.L’Allium sativium a été utilisé pendant des
siécles dans la cuisine comme aromatisants et dans la médecine traditionnelle. Ces dernieres
annees, il est principalement étudié pour leurs propriétés biologiques telles qu’antioxydant,

antimicrobien, antidiabétique et anti-biofilm (Girish et al., 2019)



L’objectif de ce travail est d’une part évaluer la capacité de formation de biofilm par
des souches isolées de la viande de poulet hachée et du Doner Kebab commercialisé dans la
région de Tlemcen. D’autre part, tester I'effet de 1°‘Allium sativium a différentes concentrations
et a desdifferents temps de traitemens sur des biofilms matures formés par des souches de
Staphylococuus aureus isolées a partir de la viande de poulet commercialisée dans la région de
Tlemcen.

Ce mémoire est sincée en trois parties :

Dans une premiére partie nous avons fait un point sur 1’état des connaissances sur les biofilms,
I’Allium sativum ainsi qu’un rappel sur les deux bactéries que nous avons étudié, Bcillus cereus
et Staphylococcus aureus. Puis nous avons expliquéla méthodologie envisagée dans la dexiéme
partie.La derniere partie est consacrée aux résultatns obtenus. Pour finir, nous avos presenté

une consluion avec des prespectives.






Chapitre 1 : Généralités sur Bacillus cereus et Staphylococcus aureus

1.1. Généralités sur Bacillus cereus :

Le genre Bacillus comprenait a I'origine toutes les bactéries en forme de batonnets, mais ne
comprend maintenant que de grandes bacilles & Gram positif, qui forment des chaines et qui
poussent généralement de fagon aérobie ou anaérobie (Thwaiteh et Atkins, 2012). Bacillus est
un genre trés diversifié avec plus de 200 espéces (Tanget al., 2015). Le genre Bacillus englobe
plusieurs especes y compris Bacillus anthracis, Bacillus cereus, Bacillus subtilis et Bacillus
thuringiensis connu sur leur pathogénicité pour les humains (Celandroni et al., 2016 ; Thwaiteh
et Atkins, 2012).

1.1.1. Définition de Bacillus cereus :

L'espece Bacillus cereus appartient au groupe appelé « Bacillus cereus ». Ce groupe
comprend les batonnets a Gram positif, aérobies ou anaérobies facultatives, sporulantes dont
leurs caractéristiques sont indiquées dans le tableau 1 (Marrollo, 2016). Bacillus cereus (figure
1) est une bactérie motile, catalase positif, béta-hémolytique qui métabolise le mannitol et génére
des spores (Ceuppens et al., 2013). La température de croissance s'étendant de 10 a 48°C avec
un optimum qui se situe entre 28 et 35°C. Les valeurs du pH varient de 4,9 a 9,3 alors que
I’activité de l'eau de 0,92 a 1 (Abrahaet al., 2017). C’est une bactérie fréquente dans les
aliments et les environnements naturels (Nam et al., 2014). Bacillus cereus est classée comme
une espéce de grande taille avec une largeur cellulaire supérieure a 0,9 mm et dont les spores ne

gonflent pas significativement le sporange (Pontieri, 2016).
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Figure 1 : Observation par microscopie électronique de Bacillus cereus (Majed, 2017)

1.1.2. Pathogénicité de Bacillus cereus :

Bacillus cereus est un pathogene qui peut causer des maladies d'origine alimentaire. La
figure 2 montre la distribution des produits alimentaires qui sont impliqués dans des
intoxications causées par Baillus cereus en Europe de 2009 au 2012. C'est un germe largement
diffusé dans I'environnement et les produits alimentaires. Il peut former des spores capables de
survivre aux températures normales de cuisson (Hwang et Huang, 2019). Certains facteurs de
virulence de B. cereus sont exprimés pendant les premiers stades de la sporulation (Faille et al.,
2014).

Le potentiel pathogene de Bacillus cereus a été lié a la sécrétion de plusieurs protéines de
virulence (JelRberger et al., 2015 ; Senesi et Ghelardi, 2010). B. cereus peut produire des
toxines causant deux types d'intoxication alimentaire : I'intoxication émétique et diarrhéique. Les
facteurs de motilité de Bacillus cereus sont aussi des facteurs de pathogénicité (Senesi, et al.,
2010). Les protéines de virulence comprennent des hémolysines, phospholipases, toxines
trimériques (hémolysine BL, HBL ; entérotoxine non hémolytique, NHE), la cytotoxine K (cytk)
et les protéases (Jel3berger et al., 2015; Celandroni et al., 2014 ; Ramarao et Sanchis,
2013 ;Senesi et Ghelardi, 2010).HBL, NHE et cytk agissent comme des protéines destructrices
ou réactives tissulaires quipeuventendommager la membrane plasmique de plusieurs cellules
(Senesi et Ghelardi, 2010).

Les souches pathogénes de B. cereus peuvent causer une série d'infections chez les
humains, les toxi-infections dont les différents types de produits impliqués sont indiqués dans la
figure 2. Ces intoxicationssont dues a l'action de la toxine Hbl, de la toxine Nhe et de la

cytotoxine K produite par le micro-organisme dans le tube digestif. Cela se produit lorsque les


https://fr.pons.com/traduction/fran%C3%A7ais-anglais/qui
https://fr.pons.com/traduction/fran%C3%A7ais-anglais/qui
https://fr.pons.com/traduction/fran%C3%A7ais-anglais/endommager
https://fr.pons.com/traduction/fran%C3%A7ais-anglais/cellule
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spores ou les cellules végétatives de B. cereus survivent a la barriere pH de I'estomac et
atteignent le petit intestin ou elles produisent ses toxines en quantités suffisantes (Berthold-
Pluta et al., 2015). De plus, B. cereus produit des biofilms qui peuvent jouer un réle majeur dans

I'attachement aux cathéters (Celandroni, et al., 2016).
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Figure 2: Distribution des types de produits alimentaires impliqués dans des intoxications
causeespar B. cereus en Europe entre 2009 et 2012 (EFSA, 2011,2012, 2013, 2014)

1.1.3. La spore de Bacillus cereus :

Les spores de certaines especes de Bacillus sont des agents majeurs de la détérioration
alimentaire et des maladies d'origine alimentaire (Coleman et al., 2010). Généralement les
bactéries du genre Bacillus sporulent en aérobiose (Talukdar et al., 2015). B. cereus forme
des spores comme une stratégie principale pour survivre (Hayrapetyan et al., 2016), méme
au sein des biofilms (Hayrapetyan et al., 2015 ; Faille et al., 2014). Les endospores
bactériennes sont formées en réponse a I'épuisement des nutriments durant la croissance
végétative (Liu, 2014). Elles sont résistantes a plusieurs formes de stress environnemental qui
seraient autrement mortelles pour les cellules végétatives (Zhou et al., 2017). Les endospores
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sont métaboliquement dormantes et contiennent peu ou pas de composés a forte énergie tels
que NADH et ATP. Il y a peu ou pas de métabolisme détectable des composés exogenes ou
endogenes (Liu, 2014).

1.1.3.1. Structure de la spore : Comparée aux cellules en croissance, il n'est pas surprenant que
la spore ait une structure tres différente. De I'extérieur a l'intérieur, elle se compose comme
I’indique la figure 3 de : I'exosporium, les manteaux, la membrane externe, le cortex, la paroi
cellulaire germinale, la membrane interne et le noyau central (Liu, 2014).

Les spores du B. cereus sont caractérisées par la présence d'une couche externe dite
exosporium (figure 4), qui les entoure. Cette couche est suspectée de jouer un role majeur dans
I'adhésion des spores aux différentes surfaces (Lequette et al., 2011). L’exosporium est COMposé
d’environ 20 protéines et glycoprotéines (43-52 % du poids sec) mais il contient aussi 15-18 %
de lipides, 20-22 % d’hydrates de carbone et 4 % de cendres contenant a la fois du calcium, du
magnésium et quelques composés indétermines (Leggett et al., 2012). L’exosporium est décrit,
chez Bacillus comme une masse transparente souple qui ne semble pas étre attachée au reste de
la surface de la spore. D’une épaisseur de 25 a 40 nm, il est composé d’une partie inférieure
lamellaire d’une épaisseur de 190 A et d’une partie supérieure plus aérienne composée
d’appendice de 10 nm de diamétre formant une bordure en brosse (Lequette et al., 2011).

Les filaments de la bordure en brosse de 1’exosporium sont principalement constitués de la
protéine BclA (Lequette et al., 2011). Au total, une vingtaine de protéines a été identifiée dans
I’exosporium de B. cereus mais peu d’information existe sur leurs fonctions (Abhyankar et al.,
2013). Une structure complexe de nature protéique se construit autour du cortex formant les
tuniques. Le role spécifique de la plupart des protéines des tuniques n’est pas connu. Cependant,
on définit un groupe particulier de protéines dites morphogénétiques qui jouent un réle important
dans la formation de la structure des spores. Chez B. cereus, ces protéines sont les protéines
SpolVA, CotE, CotO, SafA (ExsA), SpoVM, SpoVID, CotH et CotG (McKenney et al., 2013).

Le cortex des spores est compose de peptidoglycane qui, bien que, largement similaire a
celui des cellules végétatives, posséde quelques modifications spécifiques, comme I'absence

totale d'acide teichoique dans les résidus N-acétylmuramique (NAM) (Leggett et al., 2012).
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Figure 3 : Ultrastructure de la spore de Bacillus cereus. Echelle de mesure : 200nm.
(Bressuire-1soard, 2015)
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Figure 4: Ultrastructure de I’exosporium des spores. Agrandissement d’une coupe de spores
de B.cereus observée en microscopie électronique a transmission (MET). Barre d’échelle :
100 nm (Lequette et al., 2011)

1.1.3.2. Sporulation :Le processus de sporulation et les propriétés des spores sont influencés par
les conditions environnementales (Sella et al., 2014). Pendant le processus de sporulation, les
cellules végétatives réduisent leur masse, préservant l'information génétique essentielle et
produisant des spores plus denses et plus petites que la cellule parentale (Zhou et al., 2017). Les
étapes morphologiques de la formation des spores sont similaires chez toutes les bactéries
sporulantes comme I’indique la figure 5 (Talukdar et al., 2015). Le cycle de sporulation des
éspéces de Bacillus se compose des phases suivantes (Sella et al., 2014 ; Liu, 2014 ; Errington,
2003 ; Higgins et Dworkin, 2012 ; Setlow, 2007) :

= Phase | : les matiéeres nucléaires sont disposées axialement en filaments.

i
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= Phase Il : l'achevement de la ségrégation de I'ADN se produit simultanément a
I'invagination de la membrane plasmatique en position asymétrie, prés d'un pole de la
cellule, formant un septum.

= Phase Il : le septum commence a se courber, et la spore immature est entourée d'une
double membrane de la cellule mére dans un processus d'engloutissement, semblable a
la phagocytose.

= Phase IV : La cellule mere intervient dans le développement de la spore. Les couches
protéiques internes et externes de la spore sont assemblées, et le cortex composé d'une
couche épaisse de peptidoglycanes entre les membranes internes et externes de la
spore est synthétisé. De plus, le dipicolinate de calcique s‘accumule dans le noyau.

= FEtape V : Le manteau de spore est synthétisé, composé environ de 80 protéines
déposées par la cellule mere, et disposées en couches internes et externes.

» Phase VI : La maturation des spores se produit a ce stade et les spores deviennent
résistantes a la chaleur et aux solvants organiques.

= Phase VII : Les enzymes lytiques perturbent la cellule mére en libérant les spores

matures.
Cell membrane
Cell wall
Polar division Cortex Spore coat
| ¢ ”w
t Germination
T
Vegetative Stage IT Stage I1I Stage IV Stage V Stage VI, VII
cell Asymmetric Engulfment Cortex Spore coat Maturation,
cell division cell lysis

Figure 5 :Le cycle de sporulation des bactéries sporulées (Pandey, 2014).
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1.1.3.3. Germination des spores : La germination est initiée en réponse a I’interaction entre les
germinants et leurs récepteurs situés au niveau de la membrane interne de la spore (Abee et
al.,2011). 1l existe deux types d’inducteurs de germination : des germinants de type nutriments
(acides amineés, sucres) et autres tel que la haute pression, des agents chimiques et des
surfactants. Les germinants sont sensiblement différents d’une espéce a une autre (Setlow,
2014 ;Setlow, 2013 ; Paredes-Sabja et al., 2011). Les facteurs menant a la germination des
spores varient considérablement, mais des composants spécifiques, appelés germinants,
comprenant la L-alanine, le glucose ou l'inosine peuvent se lier aux récepteurs GerA et GerB
situés dans la membrane interne de I'enveloppe de la spore et induire la germination (Soni et
al.,2019). La liaison des germinants aux protéines Ger chez B. cereus initie une cascade de
réactions conduisant a l'expression des protéines nécessaires a la transformation des spores
dormantes en cellules végétatives. L'effet des germinants est trés spécifique pour chaque espéce
(Soni et al.,2019). La figure ci-dessous montre les spores de B.cereus observées par microscope

optique en cours de germination.

Figure 6:0bservation au microscope optique en contraste de phase des spores de B.cereus en
cours de germination. (A) : Une spore réfringente, (B) : une spore germée « grise » et (C) :
spore germée noire. Echelle 0,5 uM (Bressuire-lsoard, 2015).

1.1.3.4.Caractéristiques des spores de Bacillus cereus :Les spores sont des formes de vie tres
résistantes par rapport aux spores de moisissure et de levure. Leur inactivation compléte est
souvent impossible sans altérer la qualité de I'aliment (Evelyn et Silva, 2018 ; Daryaeiet al.,
2013). Elles sont omniprésentes dans la nature et peuvent survivre a la fois aux stress chimiques
et physiques, aux processus de conservation des aliments et aux conditions environnementales
défavorables telles que la pression, la chaleur, les bactéricides, les rayons UV, 1’absence d’eau et

de nutriments, et peuvent rester inactives pendant des siecles. Les différentes couches de spores
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bactériennes sont composées de protéines. Celles-ci aident a fournir une protection contre une
variété de stress, du coup, la résistance des spores est une conséquence de leur structure
(Abhyankar et al., 2018 ; Pereira et Sant Ana, 2018).

1.2. Généralités sur Staphylococcus aureus :

Le genre Staphylococcus comprend 52 espéces et 28 sous-espéces (Podkowik et al .,
2016), qui se produisent fréguemment comme colonisateurs commensaux des muqueuses
cutanées des animaux a sang chaud (Becker et al., 2014). En ce qui concerne la capacité a
coaguler le sang, les staphylocoques se divisent en deux groupes : coagulase positive (CPS) et
coagulase négative (CNS). Cependant, cette division ne reflete pas I'hétérogénéité de la
pathogénicité et les préférences des habitats. Pendant des décennies, la plus grande partie de la
recherche a été axée sur Staphylococcus aureus coagulase positive. Par conséquent, ses facteurs
de virulence, la structure de population, les interactions pathogéne-héte et la capacité de causer
des infections potentiellement mortelles restent caractérisés dans la plus grande mesure
(Podkowik et al., 2016). Les Staphylocoques sont des agents pathogénes qui causent des
infections dont S. aureus est bien connu pour sa capacité a provoquer des intoxications
alimentaires due a la sécrétion d'entérotoxines thermostables (warneret al., 2017;Hennekinne et
al., 2012).

1.2.1. Définition de Staphylococcus aureus :

Staphylococcus aureus est une bactérie de forme sphérique (figure 7) a Gram positif, d’un
diamétre allant de 0,5 a 1,5u, anaérobies, non génératrices de spores, non motile (Speziale et
Geoghegan, 2015 ; Tonget al., 2015). L'identification de cette espece est basée sur la production
de coagulase, qui est produite par presque toutes les souches (Castro et al., 2018).
Staphylococcus aureus est répandu dans les aliments d'origine animale, particulierement dans les
produits de viande de poulet cru, en raison de I'exposition directe et de la contamination croisée
aux stades de I'élevage, de l'abattage et de la transformation, du transport, de I'entreposage et de

la commercialisation (Wang et al., 2017).
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Figure 7:0bservation par microscope électronique a balayage de Staphylococcus aureus
(Rubab et al., 2018)

1.2.2. Pathogénicité de Staphylococcus aureus :

Staphylococcus aureus est un pathogéne opportuniste chez I'humain et d'autres especes
animales. L'intoxication alimentaire due au staphylocoque est la troisieme cause des maladies
d'origine alimentaire dans le monde (Aydin et al ., 2011). Staphylococcus aureus résiste aux
antibiotiques chez les animaux destinés a l'alimentation et les aliments d'origine animale en
raison de son association commensale.

Staphylococcus aureus est un pathogéne qui peut produire plusieurs toxines, y compris la
toxine alpha, les toxines exfoliative (ETA, ETB,...), des entérotoxines, et de la leucocidine de
Panton—Valentine leucocidin (Hischebeth et al., 2019). Staphylococcus
aureusproduit des enzymes telles que la catalase etla coagulase qui sont considérées comme des
agents de virulence. La catalase est une enzyme de protéine d’héme qui décompose le peroxyde
d'’hydrogéne produit par des phagocytes. La production de la catalase ne semble pas étre
essentielle pour la croissance de Staphylococcus aureus mais c'est un mécanisme de défense
contre la destruction du micro-organisme (Dezfulian et al., 2010). Des génes conférant une
résistance a toutes les classes d'antibiotiques ont été détectés chez staphylococcus coagulase
négative et sont habituellement localisés sur des éléments génétiques mobiles, qui sont capables
de se transférer entre différentes especes bactériennes et de se propager davantage (Schwarz et
al., 2015). Les genes conférant la résistance a divers antibiotiques, tels que les tétracyclines, les
amphénicols, les macrolides, les lincosamides et la streptogramine, et les aminoglycosides, ont

aussi été identifiés sur des plasmides staphylococciques (Fisarova et al., 2018).

11
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Chapitre 2 : Les biofilms en agroalimentaire
2.1. Définition :

Les biofilms sont définis comme une communauté de cellules microbienne attachées a
un substrat, a une interface ou les unes aux autres, et coexistant dans une matrice (Xu et al.,
2019 ; Ripolles-Avila et al., 2018). Cette matrice est autoproduite composée de substances
polymériques extracellulaires (EPS) aussi connue sous le nom de «slime» (Flemming, 2011 ;
Abee et al., 2011). Au sein des biofilms, des canaux se forment tout en facilitant le transport
de nutriments, d’enzymes, de métabolites et afin élimination des déchets a l'intérieur et a
I'extérieur du biofilm. Cette architecture est essentielle pour répondre aux besoins des
biofilms multi-espéces, ce qui permet de satisfaire aux exigences de chaque cellule et

maintenir sa viabilité (Guinta, 2010).

2.2. Les étapes de la formation du biofilm :

Les biofilms ont une structure organisée facilitant la survie bactérienne dans un pH
extréme, pauvre en nutriments ou autrement hostile et conférant une résistance des bactéries aux
agents antibactériens. Ce processus se déroule généralement en cinq (figure 8) étapes décrites ci-
dessous (Gingichashviliet al., 2017) :

s T &

Adhésion _Adhésion Formation de
réversible irréversible microcolonies

Maturation Détachement

Figure 8: Les étapes de formation des biofilms (Héloise Boudarel, 2018)

12
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2.2.1. Film de conditionnement : Dés les premiéres secondes qui suivent ’immersion d’un
support en milieu naturel, il y aura une adsorption spontanée de molécules organiques et d’ions
(protéines, fragments protéiques, glucides, lipides...) qui recouvrent toutes les surfaces exposees.
C’est le phénoméne de conditionnement qui est également appelé « film conditionnant » ou
encore « film primaire » (Diaby, 2017). La surface de tout support exposée a un milieu aqueux
sera inévitablement et presque immediatement conditionnée ou recouverte de polymeres
provenant de ce milieu. L’adsorption de ces molécules provoque des modifications des
propriétés physico-chimiques de la surface du support et affecte I’adhésion bactérienne qui sera
ainsi favorisée ou inhibée (Lorites et al., 2011). Cette derniére propriété est utilisée comme
approche dans la lutte préventive contre 1’adhésion microbienne et la formation de biofilm par la
modification des surfaces (Bazaka et al., 2012 ; Yoshinari et al., 2010).

2.2.2. Adhésion réversible et irréversible : Pendant le premier attachement des micro-
organismes a la surface conditionnée, la disponibilité nutritive et le stade de croissance des
bactéries elles-mémes affectent cette adhésion bactérienne. Durent 1’adhésion initiale aux
surfaces, certains mécanismes complexe soit physicochimiques ou biologiques interviennent

(Hamedi, 2015). Parmi ces mécanismes, la motilité flagellaire est impliquée par 4 mécanismes :

= La motilité est un élément clé de la formation d'un biofilm lorsque la bactérie doit
atteindre 1’endroit approprié pour la formation d'un biofilm a I’interface air-liquide
(dans des conditions statiques) (Houry et al ., 2009). La suppression de la motilité
dans une souche qui forme des biofilms a I'interface air-liquide a entrainé la formation
de biofilms submergés (Hayrapetyan et al., 2015).

= Les bactéries mobiles a l'intérieur de biofilm créer des canaux dans la matrice,
conduisant a une augmentation des échanges de nutriments et, a I'inverse, favorisant la
pénétration de substances toxiques (Tilahun et al., 2016 ; Houry et al., 2012).

= Les bactéries mobiles planctoniques peuvent pénétrer dans le biofilm et augmenter sa
biomasse (Houry et al., 2012).

= Les bactéries mobiles localisées au bord du biofilm croissant étendent la surface
couverte par cette structure résultant en une expansion de la colonie, bien que la
transcription de la flagelline diminue de fagon continue avec I’age du biofilm (Houry

et al., 2009).

13
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Les cellules s’adsorbent sur une surface pendant un certain temps, mais peuvent se détacher
(Muller et Guaguere, 2014). Du coup, ilexiste deux types d’adhésion bacterienne qui se
suivent:
= Adhésion réversible qui est réalisée par diverses forces d'interaction soit interactions
hydrophobes, liaisons de Van der Waals, forces hydrodynamiques et interactions
répulsives électrostatique. Ces forces permettent les interactions entre les cellules
bactériennes et la surface (Merzougui et al., 2013).
= Adhésion irréversible qui dépendant du temps et fait appel a sécrétion d’exopolymeéres
par les bactéries et permet de consolider leur fixation au support (Kostakiotiet al., 2013).
Cette phase est caractérisée par des interactions de courte distance telles que les
interactions hydrophobes, acides-base de Lewis, et la formation de dip6le. Ces
interactionssont plus fortes et apparaissent lorsque la distance devient inférieure a 3. Trés
simplement dit, les bactéries qui se rapprochent étroitement de lasurface lui deviennent
attachées (Karaten et Watnick, 2009).

2.2.3. Formation de microcolonies :Une fois 1’étape d’adhésion irréversible au surface est
réalisée, les bactéries se multiplient rapidement en formant des structures appelées
microcolonies. Ces structures formées sont caractérisées par la présence d’un ou plusieurs
exopolysaccharides qui sont autosecrétés par les bactéries et permettent le renforcement de
I’attachement des bactéries entre elles et a la surface colonisée (Hathroubi, 2016 ; Ayé, 2015 ;
Otto, 2013).

2.2.4. Formation de matrice extracellulaire et maturation :Cette étape est corrélée a la production
la matrice. En plus des EPS, elle contient des protéines, des acides nucléiques, du
peptidoglycane, lipides, phospholipides et autres composants cellulaires. Les EPS sont
responsables de la liaison entre les cellules bactérienne et d'autres particules environnantes. Ces
composants conferent aux cellules peuvent la protection contre les stresses environnementaux
tel que la pénetration des antimicrobiens (Hilla et al., 2015 ; Singh et al., 2013 ; Vu et al.,
2009).

14



Partie . Synthése bibliographique

Pondant la phase de maturation, les bactéries continuent de sécréter 1’exopolysaccharides
ainsi que les autres composants de la matrice extracellulaire jusqu’a I’établissement d’une
architecture complexe, stratifiée et hétérogene typique d’un biofilm mature (Stewart et franklin,
2008).

Un biofilm mature (figure 9) est caractérisé par la formation d’un film hétérogéne
tridimensionnel comportant des canaux aqueux qui forment un réseau de circulation permettant
d’acheminer 1’oxygene et les nutriments dans les régionsenfouies du biofilm et d’évacuer les

déchets (Hathroubi, 2016).

Figure 9: Observation par microscopie électronique a balayage des biofilms de : (A) :
Bacillus cereus agés de 6 jours (Simoes et al., 2010) et (B) : Staphylococcus aureus agés de 5
jours (Dubravka et al., 2010)

2.2.5. Détachement et dispersion :La derniére étape est la phase de détachement qui permet aux
bactéries d’adhérer a une nouvelle surface et former un nouveau biofilm ou retourner a 1’état
planctonique. Ce détachement est sous influence de plusieurs facteurs incluant la densité
cellulaire, le manque de nutriment et la présence de force de cisaillement ou d’enzymes
dégradant la matrice polymériques (Kalpan, 2010). La dispersion du biofilm est considérée
comme cruciale pour la propagation et l'auto-renouvelement de la communauté bactérienne vers
de nouveaux sites (Renner et weibel, 2011 ; Otto, 2013).

2.3. Propriétés de biofilm en industries agroalimentaires :

Dans I’industrie de la transformation des aliments, la formation de biofilms est trés
préoccupante, car ils sont un réservoir microbien qui peut causer des dommages a I'équipement,
la détérioration des aliments et des problémes de santé publique. Une fois formés, ces biofilms

15
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sont considérés comme la principale source de contamination des aliments (Simdes et al., 2010 ;
Abdallah et al., 2014).IIsconstituent un modéele particulier, puisqu’il se formedans les milieux
riches en nutriment. En outre I’impact des condition des processus technologiques jouent un role
important sur les caractéristiques de ces biofilms en particulier dans la sélection de leur

microflore constitutives (Malek et al., 2013).

2.3.1. Biofilms de Bacillus cereus :Bacillus cereus peut causer de graves problémes d’hygiéne a
travers la production d’une grande variét¢ de toxines et des pertes €conomiques dues a la
détérioration des produits alimentaires et a la dégradation de I'équipement via la formation de
biofilms (Petrus et al., 2010). Les biofilms sont plus résistants aux agents antimicrobiens et aux
régimes de nettoyage par rapport aux cellules planctoniques, ce qui fait de leur élimination de
I'industrie un grand défi (Lee, 2017).

Les biofilms de B. cereus peuvent se développer en particulier dans les systéemes de
stockage et de tuyauterie (Ozdemir et Arslan, 2018 ; Kumari et Sarkar, 2016). Ces germes
potentiellement pathogénes peuvent former des spores reconnues pour adhérer fortement aux
surfaces solides et par leur capacité de résister a la stérilisation (Sylla, 2011).

Les souches de bacillus, peut étre isolé a partir de biofilms dans divers environnements tels
que la production de carton ou les hopitaux (Kolarietal., 2001;Ohsakietal., 2007; Kurokietal.,
2009), mais aussi de la nourriture et les industries des boissons (Evansetal., 2004; Gunduz et
Tuncel, 2006;Storgardsetal., 2006; Marchandetal., 2012). La Présence des biofilms contenant
B.cereus est une préoccupation majeure pour l'industrie alimentaire (produits frais, volaille,
produits laitiers et viande rouge). lls constituent une source potentielle de contamination croisée
récurrente et de contamination post-traitement des produits finis, entrainant parfois une
détérioration des aliments ou des maladies d'origine alimentaire (Rajkovicetal., 2008).

La contamination des chaines de traitement des aliments par les biofilms de B.cereus
pourrait donc présenter un risque grave pour la santé publique, en particulier pour les aliments
soumis a une transformation en masse, tels que les aliments traités avec un minimum de chaleur
(Tauveronetal., 2006). La contamination persistante des équipements de 1’industrie
agroalimentaire par Bacillus cereus est due aux spores qui peuvent survivre a la plupart des
traitements thermiques et a l'irradiation aux rayons gamma (Kotiranta et al., 2000), et des
biofilms, qui se sont avérés hautement résistants aux procédures de nettoyage (Peng et al.,2002)
Les spores de B. cereus sont ubiquistes et peuvent contaminer les aliments via les matiéres

Premiéres.
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Ce pathogene alimentaire peut ainsi causer de sérieux problémes tels que le changement de
texture et le développement de saveurs indésirables dans 1’industrie alimentaire. Les spores
adherées peuvent déclencher le processus de formation de biofilm, ce qui peut étre une source de
contamination de produit. Le nombre des spores adhérées détermine d’ailleurs la durée de

conservation du produit (Ryu et Beuchat, 2005).

2.3.2. Biofilms de Staphylococcus aureus :Staphylococcus aureus peut former des biofilms sur
I'nbte et sur des matériaux comme les surfaces environnementales ou de transformation des
aliments y compris celle de la volaille (Ali et al., 2017 ; Silva et al., 2017 ; Abdallah et al.,
2014 ;Vazquez-Sanchez et al., 2012 ; Watkins et al., 2012 ; Simdes et al., 2010). Wang et ses
collaborateurs ont isolé des souches de Staphylococcus aureus des produits a base de poule avec
une capacité de formation de biofilm extrémement forte (wang et al., 2017).

Staphylococcus aureus peut produire un biofilm multicouche intégré dans une couche de
glycocalyx ou de slime avec une expression protéique hétérogene (Al Bayati, 2017 ;
Bouyahya et al., 2017).
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Chapitre 3 : Effet de composeés organiques sur les biofilms : cas de I’ail « Allium
sativum »

Les biofilms installés dans les industries agro-alimentaires représentent un probléeme pour
la santé publique et également entrainent des pertes économiques par des défaillances
techniques. Un nombre trés important d’études s’intéressent sur les moyens de lutte contre ces
biofilms ou de prévention de leur formation (Giaouris et Simdes, 2018 ; Okninet al., 2015 ;
Sanchez-Vizuete et al., 2015 ; Ratthawongjirakul et Thongkerd, 2015 ;Daelman et al.,
2013 ; Merzougui et al., 2013 ; Lerasle et al., 2012 ; Flemming et Wingender, 2010).

Les composes naturels peuvent affecter la formation du biofilm dans toutes ses phases et
peuvent interagir avec le biofilm mature. lls sont capables de modifier les propriétés
physicochimiques de I'environnement (par exemple, la tension superficielle) ou d'interférer avec
les structures des couches d'enveloppe de cellules, qui sont impliquées dans I'adhésion. Les
composes naturels sont capables de moduler trés efficacement la formation de biofilms au niveau
des mécanismes de régulation (Rezanka et al., 2012).Parmi ces composés naturels, on peut
citerl'ail « Allium sativum » qui a été considéré comme une arme contre les agents pathogenes
(Abiy et Berhe, 2016 ;Gupta et al., 2015).

3.1. Définition et taxonomie de I’ail Allium sativum :

La plante de I’ail est une herbe dressée, robuste et pérenne. La téte d’ail est un bulbe de 60
cm de hauteur, complexe et formé de nombreuses petites bulbilles appelées gousses d’ail ou
caieux. L’ensemble est enfermédans une peau semblable a du papier. Les feuilles sont longues,
plateset lisses (Figure 10A) a forme cylindrique, creuse,linéaire et solide a sommet aigu
(apexacuminé). Uneinflorescence sphérique avec des fleurs colorées blanches (Figure 10B) ou
rose-violacées sur des pédoncules gréles (Morrison, 1994).
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Figure 10: Photo de la plante de 1’ail « Allium sativum » (A) : Tige et feuille, (B) : Fleur
(Colin, 2016)

L'ail appartient a la famille botanique des liliaceae (Tableau 2) dont son nom scientifique

est Allium sativum(kong et al., 2018 ;Bandna, 2013). Il est considéré comme l'un des vingt

légumes les plus importants, cultivé depuis plus de 10000 ans, avec diverses utilisations dans le

monde entier comme nourriture, aromatisant et en médecine (Martinset al., 2016). Allium

sativum est une espéce d’une plante monocotylédonique (figure 11 et 12), potagére, vivace dont

ses bulbes ont une odeur et un gout fort (Gerges Geaga, 2015).

Tableau 1:Classification de 1’ail (Stavelikova, 2008)

Classe Liliopsida

Sous-classe Liliidae

Super ordre Liliianae
Ordre Amaryllidales
Famille Alliaceae
Sous-famille Allioideae
Genre Allium

Espéce Allium Sativum



https://www-sciencedirect-com.www.sndl1.arn.dz/science/article/pii/S0308814616307099#%21
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Axe du bulbe Gousse avec son bourgeon

central

Figure 12:Bulbed’Allium sativumet ses caieux(Gerbeaud, 2008)

3.2. Les principaux constituants phytochimiques de I’ail :

La composition chimique de 1’ail a été rapportée dans le passé (dont ses composes sont
indiqués dans le tableau 3). La plupart des espéces étudiées contenaient en plus de I’eau, des
organosulfures, des acides gras, (Kharazi, 2005 ; Hu et al., 2002 ; Kamanna et
Chandrasekhara, 1980), des glucides (Chandrashekar et al., 2011 ;Baumgartner et al., 2000;

Ernst et al., 1998) et des composés de sélénium (Arnault et Auger, 2006).

D
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Tableau 2:composition de 1’ail frais (Lagunas, 2007) :

Composés Mg/g m.h

Eau 620-680
Carbuhidrates 260-300
Fructosanes 220-250
Fibre 15
Protéines 15-21
Acides aminés 10-15
Composants organosulfurés 11-35
B-sitostérol 0.015
Adénosine 0.1
Saponine 04-1.1
Vitamines 0.15
Minéraux 7
Sulfure 2.3-3.7
Azote 6-13
Lipides 1-2
Acide phénoliques 0.8

m.h / matiére humide
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3.2.1. Les composés soufrés: L’importance de I’ail repose sur ces composés car ilssont
responsables de la saveur caractéristique et des effets bénéfiques qu’ils apportent pour la santé
(Santhosha et al., 2013).Certains de ces composés soufrés sont solubles dans I’cau, tandis que
les autres sontliposoluble (Minker, 2012). Parmi cescomposés : les thiosulfinates et les ajoenes,
Les sulfides. Les thiosulfinates contiennent I’allicine qui est nettement majoritairecar elle
représente 60 a 80% du total des thiosulfinates de I’ail (Colin, 2016 ; Suleria et al.,
2015 ;Santhosha et al., 2013).

3.2.2. Les composés non soufrés : La bulbe d’ail contient en moyenne 60 a 65% d’eau, 6% de
protéines et 3% de fibres (Colin, 2016 ; Suleria et al., 2015). Il contient aussi des glucides,
desflavonoides, des Saponines, 1’Adénosine, des minéraux et une proportion trés faible de
lipides. L’ail est une source de nombreuses vitamines (les vitamines du groupe B, vitamine C, de
vitamine E, et de vitamine A) (Colin, 2016 ; Suleria et al., 2015; Minker, 2012). La
consommation d’ail permet également un apport intéressant de tryptophane, un autre Acide
aminé essentiel. Le tryptophane est le précurseur de la sérotonine, qui permet de synthétiser la

mélatonine, I’hormone du sommeil (Minker, 2012).

3.3. Utilisations de ’ail :

L’ail est largement utilisé dans la cuisine comme agent aromatisant (Martins et al., 2016). Le
bulbe a une saveur épicée et piquante caractéristique qui adoucit visiblement lors de la cuisson.
L'ail est un composant fondamental de nombreux plats d'Asie de I'Est, du Sud et du Sud-Est, du
Moyen-Orient, de I'Afriqgue du Nord et du Sud de I'Europe. De plus, l'ail est utilisé dans
différentes recettes d'/Amérique du Sud et d’Amérique centrale (Fratianni et al., 2016). Il est
utilisé aussi dans la médecine pour lutter contre plusieurs infections telles que l'asthme, la
diarrhée, la grippe, les maux de téte (Bandna, 2013).

Les constituants de l'ail ont également fait l'objet des études pour traiter les maladies
cardiovasculaires, le cancer, le diabéte, la pression artérielle, I'athérosclérose et I'nyperlipidémie
(Mikaili et al., 2013).L’allicine présente en extrait aqueux d‘ail réduit la concentration de
cholestérol dans le sang humain. L'extrait dail a une activité antimicrobienne contre de
nombreux genres bactériens. L’activité antibactérienne des extraits d’A/lium sativum a été évalué
contre Bacillus cereus (Bandna, 2013), des virus et des champignons (Papuet al., 2014). 1l a eté
démontré que l'ail avait des effets similaires a ceux de la pénicilline et des antibiotiques

modernes, notamment le chloramphénicol. Méme le sang des consommateurs d'ail peut tuer les
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bactéries et il a également été rapporté que la vapeur de l'ail fraichement coupé pouvait tuer les
bactéries a une distance de 20 cm (Abiy et Berhe, 2016 ; Gupta et al., 2015).

3.4. L’effet d’Allium sativum sur les biofilms de Bacillus cereus et Staphylococcus aureus:

L’ail inhibe le développement des biofilms par les agents pathogénes a Gram positif et a
Gram négatif (Nidadavolu et al., 2012). 1l peut étre utilisé pour le développement d'antibiotiques
a large spectre, car il posséde une activité antibactérienne large (Bandan, 2013). Il peut aussi
étre utilisée comme inhibiteur potentiel des pathogénes alimentaires comme Bacillus cereus et
prévenir I'empoisonnement alimentaire. Il a également été révélé que l'ail inhibe efficacement la
croissance de S. aureus (Amor et al., 2012).

A. Sativum présente une activité antibactérienne excellente contre Bacillus cereus, il peut
significativement réduire la formation de biofilm de Bacillus cereus(Liagatet al., 2016). 1l peut
aussi entrainer une réduction trés significative du biofilm de Staphylocoque doré (réduction
moyenne d'environ 60%) (El-Gayar et al., 2016). l'ail a un effet antibiofilm durable car ses
composants actifs restent stables pendant au moins 3 mois (Bandna, 2013 ; Amor et al., 2012).

L'effet antimicrobien de l'ail contre Bacillus cereus est principalement attribué aux
composés organosulfurés tels que ’allicine, 1’ajoéne, sulfures diallyleet I'acide diallyldisulphide
(Rai etal., 2015 ;Chekki et al., 2014). L’ Allicine est le thiosulfate le plus prédominant en ail et
qui est responsable de l'odeur caractéristique et I’activité antimicrobienne puissante contre un
grand nombre de micro-organismes, notamment Staphylococcus aureus et d'autres bactéries
résistantes (Kumar et al., 2015).

Des études in vitro ont montré que l'allicine pouvait inhiber I'adhésion bactérienne précoce
de Staphylococcus aureus, réduire la sécrétion de substance polysaccharidique extracellulaire et
réduire la production de facteur de virulence contrélée par le quorum sensing (Lim, 2015). Les
thiosulfinates inhibent les micro-organismes a cause de leur groupe -S (O)-S- qui réagit
généralement avec le groupe SH des protéines cellulaires pour générer des disulfures mixtes.
L'activité antimicrobienne des thiosulfinates peut étre annulée par des composeés sulfhydryles tels
que la cystéine. Les produits naturels dérivés d'ail inhibent les systemes du QS. Des études ont
montré que les principaux composés des extraits d'ail responsables de I'inhibition de QS sont les
sulfures, les polysulfures, les dithiines vinyles et I'ajoene (inhibe la croissance des bactéries a
Gram positif, telles que Bacillus cereus etStaphylococcus aureus)(Lim, 2015 ;Rabin et al.,
2015).

23



Partie 1. Synthese bibliographique

Il y a des phénols totaux et des flavonoides dans la composition de l'ail. L’activité antioxydant
est directement liée au contenu des composés phénoliques. Ces composés ont montrés une
activité antibactérienne élevée contre les bactéries a Gram-positif et a Gram-négatif mais elle est
plus importante contre les bactéries & Gram-positif (Chekki et al., 2014). Les flavonoides
possedent une activité antifongique, antivirale et antibactérienne. En particulier, la quercétine
montre une activité antibactérienne vis-a-vis de Bacillus cereus et S. aureus. En ce qui concerne
le mécanisme d’action, il semble que 1’activité de la quercétine et des flavonoides pourrait étre

attribuée a I’inhibition de I’ADN gyrase (Lanzotti et al., 20
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Chapitre 1 : Evolution de la capacité de la formation de biofilm

1.1. Origine des souches :

Un total de 31 souches a éeté étudié dans ce travail. Les souches appartenant au genre Bacillus
cereus, avec un total de 20, ont été isolées de la viande de poulet cru commercialisée dans la
région de Tlemcen. Alors que les souches restantes sont des Staphylococcus aureus, isolées
du Doner Kebab prét & manger commercialisée dans la méme région. La présente étude a été
menée au niveau du Laboratoire de Microbiologie Appliquée a 1’Agroalimentaire, au

Biomédical et a I’Environnement.

1.2. Revivification des souches :

Une fraction issue du stock des cultures sur glycérol de chaque souche a tester est transférée
dans 7ml du bouillon BHI (Liofilchem) et incubée & 37°C pendant 24 h. Chaque culture est
homogénéisée au vortex. Un ensemencement en stries est realisé sur la gelose BHI pour les
souches de Bacillus cereus et sur la gelose Baird Parker pour les souches de Staphylococcus

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

1.3. Observation microscopique :

Une coloration simple au bleu de méthyléne est réalisée pour vérifier de la pureté des souches.
Des frottis sont préparés et colorer puis observés au microscopique optique au grossissement
100.

1.4. Conservation des souches :

La conservation des souches est effectuée dans des tubes a essais contenant la gélose nutritive
inclinée. Apres I’ensemencement par des stries une incubation a 37°C est réalisée. Les tubes sont

maintenus au réfrigérateur pendant 20 jours.
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1.5. Evaluation de la capacité de formation de biofilm :

1.5.1. Caractérisation phénotypique de la formation de biofilm par les microplaques de

titration a 96 puits en Polychlorure de Vinyle (PVC) :

1.5.1.1. Principe de la technique :La technique des microplaques de titration au cristal violet,
mise au point par O’Toole et Kolter, (1998) est une technique trés utilisée pour la formation de
biofilms (Pierce et al., 2008 ;Niu et Gilbert, 2004). C’est une technique colorimétrique basée
sur le principe que lecristal violet se lie de maniere proportionnelle a la biomasse du biofilm
(Niu et Gilbert, 2004). En effet cette technique de coloration permet de visualiser les cellules
qui s’attachent a lasurface et se colorent en pourpre avec le cristal violet, alors que les surfaces

abiotiques ne sont pas colorées (Pratt et Kolter, 1998).

1.5.1.2. Préparation de la suspension sporale :La suspension sporale des Bacillus cereus est
réalisée selon le protocole décrit par Mazaset al., (1995).Des prés-cultures des souches sont
préparées dans 5 ml de BHIB a partir des géloses inclinées et incubées a 30°C pendant 24h. Une
gélose fortifiée est préparée en ajoutant a la gélose nutritive 50ml/I MnSO4 et 60mg/I CaCl,. Un
volume de 0,3 ml des pré-cultures est ensemencé sur la gélose fortifiée.L’incubation est faite a
30°C pendant 10 jours. Une fois la période achevée, un volume de 3 ml d’eau distillée stérile est
versé dans chaque boite pour racler le tapis formé qui est par la suite transférer dans tubes
coniques. Une centrifugation a 6500 tours/minute pendant 15 min est réalisée pour récupérer les
spores. Le surnagent est jeté et les spores sont lavées avec 1’eau distillée stérile. Une deuxiéme
centrifugation a 6500 tours par minute se fait pendant 15 min, le surnageant est jeté et le culot

est conserveé dans 3 ml d’eau distillée stérile additionnée d’éthanol (50/50 v/ v) au réfrigérateur.

1.5.1.3. Préparation de la suspension bacterienne :Une quantité de culture issue du stock de
culture sur glycérol de chaque souche de Staphylococcus aureus a tester est transférée dans un
bouillon BHI et incubée a 37°C pendant une nuit. Chaque souche est étalée sur une boite de Pétri

contenant une gélose BHIA, incubée par la suite a 37°C/48h.
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1.5.1.4. Protocole :Un volume de 5ml de BHIB a 0.25 % de glucose est ensemencé par les
souches a tester. Les souches de Staphylococcus aureus sont incubées a 37°C pendant une nuit
puis ajustée a une concentration finale de = 108 Ufc / ml, alors que celles de Bacillus cereus sont
passées directement la mesure de la densité optique.Chaque puit est rempli par 200 ul de BHIB a
0.5 % de glucose et 10 pl culture bactérienne. Chaque souche est inoculée dans 2 puits et les
puits du contr6le ne contiennent que le BHIB a 0.5% de glucose. Pour chaque souche la
technique est réalisée en duplicate. Les microplaques de titration sont par la suite incubées a
37°C pendant 24 h. Les cultures sont éliminées par la suite et les puits sont lavés 2 fois par PBS
pour éliminer les cellules non adhérées. Les plaques sont exposées a 1’air libre pendant 15 min
pour le séchage des puits. Chaque puits est rempli par 250 pl de cristal violet a 1% et laisser agir
15 min a température ambiante. Ensuite, les puits sont rincés plusieurs fois avec PBS et sécher a
I’air libre pendant 15 min. Un volume de 200ul d’acide acétique a 33% est versé dans chaque
puit et laissé agir 30 min. La densité optique a 595 nm est mesurée (biotck). Les souches sont
classées comme suit (Stepanovic et al., 2000) :

= DO < DO7¢moin : Non formatrice de biofilm ;
= DOTémoin < DO < 2XDOTemoin : Faiblement formatrice ;

= 2XDOTémoin < DO < 4xDO¢moin : Capacitémodérée ;

= DO > 4xDOTemoin: Fortement formatrice du biofilm.

Culture pure surBHIA 5ml TSB a 0,25% Glucose a 200ul TSB a0,5% Glucose 10yl de suspension
37°C24h bactenenne

E
11

10
200;.11_ Acide .—\cg‘n'que DO i 595nm
2 33%/30min
AN';. . L .

Elimination duCV et 250pl CV 2 1%/15min Elimination dela culture et
Lavage avec PBS lavage avec PBS

Séchage a I'air libre/15min

Figure 13: Protocole de formation de biofilm en microplaque a 96 puits en PVC associé a
une coloration au cristal violet (au lieu de TSB on a utilisé le BHIB) (CHERIF ANTAR
Asma., 2015)
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1.5.2. Caractérisation phénotypique de la formation de biofilm par la production de slime

sur la gélose au Rouge Congo :

1.5.2.1. Principe de la technique :Selon Freeman et al.,(1989), la gélose Rouge Congo est un
milieu trés convenable pour ladétection des souches productrices de slime (Nagaveni et
al.,2010). Sur ce milieu les souches exprimant le Polysaccharide Intercellular Adhesion (PIA)
donnent des colonies noires contre des colonies de couleur rouge pour les souches PIA négatives.
Les souches a phénotype variable donnent des colonies a centre noir et a contour rouge ou a

centre rouge et & contour noir (Rewatkar et Wadher, 2013 ; Mathur et al., 2006).

1.5.2.2. Préparation de la suspension sporale et la suspension bacterienne :Comme décrit

précédemment.

1.5.2.3. Protocole :Selon Freeman et al.,(1989), le milieu gélosé au Rouge Congo est préparé
avec 37 g/l de bouillon BHI (Merck, Germany), 50 g/l de saccharose, 10 g/l de 1’agar
bactériologique, et 0,8g/l de Rouge Congo (Fluka, India). Les boites contenant le milieu sont
inoculées par les souches a tester a partir du milieu solide BHI et incube a 37 °C pendant 24 a 48
h. Les souches productrices de slime donneront des colonies noires a surfaces rugueuse alors
qu’un résultat négatif indiquera des colonies rouges a surface lisse. Les souches de phénotype

variable donneront des colonies a contre noir et contour rouge ou a centre rouge et contour noir.

1.5.3. Evaluation de la capacité a former les biofilms sur les surfaces en acier inoxydable :

1.5.3.1. Préparation des surfaces :Des surfaces en acier inoxydable de type AISI 304 et de
taille 2.5x1 cm ont été utilisées. Ces surfaces solides sont utilisées pour examiner in vitro la
capacité de nos souches a former le biofilm. Les lames sont nettoyées et stérilisées selon la
méthode décrite par Rossoni et Gaylarde (2000). Elles sont rincées par 1’acétone pur, puis lavées
par immersion dans NaOH a 1% (p/v) a PH = 13.2 pendant lh. Un ringage a I’eau distillée
stérile et un séchage sont appliqués. Ensuite les lames sont lavées avec ’alcool a 70% (v/v),
rincées avec EDS et séchées pendant 2 heures a 60°C. Placées dans une boite de pétri, les lames
sont autoclavées a 121°c pendant 20 minute. Les boites du contrble contiennent les lames

immergees dans le milieu stérile.
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1.5.3.2. Preparation de la suspension sporale et la suspension bacterienne : comme décrit

précédemment.

1.5.3.3. Protocole :Le protocole appliqué est celui décrit par Paytubi et al., (2014) avec

quelques modifications. Les lames sont placées dans des boites de pétri stériles. Un volume

de 20 ml de la culture bacterienne est coulé dans les boites. L’incubation est faite a 37°C

pendant 24, 48 et 72 h. Apres chaque période d’incubation les lames sont rincées 3 fois avec

PBS pendant 10 secondes pour éliminer les cellules non adhérées. Les biofilms ainsi formés

sont fixés par incubation a 80°C pendant 30 minutes. Les lames sont immergées dans le CV a

1 % (p/v) pendant 15 min pour une évaluation quantitative. Ensuite elles sont rincées avec

I’eau et séchées a I’air. Les lames sont placées dans 5 ml de I’acide acétique a 30% une

agitation vigoureusement pendant 30 minutes. La densité optique est mesurée a 545 nm

comme étape finale. Les souches sont classées comme suit (Stepanovic et al., 2000) :

DO < DOTémoin : Non formatrice de biofilm ;
DOTémoin < DO < 2XDOTeémoin : Faiblement formatrice ;
2XDOrémoin < DO < 4xDOTémoin : Capacitemodérée ;

DO > 4xDOTemoin: Fortement formatrice du biofilm.

Transféré 20ml vers chague boite

37%C/24h
Suspension
bactérienne de 24h
sur TSB a 37°C

Placer dans

I"Acide acétiqua
A 30%

R

Calculer la DO a 545 nm

A 0D

Incubation 4 Incubation 3 [pcubation a
37°0C/72h

37°C/48h

Rincer dans
PBS et sécher

Lame en acier inoxydable

Lame en verre

Rincer dans PBS

Immerger dans CV a 1%/1Smin

Figure 14 : Formation de biofilm sur des lames en verre et en acier inoxydable durant 24h, 48h et
72h d’incubation suivie par une révélation au Cristal Violet (CHERIF ANTAR Asma., 2015)
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Chapitre 2 : Evolution de I’effet I’ail « Allium sativum » sur des biofilms a

Staphylococcus aureus :

2.1. Préparation de I’extrait de I’ail :

L'ail utilisé dans la présente étude est acheté du marché local de Tlemcen. Les bulbes d’ail
ont été pelés, rincés a I’eau courante et coupés en petits morceaux, puis séchés au soleil pendant
sept jours.Ensuite, les bulbes d’ail séchés ont été broyés en poudre fine a I'aide d'un mélangeur
électrique. Le protocole appliqué est élaboré par Gull et al., (2012) et reporté par AlBayati en
(2017) avec quelques modification, indiqué dans la figure 14. On a fait tremper 1 g de poudre
d'ail dans 300 ml d'éthanol pur. Le bécher contenant le mélange est incubé a une température
ambiante pendant 5 jours sous agitation. L'extrait brut est filtré par la suite, puis concentré dans
un évaporateur rotatif. L extrait brut séché est dissous dans le DMSO a une concentration finale
de 300mg/ml.
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v RIAY
1% g

Figure 14:Préparation de I’extrait de 1’ail, (A) : fines tranches de 1’ail séchées pendant 7
jours ; (B) poudre fine de 1’ail obtenue aprés broyage ; (C) : mélange de I’ail et de 1’éthanol ;
(D) : concentration de I’extrait brut par évaporateur rotatif et (E) : extrait pure obtenu

2.2. Développement du biofilm mono espéce a Staphylococcus aureus en systéme Batch :

2.2.1. Préparation des systémes: Le modele expérimental utilisé dans cette étude pour la
formation des biofilm est inspiré des systemes utilisés par Gram et al.,(2007) et par Bagge
etal.,(2001). Le systeme est constitué de deux cercles en acier inoxydable (AISI, 304), dans
lesquels 12 coupons de la méme matiére sont tenus en position verticale et radiale (voir figure).
Les lames font 2.5 cm de longueur et 1 cm de largeur et ont une épaisseur de Imm. L’ensemble
du systéme est nettoyé comme décrit précédemment et placé dans un bécher stérile et couvert par

du papier aluminium avant sont autoclavage (figure 15).
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i

Figure 15:Les systemes utilisés pour la formation des biofilms

2.2.2. Préparation de la suspension bactérienne :Comme décrit précédemment.

2.2.3. Protocole : Un volume de 200 ml du bouillon BHI et 50 ml la culture bactérienne de
Staphylococcus aureus sont versés dans le bécher. Incubation du systeme est faite a 37°C

pendant 10 jours. Sans renouvellement et sous agitation de 100 rpm.

2.2.4. Traitement des biofilms :Les tubes sont remplis par I’extrait de 1’ail a trois
concentrations différentes : 1, 2 et 3%. Les lames sont retirées aseptiqguement des systémes et
rincées avec le PBS. Chaque lame est plongée dans le tube approprié et laissée agir pendant 5, 10
et 15 minutes. Les lames sont rincées avec PBS aprés le temps de traitement. Les lames du

contrble sont soumises directement au dénombrement.

2.2.5. Dénombrement des bactéries attachées sur les lames apres les traitements :Les lames
sont transférées dans les tubes contenant 10 ml de solution saline. Les tubes sont ensuite placés
dans le bain a ultra son 100 MZ pendant 2,5 minutes. Une homogénéisation au vortex pendant 30
secondes est réalisé, I’opération est répétée une autre fois. Une série de dilution décimale allant
jusqu’a 108, Un volume de 100 pl est ensemencé sur PCA. Chaque souche est testée en
duplicate. L’incubation est faite a 37°C pendant 24 heures. Apres 1’incubation le dénombrement
est réalisé et les résultats sont exprimés en ufc/cm? selon la formule suivante :
N (ufc/cm?) = [nv/d]/S

n : nombre de colonie compté sur la boite retenue ;
d : taux de dilution ;
= v :volume total de la dilution qui a servi au dénombrement

S

: surface de la lame délimitée a 5 cm2.
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Pour les lames témoin, le nombre est noté No, tandis que pour les lames traitées, le nombre
est noté Nr. La réduction logarithmique des cellules de biofilm récupérées a partir de coupons de

I’acier inoxydable a été déterminée de la maniére suivante :
Réduction Log = Log No-Log Nr

=  Npo : nombre de cellules témoins non traitées ;

* Nr : nombre de cellules récupérées apres traitement.
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Partie 111. Résultats et discussion
Chapitre 1 : Evolution de la capacité de la formation de biofilm

Dans la présente étude, la formation de biofilm des souches testéesest basée sur trois
techniques couramment décrites dans ce contexte a savoirl’évaluation de la formation de biofilm
par les microplaques de titration a 96 puits en Polychlorure de Vinyle (PVC), la formation de
biofilm sur les surfaces solides en acier inoxydable et la formation de biofilm par la production
de slime sur la gélose au Rouge Congo. Les différentes expériences ont été menées sur 20

souches de Bacillus cereus et 11 souches de Staphylococcus aureus.

1.1. Caractérisation phénotypique de la formation de biofilm par les microplaques de
titration & 96 puits en Polychlorure de Vinyle (PVC) :

Cette technique de quantification est parmi les méthodes indirectes d’estimation de
laproduction de biofilm sur différents types de substrats (Djordjevic et al., 2002). La coloration
absorbée est directement corrélée a la densité du biofilm formé, et sa solubilisation permetune

quantification de celui-ci (Musk et al., 2005).

Aprés 24heures d’incubation a 37 °C sur les microplaques de titration, la formation des
biofilm a été exprimée en absorbances mesurées a 595 nm du colorant incorporé par les cellules
formants des biofilms. Les résultats obtenus ont permis de mettre en évidence la capacité de
toutes les souches de Bacillus cereus et de Staphylococcus aureus a former des biofilms sur

surface hydrophobe (PVC) aprés culture en BHIB.

Les résultats de la capacité de formation des biofilmssont présentés sur les figures 16 et
17 pour les souches de Bacillus cereus et Staphylococcus aureus, respectivement. D'apres les
valeurs d'absorbance sur un total de 20 souches de B.cereus, 18 souches sont non formatrices
de biofilm avec une DO inférieurea 0,35 tandis que deux souches (ES91/2F et ES101/2F) sont
faiblement formatrices de biofilm avec une DO compris entre 0,35 et 0,7. L’isolat ES91/2E

présente la capacité de formation de biofilm la plus élevée (DO=0.46).

D'apreés les résultats obtenus pour les souches de Staphylococcus aureus a 595 nm, Une
seule souche sur un total de 11 présente la capacité de formation de biofilm la plus élevee
(14C avec une DOsg5nm=0,41), les 10 souches qui restent avaient une DO comprise entre 0,29
et 0,4. Donc toutes les souches de Staphylococcus aureus sontFaiblement formatrices de

biofilm comme indiqué dans le tableau 4.

33



Partie I11. Résultats et discussion

0.8
0.7

0.6
0.5

0.4

0.3

0.2
0.1

biomasse du biofilm (DO 595
nm)

témoin
EH8/3E
EMS81/1E

EH9/3E
EM11/2E
EM93/1E
EH61/2E
EM22/2E
EM31/2E
ES101/2E
EM71/2E
EM41/2E

ES91/2E
ES62/1E
EM12/2E

Faiblement
formatrices de biofilm
N\ J
] N
Non formatrices de
biofilm
\_ J
w oW w oW
AN MO N N 1 N
S T
— N o «— —«
BRs2ge
oo E T 05

Figure 16:Formation de biofilms par les souches de B. cereus sur microplaque de titration en
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Figure 17: la formation de biofilms par les souches deStaphylococcus aureus sur microplaque
de titration en PVC.

Tableau 3:Capacité de formation de biofilms par les souches de Staphylococcus aureus et

Bacillus cereus sur microplaque de titration en PVC :

Espéces N Faible Modére
Q) (++)
Bacillus cereus 18 2 0 0 20
Staphylococcus aureus 0 11 0 0 11
Total 18 13 0 0 31
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1.2. Caractérisation phénotypique de la formation de biofilm par la production de slime sur

la gélose au Rouge Congo :

Aprés 24heures d’incubation, IL FAUT DONNE UN % souches ont développeés la production
de slime, cette production est remarquée respectivement seulement pour trois souches de
Staphylococcus aureus 8C, 25C et 12C a I’opposé des autres souches exprimant un phénotype
négatif. Toutes les 20 souches de Bacillus cereus et 8 souches de Staphylococcus aureus(comme
I’indique le tableau 5).Les souches productrices de slime donnent des colonies de couleur noire
(figure 18) par contre les non productrices donnent des colonies de couleur rouge (figure 19 et
20).

=N

Figure 18:Aspects des colonies des souches de S.aureus, (A) : 8C, (B) : 25C et (C) : 12C,
indiquant la production de "slime" sur la gélose au Rouge Congo

Figure 19: Aspects des colonies des souches B.cereusindiquant I’absence de production de
"slime" sur la gélose au Rouge Congo

Figure 20: Aspects des colonies des souches staphylococcus aureusindiquant 1’absence de
production de "slime" sur la gélose au Rouge Congo
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Tableau 4:Capacité de production de "Slime” sur la gélose au Rouge Congo par les souches de

Staphylococcus aureus et Bacillus cereus :

Espéces productrice Non productrice Total

Bacillus cereus 0 20 20
Staphylococcus aureus 3 8 11
Total 3 28 31

1.3. Evaluation de la capacité a former des biofilms sur les surfaces en acier inoxydable :

Une quantification de la biomasse du biofilm formé sur les surfaces en acier inoxydable est
réalisée par un protocole de coloration au Cristal Violet a 1%. La solubilisation du CV est faite
par I’acide acétique a 30%. Les résultats de la capacité de formation des biofilms obtenus sont
montrés dans les figures 20et 21pour les souches de Staphylococcus aureuset Bacillus cereus sur
I’acier inoxydable pour les trois durées d’incubation 24, 48 et 72h, respectivement. La coloration
de la biomasse formée permet une quantification plus précise du biofilm que 1’observation
visuelle. La formation de biofilm par toutes les souches testées (31), exprimée par la valeur de la
DOsgsnm mesurée, est comparée avec celle obtenue par le contréle négatif (bouillon non inoculé).
Les souches sont classées en quatre catégories : non formatrices de biofilm, avec une faible
capacité a former le biofilm, avec une capacité modérée et avec une forte capacité a produire le

biofilm selon les valeurs indiquées dans le tableau 6.

Tableau 5:Classement des souches testées pour leur capacité a former le biofilm selon le
temps d’incubation :

Classement Durée d’incubation

24h 48h 72h
Non formatrice DO<0,18 DO<0,44 DO0<0,62
Faible capacité 0,18< DO<0,36 0,44 < DO<0,88 0,62< DO<1,24
Capacité moderée 0,36<D0<0,72 0,88<D0<1,76 1,24<D0<2,48
Forte capacité DO>0,72 DO >1,76 DO >2,48
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La comparaison des valeurs de la biomasse obtenue apres 24, 48 et 72 h nous montre une

différence remarquable qui ne peut pas tre prévue par 1’inspection visuelle.

D'aprés les valeurs d'absorbance des souches de Staphylococcus aureus a 595 nm, trois
souches (8c, 23c, 2c) sont non formatrice de biofilm apres 24, 48 et 72h. La mesure de la DO a
montré que 6 souches sont non formatrices de biofilm apres 72h d’incubation parmi ces dernies,
5 souches sont faiblement formatrices et deux ont une capacité modérée a former le biofilm apreés
24h d’incubation. Les souches 18c et 14c sont modéréement formatrices de biofilms apres 24h
d’incubation et faiblement formatrice de biofilm apres 48h et 72h.

Nos résultats montrent qu’il y a 4 souches de Bacillus cereus qui sont non formatrices
pendantles trois durés d’incubation et 6 souches sont non formatrices aprés 24h d’incubation et
faiblement formatrice. Aprés 48h et 72h d’incubation, 4 souches sont non formatrices pour 24h
et 72h pourtant elles ont une capacité faible de formation de biofilm.Aprés 48h d’incubation, 4
souches sont faiblement formatrices aprés 72h d’incubation, une souche a formée un biofilm
avec une capacité modéré apreés 72h d’incubation et la derniére souche est classée comme non

formatrice apreés 24, 48 et 72h d’incubation.

1.4

1,2

0.8

W24H

W4EH
72H

Figure 20:Quantification de la formation de biofilm (DO545nm) sur des surfaces d’acier
inoxydable apres une croissance statique des souches de Staphylococcus aureus a 37°C dans
le milieu BHIB apres 24h, 48 h et 72 h d’incubation.
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Figure 21: Quantification de la formation de biofilm (DO545nm) sur des surfaces d’acier
inoxydable aprés une croissance statique des souches de Bacillus cereus a 37°C dans le milieu
BHIB aprés 24h , 48 h, et 72 h d’incubation.

Dans le but d’évaluer la capacité de formation des biofilms par des souches de Bacillus
cereus et Staphylococcus aureus isolées a partir de la viande de poulet crue commercialisée dans
la région de Tlemcen et a partir du Doner Kebab commercialisé dans la meme région, la
technique des microplaques de titration a 96 puits en PVC, la technique de la gélose au Rouge

Congo et les surfaces solides en acier inoxydable sont envisagéés.

Nos résultats montrent que la majorité des souches de Bacillus cereus (90%) ne sont pas
formatrices de biofilm sur les microplaques de titration a 96 puits en PVC, 10% sont formatrices
avec une faible capacité, et 100% des souches de Staphylococcus aureus sont formatrices de
biofilm avec une faible capacité.Ces résultats suggerent que la formation de biofilm parB. cereus
pourrait étre largement influencée par leur source d'isolement. Nos resultats sont en accord avec
les resultats deHussain et Oh (2018)montrant que des souches de B. cereus provenant d'isolats
humains et agricoles cultivées dans des microplaques de titration a 96 puits ont des capacités de
formation de biofilm significativement supérieures a celles des isolats alimentaires aprés 24 h
d'incubation. Dans une autre étude, environ 50% des isolats de B. cereus associés a des maladies

du sol et des maladies diarrhéiques étaient positifs pour la formation de biofilm sur du chlorure
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de polyvinyle alors qu'aucune des souches émétiques ou des isolats de maladies buccales ne

formait des biofilm sur ce matériau (Auger et al., 2009). Cependant, nos resultats étaient
differents de ceux rapportés par Kamar et al., (2012), montrant qu'il n'y avait pas de différence
significative dans la formation de biofilm par des souches isolées de différentes sources, telles
que les échantillons pathogénes, les intoxications alimentaires et les échantillons cliniques, et
aucun lien n'a été observeé entre la formation de biofilm sur le PVC et l'origine de la souche. La
formation de biofilm est liee a la nature de la surface,Ban et al.,(2014) qui ont montres que le
PVC est un matériau hydrophobe, alors que I'acier inoxydable est hydrophile avec une charge de
surface négative. Les caractéristiques hydrophobes des surfaces des matériaux affectent
I'attachement ou le détachement bactérien a la surface et par conséquent la formation de biofilm.
Selon Bonsaglia et al., (2014), les bactéries ont adhérées et ont formées un biofilm plus

efficacement sur des surfaces hydrophiles, y compris I'acier inoxydable et le verre.

Sur I’acier inoxydable 40% des souches de Bacillus cereus et 70% des souches de
Staphylococcus aureus ne sont pas formatrices de biofilm.55% des souches de Bacillus cereus et
27% des souches de Staphylococcus aureus sont formatrice de biofilm sur 1’acier inoxydable.
D’apres les résultats obtenus, une faible capacité de formation de biofilm sur 1’acier inoxydable
est enregistrée. Heloisa et al., (2012) ont montré que la formation de biofilm sur I’acier
inoxydable par S. aureus isolée des usines de transformation des aliments était avec un taux de

108 ufc/cm?.

D’apres Oliveira(2014) 42 % des 31 souches de S. aureus isolées d'environnements de
traite étaient productrices de biofilm sur I'acier inoxydable.Alor que Marques et al ; (2007)a
étudié la formation de biofilm par S. aureus isolées desindustriesalimentaires sur les surfaces
en acier et en verre. Le nombre des bactéries était de I’ordre de 107 et 108 ufc/cm?. Nos résultats
étaient différents de ceux rapportés par Lee et al., (2015) montrant quela formation de biofilm
par des souches de Staphylococcus aureus était plus élevée sur I’acier inoxydable que sur les
microplaques de titration. Les résultats obtenus révélent qu’il ya des souches qui sont non
formatrice de biofilm apres différent temps d’incubation et d’autre souches sont faiblement
formatrice de biofilm et une seule souche a une capacité modérée de formation de biofilm.
Tsuneda et al., (2003) ont indique que S. aureusont adhéré sur la surfaces d’acier inoxydable
pendant 72 h d'incubation & 7 °Cet 28 °C avec un taux de 10°%a 10° ufc/cm?. Dans une étude

réalisée sur les biofilms de B. cereus, il a été indiqué qu’il n’existait aucun impact de I’origine
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sur la capacité de formation de biofilm de souches isolées de différentes conditions

environnementales(Majedet al., 2016).

D’apres les résultats obtenus il y a une variation de capacité de formation de biofilm
pendant les trois durés d’incubation sur 1’acier inoxydable. Ces résultats sont en accord a ceux
obtenus par Kwon et al., (2017) qui a montré que le milieu de croissance ainsi que le temps
d'incubation pourraient affecter la formation de biofilm de B. cereus. Un résultat similaire a été
rapporté précédemment par Hayrapetyan et al.,( 2015)qui a été montré que certaines souches de
B. cereus formaient des quantités de biofilms significativement plus élevées aprés 48h qu’apres

24h, alors que certaines souches ne présentaient aucun changement dans la formation de biofilm.

Cependant les résultats obtenus révélent que 51.61% des souches étudies dans notre étude
ne présentent pas les mémes capacités de formation de biofilm sur des surfaces différentes. Par
exemple les souches de Bacillus cereus EH 9/3F et ES 61/1F ne forme pas des biofilm sur le pvc
et ont une faible capacité de formation de biofilm sur 1’acier. Les souches de staphylococcus
aureus 2C, 25C ne forment pas de biofilm sur I’acier inoxydable et ont une Faible capacité de
formation de biofilm sur le PVC. Ceci est conforme a une étude menée par Hayrapetyan
en2017, qui a montré que la formation de biofilms par B. cereus s'est avérée étre fortement
affectée par le matériau de contact. Jo et al., (2010) ont également déterminé que la capacité de
formation de biofilm sur des surfaces solides était affectée par le type de surface. De méme, les
isolats d'animaux de S. aureus ont montré une capacité de formation de biofilm supérieure a celle
des isolats de plantes (Kim et al., 2016), ce qui peut s'expliquer par les différences dans les
conditions optimales de formation de biofilm pour chagque groupe d'isolats, y compris la surface
et le milieu utilisé (Fabres-Klein et al., 2015 ; Chagnot et al., 2013). La souche EM71/2E de
Bacillus cereus avait une capacité modéré de formation de biofilm sur I’acier inoxydable et non
formatrice sur le PVC, Hayrapetyan et al.,( 2015) ont signalaient aussi qu’une quantité
significativement plus élevée de formation de biofilm sur I’acier inoxydable par rapport aux
d’autres surfaces pour les isolats alimentaires de B. cereus. Cette plus grande quantité de biofilm
formé par B. cereus (capable de produire des spores, qui sont hydrophobes) sur I’acier
inoxydable (une surface hydrophobe) pourrait étre due aux différences de propriéetés
thermodynamiques qui facilitent leur adhérence. Ces données indiquent que les propriétés de la

surface ont une incidence importante sur la formation de biofilm.

Chez les bactéries, la production d’une couche mince de nature polysaccharidique, appelée

«slime » constitue un facteur majeur dans la formation du biofilm, en jouant un réle
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remarquable dans 1’adhérence et la colonisation des surfaces (O’Gara et Humphreys,

2001).Chez Staphylococcus aureus, le "slime” est composé principalement d’un polysaccharide
intercellulaire adhésine (PIA), ou il représente probablement le composant majeur de la matrice
extracellulaire du biofilm (Joo et Otto, 2012).La gélose Rouge Congo est un milieu tres
convenable pour la détection des souches productrices de slime. Sur ce milieu, les souches de
S.aureus et B.cereus exprimant de slime donnent des colonies noires avec une surface rugueuse
contre des colonies de couleur rouge et a surface lisse pour les souches non productrices de slime
(Chaieb et al.,2005).

La méthode de gélose au Rouge Congo est largement utilisée pour identifier les souches de
Staphylococcus aureus productrices de slime ou de biofilm. Cependant, cette méthoden’a pas
permis d’identifier avec précision les souches productrices de slime (Lee et al., 2016). Les
travaux deHassan et al., (2011) ont rapporté qu’elle est précise a 41% seulement pour la
détection des souches formant des biofilms et (Nayak et al., 2011) ont trouvés que 65,6% des
isolats étaient productreurs de slime par la méthode de gélose au Rouge Congo et 75% des
isolats étaient formatrice de biofilm. Notre résultat est en accord avec les résultats de Queiroga
et al., (2018) qui ont montrés que seuls 7.3% des souches de S. epidermidis ont la capacité de
produire du slime, et 8% des souches sont productrices de biofilm et toutes les isouches qui ont
la capacité de produire du slime sont aussi formatrices des biofilms. Nos résultats concordent
avec ceux de Meghrni et al., (2014) qui avaient noté une corrélation positive entre la capacité de
production de slime sur la gélose au Rouge Congo et la capacité de formation des biofilms
développés sur la microplaque de titration.Les résultats obtenus sont en accord avec ceux de
Torlak et al., (2017) qui avaient déclaré que le test de la gélose au rouge Congo avait produit
un pourcentage de résultats positifs plus faible par rapport au dosage de coloration au cristal
violet, Sur 32 isolats, 15 isolats (46,9%) ont produit des colonies noires caractéristiques sur
gélose au Rouge Congo, et ont été classés en tant que producteurs de slime. Le test de coloration
du CV arévélé que 29 isolats de S. aureus (90,6%) étaient capables de former un biofilm. Les 15
isolats slime positifs ont également été classés comme biofilm positifs, tandis que 14 isolats
présentant un phénotype biofilm positif présentaient des colonies rouges sur la gélose au Rouge

Congo.
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Chapitre 2 : Evolution de ’effet I’ail « Allium sativum » sur des biofilms &

Staphylococcus aureus

Les résultats de 1’évaluation de D’effet I’ail « Allium sativum » sur des biofilms a
Staphylococcus aureus sont repris dans la figure 22. D’apres ces résultats, on remarque que
Staphylococcus aureus est une bactérie sensible aux différentes concentrations de 1’ail avec une
réduction logarithmique des cellules de biofilm récupérées a partir de coupons de 1’acier
inoxydable qui varient entre 0,014 et 1,25. Nous constatons qu’avec l’augmentation des
concentrations de I’ail et dutemps de traitement, il y a une réduction remarquable de
biofilm.Pour les trois concentrations testées, il y a une petite réduction logarithmique aprés un
temps de traitement de 5min. pour le traitement avec une concentration de 1% la réduction
logarithmique atteint 0,67 apres 15 min de traitement. Les résultats ont montré une augmentation
remarquable de la réduction dans le nombre des cellules formant le biofilm apres le traitement a
2%, cette réduction €té de 0,055 aprés 5 min de traitement, aprés 10min la réduction a augmentée
jusqu'a 0,84 mais aprés 15 min elle a diminué a 0,67, le traitement avec une concentration de 3%

atteint 1,25 aprés 15 min de traitement et 0.64 aprés 10 min.
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Figure 22:Effet inhibiteur de I’Allium sativumsur le biofilm de Staphylococcus aureus
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Les extraits de I’Allium sativum ont une activité antibactérienne contre les agents

pathogenes alimentaires tel queStaphylococcus aureus et Bacillus cereus. lls sont tres efficaces
pour inhiber les structures du biofilm, ces extraits peuvent inhiber jusqu'a 50 % de la formation
de biofilm. L’activité métabolique des bactéries dans les biofilms traités avec les extraits d’ailest
généralement diminuée. Des études ont montré que la concentration de chaque extrait a une
relation directe avec l'effet inhibiteur. D’autre étude a montrée que I’extrait d'éthanol a un effet
inhibiteur meilleur sur Bacillus cereus que I'extrait de méthanol. Ce derniern‘a aucun effet sur
Staphylococcus aureus (Al Bayati, 2017 ;Mohsenipouret Hassanshahian, 2015; Lim, 2015 ;
Houshmand et al., 2013 ).Semblable a notre étude, d'autres chercheurs ont également observé
I’effet inhibiteur de 1’ail contre les bactéries. Ils ont confirmés les propriétés antimicrobiennes de
A. sativum contre différents microorganismes tels que: B. subtilis, S. typhi, S. typhimurium,
Proteus mirabilis etstaphylococus aureus(Bachrach et al., 2011 ;Hovanaet al., 2011). Selon
Nidadavolu et al., (2012) I'ail présentait une activité antibiofilm contre des bactéries a Gram
négatif et & Gram positif. Par rapport aux bactéries non traités par I’extrait de I’ail, le nombre de
colonies bactériennes viables obtenues a partir de biofilms raclés et les valeurs d'absorbance du
cristal violet représentant les taux de Dbiofilm étaient significativement réduits
(Ratthawongjirakul et Thongkerd, 2016).

D’aprés nos resultats D’effet d’Allium sativum a augmenté avec I’augmentation des
concentrations. Ceci est conforme a une étude menée par Birringet al., (2015) qui ont constaté
qu'une concentration de 40% et 70% de I’extrait de 1’ail avait une activité antimicrobienne
significative contre le biofilm de E. faecalis. 1l a signalé aussi qu’une concentration de 10% de
I’extrait de 1’ail a un effet limité dans la réduction du nombre de E. faecalis ainsi que son
biofilm. Lee et al., (2011) ont trouvé que la concentration minimale inhibitrice de I’extrait de
I’ail sur la croissance d'E. Faecalis est de 12,8%. Mathur et al., (2013) ont montré que I’A.
Sativum peut réduire la formation de biofilms de K. pneumoniae jusqu'a 47,5%. Mohsenipour et
ses colaborateurs(2015)ont montré queles extraits d’ail pourraient réduire jusqu’a 62,72% la
formation de biofilms de la bactérie. Par conséquent, cette distinction entre les résultats des deux
études peut étre corrélée a différents instruments choisis pour la formation de biofilm ou a des
différences entre les isolats bactériens dans ces études. D’autres résultatsont montre que I'extrait
éthanolique a la concentration (300 mg/ml) avait une forte activité antibactérienne contre les
isolats de Staphylococcus aureus formant des biofilms, pendant que d'autres concentrations
d'extraits (150,75 mg/ml) n'ont aucune activité antibactérienne donc I'activité d'inhibition dépend

des concentrations.
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En ce qui concerne les structures de biofilm, la capacité de I'extrait d'A. Sativum a inhiber

la formation de biofilm est directement corrélée a la concentration (Mohsenipouret
Hassanshahian, 2015). Pour les trois concentrations testées, il y a une petite réduction
logarithmique aprés un temps de traitement de 5min. Notre étude est en accord avec celle de
Booyens et Thantsha (2013)qui ont signalé que des périodes d'exposition de plus de 6 h a I’ail
peuvent étre nécessaire pour observer une réduction de la viabilité de B. lactis car il n'y a pas eu
de diminution pendant les 6 h. Cela met en évidence que le temps d'exposition a l'ail a un effet
sur l'inhibition des bacteries.

Nidadavolu et al., (2012) ont signalé que la poudre de I’ail a un effet inhibiteur sur la
croissance de P. aeruginosa et de S. aureus. D’autre chercheurs ont montrés que l'activité
antibactérienne de l'ail frais s'est avérée supérieure a celle de la poudre d'ail (Pakdel et al.,
2017 ;Sallam et al.,2004). D’autres chercheurs (Pakdel et al., 2017 ;Mohsenipouret
Hassanshahian, 2015) n’ont pas enregistré d’activité antibactérienne importante pour les extrait
alcooliques d’ail. L’extrait d'éthanol a été testé pour l'activité antimicrobienne contre Bacillus
cereus et Staphylococcus a coagulasse positive et meme des staphylococcus a coagulase
négative. les résultats ont montré que I'extrait d'éthanol était actif contre ces bactéries et son
efficacité a été liée aux molécules qui traversent les membranes cellulaires et réagissent
biologiquement au faible niveau des liaisons thiol dans les acides aminés (Chekki et al .,
2014).Cependant, de nombreux facteurs peuvent affecter les résultats tels que l'origine végétale,
la période de l'année, les méthodes d'extraction, les souches microbiennes et méme la

méthodologie du test et les conditions de stockage (Bayati, 2018; Pakdel et al., 2017).

Ratthawongjirakul et Thongkerd (2016) ont établi deux conditions de culture in vitro pour
étudier les effets de 1’ail sur la formation de biofilms chez S. aureus, pour la premiére expérience
les bactéries ont été cultivées en présence de 1’ail. Pour la deuxiéme expérience, 1’ail a été ajouté
a la culture apres la formation du biofilm mature. Cependant, I'analyse statistique n'a démontré
aucune différence significative dans la réduction de la formation de biofilm entre ces deux
conditions. De nombreuses bactéries pathogenes utilisent le systeme de détection de quorum
(QS) pour coordonner I'expression de la virulence bactérienne, y compris le développement du
biofilm (Bhardwaj et al., 2013). Ainsi, le QS pourrait étre une stratégie prometteuse pour
contréler la virulence bactérienne. Certaines études ont suggeré que l'ail était un composé
susceptible d'interférer avec le QS. L’analyse a révélé que 1’Ajoene (un composé contenant du
soufre dérivé de l'ail) inhibait spécifiquement I'expression du géne de QS chez P. aeruginosa

(Jakobsen et al., 2012). L'allicine a diminué les signaux détectant le quorum et inhibé les
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facteurs de virulence contrdlés par le QS chez P. aeruginosa(Lihua et al., 2013 ;Rasmussen et

al., 2005). Ces résultats suggerent que la réduction de la formation de biofilms pourrait refléter

les propriétés inhibitrices de I'ail détectant le quorum sinsing.

Dans notre étude, les bulbes d’ail ont été séchés et la poudre a été traitée sans aucune
exposition a des températures ¢levées pendant toute la procédure afin de préserver 1’allicine, le
composant antimicrobien le plus important de 1’ail, et d’¢liminer le risque d’inactivation de ses
composants importants. Cette procédure efficace de préservation de la désactivation de I'allicine
a été confirmée par une étude menée par Chavan et al., (2010), qui a signalé que de nombreuses
propriétés thérapeutiques de 1'ail sont détruites lorsqu'elles sont soumises a la chaleur. L’étude
expérimentale de Wu et al., (2014) comprenaient une évaluation de 1’extrait d’éthanol de 1’ail
pour sa teneur en allicine. Une diminution de la formation de biofilm a été observée a une
concentration égale a 0,098 ug/ml d’allicine. Ainsi, Ratthawongjirakul et Thongkerd
(2016)ont proposé que les activités antibactériennes ou antibiofilm de I'ail contre S.
aureuspuissent refléter principalement I'activité de I'allicine. La variation de l'inhibition entre les
différents bacteries peut étre due au contenu des membranes, a la perméabilité de I'allicine et a
d'autres constituants de I'ail (Al Bayati, 2017).L’activité antimicrobienne de I'ail repose sur deux
caractéristiques principales. Premierement, le composé doit atteindre la cible potentielle.
Considérant les cibles intracellulaires, le composé actif de I'ail doit pénétrer dans les cellules
microbiennes. Il a été démontré que l'allicine diffuse facilement a travers les membranes
phospholipidiques artificielles et naturelles (Miron et al., 2000).1l interfere avec des enzymes
bactériennes par l'inactivation du groupe thiol(Reiter et al., 2017 ;Ratthawongjirakul et
Thongkerd, 2016). En outre, I’allicine régule a la baisse I’expression des génes du biofilm (Wu
etal., 2015).
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Les biofilms sont une source de contamination des aliments par des germes indésirables et
sont largement incriminés dans la dégradation de la qualité sanitaire de ces aliments et la
diminution de leur durée de vie. Le travail que nous avons entrepris est une contribution a 1’étude
de I’effet d’ail sur les biofilm formé par Staphylococcus aureus.

Dan cette étude, nous avons tout d'abord testé la capacité de formation de biofilm de20
souche de Bacillus cereus qu’ été isolées de la viande de poulet cru et 11 souches de
Staphylococcus aureus, isolées du Doner Kebab prét a manger, sur I’acier inoxydable pendant
24h,48h,72h et sur le pvc et avec la gélose au Rouge Congo.

L’évaluation dela formation du biofilmamontré qu’il ya des souches formatrices de biofilm
et d’autre souches sont non formatrices de biofilm sur les deux surfaces, d’une part. D’aiutre
part, des souches sont productrice de slim et d’autre ne I’ont pas produitsur la gélose au Rouge
Congo.

Dans le cadre de la lutte contre les biofilm formés par les souches de Staphylococcus
aureus sur I’acier inoxydable, on a évalué I’effet d’ail sur ces biofilm formé par déférentes
concentrations (1%-2%-3%) et chaque concentration ponant 3durés de tempe (5-10-15) min.

Nos résultats ont montré qu’il y a une réduction logarithmique des cellules de biofilm de
Staphylococcus aureus avec les 3 concentrations. Avec I’augmentation des concentrations d’ail
et de temps de traitement, il y a une diminution remarquable de biofilm. Cela indique que la
poudre de 1’ail a une activité antibactérienne contre cet agent pathogéne alimentaire.

En fin dans des travaux a venir, il serait intéressant d’approfondir les recherches sur le composé
d’aille plus efficace tout en réalisant son extraction et sa purification pour le tester a diferentes
concentrations sur des biofilms a Staphylococcus et meme sur des biofilms mixtes formés par

Staphylococcus aureus et Bacillus cereus.
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Les anexes

1) Préparation de la gélose au Rouge Congo :

= 37 g/l bouillon BHI.

= 50 g/l saccharose.

= 10 g/l agar bacteriologique.
= 0,8¢/l Rouge Congo.

Préparation de gelose fortifiée :
GN+50ml /I Mn So4+60mg /I Ca cl2.
2) Préparation des milieux:

- BHIB a 0,25% glucose :

= Peptone de caséine : 17g.

= Peptone de soja : 3g.

= Nacl:5g.

= Phosphate di potassique : 2.5g
=  Glucose : 2.5¢.

-PBS (phosphate buffer saline)

= Nacl : 7,69.

= Kcl:0,2g.

= K2Hpo4 :0,71g.
= Na2Hpo4 :0,24.

- BHIB a 0, 5% glucose : (Le méme milieu additionné de 2,5g glucose)
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Abstract

Bacillus cereus and Staphylococcus aureus are important contaminants in the food
industry, they have the ability to adhere and form biofilms on the surfaces of food equipment,
This represents a risk to public health and to the alteration of materials. The aim of this study
was to evaluate the ability of biofilms formation by bacteria isolated from raw chicken meat
and Doner Kebab marketed in the region of Tlemcen, on the one hand. On the other hand, test
the effect of garlic allium sativium on mature biofilms formed by these bacteria on stainless
steel surfaces. The potential of strains to form biofilms tested by the PVC microtiter plates
technique, on stainless steel surfaces and the Congo red agar technique is variable. Especially
for bacillus cereus which has shown a very low capacity for biofilm formation.Strains of
Staphylococcus aureus (100% on PVC titration microplates, 27.27% on stainless steel
surfaces and the Congo red agar technique). The results obtained after treatment with Allium
sativum show that the biofilms formed by Staphylococcus aureus were reduced for all the
concentrations (1, 2 et 3%) and all the contact times with the garlic. The results also show that

biofilm reduction increases with concentration and processingtime.

Key words: Bacillus cereus, Staphylococcus aureus, biofilm, garlic allium sativium.
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Résumé :

Bacillus cereus et Staphylococcus aureussont des contaminants importants en
industrie agroalimentaire. lls ont la capacité d’adhérer et de former des biofilms sur les
surfaces des équipements agroalimentaires. Cela représente un risque pour la santé publique et
pour l'altération des matériaux. Le but de cette étude est d'évaluer la capacité de formation des
biofilms par des bactéries isolées a partir de la viande de poulet cru et du Doner Kebab
commercialisés dans la région de Tlemcen, d’une part. D’autre part, tester I'effet de 1’ail
allium sativium sur des biofilms matures formé par ces bactéries sur des surfaces en acier
inoxydable.Le potentiel des souches testees a former des biofilms par la technique des
microplaques de titration en PVC, sur des surfaces en acier inoxydable et par la technique de
gélose au Rouge Congo est variable, notamment pour Bacillus cereus qui a montré une tres
faible capacité de formation de biofilm. Les souches des Staphylococcus aureus (100% sur les
microplaques de titration en PVC, 27.27% sur lessurfaces en acier inoxydable et la technique
de gélose au Rouge Congo). Les résultats obtenus apres traitement avec alliumsativum
montrent que les biofilms formés par Staphylococcus aureus ont été réduits pour toutes les
concentrations (1, 2 et 3%) et tous les temps de contact avec l'ail. Les résultats montrent
également que la réduction du biofilm augmente avec la concentration et le temps de

traitement.

Mots clé : Bacillus cereus, Staphylococcus aureus, biofilm, I’ail allium sativium.
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