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Résumé

Les bacteries forment naturellement des structures complexes appelées biofilm pour se
protéger contre les agrégations environnementales comme la désinfection, nettoyage et les
conditions d’environnements défavorables. La formation de ces structures passe par des
étapes provoquant des modifications phénotypiques aux cellules planctoniques et leur
installation dépend de plusieurs facteurs tels que le pH, la température, 1’oxygene et les

propriétés des surfaces et des microorganismes.

Le biofilm cause des problémes économiques et sanitaires dans 1’industrie alimentaire
et sur la santé humaine, c’est pour cela qu’il faut éradiquer ces communautés par de nouvelles
méthodes, car actuellement les stratégies de contréle classiques utilisées et qui sont encore en
cours d'¢laboration, sont incapables d’¢liminer les biofilms en raison de leur résistance élevée
a ces procédés classiques. Parmi les biofilms les plus répondues, le biofilm de Staphylococcus
aureus sur diverses surfaces de travail largement utilisées dans les installations industrielles
comme le polystyrene, le polypropyléne, I'acier inoxydable et le verre. Cette bactérie est tres
résistante et produit plusieurs facteurs de virulence comme les entérotoxines, toxines
exfoliantes et des molécules d’adhésions qui sont appelées MSCRAMM. Ces MSCRAMM

aident la bactérie a coloniser et former leur biofilm.

Les recherches aujourd’hui sont basées sur I'utilisation des procédés naturels pour
prévenir et détruire le biofilm comme I’utilisation des bactériocines, des bactériophages, des
enzymes et les métabolites secondaires des plantes. Selon les résultats de VVazquez-Sanchez et
de Walmiki et Rai, on peut dire que I’effet des huiles essentielles se différe d’une plante a une
autre et que Cuminum cyminum possede une efficacité sur le biofilm de Staphylococcus
aureus a des concentrations précises mais elle est incapable de 1’éliminer complétement, donc
il faut prévenir I’installation de ces biofilms au lieu d’essayer de les éradiquer apres leur

formation.

Mots clés : Biofilm, Staphylococcus aureus, Cuminum cyminum, huiles essentielles.



Abstract:

Bacteria naturally form complex structures called biofilms to protect itself from the
environmental aggregations like disinfection, cleaning, and unfavorable environmental
conditions. The formation of these structures goes through several steps leading to phenotypic
modifications of the planktonic cells, and their settlement will depend on various factors such

as pH, Temperature, oxygen and surfaces properties and microorganisms.

The biofilm causes economic and sanitary problems in food industry and on human’s
health, which is why we need to eradicate these communities using new methods, because the
current control classic methods used, and which are still in process of elaboration, are
uncapable of exterminating them due to their high resistance to these processes. Among the
most spread biofilms, the Staphylococcus aureus biofilm that is found on diverse working
surfaces used widely in industrial installations such as polystyrene, polypropylene, stainless
steel, and glass. This bacterium is very resistant and produces many virulence factors like
enterotoxins, exfoliant toxins and adhesion molecules called MSCRAMM. These molecules
help the bacteria to colonise and from their biofilms.

Today’s research is based on the use of natural processes to prevent and destroy the
biofilm like the use of bacteriocins, bacteriophages, enzymes, and plants secondary
metabolites. According to the results of Vazquez-Sanchez and Walmiki and Rai, we can say
that the effect of essential oils differs from a plant to another, and that Cuminum cyminum
possesses a good efficiency on the S. aureus biofilms following precise concentrations, but
are still uncapable of destroying it completely, therefor we need to prevent the settlement of
the biofilm from the beginning instead of trying to destroy it after.

Key words: biofilm, Staphylococcus aureus, Cuminum cyminum, essential oils.
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pl : microlitre.
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AHL : Lactone acyle homoserine.
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Introduction générale :

Les microorganismes se trouvent dans tous types d’environnement sous forme de
cellules libres ou sous forme de communautés fixées sur des surfaces biotiques ou abiotiques,
entourées par une matrice autoproduite constituée principalement par des protéines, des
polysaccharides et des acides nucléiques. Ces communautés appelées biofilm provoquent
plusieurs problemes grave dans les industries alimentaires grace a leurs capacité de résister
aux désinfectant et aux produits antimicrobiens ce qui augmente leur probabilité de survie et
de contaminer les aliments (Kuddus, 2019 ; Phillips, 2016 ; Curcic-Trajkovska, 2015 ;
Garcia-Gonzalo et Pagéan, 2015).

La plupart des bactéries sont capables d’adhérer, de coloniser et par conséquent former
des biofilms sur des surfaces des matériaux dans I’industrie agroalimentaire (Almeida et al.,
2017 ; Cherif-Antar et al., 2016 ; Lima et al., 2015). Parmi ces bactéries, Staphylococcus
aureus une bactérie opportuniste a coagulase positive est connue par sa capacité a s’adhérer
et former des biofilms. Une fois formés, ces biofilms provoquent 1’augmentation de sa
résistance ce qui rend difficile son éradication par les procédés conventionnels qui détruisent
les micro-organismes (Kuddus, 2019 ; Shan su et al., 2019 ; Bhunia, 2018 ; Fetsh, 2018 ;
Grare, 2016 ; Bose et Byele, 2013).

Les épices et les herbes sont des ingrédients courant ajoutés aux aliments pour
améliorer le gout et la couleur. En outre, ils constituent des bonnes sources d’agents
antioxydants et antimicrobiens (Abraham et paridhavi, 2013). Les huiles essentielles
d’¢épices et d’herbes ont ét¢ recommandées pour les produits a base de viande et de poisson
afin de prolonger la durée de conservation, de protéger la quantité organoleptique et d’inhiber

la croissance microbienne et I’oxydation des lipides (Bobbarala et al., 2012).

L’objectif de ce travail est d’évaluer ’effet du cumin Cuminum cyminum sur des
biofilms mono-especes agés formés sur des surfaces en acier inoxydables par Staphylococcus
aureus isolée du Doner Kebab prét a manger commercialisée dans la région de Tlemcen.
Différentes concentrations du cumin ainsi que differents temps de traitement sont envisagés

dans cette étude.

Le présent mémoire est structuré comme suit :



La premiére partie est une synthese bibliographique consacrée aux généralités sur les
biofilms en agroalimentaire, ainsi qu’un chapitre sur Staphylococcus aureus et un autre sur le

cumin Cuminum cyminum.
La seconde partie présente la méthodologie a réaliser.

La troisiéme et derniere partie est consacrée au traitement de deux articles sur 1’effet

des huiles essentielles de Cuminum cyminum sur un biofilm forme par Staphylococcus aureus.

Une conclusion pour cloturer ’ensemble du travail.



/\/

Synthese bibliographique

/\/




Synthése bibliographique

Chapitre 1 : Les biofilms en agroalimentaire
1.1. Historique :

La premiere observation de biofilm microbien a été faite par Antonie Van
Leeuwenhoek en 1684 a I'aide d'un microscope optique primitive. 1l a observé une adhérence
microbienne sur les surfaces dentaires qui forment une communauté sessile (Bevilacqua et
al., 2017 ; Tezel et Sanlibaba, 2017 ; Shi et Zhu, 2009 ; Leeuwenhoek, 1648).

Apres quelques siecles, et plus exactement en 1920, le biofilm bactérien a été observé
a travers des bactéries marines attachées a la coque des navires (Shi et Zhu, 2009). Claude E.
Zobell a déterminé que certaines bactéries marines peuvent s’accrocher sur les surfaces des
lames en verre, tout en formant des microcolonies alors que ces derniéres n'ont pas été
détachées par lavage (Tezel et Sanhibaba, 2017 ; Zobell et Eshter, 1935).

Soixante ans plus tard, des observations de bactéries fixées sur des surfaces solides
dans de nombreux environnements écologiques comme : les systemes de traitement des eaux
usees, les équipements utilisés pour la fabrication du vinaigre, les systemes d'eau industrielle,
les caries dentaires, les voies urinaires, ainsi que d'autres dispositifs médicaux implantés sont
réalisées a I’aide des techniques de microscopiques développées (Bevilacqua et al ., 2017 ;
Shi et Zhu, 2009 ; Zottola et Sasahara, 1994).

Dans les milieux naturels, 95% a 99% des micro-organismes ont adapté ce mode de

vie vu les multiples avantages offerts (Almeida et al., 2017 ; Peng et al., 2002).
1.2. Définition du biofilm :

Le biofilm est décrit comme un assemblage de cellules microbiennes fixées sur les
surfaces biotique ou abiotique et immergé dans une matrice extracellulaire autoproduite et qui
se différe selon I’environnement et 1’espéce colonisatrice (Kuddus, 2019 ; Galié et al., 2018 ;
Tazal et Sanhibaba, 2017 ; Phillips, 2016 ; Meyer, 2015 ; Sauer et al., 2007 ; Donlan et
Costerton, 2002). Un biofilm peut comprendre une et/ou plusieurs espéces bactériennes. Il
peut former une couche unique ou des structures tridimensionnelles (Galié et al., 2018 ;
Bevilacqua et al., 2017 ; Parsek et Singh, 2003).
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La matrice extracellulaire est composée principalement de protéines, de
polysaccharides et d’ADN exogéne. Elle posséde un réle structural vis a vie de la persistance
du biofilm. Elle génere des gradients complexes en oxygéne et en éléments nutritifs, des
enzymes extracellulaires utilisées pour le transfert de molécules de communication cellulaire
d’un c6té et a des fins nutritionnelles, d’un autre c6té. La matrice confere aux bactéries
incorporées une protection contre des environnements hostiles incluant les agents
antimicrobiens (Galié et al., 2017 ; Almeida et al., 2017 ; Flemming et al., 2016 ;
Kasnowski et al., 2010).

1.3. Les étapes de formation de biofilm :

Différents mécanismes sont utilisés par les micro-organismes a venir en contact étroit
avec une surface, s’attacher fermement a elle, favoriser les interactions entre elles et se
développer sous forme de structures complexes appelées biofilms (Kuddus, 2019 ; Lima et
al., 2015 ; Bryers et Ratner, 2004). La formation de ce dernier est un processus progressif et
dynamique qui se déroule en plusieurs étapes qui sont décrites ci-dessous et schématisées
dans la figure 1 tout en provoquant des modifications phénotypiques des cellules
planctoniques (Almeida, 2017 ; Garcia-Gonzalo et Pagén, 2015 ; Guobjornsdottir et al.,
2005) :

1.3.1. Le conditionnement de la surface : Le film de conditionnement constitue une base
riche en substrats favorables pour la croissance microbienne. Il peut étre composé de plusieurs
particules organiques ou inorganiques présentes dans le milieu environnant tout en stimulant
I’accessibilité et 1’attachement des bactéries sur les surfaces (Gautam et al., 2013 ; Garret et
al., 2008). Ce processus de conditionnement est régulé par des facteurs tels que la nature des
matériaux, la tension de surface, la mobilité électrostatique, la rugosité et la mobilité de la
surface (Jamal, 2015 ; Curcic, 2015 ; Gautam et al., 2013 ).

1.3.2. L’adhésion bactérienne : Au départ, les microorganismes sont attachés réversiblement
a la couche de conditionnement. Ce procédé de fixation est entrainé soit par des forces
physiques (Ashraf et al., 2001) comme la force du flux et la gravitation, ou par des flagelles
(Garret et al., 2008). A ce stade, les forces physiques sont attribuées a la charge de surface,
les interactions steriques, les faibles forces de Van der Waals et les forces électrostatiques
entre les molécules en interaction (Douarche et al., 2018 ; Wang et al., 2011). Une fois
adhérées aux supports, les bactéries déclenchent des modifications physiologiques qui vont

accompagner la transition a une adhésion irréversible (Jamal, 2015 ; Stoodley et al., 2002).
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Les structures de surface, tels que des pilis de type VI interviennent dans ce mécanisme
(Conrad, 2012).

1.3.4. Maturation du biofilm : Une fois adhérés d’une fagon irréversible, les bactéries
forment des microcolonies considérées comme forme unitaire et élémentaire d’un biofilm
(Donlan et Costerton, 2002). La maturation est enclenchée lorsque les microcolonies
atteignent une quantité de biomasse qui génére une hétérogénéité importante au sein du
biofilm (Stewart et Franklin, 2008).

D’autre part, les bactéries synthétisent un exopolysaccharide et d’autres constituants
de la matrice polymérique permettant ainsi leur protection de tout type de stress
environnemental (Sheng et Li, 2010). Cette matrice a également un réle majeur dans le
maintien et la stabilisation de la structure de biofilm en trois dimensions par la liaison des
bactéries entre elles et avec le support (Jamal, 2015 ; Flemming et Wingender, 2010 ;
Dunne, 2002). Au sein de la matrice des canaux servant a la diffusion de I’eau, des gaz, des
nutriments et des déchets sont présents donnant aux biofilms une architecture complexe
(Vanzieleghem et Delmée, 2020 ; Beyenal et Lewandowski, 2000).

Face a tous ces changements, les bactéries développent des stratégies d’adaptation et
deviennes persistantes avec une tolérance tres élevée aux désinfectants et aux antibiotiques
(Vanzieleghem et Delmée , 2019 ; Bester et al., 2010).

Les microcolonies vont secréter de nombreux médiateurs bactériens pour faciliter la
coordination cellulaire en fonction du microenvironnement et de la densité cellulaire : ce

mécanisme est appelé le « quorum sensing » (Grare, 2016).

1.3.5. Détachement et dispersion du biofilm : La derniere phase du cycle de vie du biofilm
est le détachement des parties et leur dispersion dans le milieu. Ce phénoméne permet aux
cellules sessiles d’adhérer et de coloniser de nouvelles surfaces ou retourner a 1’état

planctonique. (Arciola et al., 2005).

Le détachement du biofilm est le résultat de plusieurs parametres environnementaux
devenus défavorables incluant la limitation dans la disponibilité des nutriments (Lars et al,.
2011), I’appauvrissement en oxygene qui conduit a une croissance lente des bactéries ce qui
provoque une diminution de I’énergie nécessaire pour maintenir 1’attachement cellulaire

(Anderson et O'Toole, 2008), les perturbations mécaniques (force de cisaillement, abrasion)
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et d’autre condition de stresse qui favorisent I’expression des genes impliqués dans la

dispersion (Lars et al., 2011).

le mécanisme majeur utilisé par staphylococcus aureus est la production des enzymes et
des surfactants qui dégrade la matrice polysaccharidique, on compte 10 protéase dont 7serine

protéase, 2 cystéine protéase et 1 métallo protéase (Goetz et al., 2016 ).
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Figure 1 : Représentation schématique des étapes de formation de biofilm (Lebeaux et
Ghigo, 2012)

1.4. Facteur influencent la formation de biofilm dans I’industrie agroalimentaire :

Les biofilms ont été détectés dans plusieurs industries agroalimentaires y compris
I’industrie laitiére, 1’industrie de viande te de volaille et l'industrie de transformation du
poisson. Plusieurs facteurs influencent la formation et le développement des biofilms dans de
tel environnement. Ces facteurs sont liés a I’espéce microbienne, aux conditions
environnementales et a la nature des surfaces qui sont décrits ci-dessous et schématisés dans
la figure 2 (Bevilacqua et al ., 2017 ; Guobjornsdottir et al., 2005).
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Figure 2 : Principaux facteurs affectant la formation de biofilm (Speranza et Corbo, 2017)

1.4.1. Les propriétés de surface : En industrie agroalimentaire, les matériaux les plus utilisés
pour la transformation des aliments et qui sont en contact avec ces derniers sont 1’acier
inoxydable, le verre, le polystyrene, le téflon et le caoutchouc. En général, les biofilms
peuvent se développer sur la surface de chacun de ces matériaux cités précédemment
(Vazquez-Sanchez et al., 2013 ; Simoes et al., 2010 ; Chia et al., 2009 ; Hamadi et al.,
2005 ; Donlan et Costerton, 2002).

L’adhésion a de tel support dépend de leur propriétés physicochimiques, comme la
rugosité, I’hydrophobicité et la charge de surface (Garcia-Gonzalo et Pagan, 2015 ;
Donlan, 2002). Par tour, ces facteurs peuvent étre modifiés par les conditions
environnementales, comme le pH, la température et la composition en nutriments du milieu
(Nilsson et al., 2011; Gerstel et Romling, 2001). Les matériaux hydrophobes, tels que les
plastiques, sont plus susceptibles de favoriser la fixation des bactéries plus que le verre ou les
métaux hydrophiles (Chirkena et al., 2019 ; Sokunrotarak et al., 2013).

1.4.2. Les facteurs environnementaux : La formation des biofilms est fortement influencée
par les facteurs environnementaux englobant la disponibilité du milieu en eéléments nutritifs,

le pH, la température, le gradient en oxygene :

1.4.2.1. La température : Ce parametre influe sur la physiologie et la croissance de la cellule
et les propriétés physiques des composés qui sont a l’intérieure et autour de la cellule

(Garrett et al., 2008). La température modifie également les propriétés de la surface et des
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cellules comme la charge, 1’hydrophobicité, les donneurs et les accepteurs d’électrons. Par
exemple, chez Staphylococcus aureus le niveau d’hydrophobicité augmente avec
I’augmentation de la température ce qui entrainent une adhésion et par conséquent la
formation de biofilm (Di Ciccio et al., 2015 ; Chavant et al., 2002).

1.4.2.2. Le pH : Le pH du milieu influence les propriétés physico-chimiques des enveloppes
des cellules et I'expression du géne bactérien qui ont un impact sur l'adhésion bactérienne
(Garcia-Gonzalo et Pagan, 2015). Pour staphylococcus aureus, il s'est avéré que ni un pH
trop acide (pH=3), ni trop basique (pH=12) ne pouvait favoriser le développement de leurs
biofilms (Liu et al., 2020 ; Khalil et Sonbol, 2014).

1.4.2.3. L’oxygeéne : L’étude de ’existence d’oxygene (O2) dans le milieu est une méthode
efficace pour montrer la production d’énergie bactérienne, qui influence la formation de
biofilm (Anderson et O'Toole, 2008), car 1’02 est un accepteur final d’électrons dans la
chaine respiratoire en aérobie, en absences d’O2 les microorganismes utilisent généralement
des molécules organiques endogenes oxydes (Garcia-Gonzalo et Pagéan, 2015 ; Willey et
al., 2011) . La concentration en Oz influence aussi I’hydrophobicité de surface qui détermine

I’interaction hydrophobe (Garcia-Gonzalo et Pagan , 2015 ; Moreno-Castilla, 2004).

1.4.2.4. L’hydrodynamique : L’hydrodynamique a un réle important dans la formation et le
développement de biofilm car un fort cisaillement entraine des forces de détachement
supérieure menant a une diminution du nombre de bactéries fixées donc il va former un
biofilm plus dense et plus mince (Medeiros, 2016 ; Lecuyer et al., 2011 ; Katsikogianni et
Missirlis, 2004 ; Chang et al., 1991).

1.4.2.5. La composition du film de conditionnement : L’attachement des bactéries est
affecté par la composition et la concentration de la matrice alimentaire (Kchirkena et al.,
2019 ; Van Houdt et Michiels, 2010 ; Rochex et Lebeault, 2007). Plusieurs études ont
indiqué que le type du milieu influe la formation des biofilms, par exemple le bouillon
Infusion Cceur-Cervelle (BHI) s’est montré plus efficace que le bouillon Tryptone Soja
(TSB). La supplémentation du milieu avec le glucose, le saccharase et le chlorure de sodium
peut augmenter de maniére significatif la formation de biofilm (Liu et al., 2020 ; singh et al.,
2017). Alors que, dans plusieurs cas, une osmolarité élevée de la matrice alimentaire inhibe la
formation de biofilm bien que ¢a dépend du type d’osmolyte (Garcia-Gonzalo et Pagan,
2015 ; Jubelin et al., 2005).
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1.4.3. Les propriétés des microorganismes : Les microorganismes s’adhérent différemment
grdce a la variation des caracteres physicochimiques de ces derniers. Les bactéries
hydrophobes ont la capacité de se fixer sur les surfaces des matériaux hydrophobes tandis que
les bactéries hydrophiles s’adhérent sur les surfaces hydrophiles (Chirkena et al., 2019 ;
Katsikogianni et Missirlis, 2004). En plus, les bactéries hydrophobes sont plus susceptibles
de s’attacher sur les surfaces que les bactéries hydrophiles (Baillif et al., 2009 ;
Katsikogianni et Missirlis, 2004). Ainsi les interactions entre les différents microorganismes
de la population influencent la formation de biofilm mais cette relation entre les
communautés n’est pas toujours bénéfique (Garcia-Gonzalo et Pagan, 2015 ; Bridier et al.,
2015).

1.4.3.1. Le quorum sensing : Le quorum sensing (QS) est un mécanisme intracellulaire qui
permet aux espéces bactériennes de communiquer entre elles, d'interagir avec leur
environnement et d’agir comme des unités multicellulaires (Abisado et al., 2018). Cette
communication est basée sur la capacité des bactéries a synthétiser des molécules de
signalisation chimiques de faible poids moléculaire, aussi connu comme auto-inducteurs (Al)
(Quecan et al., 2019 ; Li et al., 2018 ; Mizan et al., 2016). Ce systeme est impliqué dans de
nombreux processus biologiques importants telle que la formation de biofilm (Mizan et al.,
2016 ; Yuan et al., 2018).

Les bactéries a Gram négatif possede le systeme lactone acylée homosérine (AHL) pour
réguler la formation de biofilm (Machado et al., 2019 ; Li et al., 2018 ; Skogman et al.,
2016), tandis que les bactéries a Gram positif implique le systéme peptide autoinducing
(AIP). D’autre systéme appelés autoinducteur-2 systeme (AL-2) utilisés chez les bactéries a
Gram positif et les bactéries a Gram négatif (Preda et Sandulescu , 2019 ; Brackman et
Coenye, 2015) par exemple Bacillus cereus, Campylobacter jejuni impliquent ce systéeme
pour former leur biofilm (Bezek et al., 2016 ; Duanis-Assaf et al., 2015).

1.5. Problemes lies aux biofilms en industrie agroalimentaire :

Il est bien connu que la formation des biofilms sur les surfaces en industrie
agroalimentaire est une source majeure de contamination microbienne (Diaz et al., 2016 ;
Winkelstroter et al., 2014). Plusieurs facteurs favorisent ce phénoméne telles que I’humidité,
la concentration abondante en nutriments, les matiéres premiéres contaminées par les
bactéries (Curcic-Trajkovska, 2015 ; Bower et al., 1996). Une fois installés, les biofilms

provoquent plusieurs problémes conduisant a des pertes économiques incluant 1’altération des
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aliments transformés et la réduction de leurs durée de conservation, la corrosion des
matériaux, la diminution du transfert de chaleur, l'augmentation de la résistance au frottement
du fluide et par conséquent la détérioration des équipements Les biofilms présentent un
risque pour la santé publique car ils sont a I’origine de la transmission de maladies causées
par des microorganismes pathogenes associés aux aliments(Malek, 2019 ;Laura et al.,
2016 ; Winkelstroter et al., 2014 ; Simoes et al., 2010 ;Gram et al., 2007 ; Bremer et al,
2006 ; Sharman et Anand , 2002).

1.6. Méthodes d’élimination de biofilm :

Il existe plusieurs approches pour lutter contre les biofilms formés en industries
agroalimentaires. Ainsi, de nouvelles stratégies sont élaborées pour controler et prévenir leur

formation.

1.6.1. Méthodes chimiques : La désinfection est une méthode qui permet la destruction des
microorganismes trés pathogenes ou potentiellement pathogenes sur une surface. Pour une
meilleure efficacité, la désinfection doit étre précédée par un nettoyage adéquat (Fong et
Barn, 2012). Les désinfectants chimiques sont les plus utilisés pour réduire le nombre des
microorganismes (Anthony et al., 2015). Parmi les facteurs qui influencent 1’action du
désinfectant, le PH, la température, la durée d’exposition, l’interaction avec les autres
microorganismes, la concentration, la nature de surface et la résistance bactérienne (Van
Houdt et Michiels, 2010 ; Simoes et al., 2010 ; Kuda et al., 2008 ; Bremer et al., 2002).

Plusieurs composés se sont montrés efficaces contre les biofilms tels que le NaClO et
I’ozone (da Silva et al., 2011 ; Ozdemir et al., 2010 ; Tote et al., 2010 ; Dosti et al., 2005;
Lagrange et al., 2004 ; Khardre et al., 2001). Par contre, les désinfectants a base de chlore
sont les plus utilisés dans I’industrie alimentaire (Galié et al., 2018 ; Yang et al., 2016) parce
qu’ils sont faciles a préparer et a appliquer et sont généralement le plus rentable (Van Houdt

et Michiels, 2010).

1.6.2. Méthodes physiques : Les méthodes physiques sont utilisées comme des alternatives
des désinfectants chimiques tels que 1’utilisation de la lumiere avec 1’azone pour la
pasteurisation (Anthony Let et al., 2015 ; Birmpa et al., 2013 ; Fraise et al., 2013 ;
Montville et al., 2012 ; Pereira et Vicente, 2010), et I’utilisation des bioélectrique pour
augmenter la pénétration des substances active dans le biofilm (Van Houdt et Michiels,
2010). Ces méthodes doivent étre autorisées par 1’organisation de réglementation fédéraux et

consommateur pour I’utiliser (Montville et al., 2012).
11
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1.6.3. Conception du matériel des équipements : La conception des installations des
équipements de transformation alimentaire est trés importante. Il faut séparer entre les zones
de production, d’emballage et de stockage pour minimiser les contaminations croisées. Les
matériaux de transformation et de production sont sélectionnés sur la base de certains critéres,
la facilité du nettoyage, la résistance a la corrosion chimique et les milieux alcalins et/ou

acides surtout pour la transformation du lait (Coughlan et al., 2016 ; Bremer et al., 2006).

1.6.4. Bactériophages : Les bactériophages sont des virus qui peuvent infecter les bactéries et
affecter la formation de biofilm grace a leurs enzymes qui peuvent détruire le composant EPS,
et puis les bactéries exposées a la surface sont infectées par ces derniers (Xihong Zhao et al .,
2017 ; Harper et al., 2014). C’est pour cela les bactériophages sont utilisés comme des
agents « antibiofilm ». Exemple : leur application sur les surfaces de travail des usines
(Fister et al., 2016 ; lacumin et al., 2016). Parmi les facteurs qui influencent ce type de
traitement, on cite la synergie/antagonisme entre les phages et le désinfectant, la température

qui ne peut étre optimal pour le phage (Galié et al., 2018 ; Gutiérrez et al., 2016).

1.6.5. Bactériocines : Des peptides antimicrobiens de synthése ribosomale sécrétés par
les bactéries, appelées bactériocines, ou les bactéries productrices des bactériocines
(da Silva et De Martinis, 2013). Leur utilisation est utile pour empécher la formation des
biofilms sur les surfaces (Galié et al.,, 2018). Jusqu’a présent la nisine est la seule
bactériocine autorisée par le Food and Drug Administration des Etats-Unis (FDA) (Galié et
al., 2018 ; Strempel et al., 2015). Cette bactériocine permet de prolonger la date de
péremption, protéger contre 1’altération des produit et réduire le nombre de traitement

thermique (Galié et al., 2018 ; Mattick et Hirsch, 1947).

1.6.6. Inhibition de QS : L’utilisation des inhibiteur du QS agissent principalement en
éteignant le systéme médiateur QS qui, a son tour, inhibe la communication cellule-cellule par
dégradation enzymatique du QS, inhibition des signaux de biosynthése du QS et le contréle
post transcriptionnel des QS (Brackman et Coenye, 2015 ; Dong et al., 2001 ; Chung et al,
2011 ; Perez-Martinez et Haas, 2011).

12
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Cette stratégies ciblant le QS et la formation de biofilms entrainent moins de pression
de sélection, et par conséquent, ne développent pas de résistance au composé inhibiteur
(Coughlan et al., 2016 ; Brackman et Coenye, 2015 ).

1.6.7. Traitement par les extraits de plantes : Les plantes produisent plusieurs métabolites
secondaires pour leur protection contre les agents pathogénes telle que les virus et les
bactéries (Khan et al., 2019 ; Saviuc et al., 2015 ; Kavanaugh and Ribbec, 2012 ). Ces
métabolites sont une bonne source pour lutter contre la formation de biofilm (Suzuki et al.,
2015). Les plantes aromatiques sont utilisées dans 1’industrie alimentaire pour inhiber
I’adhésion des cellules sur 1’acier inoxydables (Coughlan et al., 2016) comme d'origan,
thymol , carvacro et le cumin. Ces plantes ayant un effet efficace contre le biofilm comme le

biofilm formé par Staphylococcus spp (Amechrouq et al., 2018 ; Nostro et al., 2007)

1.6.8. Utilisation des enzymes : Les enzymes peuvent cibler les cellules dans la matrice de
biofilm et peuvent provoquer leur détachement mais leur rdle majeur est la dégradation de la
matrice extracellulaire (Coughlan et al., 2016 ; Bridier et al,. 2015) . Ces enzymes rendent
non seulement le biofilm inutile comme un mécanisme de défense des bactéries, mais aussi ils
interrompent la communication entre eux, ce qui entraine leur destruction et leur inactivation.
D'autres avantages de ces enzymes sont le pouvoir de ne pas imposer des pressions sélectives
sur les bactéries (Kuddus, 2019). Mais I’utilisation de ces enzymes au niveau industriel est

toujours entravée en raison du cout elevé de ce traitement (Galien et al., 2018)
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Chapitre 2 : Généralité sur Staphylococcus aureus
2.1. Historique et taxonomie :

La premiere description taxonomique de Staphylococcus était faite en 1984 par
Rosembach (Barceloux, 2008 ; Albaza et al., 1988 ; Rosenbach, 1884). Une année apres,
ZOPF a placé ces derniers dans le genre Micrococcus (Gillespie et Hawkey, 2006 ; Zoph,
1885) alors que Flugue ensuite a séparé les Staphylococcus des Micrococcus. En 1955, Evans
et ses collaborateurs ont reconfirmé cette séparation sur la base de la fermentation du glucose
(Gillespie et Hawkey, 2006 ; Silvestri et Hill 1965).

A Taide des études moléculaires, Staphylococcus aureus est classé dans le genre
Staphylococcus, famille Saphylococcacae, 1’ordre Bacillales et la classe Bacilli (Tang, 2015 ;
Foster, 2001 ; Stackebrandt and Teuber, 1988 ; Ludwig et al., 1985) (Tableau 1).

Tableau 1 : Classification du Staphylococcus aureus (Prescott et al., 2010).

Régne Bacteria
Phylum Firmicutes

| Classe | Bacilli |
Ordre Bacillales

| Famille | Staphylococcaceae |
Genre Staphylococcus

2.2. Description :

Staphylococcus aureus est une cocci de 1um de diametre, a Gram positif, immobile et
dépourvue de spores et de capsules. Ce genre forme des colonies lisses , pigmentées en jaune
sur la gélose au sang et regroupées sous forme de grappe de raisin (Figure 3) sur les cultures
en milieu solide, cette forme est due aux division en plusieurs plan (Bhumia , 2018 ; Fetsch
et Johler, 2018 ; Lee et al., 2018 ; ; Martin et al., 2014 ; Hudson, 2014 ; leung , 2014;
Liebeke et Lalk, 2014 ; Foley et al., 2011 ;bose et bayles , 2013; Berceloux , 2008 ;
Gillespie et Hawkey, 2006 ).

Staphylococcus aureus a un seul chromosome circulaire de 2.8 mb qui contient
environ 2600 génes codant pour les protéines (Bose et Byele, 2013 ; Holden et al., 2010 ;

Lindsay et al., 2006) comme la catalase et la coagulase (Leung et al., 2014). Elle procéde
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également des éléments génétiqguement mobiles tels que les plasmides, les transposant et les
cassettes chromosomiques. Ces éléments sont responsables de la variation de génome de
Staphylococcus aureus (Yi-Wei Tang et al., 2015 ; Bose et Byeles, 2013 ; Malachowa et
Deleo, 2010 ; Lindsay, 2010)

Figure 3 : colonies de S.aureus aprés coloration de Gram sous microscope électronique (Yves
et Michel, 2009)

2.3. Habitat :

Staphylococcus aureus est une bactérie trouvée naturellement dans la peau de
I’homme et des animaux, la voie respiratoire, génitale et narine antérieure. Presque 30% des
humaines sont des porteurs nasaux sans danger commensale (Jenul et Horswill, 2018 ;
Bhunia, 2018 ; kim et al., 2017 ; Thapaliya et al ., 2017 ; Bose et Bayles, 2013 ).

2.4. Caractéres biochimiques et culturaux :

Staphylococcus aureus est une bactérie Anaérobie facultatif, catalase positif dont ces
caracteres biochimiques sont regroupés dans le tableau 2 (Bhunia, 2018). Sa mise en culture

est réalisée

» Sur la gélose au sang : elle donne aprés 24h d’incubation des colonies jaunes dorées
avec B-hémolytiques (hémolyse totale) (Bergon, 2016) (figure 4a)
» Sur le milieu Chapman 7,5% de Na CI (milieu hypersalé + mannitol) : les

Staphylocoques aureus fermentent le mannitol (virage de I’indicateur de couleur).
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» Sur le milieu Chapman 7,5% de Na Cl (milieu hypersalé + mannitol) : les

Staphylocoques aureus fermentent le mannitol (virage de I’indicateur de couleur).
La présence de mannitol et de rouge de phénol permet de connaitre le caractere
mannitol des bactéries. Si le milieu devient jaune veut dire que le milieu est acidifier
par fermentation du mannitol et donc la bactérie est mannitol positif (Touaitia,
2015 ;Tchougoune, 2007) (Figure 4b)

» Sur le milieu Baird Parker : colonies noires avec halo clair. Il sagit d'un milieu
partiellement sélectif qui exploite la capacité des staphylocoques a réduire la tellurite
en tellure et & détecter la présence de lécithinase a partir de la lécithine de I'ceuf.
L'activité de la lipase peut entrainer I'apparition d'une zone de précipitation opaque.
(Corry et al., 2003) (Figure 4c)

Figure 4 : Aspects culturaux de S. aureus sur différents milieux de culture ; (a) : Colonies

béta-hémolytiques de Staphylococcus aureus sur gélose au sang de mouton. Culture 24
heures, en aérobiose, 37 ° C ; (b) : Culture de Staphylococcus aureus sur milieu Chapman
(24h 2 37°C) ; (c) : Colonies de Staphylococcus aureus sur le milieu Baird Parker (18 a
24h/37°C)

Source :
http://www.bacteriainphotos.com/bacteria%?20under%20microscope/staphylococcus%20and

%20ecoli%20microscopy.html

Tableau 2. Caractéres biochimiques et culturaux de S. aureus (Descours et al., 2020 ;
Bhunia, 2018 ; Trouillet ,2011) :

Caractéristiques S. aureus
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Activité catalase +

Hémolyse +

Production de coagulase +

Production de thermonucléase | +

Sensibilité lysostaphine +

Production d’acétoine +

Fermentation de manitol +

Aérobie facultative +

Température (7-48°c optimum 30-37°c)
pH (4-10 optimum 6-7)
Activité de I’eau (0.83-0.99 optimum 0.98)
Na cl Tolére fortement jusqu’a 20%

2.6. Les facteurs et mécanisme de virulence :

Staphylococcus aureus produit un ensemble de facteurs de virulence tels que des
protéines d'adhésion, des superantigenes, des toxines exfoliantes (ET) (Bhunia, 2018). De
plus, S.aureus synthétise des toxines responsables du syndrome du choc toxique, des
enterotoxines causant des toxi-infections alimentaires et d’autres facteurs dans le but
d’échapper aux systémes immunitaire de 1'hote (Grace and Fetsch, 2018). Cette espéce est
responsable de nombreux types d’infections chez I’homme et compte parmi les agents
pathogénes les plus souvent isolés des infections hospitaliéres et communautaires. Outre les
nombreuses résistances que cette bactérie peut présenter vis-a-vis des antibiotiques et des
antiseptiques, cette derniére est également armée pour annihiler de nombreux mécanismes de
défenses que son héte pourrait lui opposer incluant les anticorps, la phagocytose et la
cytotoxicité (Vincenot et al., 2008).

2.6.1. Molécule d’adhésion : Staphylococcus aureus posséde plusieurs molécules d’adhésion
appelées MSCRAMM (Microbial Surface Coponents-Recognising Adhesive Matrix
Molecule). Un exemple de ces MSCRAMM est la protéine BAP (protéines associées a un
biofilm) responsable de la formation et la colonisation de biofilm (Bhamia, 2018 ;
Mazomaniam et al., 2001). Ces molécules sont liées de fagon covalente avec le
peptidoglycane de la paroi bactérienne mais ¢a présence dépend de la souche et les conditions

de croissance (Tang, 2015).
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2.6.2. Entérotoxine : Ce sont des protéines globulaires solubles dans 1’eau, ayant quatre
caractéres communs, a savoir, la similarité structurale, la résistance a la chaleur, les enzymes
protéolytiques, super-antigénicité, et une activité émetique (Fetsch et Johler, 2018 ; Bhunia,
2018 ; Le noir et al., 2003). La leucocidine de Panton-Valentine (LPV) est une toxine f-
porogéne produite par Staphylococcus aureus. Cette exotoxine acquise au cours de 1’évolution
par S. aureus suite a des infections par des bactériophages est codée par les génes lukPV et
lukS. Ceux-ci codent pour 2 protéines qui agissent de fagon synergique sur les membranes
cellulaires. En s’associant a la surface des cellules cibles, elles forment des pores qui
conduisent a la lyse cellulaire et entrainent un afflux calcique intracellulaire responsable
d’une augmentation de la production et de la libération de médiateurs de I’inflammation. La
LPV agit sur les monocytes, les macrophages et les polynucléaires neutrophiles. C’est la lyse
de ces derniers qui, en libérant leur contenu toxique, est a 1’origine de 1ésions nécrotiques des

tissus (Descloux et al., 2007).
2.7. Les biofilms a Staphylocoques :

Les bactéries du genre Staphylococcus ont une aptitude a former des biofilms sur une
multitude de surfaces biotiques ou abiotiques (Figure 5). Les biofilms de Staphylococcus sp
sont connu pour leur capacité élevée de résistance au stress environnemental tel que la T
élevée et les agents antimicrobiens. Dans les industries alimentaires cette bactérie s’adapte et
forme son biofilm dans les chaines de production alimentaire, généralement cette
contamination est due principalement aux manipulateurs ou a la matiére premiére surtout pour
les aliments d’origine animale. (Shan su et al., 2019 ; Galié et al., 2018 ; Fetsh, 2018 ;
Grare, 2016 ; Alan et al., 2016 ; Duhfour et al., 2012 ; Vazquez et al., 2012 ; Simon and
Sanjeev, 2007; Trampuz and Widmer, 2006).

Ce biofilm va provoquer des pertes économiques dans les industries alimentaires
(Galié et al., 2018) , également des intoxication alimentaire chez I’homme grace a I’ingestion
des aliment contaminé (Bhunia, 2018) c’est pour cette raison qu’il faut chercher des

nouveaux méthodes pour éradiqueé ce dernier. (Bevilacqua et al ., 2017)
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Figure 5 : Image microscopie électronique du biofilm des Staphyloccocus aureus (4252 x
2890 2 MB JPG)

Source : https://pixnio.com/fr/science-fr/microscopie-images/staphylococcus-aureus-

fr/grossies-microscopie-electronigue-nombres-staphylococcus-aureus-bacteries
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Chapitre 3 : Généralités sur le cumin « Cuminum cyminum »

Les épices et les herbes sont des constituants utilisés par I’homme depuis I'Antiquité
comme exhausteurs de goQt et d'ardme, colorants, conservateurs et médicaments traditionnels.
Le cumin est une plante médicinale aromatique qui fait partie des épices les plus populaires
dans le monde (Kabak et Dobson, 2015 ; Kaefer et Milner, 2008).

Depuis longtemps, le cumin est utilis¢ comme une plante médicinale pour la
momification des pharaons, pour traiter les piqures des scorpions et les maladies oculaires. Il
est ajouté dans les plats grace a leur propriétés gustatives surtout chez les romains (Kolait et
Melzig 2015 ; Kuster, 2012). Aujourd’hui le cumin devient une épice populaire largement
cultivée en Turquie, en inde, en ching, en Iran, en Libye et en Palestine (Soltani et al., 2019 ;
Mostafa et al., 2017 ; Siw et Gan, 2015). La plante est bien documentée avec diverses
propriétés fonctionnelles et nutritionnelles dans la littérature scientifiqgue (Rana et al., 2018 ;
Sonika, 2016 ).

3.1. Définition du cumin « Cuminum cyminum » :

Le cumin est considéré comme la deuxieme épice la plus utilisée dans le monde apreés
le poivre noir (Frachid, 2015). 1l est ajouté aux préparations alimentaires pour son gout et sa
saveur. Le cumin est connu pour ses propriétés antioxydantes, antispasmodiques,
antimicrobiennes et astringentes (Dua et al., 2013). Ces graines séchées sont consommeées
comme épices et utilisées pour traiter la diarrhée et la jaunisse. Ces semences contiennent de
0.4 a 2.5 % de cuminol qui donne I’ardbme (Lodha et Mawar, 2014). L’ensemble de ces
propriétés est mis en évidence a travers ses extraits aqueux, ses composés inorganiques et ses
huiles essentielles (Allahghadri et al., 2010 ; Siow et Gan, 2014).

Cuminum cyminum appartient & un répertoire de plantes médicinales et épices connues
de pouvoir inhiber la croissance des microorganismes pathogenes y compris Staphylococcus
aureus (Dua et al., 2013 ; Chaudhry et Perween, 2008 ; Voravuthikunchai et al., 2005).

3.2. Description et taxonomie du cumin « Cuminum cyminum » :

Le cumin est une plante appartenant a la famille des Apiaceae (Tableau 8), mince
herbacée, aromatique, d’environ 50 cm de haut avec un tronc mince ramifié¢ (Figure 6). Ces
feuilles sont alternes, peu poilues, de couleur vert bleutée avec 5 cm environ de long. Les
pétioles ont des ailes effilées crouteuses. Les fleurs sont en ombelles rayonnantes en groupes
de 3 a 5, les pétales sont blanches bordées et pointues. Le fruit est de couleur vert jaunétre ou
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de couleur brune La tige principale est de 3 a 5 cm de diamétre et de couleur vert- gris ou
noir (Zhou et Zhenwen, 2020 ; Akhtar et al., 2019 ; Abdelraheim Belal et al, 2017 ;

Hajlaoui et al., 2010 ; Lim, 2013 ; Peter, 2003).

Figure 6 : Représentation de la plante de cumin Cuminum cyminum (Kolait et Melzig,

Tableau 3 : Position systématique du cumin (Acimovic et al., 2015) :

Régne Plantea
Embranchement  Spermaphytes
Classe Dicotyledones
Ordre Apiales

Famille Apiaceae

Genre Cuminum

Espece Cuminum cyminum
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3.4. La composition chimique du cumin « Cuminum cyminum » :

Cuminum cyminum est composé de 1’eau, de certaines fibres alimentaires, d’hydrate de
carbone 0.22 g, des graisse 0.44% g, des vitamines incluant la vitamine A 25.40 Ul, E, B1
0.02 mg, B3 0.10 mg et K 0.20 pg. Le cumin contient aussi des éléments minéraux tels le
calcium 18.62 mg, le cuivre 0.02 mg, le fer 1.32 mg, le magnésium 7.32 mg, le sodium 3.36
mg et le zinc 0.10 mg (Abderaheim Belal, 2017 ; Singh et al., 2017 ; Rebey et al., 2012 ;
Rai et al., 2012). Des acides organiques telle que 1’acide aspartique, 1’acide citrique, 1’acide
malique, I’acide tartrique, I’acide propionique, I’acide ascorbique, I’acide oxalique et 1’acide

fumarique rentrent également dans la composition du cumin (Singh et al ., 2017).

les principaux composés des grains de cumin sont les aldéhydes 60%, les acides
aminés, les flavonoides, glycoside 22%, cellulose, sucre, huile volatile 2 a 5 % comme
cuminaldehyde et des huiles fraiches ainsi que les élément minéraux comme le fer (Singh et
al ., 2017 ; EL-Khani et al., 2007 ;Lacobellise et al ., 2005).

3.5. Molécules actives et effets antimicrobiens du cumin « Cuminum cyminum »

Les constituants actifs du cumin sont le cuminaldéhyde qui est présent dans I'huile
essentielle (HE) de cumin, qui posséde une activité antibactérienne, anti-inflammatoire,
propriété anti-aflatoxigéne et activité anti-fibrillation et lepara-cymene et le thymol
(Morshedi et al., 2015 ; Wei et al., 2015 ; Johri, 2011 ; jirovetz et al., 2005).

Des études antérieures et qui se continues jusqu’a présent ont mis en évidence 1’effet
du cumin sur des souches bactériennes a Gram positif et & Gram négatif tout en incluant
celles appartenant a I’espéce Staphylococcus aureus (Mandal et Mandal, 2016 ; Abdaraim
Bilal, 2017 ; Johri, 2011).

Plusieurs travaux ont montré I'efficacité de I'HE des graines du C. cyminum contre
différentes espéces bactériennes, y compris des bactéries a Gram positif. Cette forte activité
est due a la présence des aldéhydes dans son I’HE qui a étais testée par la méthode de
diffusion sur disque et qui a révélé une zone d’inhibition maximal (Johri, 2011 ;
Derakhshan et al., 2008) et un temps total de mort lors de de 1’exposition a I’HE de

Cuminum cyminum était de 180 min pour S aureus (Asghari Marjanlo et al., 2009).

De plus I’activité antibactérienne, I’EH de Cuminum cyminum posséde une activité

antifongique significative contre Pseudallescheria boydii et Aspergillus flavus, et contre
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différentes espéces pathogénes de Candida avec des valeurs de zone d'inhibition qui varient
de 7 a 50 mm contre ces organismes testés (Nostro et al., 2005).

L’extrait de plante est utilisé comme agent antimicrobien dans 1’industrie alimentaire
pour conserver les aliments, tout en présentant aucun effet secondaire par rapport aux autres

molécules synthétiques ou chimiques (Dua et al., 2013).

Selon des études menées par Amechrouq et son équipe, I’huile essentiel de Cuminum
cyminum a inhibé la croissance de S. aureus a partir d’une faible concentration d’environ 0,47
mg/ml, et ils ont concluent que cette huile peut étre utilisée comme un substitut pour les
conservateurs chimiques pour le controle des S. aureus qui est l'agent responsable de
I'intoxication par la consommation de produits de viande contaminée (Amechrouq et al.,
2018).
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Afin d’évaluer I’effet antimicrobien du cumin « cuminum cyminum » sur la formation de
biofilms de Staphylococcus aureus isolées du Doner Kebab prét a manger commercialisée
dans région de Tlemcen, nous allons former des biofilms &gés sur des surfaces solides en acier
inoxydable, puis différentes concentration de 1’extrait aqueux du cumin seront testées a
différentes durées de contact. Ce travail sera réalisé au niveau du laboratoire de microbiologie
appliqué a D’agroalimentaire, au biomédical et a I’environnement (LAMAABE). La

méthodologie envisagée est la suivante :
1. Revivification des souches S aureus :

Aprés la récupération des souches conservées a basse température (-80°C), une
fraction sera ensemencée sur 5 ml de Bouillon Cceur-Cervelle (BHIB) a I’aide de 1’anse de
platine puis incubées dans 1’étuve a 37°C pondant 24h. La culture bactérienne sera
homogénéisée au vortex et ensemencée par épuisement a 1’aide de 1’anse de platine sur la

gélose BHIA et incubée a 37°C pendant 24h.
2. Observation microscopique :

Le but de cette observation est la vérification de la pureté de la souche bactérienne. Un
frottis bactérien sera préparé sur une lame en verre, ensuite une coloration au bleu de
méthyléne sera réalisée. Apres ringage de la lame, une observation sous microscope optique
avec un grossissement Gx100 en ajoutant une goutte de I’huile a immersion sera réalisée. Les

bactéries apparaitront sous forme de coques regroupées en grappe de raisin et coloré en bleu.
3. Conservation sur gélose inclinée :

Pour une conservation a court terme, des tubes a essaies contenant 5 ml de gélose
nutritive seront préparés de facon inclinés. Apres vérification de sa pureté, la souche sera
ensemencée par stries sur la gélose inclinée, puis incubée a 37°C pendant 24h et conservée au
réfrigérateur pendant 20 jours.

4. Préparation de ’extrait de cumin :

Les grains de cumin seront séchés a I’aire libre pendant quelque jour puis broyés a
I’aide d’un moulin ¢électrique comme illustré dans la figure 7. Par la suite, 500 mg de cette

matiére seche sera mélangée dans 8 ml d’eau bouillante et ’extrait de cette dernicre Sera
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stocke dans un bécher fermé au réfrigérateur a 5°C pendant 7 jours avant son utilisation selon
le protocol élaboré par Anesini et Perez (1993)

Figure 7 : Photo des grains de cumin utilisé dans cette étude ; (a) : les grains sécheés et (b) :
les grains broyes.

5. Effet du cumin sur le Biofilm de Staphylococcus aureus :
5.1. Développement du biofilm mono-espéce a Staphylococcus aureus :
5.1.1. Préparation du systeme :

Le modéle expérimental utilisé dans cette étude pour la formation des biofilm est
inspiré des systémes utilisés par Gram et al., (2007) et par Bagge et al., (2001). Il est
constitué de deux cercles en acier inoxydable (AISI, 304), dans lesquels 12 coupons de la
méme matiere sont tenus en position verticale et radiale (voir figure 8). Les lames font 2.5 cm
de longueur et 1 cm de largeur et ont une épaisseur de Imm. Une fois nettoyé, le systéme est

placé dans un bécher stérile et couvert par du papier aluminium avant sont autoclavage.

Le systéme sera nettoyé et stérilisé selon le protocol décrit par Rossoni et Gaylarde
(2000). Tout d’abord, un lavage par 1’acétone pure sera appliqué (un produit hyper efficace
pour le détachage) puis immergé dans le NaOH afin de neutraliser la phase organique acide.
Aprés 1 h, I’ensemble du systéme sera retiré, rincé a ’eau distillée et séché avant le second
lavage par 1’alcool 70% et le ringage final par 1’eau distillée. Il sera incubé a 1’étuve, par la

suite, pendant 2 h a 60°C, puis autoclavé a 121°C pendant 20min.

26



Matériel et méthodes

Figure 8 : Le systéme d’acier inoxydable utilisé pour la formation des biofilms

5.1.2. Préparation de suspension bactérienne :

A partir de la gélose inclinée, la suspension bactérienne sera préparée par
ensemencement dans 5 ml de BHIB et incubé a 37°C pondant 24 heures. La densité optique
(DO) doit étre ajustée a I’aide d’un spectrophotométre (de 0,08 a 0,1=10% UFC).

5.1.3. Développement de biofilm :

Un mélange de 200 ml du BHIB a 0.25 % de glucose et 50 ml de la suspension
bactérienne seront versés dans le bécher contenant le systeme et incubés par la suite a 37°C
pendant 10 jours sous agitations 100 tour par minute (rpm).

5.1.4. Traitement de biofilm :

Les lames sur lesquelles les biofilms seront développés seront rincées par un tampon
phosphate salin (PBS) pour éliminer la totalité des cellules bactériennes non adhérées. Elles
seront plongées par la suite dans des tubes remplis par les concentrations d’extrait de cumin
déterminées, a savoir 0.5, 1, 1.5, 2, 2.5 et 5% et laissées agir pendant 5, 10, 15 et 20 min pour

chaque concentration, puis le dénombrement a été directement contrélé.
5.1.5. Dénombrement :

Les lames seront transformées dans 10ml de solution saline. Chaque tube sera placé
dans le bain a ultrason a 100Hz pendant 2.5 min, puis homogénéisé au vertex durant 30 secs.
Cette opération sera répétée une 2°™ fois pour récupérer toutes les cellules adhérées aux
lames. Une série de dilution décimale sera préparée par la suite et un volume de 100ul de
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chaque tube sera ensemencé sur le milieu PCA (Plate Count Agar). L’effet de chaque
concentration sera testé en duplicate. L’incubation sera faite a 37°C pendant 24 heures. Aprés
I’incubation le dénombrement sera réalisé et les résultats seront exprimés en ufc/cm? selon la

formule suivante :
N (ufc/cm?) = [nv/d]/S

: nombre de colonie compté sur la boite retenue ;
: taux de dilution ;

: volume total de la dilution qui a servi au dénombrement

[
mw < Q9 S

- surface de la lame délimitée & 5 cm?.

Pour les lames témoin, le nombre sera 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 sera déterminée de la maniére suivante :
Réduction Log = Log No-Log Nr
= No : nombre de cellules témoins non traitées.

* Nr: nombre de cellules récupérées apres traitement.
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Vue les circonstances actuelles imposées par la pandémie du virus covid-19, la partie
pratique envisagée n’a pas été réalisée. Du coup, dans cette partie des résultats obtenus par

des études antérieurs qui portent sur la méme thématique seront discutés.

Plusieurs études ont fait 1’objectif de 1’évaluation de 1’effet antimicrobien des huiles
essentielles du cumin « Cuminum cyminum » sur la formation de biofilms de Staphylococcus
aureus, deux ont été choisies. La premiere étude faite en 2014 est menée par Va'zquez-
Sa'nchez et ses collaborateurs dont les souches de S. aureus étaient isolées a partir de
plusieurs produits commercialisés de péche, tandis que le second travail est réalisé par
Walmiki & Rai en 2017 et qui ont obtenu leurs souches auprés du centre de collection de

cultures microbiennes (MTCC), Chandigarh, Inde.

La méthode suivie par Va'zquez-Sa'nchez et ses collaborateurs a été initiée par une
identification de la souche de S. aureus par des tests biochimiques et génétiques basés sur la
fermentation du mannitol, test de la coagulase et DNAse, séquencage de I’ADNr 23S et
caractérisation par une amplification d’ADN polymorphique aléatoire (RAPD)-PCR avec
trois amorces. Les échantillons bactériens ont été maintenus a 80°C dans un bouillon de soja
tryptone (TSB) contenant 20% de glycérol (v/v). Un échantillon de la culture a été décongelé,
puis utilisé pour faire deux sub-cultures dans du TSB a 37°c pendant 24h sous conditions
statiques avant chaque expérience. Ils ont extrait par la suite les huiles essentielles par une
distillation a la vapeur a partir de grains de cumin. Le biofilm de Staphylococcus aureus est
formé dans des plaques de micro-titration a 24 puits, des cultures de S. aureus ont été ajustées
a une valeur d'absorbance de 700 nm avec une solution saline au phosphate PBS ce qui
correspond a une concentration cellulaire de 108 UFC / ml. Les cellules en suspension dans le
PBS ont ensuite été 100 fois diluées en série dans du TSB et 700ul ont été ajoutée dans
chaque puits avec un coupon. La taille de l'inoculum a été vérifiée dans tous les cas par
étalement sur gélose de soja tryptone (TSA). Les microplagques ont été incubées a 25 ° C dans

des conditions statiques jusqu'a lI'analyse.

La résistance du biofilm de Staphylococcus aureus vis-a-vis de différentes
concentrations d’huiles essentielles (HE) de cumin a été testée (0,01%, 0,02%, 0,03%, 0,04%,
0,05%, 0,06%, 0,07%, 0,08%, 0,09%, 0,10%, 0,50%, 1%, 1,5%, 2%, 2,5% et 3% (v / v)). Un
controle positif sans HE, un controle négatif sans inoculum et un blanc témoin avec du milieu
uniquement ont été inclus dans tous les tests. Les microplaques ont été incubées pendant 24 h

a 37 ° C dans des conditions statiques. Les puits ont ensuite été colorés avec 10 pL de
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solution de sel de sodium de résazurine a 0,01% (p/v), et incubés a 37 ° pendant 2 h

supplémentaires.

Les HE ayant la plus grande efficacité contre les cellules planctoniques ont été
évaluées par rapport a des biofilms vieux de 48 h (c'est-a-dire des films représentants un
exemple du pire scénario dans l'industrie alimentaire), contenant environ 5x10°UFC /cm?.
Aprés le temps d'incubation, les coupons ont été placés dans une nouvelle microplaque et
lavés avec 1 ml de PBS pour éliminer les cellules non adhérentes. Les coupons ont ensuite été
exposés a 1,5 ml d'EH a 12 concentrations (0,10%, 0,25%, 0,50%, 0,75%, 1%, 1,5%, 2%,
2,5%, 3%, 4%, 6% et 8% (v / v)) pendant 30 minutes.

Par la suite, les coupons ont été placés dans des flacons en verre stériles et 9 ml de
bouillon neutralisant ont été ajoutés et laissés reposer pendant 10 minutes a température
ambiante, Les cellules du biofilm ont ensuite été recueillies en frottant soigneusement la

surface des coupons avec deux tampons stériles.

Les écouvillons ont été immergés dans 9 ml d'eau peptonée avec 5 g/L de chlorure de
sodium et vigoureusement vortexés pendant 1 minute pour une remise en suspension de
cellules. Des dilutions en série de dix fois des cellules remises en suspension ont été faites
dans de I'eau peptonée et 0,1 ml de dilutions appropriées a été étalée sur des plaques de TSA.

La Réduction logarithmique a été déterminée comme la différence entre le logarithme

du nombre total de cellules viables dans les biofilms non exposés aux désinfectants

Pour ce qui est de Walmiki & Rai, ils ont cultivé la souche de S. aureus dans 10 ml de
milieu TSB et I’ont incubé pendant 24h a 37°C. Puis ils ont extrait ’huile essentielle par une
extraction avec du dioxyde de carbone gréace a leur avantage non toxiques qui ne laisse aucun
résidu nocif et qui facilite la récupération de I’extrait, et réalis¢ par la suite une
chromatographie en phase gazeuse et spectrométrie de masse. Les puits de micro-titration

(contenant 96 puits) stérile a été installé de la maniere suivante pour chacune des huiles;

> De la colonne 1-5 contient différentes concentrations d'huile ainsi que 1’Agar,
le TSB et les bactéries d'essai.

» La colonne 6 contient les bactéries d'essai et le bouillon comme controle
positif.

» La colonne 7 contient le TSB comme contr6le négatif.
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La plague de micro-titration a été incubée pendant 18h a 37 C°. Le pourcentage

d'inhibition des huiles a été calculé avec la formule suivante :
Pourcentage d'inhibition = [(Contréle DO -DO expérimental) / DO Control] x 100

Un inoculum bactérien a été ajouté aux puits et conservé pendant une nuit d'incubation

a 37 ° C (pour obtenir la formation de biofilm).

Un mélange d'huiles essentielles et de I’Agar avec des concentrations respectives
(1,5%, 1,75%, 2%, 2,25%, 2,5% v / v) a été soigneusement distribué sur un biofilm bactérien
préforme. Les colonnes 6 et 7 sont conservées pour les contrdles positifs et négatifs
respectivement. La plaque a ensuite été incubée pendant 24h & 37°C, puis lavée trois fois avec
du PBS et la distillation du colorant se fait en ajoutant 99% d'éthanol. Les plaques ont été
incubées pendant 30 minutes en fermant bien le couvercle. La DO a été lue a une absorbance
de 590 nm en utilisant un Lecteur ELISA

Le pourcentage d'inhibition pour chaque réplica a été calculé et la moyenne du
pourcentage d'inhibition a été considérée pour l'analyse ultérieure. Les données ont été
analysées plus en détail avec une analyse a trois voies de la variance (ANOVA) a l'aide du
logiciel SPSS version 22.0 suivie du test de Tukey. La valeur p<0,05 était considérée comme

significative.

Les résultats de Vazquez-Sanchez et ses collaborateurs sur la résistance des biofilm
de Staphylococcus aureus de 48 h aux huiles essentielles testées a été déterminée par la
réduction logarithmique provoquée par les huiles essentielles. Aucune des huiles testées
n'avait la capacité d'éliminer complétement le biofilm et il existe également une grande
variation dans I'efficacité de ces huiles essentielles, et le cumin possede un effet significatif
sur le biofilm a partir d'une dose de 2%. Ces résultats sont similaires aux résultats de Walmiki
et Rai, de sorte que leurs analyses statistiqgues ont également montré une différence
significative dans les huiles, la concentration des huiles et les interactions entre elles dans les
biofilms préformés (p<0,001) inhibant. Selon le test de Tukey, le pourcentage moyen
d'inhibition du Cuminum cyminum pour les biofilms préformes est de 48,88. Ces analyses
montrent également que Staphylococcus aureus est le plus résistant aux huiles essentielles par

rapport aux autres bactéries, qui ont été testées avec une moyenne de 40,61
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Vazquez-Sanchez et ses collaborateur disent que la résistance de Staphylococcus
aureus aux huiles essentielles augmente en mode biofilm par rapport aux souches homogenes
libres, et la différence entre I'efficacité des huiles est forte ; Walmiki & Rai disent également
que les bactéries de la communauté des biofilms sont plus virulentes que le cellule
planctonique , ce qui augmente leur résistance aux agents antimicrobiens et la différence
significative entre les huiles et la concentration des huiles et de I'organisme signifie que I'effet

differe selon les huiles et leur activité augmente avec l'augmentation de la concentration.

D’apres ces deux études, 1’effet de I’huile essentielle du cumin sur les biofilms de
Staphylococcus aureus dépendrait de plusieurs facteurs. Vazquez-Sanchez et ces
collaborateurs en concluent que la différence est due a la nature, a la concentration de
composés actifs tels que les composés phénoliques, a la composition et a la géométrie des
biofilms, a la réactivité et a la vitesse de diffusion des huiles dans la matrice des biofilms
tendi que Walmiki et Rai ont constaté que I’activités des huiles dépend les méthodes
d’extraction, la quantité des composés phénoliques présents dans ces huiles et la partie de la
plante utilisé .

Donc a partir des résultats de Vazquez-Sanchez et ces collaborateurs, et de Walmiki et
Rai, Staphylococcus aureus est plus résistant aux huiles essentielles telles que les huiles de
Cuminum cyminum par rapport aux autres bactéries et leur résistance augmente quand elle est
dans un biofilm. Aussi il y a plusieurs facteurs qui affectent 1’efficacité des huiles comme la
dose, la composition des huiles et les biofilms testés. C’est pour cela qu’il faut prévenir la
formation de biofilm plutét que sa perturbation et son élimination, car il est difficile de

I’éradique.

33



Conclusion générale :

Un biofilm est une sorte de couche composée de micro-organismes dont les bactéries,
virus, champignons et autres micro-organismes... s’attachant a travers une matrice collante
aux surfaces.

Ce dernier a la caractéristique d’adhérer facilement sur les surfaces des équipements
aussi bien en agroalimentaire qu’en restauration et a étre difficilement biodégradable. 1l est
connu pour sa résistance vis-a-vis aux produits de nettoyage, aux désinfectants chimiques, aux
antibiotiques et autres agents antimicrobiens. Aujourd’hui, le biofilm cause de nombreux
problémes économiques et sanitaires, sa présence dans les industries constitue un probleme
relatif a la qualité et la sécurité des produits alimentaires et responsable également des toxi-

infections alimentaires.

Parmi les bactéries capables de former un biofilm, on site les Staphylococcus aureus
qui sont I'espéce la plus pathogene du genre Staphylococcus. Elles ont une capacité toxique,
un pouvoir d’élaborer des toxines et responsables de nombreux intoxications alimentaire. 1ls
sont également connus pour leurs capacités a former des biofilms notamment au niveau des
industries alimentaires grace a leurs résistances contre les agents antibactériens.

Les huiles essentielles possédent d’importantes activités antibactériennes y compris
celle du cumin qui a montré son efficacité contre de nombreux microorganismes pathogénes.
Plusieurs études se sont consacrées a 1’étude de ’effet de I’huile essentielle du Cuminum
cyminum sur les biofilms formés par Staphylococcus aureus. Cette huile s’est montrée
efficace a différentes concentrations dans la réduction de ces biofilms mais non pas dans

I’éradication compléte.
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