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Résumé

La capacité de certains microorganismes a former des biofilms ne cesse d’augmenter
ces derniéres années. En effet, les biofilms sont définis comme étant un mode de vie qui
permet aux bactéries de survivre et de résister dans des environnements hostiles. Par
conséquent, cette forme de survie représente un probléme majeur pour les différentes

industries alimentaires, y compris I’industrie laitiére.

L’objectif de la présente étude est la recherche de souches de Staphylococcus aureus et
celles de Bacillus cereus dans du lait de vache cru, leur caractérisation, 1’étude de leur
capacité a former un biofilm, ainsi que la recherche d’un effet inhibiteur de I’huile essentielle
‘Thymus algeriensis” sur le biofilm formé. Pour cela, 20 échantillons du lait de vache sont
prélevés de la région d’Ouadhias et de Tigzirt et sont soumis aux analyses microbiologiques.
L’identification préliminaire des bactéries isolées a permis la sélection de 11 souches de
Staphylococcus aureus et 13 souches de Bacillus cereus. Ces souches en question ont montré
un grand potentiel pour la formation de biofilm dans les puits d’une microplaque. Quant a
I’effet in vivo de I’huile essentielle ‘Thymus algeriensis’, une inhibition compléte du biofilm

formé a été obtenue apres 24 h de contact.

Cette étude révele que le lait de vache récolté nécessite, avant toute utilisation, la mise
en ceuvre d’un programme de vulgarisation des bonnes pratiques d’hygiéne afin d’assurer un

produit sain pour le consommateur.

Mots clés: biofilm, lait de vache, Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, huile essentielle.



Abstract

The ability of some microorganisms to form biofilms continues to progress these
recent years. Indeed, biofilms are defined as a way of life that allows bacteria to survive and
resist in hostile environments. Therefore, this form of survival represents a major problem for

the various food industries, including the dairy industry.

The objective of this study is the investigation for strains of Staphylococcus aureus
and Bacillus cereus in raw cow's milk, their characterization, the study of their ability to form
a biofilm, as well as the search for an inhibitory effect of the essential oil 'Thymus algeriensis'
against the formed biofilm. For this, 20 samples of cow's milk are taken from the Ouadhias
region and Tigzirt and are subjected to microbiological analyzes. The identification of isolated
bacteria allowed the selection of 11 strains of Staphylococcus aureus and 13 strains of
Bacillus cereus. These strains have shown great potential for biofilm formation in wells of a
microplate. As for, the in vivo effect of the essential oil 'Thymus algeriensis’, complete

eradication of the formed biofilm was obtained after 24 hours of contact.

This study reveals that isolated cow's milk requires, before any use, the
implementation of a program of popularization of good hygiene practices to ensure a healthy

product for the consumer.

Key words: biofilm, cow’s milk, Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, essential oil.
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Introduction

L’Algérie est le plus grand consommateur du lait et des produits laitiers au niveau
maghrébin, avec prés de trois milliards de litres par an (Hamiroune et al., 2014). L’industrie
laitiére représente 1’une des principales industries alimentaire qui commercialise une large
gamme de différents produits laitiers dont le lait de vache. Ce dernier est considéré comme
acteur clé de I’industrie agroalimentaire, notamment pour son role de fournisseur de protéines
animales face aux besoins de consommation et de transformation, ainsi que pour son réle de

créateur d’emplois et de richesse (Mansour, 2015).

De part sa composition et ses qualités nutritionnelles, les microorganismes trouvent
dans le lait de vache un excellent substrat nutritif pour leur développement. Par ailleurs, le
secteur laitier se heurte souvent au probleme de gestion de qualité qui pénalise tant les
producteurs que les transformateurs, d’ou la nécessité d’appliquer des méthodes préventives

pour garantir un lait de qualité hygiénique et sanitaire satisfaisante (Maiworé et al., 2018).

La persistance de nombreuses espéces bactériennes sur les surfaces industrielles est
due a la formation de biofilms définis comme étant des microorganismes qui sont trouvés
dans un éventail d'écosystemes en tant que communautés multi-espéces fortement structurées.
Largement impliqués dans la dégradation de la qualité organoleptique et sanitaire des produits
finis et dans la diminution de leurs durées de conservation, les biofilms sont caractérisés par
leur résistance aux environnements hostiles, qui les fait échapper aux mesures de controle
appliquées dans les unités de transformations des aliments (Malek, 2019 ; Palmer et al.,
2007).

Parmi ces microorganismes, Bacillus cereus et Staphylococcus aureus qui sont deux
pathogénes régulierement rencontrés, en particulier dans la chaine alimentaire et doués d’une
capacité a former les biofilms (Didouh, 2015 ; Bentiba et Bentiba, 2017).

Dans le présent travail, trois objectifs sont visés:

1. Rechercher des souches de Staphylococcus aureus et Bacillus cereus dans le lait de
vache cru issu de la région de Ouadhias et de Tigzirt (au niveau de Tizi Ouzou).

2. Caractériser les souches de Staphylococcus aureus et Bacillus cereus sur leur capacité
a former un biofilm.

3. Chercher un effet inhibiteur de 1’huile essentielle “Thymus algeriensis’ sur le biofilm

formé.
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I. Lait de vache cru
1. Définition

En Algérie, le lait de vache revét un caractére hautement stratégique puisqu’il occupe
une place importante dans le modele de consommation algérien (Mansour, 2015). En effet, il
constitue un aliment de haute qualité nutritive trés riche et équilibré, parfaitement adapté aux
besoins nutritionnels et physiologiques de tous les ages de la vie. Autrement dit, le lait de
vache est a la fois un aliment traditionnel et une boisson d’un grand intérét nutritionnel, car il

représente un aliment de base presque complet et se préte a de nombreuses applications
culinaires, industrielles et technologiques (Ghazi et Niar, 2011).

2. Composition du lait de vache cru

La composition du lait varie d'une vache & une autre, car elle est adaptée aux besoins
de chacune delle. Le lait constitue une source énergétique importante, c¢’est un fluide trés
variable et tellement complet qu’il permet de couvrir presque tous les besoins nutritifs (Sissao

et al., 2015). Ces principaux composants sont introduits dans le tableau suivant:

Tableau 01: Composition moyenne du lait de vache (Si Tayeb, 2018).

Composants Teneurs (g/1009)
Eau 89.5
Dérivés azoté 3.44
Protéines 3.27
Caséines 2.71
Protéines solubles 0.56

Azote non protéique 0.17
Matiéres grasses 3.5
Lipides neutres 3.4
Lipides complexes 0.05
Composés liposolubles 0.05
Glucides 4.8
Lactose 4.7

Gaz dissous 5% du volume du lait
Extrait sec total 12.8

3. Qualité organoleptique du lait de vache cru

L’aspect, ’odeur, la saveur et la texture sont les paramétres organoleptiques qui
caractérisent la qualité du lait et qui se dégrade apres une durée de stockage. Le lait de vache

est un liquide opaque de couleur blanche, plus ou moins jaunatre selon la teneur de la matiére
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grasse en B-caroténe. Il a une odeur peu marquée et un godt douceétre légérement sucré (le

lactose a un faible pouvoir sucrant) (Rheotest, 2010).
4. Propriétés physico-chimiques

Les propriétés physico-chimiques du lait sont plus ou moins stables, elles dépendent
soit de I’ensemble des constitutions caractérisées par leurs densité, soit des substances en
solution (Tableau 2) (Vignola, 2002).

Tableau 02: Principales propriétés physico-chimiques du lait (Jeantet et al., 2008).

Pression osmotique ~ 700,103 Pa
Activité d’eau ~ 0,993

Point d’ébullition ~ 100,15C°
Point de congélation ~-0.53C
Indice de réfraction 1,3440-1.3485
Masse volumique (a 20C°) ~ 1030 Kg.m-1
Conductivité spécifique ~ 0,0050 ohm-1.cm-1
Force ionique Force ionique ~ 0,08 Mol
Tension interficiale (20C°) ~47-53 N.m-1
Viscosité (lait non homogéneise) ~2,0.10 Pa
Diffusité thermique (15-20C°) ~1.25.10m2.s-1
Choleur spécifique ~ 3900 J.Kg-1.K-1
pH (a4 20C°) 6.6-6.8

Il. Germes contaminants du lait dans ’industrie laitiére

Le lait de vache constitue un excellent siege pour le développement des
microorganismes qui provoquent des transformations nuisibles a la qualité des produits. En
effet, la qualité du lait se trouve renforcée lorsque les normes de gestions sont rigoureusement
respectées. Bien qu’elle engagent des ressources financiéres supplémentaires afin que le
consommateur recoive son lait sainement, elles demeurent toutefois un rempart a la

prolifération des microorganismes (Maiworé et al., 2018).
1. Flore caractéristique du lait

Le lait par sa composition et par les différents parcours qu’il subit avant son
utilisation, soit par le consommateur ou bien par le transformateur, il constitue un vecteur de
transmission et un milieu propice pour le développement des microorganismes (Ounine et al.,
2004).
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Les microorganismes du lait, selon leurs importances sont répartis en deux grandes
classes: la flore indigéne ou originelle et la flore de contamination. Cette derniere est divisée
en deux sous classes: la flore d’altération et la flore pathogéne (Vignola, 2002).

1.1. Flore indigéne (originelle)

Le lait contient relativement peu de microorganismes quand il est sécrété de la
mamelle d’un animal en bonne santé et dans de bonnes conditions. Il devrait contenir moins
de 5000 UFC. Il est protégé par des substances inhibitrices appelées « Lacténines » a activité
limitée dans le temps (une heure environ apreés la traite) (Fotou et al., 2011).

La flore originelle se définit comme I’ensemble des microorganismes retrouvé a la
sortie du pis, qui n’a aucun effet significatif sur la qualité du lait et sur sa production
(Vignola, 2002).

1.2. Flore de contamination

L’hygiene dans la production, la conservation et la transformation du lait est un aspect
critique pour la santé des populations (Sissao et al., 2015). Ces conditions exigent un
approvisionnement régulier afin de préserver la qualité hygiénique du lait qui est souvent

instable et douteuse (Bachtarzi et al., 2015).

La flore de contamination se définit comme 1’ensemble des microorganismes
contaminant le lait, de la récolte jusqu’a la consommation. Elle peut se composer d’une flore
d’altération qui causera des défauts sensoriels, ce qui réduira la durée de conservation des

produits, et d’une flore pathogéne dangereuse d’un point de vue sanitaire (Vignola, 2002).
1.2.1. Germes d’altération

Ce sont des germes apportés par la contamination, provoquant des défauts sensoriels
du godt, d’aréme et d’apparence (la détérioration des produits), sans nécessairement avoir une
incidence sur la santé du consommateur, parce que leur présence en grande quantité est visible
par 1’état du produit (changement d’aspect, odeur indésirable...) (Simonet, 2006). Ils

regroupent:
1.2.1.1. Bactéries de type coliforme

Les coliformes sont des Entérobactéries (bacilles Gram-, non sporulés, oxydase- et

aerobies ou anaérobies facultatifs), qui comprennent les genres Citrobacter, Enterobacter et
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Klebsiella (Billon et Sauve, 2009). Leurs présence dans le lait est I'indice d'une contamination

fécale qui peut provoquer des intoxications alimentaires (Simonet, 2006).
1.2.1.2. Les Streptocoques lactiques et les Lactobacilles

Les Streptocoques lactiques et les Lactobacilles sont des bactéries lactiques & Gram+
ayant des formes en coques ou en batonnets. Elles ont une grande importance dans I’industrie
laitiere notamment pour ’attention qu’elles regoivent dans la fabrication du fromage mais
aussi pour leur capacité a acidifier le lait, ce qui provoque par la suite sa coagulation
(Kouame, 2013) (Figure 01).

Figure 01: Bactéries lactiques (Prescott et al., 2010).

A): Lactobacillus helveticus. (B): Lactobacillus delbrueckii. (C): Lactococcus lactis

1.2.1.3. Bacillus cereus

Bacillus cereus est un pathogene opportuniste qui peut étre isolé a partir du sol, des
végétaux, des tissus animaux et d’aliments. Ce sont des bactéries Gram+, aérobies ou
anaérobies facultatives, mobiles ou immobiles. Leurs températures optimales de croissance
sont généralement situées entre 25 °C et 37 °C (Preist et al., 2004). Les symptdmes provoqués
par Bacillus cereus lors d’une contamination alimentaire sont manifestés par des troubles du

tube digestif dus a I’ingestion de la bactérie (Upasana, 2015).
1.2.2. Germes pathogenes

La contamination du lait et des produits laitiers par les germes pathogénes peut étre
d'origine endogéne, suite a une excrétion mammaire de lI'animal malade; ou bien d'origine
exogene, suite a un contact direct avec des troupeaux infectés ou d'un apport de
I'environnement (eaux) (Si Tayeb, 2018). Les germes les plus souvent évoqués sont:
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1.2.2.1. Bactéries infectieuses

Ce sont des bactéries qui peuvent causer le déréglement du systéme une fois ingérées.
Elles doivent étre vivantes dans I’aliment lors de sa consommation pour agir et avoir de
I’effet. Apparaissent alors divers symptémes connus, tels que la diarrhée, les vomissements,
les maux de téte...etc. (Kizi et Makdoud, 2014). Les principaux microorganismes
infectieux sont démontrés dans la figure 02.

Listeria

Figure 02: Exemples de bacteéries infectieuses (Prescott et al., 2010).

1.2.2.2. Bactéries toxinogénes

Ce sont des bactéries qui produisent une toxine au niveau de I’aliment qui est
responsable de 1’intoxination du consommateur. Parmi les principaux microorganismes

toxinogénes ont peut citer comme exemple (Kizi et Makdoud, 2014):

%+ Staphylococcus aureus

Les Staphylocoques sont des germes ubiquistes que 1’on retrouve dans 1’air, le sol et
les eaux, et ils appartiennent a la flore commensale de la peau et des muqueuses de I’Homme

et des animaux (Titouche, 2018).

Les bactéries du genre Staphylococcus sont des cocci a Gram positif, non sporulés,
regroupés en amas, immobiles et anaérobies facultatifs. La présence des staphylocoques dans
les aliments représente un risque pour la santé humaine, puisque certaines souches
appartenant principalement a I'espéce S. aureus produisent des entérotoxines dont I'ingestion
provoque une toxiinfection alimentaire qui se manifeste par des nausées, vomissements,

diarrhées, douleurs abdominales et maux de téte (Brisabois, 2016).
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2. Origine de contamination

L hygiéne dans la production, la conservation et la transformation du lait est un aspect
critique que ce soit sur la santé humaine ou sur I’aspect financier (engendrer des pertes

financiéeres importantes) (Sissao et al., 2015).
2.1. Contamination au cours du transport

Le lait, une fois récolté dans les fermes, il est acheminé vers les unités de
transformations par moyen de camions citernes, réfrigérés. Lors de ce transport, un certain
nombre de régles légales doit étre respecté afin de préserver et de livrer un lait de bonne
qualité, notamment par le maintien du lait au froid permettant d’arréter le développement des

microorganismes (Weber, 1985).

2.2. Contamination au cours de la production

Le lait recueilli & la ferme par traite mécanique ou manuelle est soit directement
transporté au centre de ramassage ou il est réfrigeré, soit stocké dans des réservoirs réfrigerés
avant transport dans le cas d’exploitations importantes. Dans ces conditions, la flore
microbienne est stabilisée mais elle n’arrive pas a empécher completement la croissance de

tous les microorganismes (Guiraud et Galzy, 1980).
2.3. Contamination par I’animal

L’animal constitue la principale source de contamination du lait par les bactéries. En
général, on distingue deux types de germes: les contagieux vivant sur le pis de la vache et qui
se transmettent d’une vache a 1’autre et ceux vivant dans I’environnement de la vache comme
les feces, la boue et la litiére et qui infectent directement le pis. La propreté des vaches a un
impact significatif sur la santé du pis et en particulier sur le taux de mammites
environnementales. Le maintien de la propreté du pis et des membres des vaches permet de
diminuer la propagation d’agents pathogeénes de I’environnement vers le canal du trayon

(Levesque, 2004).
2.4. Contamination au cours de la traite

C’est en surface des trayons que 1’on retrouve la plus grande diversité de groupes
microbiens: une douzaine de groupes microbiens parmi les flores utiles, flores d’altération et
pathogéne, qui sont systématiquement détectés. Pour un méme réservoir, des différences de

niveaux et de composition microbienne existent et sont liées a la saison. Ainsi, en éte, les
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surfaces des trayons abritent des niveaux moindres de tous les groupes microbiens, par contre,
dans les lactoducs, en été, on extrait des niveaux plus importants de Pseudomonas (germes
d’altération) (Weber, 1985).

2.5. Contamination par les équipements

Le niveau et le type de contamination du lait via le matériel de traite dépend largement
de la procédure de nettoyage appliquée qui est souvent caractérisée par la formation des
biofilms laitiers. La formation de ces biofilms sur les équipements peut entrainer de graves
problémes d’hygiéne et de pertes économiques dues a la détérioration des aliments (Flint et
al., 1997).

I11. Biofilms laitiers

Chez les humains comme a 1’échelle bactérienne, peu importe le degré d’évolution,
aucun organisme vivant n’a d’avantage a vivre seul. La formation de biofilm semble étre un
dispositif universel des microbes. Beaucoup d'espéces microbiennes peuvent coloniser une
série de substrats pour vivre en communauté, ce qui leur procure des mécanismes de défense

supplémentaires aux stress de leur environnement (Mariani et al., 2011 ; Didouh,2015).

Ce mode de vie sessile est trés avantageux pour les microorganismes qui y trouvent
refuge pour vivre et survivre. Les biofilms microbiens sont reconnus étre la source de lourds
problemes économiques et sanitaires. 1ls sont responsables de la diminution des rendements et
de ’augmentation des coits de production, dus aux altérations des produits transformés et aux

détériorations des appareils et des matériaux (Malek, 2019).
1. Définition du biofilm

Les biofilms bactériens sont des amas structurés de cellules bactériennes, imbriquées
dans un réseau de substances polymériques extracellulaires et fixées a une surface biotique ou
abiotique, ou une source de nutriments est disponible. Les bactéries ont de nombreux
avantages a vivre en groupe (survivre dans des conditions environnementales hostiles,
coopérativité métabolique), plutét que de demeurer seules, sous la forme planctonique. La
présence de ces derniers dans I’industrie laitiére et fromagére peut, non seulement, entrainer
une dégradation prématurée des équipements et 1’altération des propriétés organoleptiques des
produits en cours de fabrication, mais egalement favoriser le développement des

toxiinfections alimentaires (Tremblay et al., 2014).
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Les bactéries ayant la capacité de former un biofilm présentent des caractéristiques
conjointes. Elles sont recouvertes d’une matrice polymérique fortement hydratée et composée

d’exopolysaccharides, de protéines et d’acides nucléiques (Goetz et al., 2016). (Figure 3)

s Exopolysaccharides = > otéines

‘ Cellules bactériennes “\_” Acides nucléiques

Figure 03: Composition du biofilm (Bentiba et Bentiba, 2017).

2. Etapes de formation de biofilm

La formation de biofilm est un processus complexe qui se fait trés rapidement, en
quelques heures, en réponse a une pression environnementale, telle que le manque d’oxygéne
et de nutriments. Les structures qui se forment dans les biofilms contiennent des canaux dans
lesquels les nutriments peuvent circuler et des cellules présentant des motifs différents
d'expression génigue et pouvant se développer sur une grande variété de surfaces (les tissus
vivants, les équipements de 1’industrie agroalimentaire...etc.) (Tremblay et al., 2014). Les
biofilms sont généralement formés comme il est schématisé dans la figure 04 (Chamberland,
2018):

+ Formation d’une couche de conditionnement;
#+ Transport et ’adhésion des bactéries;
<+ Formation des microcolonies;

+ Croissance et la maturation;
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Figure 04: Représentation schématique de la formation de biofilm (Chamberland, 2018)
2.1. Film de conditionnement

L’attachement sur une surface biotique se fera soit directement a la surface, soit
indirectement par 1’intermédiaire d’un film conditionnant. Ce dernier est compose, sur la
surface, d’un mélange complexe de molécules de la matrice de I’hote (protéines,
glycoprotéines et nutriments organiques) qui sont reconnues par les MSCRAMM qui sont

ancrees dans la membrane cellulaire de la bactérie (Goetz et al., 2016).

Le film de conditionnement peut étre constitué par des composés chimiques
inorganiques ou organiques ou des composeés biologiques de I'environnement. Son role n’est
pas clairement élucidé, il modifierait les propriétés physicochimiques de surface influencant

ainsi ’adhésion bactérienne (In Didouh, 2015).

2.2. Transport des bactéries vers le support

Les bactéries doivent étre transportées a proximité du support par un mécanisme actif
ou passif, qui dépend de la nature du milieu dans lequel elle évolue (viscosité, force
ionique,...etc.) ainsi que du mouvement de ce milieu (écoulement, flux, mouvement

brownien, sédimentation,...etc.) (In Didouh, 2015).

2.3. Adhérence réversible et adhérence irréversible

L’adhésion des microorganismes a une surface inerte ou vivante est un processus
complexe qui dépend des caracteristiques physicochimiques du matériel impliqué ainsi que de
la surface de la bactérie mise en cause. Cette adhérence a lieu principalement en deux étapes:

une adhérence réversible suivie d'une adhérence irréversible. Les interactions initiales
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développées entre les cellules bactériennes et la surface sont désignées sous le nom
d'adhérence réversible, qui correspondent & des interactions non spécifiques, électrostatiques
influencée par la nature de la surface et aussi par des conditions environnementales. La
fixation a la surface solide devient irréversible en raison de la production
d’exopolysaccharides par les bactéries et surtout grace a des structures d’adhérence variables

selon les espéces bactériennes (Goetz et al., 2016; Bentiba et Bentiba, 2017).

2.4. Formation de microcolonies

Une fois que ’attachement des cellules bactériennes a la surface sera définitif, elles
vont s’agglutiner, se multiplier et former des microcolonies. 1l y aura, alors une étape de
colonisation qui consiste en une accumulation plus ou moins intense et rapide par division
cellulaire des bactéries adhérées, mais aussi par recrutement continu des bactéries de la phase
liquide (Tremblay et al., 2014).

2.5. Croissance et maturation du biofilm

L’architecture complexe du biofilm se met en place avec la formation de canaux
aqueux et de pores entre les microcolonies, permettant I’acheminement d’oxygene et de
nutriments nécessaires a la croissance de microorganismes. Le biofilm atteint un stade mature
des la fin de sa phase exponentielle de croissance, marquée par la multiplication exponentielle
des cellules qui ont adhérées aux surfaces et par la construction d’un réseau d’EPS par ces
derniéres. Le ralentissement observé peut étre di a un simple manque d’espace, ou a un stress
environnemental. A ce moment, il y’aura un détachement de bactéries qui se dispersent dans
le milieu environnement aprés un retour a 1’état planctonique (In Chamberland, 2018; Didouh,
2015).
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Figure 05: Micrographe d’un biofilm de 6 jours formé par B.cereus sur une surface en inox
(Simdes et al., 2010)
3. Biofilms laitiers

Presque toutes les branches de 1’industrie alimentaire y compris le secteur des produits
laitiers sont remises en cause par le probleme de biofilms auxquels ils causent de lourds
problémes économiques et sanitaires. Les biofilms sont, en effet, une source de contamination
des aliments transformés par des germes indésirables et sont largement impliqués dans la
dégradation de la qualité organoleptique et sanitaire des produits finis et la diminution de leur

durée de conservation (Malek, 2019).

On peut retrouver deux types de biofilms dans I’industrie laitiere. D’abord, les
biofilms environnementaux. Ce sont ceux qui se développent lentement sur toutes les surfaces
humides (planchers, murs, plafonds). A 1’inverse, les biofilms de procédé se développent sur
les surfaces internes des équipements. Ils sont généralement peu diversifiés et se développent

beaucoup plus rapidement (Chamberland, 2018).

3.1. Composition du biofilm laitier

La formation de biofilm peut avoir lieu dans les différents sites de la chaine de
transformation du lait; les équipements laitiers, principalement les tanks de stockage du lait et
le systeme de canalisation ainsi que les appareils de traitement tels que les pasteurisateurs et

des évaporateurs. Les bacteries présentent une prédominance dans les biofilms laitiers mais
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des levures, ainsi que des Archae peuvent constituer ces biofilms dont la composition dépend
fortement de la température de 1’environnement dans lequel ils se développent. 1l est possible
de diviser les bactéries en trois groupes selon leur température optimale de croissance: les
psychrotropes, les mésophiles et les thermophiles (Stoica et al., 2018 ; Bokulich et mills,
2013).

3.1.1. Bactéries psychrotropes

Jusqu’a sa transformation, le lait est maintenu a 4 °C pour ralentir sa vitesse de
dégradation par les microorganismes. Cette température favorise la croissance des bactéries
psychrotrophes telle que les bactéries & Gram négatif appartenant a la classe des y-
Protéobactéries dans laquelle on retrouve Pseudomonas, Enterobacter, Klebsiella,... etc
(Champagne et al., 1994 ; Von Neubeck et al., 2015)

3.1.2. Bactéries mésophiles

Les mésophiles sont des bactéries caractérisées par une température optimale de
croissance d’environ 45 °C et une température minimale de 10 °C. Plusieurs bactéries
pathogenes sont considérées comme mésophiles: Bacillus cereus, Escherichia coli O157:H7,
Salmonella spp, ou Staphylococcus aureus,... etc. Certaines bactéries mésophiles sont
particulierement résistantes aux traitements thermiques; ces bactéries sont dites
thermorésistantes. C’est le cas des Streptococcaceae tels que Streptococcus thermophilus, qui
résistent a la pasteurisation du lait mais dont la température optimale de croissance se trouve
autour de 35 °C (Quigley et al., 2013 ; Maher et al., 2001).

3.1.3. Bactéries thermophiles

Ce sont des bactéries qui peuvent se développer dans les environnements chauds (entre
45 °C et 70 °C) et qui ne présente pas une abondance dans le lait cru. Peu diversifiées au sein
de I’industrie laitiére, ces bactéries forment généralement des biofilms mono-espéce.

Etant trés résistantes a de nombreux stress, elles survivent tout au long du parcours des
fluides laitiers dans 1’usine et se développent la ou les autres n’ont pas la capacité. De ce fait,
elles dominent les surfaces des sorties de ligne de pasteurisation ou celles d’entrée des

évaporateurs et des tours de séchage (Mcguiggan et al., 2002; Burgess et al., 2010).
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IV. Les huiles essentielles
1. Définition

Les huiles essentielles, HEs, (ou parfois «essences végétales», sont un mélange de
composes lipophiles, volatile et souvent liquide, synthétisés et stockés dans certains tissus
végetaux spécialisés. Extraites de la plante grace a des procédés physiques tels que
I’hydrodistilation, I’entrainement a la vapeur ou par expression a froid dans le cas des

agrumes, les huiles essentielles sont responsables de 1’odeur caractéristique de la plante (ISO,

1997 : AFNOR, 2000).

Le terme «HUILE» se rapportant a leurs caractéeres hydrophobes et visqueux, tandis
que le terme « essence » est utilisé pour désigner les molécules odoriférantes contenues dans
la plante et aussi le caractére inflammable. Quant au terme «essentiels» se comprenant comme
étant la caractéristique principale et typique de la fragrance de ces substances (Wang et al.,
2010 ; Dung et al., 2008).

2. Composition chimique

Les huiles essentielles sont des substances constituées par un mélange complexe de
composes volatiles qui se caractérisent essentiellement par des structures et des fonctions
chimiques tres diverses. Les principaux constituants des huiles essentielles appartiennent a
deux groupes de composes distincts selon la voie métaboliqgue empruntée, a savoir les
térpénoides (isopréniques, monoterpenes, les sesquiterpénes, les diterpenes et les triterpénes)

et des composés aromatiques dérivés du phénylpropane (Benblaid, 2015).
3. Activité biologique

La diversité moléculaire des métabolites constituants les huiles essentielles leur

confére de nombreuses activités biologiques (Toure, 2015).
3.1. Activité anti-oxydante

La lutte contre la dégradation oxydative des constituants de nature lipidiques des
aliments présente un enjeu considérable pour les industries alimentaires (Jeante et al., 2006).
De nombreuses huiles, comme les huiles essentielles de cannelle et d’organ présentent une
activité anti-oxydante et sont utilisées comme substituts dans la conservation alimentaire
(Burt, 2004).
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3.2. Activité antifongique

Dans le domaine phytosanitaire et agro-alimentaire, les huiles essentielles pourraient
étre employées comme agents de protection contre les champignons phytopathogenes et les

microorganismes envahissants la denrée alimentaire (Lis-Balchin, 2002).
3.3. Activité antimicrobienne

Plusieurs recherches ont démontré le pouvoir antimicrobien de certaines huiles
essentielles sur une large palette de microorganismes. Les huiles essentielles sont connues
pour posséder 1’activité antimicrobienne et pourraient donc étre employées pour empécher la

croissance des microorganismes pathogeénes et d’altération (May et al., 2000).
3.4. Activité anti- tumorale

Au cours des derniéres décennies, la thérapie anticancéreuse a connu un reel
bouleversement et un foisonnement de découvertes fondamentales. Les huiles essentielles
(HE) et leurs constituants ont montré des activités anticancéreuses puissantes in vitro et in

vivo (Bouyahya et al., 2016).

V. Thymus algeriensis

1. Présentation de la plante

C’est une espéece endémique de I’ Afrique du Nord (Maroc, Algérie, Tunisie et Libye).
C’est une plante vivace, ligneuse, formant souvent des coussinets, avec des rameaux serrés,
gréles, plus ou moins dressés, recouverts de feuilles opposées, courtement pétiolées (El
Ajjouri et al., 2010).

Figure 06: Thymus algeriensis (Touhami, 2017).
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2. Classification (El Ajjouri et al., 2010).

Régne Plantae

Sous regne Tracheobiota
Division Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Sous classe Astéridae
Ordre Lamiales
Famille Lamiaceae
Genre Thymus
Espéce Thymus algeriensis

3. Principales molécules présentes chez la plante

Tableau03: Principaux composés de Thymus algeriensis (Amarti et al., 2010).

Espéce Principaux composés Teneur %
Thymus algériensis Camphre 21,7
o pinene 20,5
o thujene 9,64

4. Intérét et répartition géographique en Algérie

Thymus algeriensis est une espece qui se développe largement dans différents

bioclimats, en Algérie, elle se trouve dans toutes les régions montagneuses et dans les tells. Le

Thymus algeriensis est un antispasmodique et stimulant. Ces tisanes réveillent les fonctions

digestives, surtout chez les affaiblis et évitent les fermentations de 1’estomac et de I’intestin.

L’infusion est aussi utile contre toutes les maladies infectieuses, comme la grippe, la

pneumonie et les affections de 1’appareil respiratoire (Quezel, 1963).
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+ Cadre de I’étude

Ce travail a été effectué au niveau du laboratoire de recherche de microbiologie de
I’université Mouloud MAMMERI de Tizi-Ouzou, durant une période qui s’étend de la fin du
mois d’Avril jusqu’au mois de juin 2019. Il a pour objectif I’isolement et la caractérisation
des souches de Staphylococcus aureus et de Bacillus cereus isolées du lait de vache cru,
I’étude de leur capacité a former un biofilm et aussi la recherche d’un effet inhibiteur d’une

huile essentielle sur le biofilm formé.

I. Matériel
1. Matériel biologique

Les souches utilisées dans cette étude sont des bactéries isolées du lait de vache cru de
deux régions différentes (Ouadhias et Tigzirt). Au total, treize souches de Bacillus cereus et
onze souches de Staphylococcus aureus ont fait 1’objet de formation de biofilm au sein d’une

microplaque.

2. Matériel non biologique

L’ensemble du matériel utilisé dans les différentes manipulations est cité en Annexel.
Il. Méthodes

1.Echantillonnage
1.1. Prélévements

Des prélevements du lait cru ont été effectués chaque semaine durant une période qui
s’étend de la fin du mois d’Avril jusqu’au mois de Juin 2019, dans deux régions différentes:
Ouadhias et Tigzirt. Le nombre a porté sur 10 échantillons pour chaque région, conditionnés
dans des flacons stériles et directement placés dans une glaciére contenant des blocs
réfrigérant congelés. Ces échantillons ont été acheminés vers le laboratoire de recherche de
microbiologie et immédiatement analysés, pour que 1’échantillon soit représentatif, non

endommagé ou modifié lors du transport (Hamiroune et al., 2014).
1.2. Techniques de prélévements

Le prélevent s’effectue par usage des méthodes traditionnelles, dans un flacon stérile
avec un bouchon a vis. Les premiers jets sont éliminés et le flacon est rempli au 2/3 de sa
capacité (Guiraud, 2003).
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2. Analyses microbiologiques

La vérification de la qualité microbiologique du lait cru est une étape importante qui
vise d’une part a conserver les caractéristiques organoleptiques du lait et d’autre part a
prévenir les cas d’intoxication alimentaire, liée a la présence des microorganismes pathogenes
avant la transmission au consommateur. Cette analyse se porte sur la recherche d’un certain
nombre de microorganismes susceptibles d’étre présents dans le lait, plus précisément les
deux espéces; Staphylococcus aureus et Bacillus cereus qui sont deux germes assez fréquents

dans la filiére laitiere (Vignola, 2002).
2.1. Traitement des échantillons

Un écouvillon stérile est trompé dans 1’échantillon du lait a analyser afin de racler
minutieusement pour assurer une récupération maximale de germes. L’écouvillon chargé est
mis dans un tube stérile contenant 5mL de Tryptone-sel-eau (TSE), qui vont étre agités
pendant au moins une minute au vortex pour détacher les germes. Deux échantillons ont
étaient préparés et un traitement thermique de 80°C pendant 10 minutes est appliqué pour 1’un
des deux (Peng, 2001).

2.2. Isolement et purification des souches

Aprés avoir préparé les échantillons, les ensemencements se font dans des boites Petri
contenant de la gélose nutritive et ’incubation dure de 24 a 48 h a 37°C. La purification des

souches a été réalisée par repiquage successif sur gélose nutritive (Peng, 2001).
2.3. Identification des souches

2.3.1. Caractérisation morphologique des isolats

2.3.1.1 Aspect macroscopique des isolats

L’examen macroscopique permet la description des colonies, a savoir: la forme, la

taille, la couleur, 1’aspect de surface, le contour...etc.
2.3.1.2. Aspect microscopique des isolats

L’examen consiste a vérifier la morphologie, I’arrangement cellulaire et la réponse a la
coloration de Gram. C’est une coloration différentielle qui permet de diviser les bactéries en
deux grands groupes (Gram positif et Gram négatif), selon leur affinité pour les colorants liés

a la structure générale de leur paroi. Cette technique s’applique comme suit:
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+ Réalisation d’un frottis, et fixation de ce dernier par la chaleur.

+ Coloration au violet de Gentiane en planant la lame dans la solution pendant 1 minute,
ensuite le ringage avec de I’eau distillée.

+ Mordancage au lugol en étalant le lugol sur la lame et laisser agir 1 minute, puis rincer
avec de I’eau distillée.

+ Décoloration a I’alcool par le versement de quelques gouttes sur la lame, laissé agir 30
secondes et le ringage encore une fois avec de 1’cau distillée.

+ Contre coloration avec la fushine pendant 1 minute, puis le ringage délicatement avec
de I’eau distillée.

+ Séchage de la lame et observation au microscope photonique au grossissement 100 en
ajoutant quelques gouttes d’huile a immersion (Gram, 1884).

+ Les souches qui étaient en faveur de Bacillus cereus et de Staphylococcus aureus, sont
portées sur un milieu gélosé de Mossel et un milieu gélosé de Chapman, incubées a
37°C pendant 24 heures, respectivement (Peng, 2001).

Le milieu Mossel est un milieu sélectif utilisé pour la recherche et le dénombrement de B.
cereus. Son principe repose sur ’incapacité de B. cereus a fermenté le mannitol (colonies
roses). Le milieu est rendu inhibiteur vis-a-vis des autres bactéries par le sulfate de la

polymyxine B (Messelhédusser et al., 2010).
2.3.2. Etude des caracteres biochimiques
2.3.2.1. Test de catalase

La présence de la catalase est mise en evidence en déposant a I'aide d'une anse une
quantité suffisante de la colonie sur une lame en verre contenant une goutte d'eau oxygénée.
La présence de ’enzyme se traduit, en quelques secondes, par 1’apparition de bulles d’air et

dégagement gazeux (Gerhardt et al., 1994).
2.3.2.2. Test de désoxyribonucléase (ADN ase)

Le test est utilise pour déterminer la capacité d’un organisme a hydrolyser I’ADN,
gréce a une enzyme, I’ADN ase. Cette enzyme est recherchée par la culture des souches a
tester sur des boites de Petri contenant de la gélose 8 ADN. L’incubation est réalisée a 37°C
pendant 24h. La mise en évidence de cette enzyme se traduit par la présence d’une zone claire
tout autour de la culture bactérienne, aprés inondation de la boite Petri avec une solution de
bleu de toluidine (Enari et al., 1998).
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2.3.2.3. Test de coagulase

L’identification des Staphylococcus aureus se base sur la morphologie coloniale, les
caractéristiques biochimiques et I’examen microscopique. Toutefois, la détection de la

coagulase est le critére le plus généralisé pour différencier une espéce d’une autre.

L’essai est réaliser par le mélange de 0.5 mL d’une culture de Staphylococcus aureus
sur bouillon cceur cervelle (BHIB) a un tube stérile contenant le plasma, I’incubation se fait a
37°C pendant une durée maximale de 4 heures. La formation d’un caillot indique la

production de coagulase (Dagnra et al., 2000).
2.4. Conservation des souches

Les souches obtenues aprés I’ensemble des analyses, vont faire 1’objet d’une
conservation a 4 °C dans du TSB (Bouillon Tryptone Soja) additionné du glyceérol et aussi

dans des tubes de gélose nutritive inclinés (Peng, 2001). .
3. Etude de la formation de biofilm dans la microplaque

Il existe différentes méthodes pour détecter la production d'un biofilm. Il s'agit
notamment de la plaque de culture en Tissue(TCP), la méthode de Tube (TM), et la méthode

de Rouge-Congo Agar (ARC) et aussi par la microplaque de titration (Gordon et al., 1985).

Dans le présent travail, la formation de biofilm est réalisée dans les puits des
microplaques de titration en polystyrene stérile. Une suspension bactérienne est préparée dans
I’eau physiologique, ajustée a une DO (densité optique) de 0.08-0.1, et est introduite par la
suite dans les puits de la microplaque (50uL), additionnée a 150uL du TSB. La microplaque
est incubée pendant 48 heures a 37°C. Le biofilms formeées sur la surface des puits subissent

les traitements suivants:

+ Les plaques sont d'abord vidées avec la micropipette.

+ Les puits sont lavés trois fois avec un tampon PBS non stérile afin d'éliminer les
bactéries libres (planctoniques). Laisser sécher 10 a 15 min.

%+ Les biofilms formés par I’adhérence des organismes sessiles sont colorés avec du
cristal violet pendant 15 min, (le cristal violet est une petite molécule qui diffuse a
travers les membranes bactériennes et pénétre a I’intérieur des bactéries pour se

complexer aux molécules chargées négativement).
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+ L'exces du colorant est ensuite rincé par un lavage en profondeur avec de I'eau distillée
stérile et les plaques sont laissées a température ambiante pour séchage.
+ Avant la mesure de la DO optique au moyen d’un lecteur ELIZA a 590 nm, les puits
sont remplis avec une solution dissolvante constituée de méthanol (Stepanovic et al.,
2000).
+ Lecture de la microplaque
La quantification de biofilm formé au niveau de la microplaque se fait par moyen de
deux méthodes; une méthode directe dites visuelle qui consiste a voir a 1’ceil nu la formation
qui se fait préférentiellement sur les bordures des puits, se caractérisent par ’apparition d’un
anneau variable d’une souche a ’autre(Figure 07). Une méthode indirecte qui se porte sur la

mesure de la DO a 590 nm au lecteur de microplaque (ELIZA).

lavage Coloration

~ v ¥
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Figure 07:Principe des techniques de quantification des biofilms en microplaques(Laurent,
2011).

3.1. Détermination de la concentration minimale inhibitrice

La CMI est définie comme étant la plus faible concentration en huile essentielle
capable d’inhiber la croissance microbienne. Elle demeure aussi la mesure de référence pour
déterminer la sensibilité des bactéries planctoniques a divers agents antimicrobiens. Le test est
établi en utilisant une microplaque de titration a 96 puits. Dans un premier temps, les puits
sont remplis avec 30uL de la suspension bactérienne ajusté avec trois dilutions de TSB, qui
ont été préparé respectivement 70ul, 85uL, 92.5uL additionné aussi avec trois dilutions de
I’huile essentielle (Thymus algeriensis) 30uL, 15ul, 7.5uL. L’incubation se fait a 37°C
pendant 24h et 1’observation se fait par usage visuelle de la formation d’un trouble ou d’un

dépdt au niveau des puits (Wiegand et al., 2008).
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3.2. Détermination de la concentration minimale inhibitrice de la formation de biofilm
(CMIB)

La CMIB est la plus faible concentration pour laquelle le développement du biofilms
n’est pas observé a I’ceil nu. Dans un premier temps, des tubes stériles sont remplis avec 5mL
de bouillon nutritif, ajusté avec une suspension bactérienne a 108 UFC/mL puis incubés a
30°C pendant 24h. Apres incubation, une microplaque de 96 puits est remplie avec 100uL
d’inoculum préparé et 70uL de BHIB auquel on a fait trois exemplaires. En méme temps,
trois dilutions de I’huile essentielle sont ajoutées (30uL/15uL/7.5uL), respectivement, puis
incubée a 37°C pendant 24h. Ce test a été effectué pour I’ensemble des souches de S. aureus
et de B.cereus recoltées mais chacune a part dans une microplaque, afin d’observer ’effet

inhibiteur apporté par I’huile essentielle aprés formation de biofilm (Nostro et al., 2007).
3.3. Extraction de I’huile essentielle T. algériensis

L'extraction de I'huile essentielle a été réalisée par hydrodistillation dans un appareil
de type Clevenger. Pour cela, 100 g de matiére fraiche ont été trempés dans un récipient de
1L, puis remplis de 600 mL d’eau distillée, le systéme de trous a été bouilli pendant 3 heures.
Des vapeurs massives d'huiles essentielles ont été condensées en traversant un réfrigérateur et
collectées par la suite. Les huiles obtenues ont été déshydratées sur du sulfate de magnésium

(MgSO0a) et conservées a 4 ° C a l'abri de la lumiere (European—Pharmacopoeia (2005).

3.4. Analyse GC-MS (chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de

masse) des huiles essentielles

La composition chimique des huiles essentielles varient en fonction de différents
facteurs, incluant le stade de développement des plantes, la période et la zone géographique
de la récolte (Salzer, 1977). L'analyse de la composition chimique de I'huile essentielle
obtenue a été réalisée par GC-MS. Le dispositif utilisé était le GC Perkin Elmer 600, SM
Perkin Elmer 600C, utilisant également une colonne Rtx-VMS (60 m de long, 250 gm de
diamétre). Le gaz vecteur était de I'nélium (1 mL / min). On a injecté 0,2mL de I'huile a

analyser a l'aide d'une seringue.
3.5. Etude statistique des données

L’¢étude statistique se définie comme une méthode qui permet 1’analyse des données et

la présentation des résultats de maniére a les rendre compréhensifs et interprétables. Dans
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notre étude, une mesure statistique a été mise en place afin de mieux présenter et interpréter

les résultats obtenus. Elle consiste en:

+ Un test de Khi- deux afin de déterminer I’effet des conditions liées a la région sur le

taux d’isolement des souches;

Un histogramme représentatif est réalisé pour les résultats obtenus apres la mesure de
I’absorbance afin de constater le taux de formation de biofilm par apport au témoin(-).Un
histogramme représentatif est réalis¢é pour 1’ensemble des résultats obtenus de la
concentration minimale inhibitrice (CMI) et la concentration minimale inhibitrice de la

formation de biofilm (CMIB) de chaque souche.
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1. Isolement et purification des souches

Aprés incubation a 37°C pendant 24h sur gélose nutritive, il y’a apparition de
differentes formes de colonies a aspects macroscopiques assez variés. Une purification de
colonies a été faite par repiquage successif sur gélose nutritive, pour les 20 échantillons

étudiés et par la suite sélectionnées selon des critéres fixes. (Figure 08)

R1 (Ouadhias) R2 (Tigzirt)

9
8
7
6
5
4
3
2
1
(0]

* Bacillus cereus  * Staphylococcus aureus

Figure 09: Fréquence d’isolement des bactéries dans les deux régions (Ouadhias, Tigzirt).

Aprés avoir fait une mesure statistique qui s’intitule: Test de Khi-deux
d’indépendance, le résultat a montré que le nombre de bactéries isolées au niveau de la région
01 (Ouadhias) est différent du nombre de bactéries isolées dans la région 02 (Tigzirt), que ce
soit pour les Bacilles ou bien pour Staphylocoques(Figure 09). Cela est probablement lié a

plusieurs raisons dont:
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+ Les traitements vétérinaires et le suivi de I’état de santé des vaches;

=

Les conditions d’élevage (propreté, aération...etc.);

+ Selon que la ferme se trouve en montagne ‘Ouadhias’ ou en plaine ‘Tigzirt’. Ce
positionnement conditionne la nourriture des vaches. Sachant que dans la région
montagnarde, les vaches restent a 1’étable toute 1’année, ce qui les difféere des vaches

qui paturent presque chaque jourau niveau de Tigzirt.

2. Caractérisation morphologique des isolats
2.1. Examen macroscopique des isolats

L’observation des caracteres culturaux des colonies est le premier examen qui a été
effectué aprés 1’incubation des souches a 37°C sur gélose nutritive. Cependant, il y avait peu
de diversité dans leur aspect macroscopique. Les résultats obtenus sont illustrés dans le
Tableau 04. Apres I’incubation, les souches forment des colonies en batonnet, rondes de

grande et de petite taille, de surfaces lisses dans les plupart des cas.

Tableau 04: Caractéres culturaux des souches cultivées a 37°C.

Aspect Forme Taille Contour Surface
Souches
S22-S1 Irréguliére Petite Irrégulier Lisse
S4-58-S9-S10
S11-S18-S21 Rondes Moyenne Irrégulier et Lisse
S23-S°5-S°6 régulier
S°10-S°11
S5-S7-S19 Batonnet Grande Irrégulier et Lisse
S20-S°9-S°15 régulier
S13-S14-S15 Batonnet, parfois
S°1-S°3-S°8 sous forme de Petite Irrégulier et Lisse et

filament régulier rigoureuse

S6-S12-S16 Batonnet
S17-S°2-S°7 Petite Reégulier Lisse

S°12-S°13



Résultats et discussion

2.2. Examen microscopique des isolats (coloration de Gram)

L’observation de la forme des cellules et de leurs arrangements a été réalisée avec un
microscope optique au grossissement (x100),en additionnant 1’huile a immersion, voir la

figure 10

Figure 10:A).Aspect de Bacillus cereus sous microscope optique; B). Aspect de

Staphylococcus aureus sous microscope optique.

Les résultats obtenus par la coloration de Gram pour I’ensemble des 20 échantillons
sont résumeés dans les deux tableaux qui suivent: la majorité des bactéries sont des Gram
positifs apparaissant sous différentes formes avec différents modes d’associations. On
retrouve une large gamme de bactéries citons par exemple des bacilles ayant une coloration
Gram+, des Colibacille ayant une coloration Gram — et aussi des Cocci qui se trouvent en
abondance.
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Tableau 05: Aspect microscopique des différentes bactéries isolées a partir des 10 premiers

Souches
S1
S2
S3
S4
S5
S6

S7

S8

S9

S10
S11
S12
S13
S14
S15
S16
S17
S18
S19
S20
S21
S22
S23

Gram (+/-)

+

+
+
+

+

+ + + + + + 0+

+ + + + o+

+

échantillons.

Forme
Cocci
Bacille
Bacille
Cocci
Bacille

Bacille + spore
déformante
Bacille

Cocci
Cocci
Cocci
Cocci
Bacille
Colibacille
Colibacille
Colibacille
Bacille
Bacille
Cocci
Bacille
Bacille
Cocci
Cocci
Cocci

Regroupement
En tétrade
En paire
Diplocoque
En amas
Chainettes courtes
Individuel

Chainette
En amas
En amas
En amas
En amas
Individuel
Chainette
Chainette
Chainette
Individuel
Individuel et en paire
En amas
Chainette
Chainette
En amas
Chainette
En amas
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Tableau06: Aspect microscopique des différentes bactéries isolées a partir des 10 derniers

échantillons.
Souches Gram (+/-) Forme Regroupement
S’1 + Colibacille Chainette
S’2 + Bacille Individuel
S’3 - Colibacille Chainette
S’4 + Bacille sporulé En paire
S’5 + Cocci En amas
S’6 + Cocci En amas
S*7 + bacille Individuel
S’8 - Coccobacille Chainette
S’9 + Bacille Chainette
S’10 + Cocci En amas
S’11 + Cocci En amas
S’12 + Bacille Individuel
S’13 + Bacille Individuel
S’14 + Bacille En paire
S’15 + Bacille Chainette

3. Identification de Bacillus cereus et Staphylococcus spp

Apres I’examen microscopique fait pour I’ensemble des souches isolées on s’est

focaliser plus précisément sur la recherche de deux especes; B. cereus et S. aureus.

1. Identification de Bacillus cereus

La recherche de B. cereus a été mise en évidence en favorisant la germination des
spores suite a un traitement thermique effectu¢ sur I’ensemble des échantillons.
L’identification préliminaire a permis de sélectionner 16 souches de B. cereus, qui seront
ensuite ensemencées dans un milieu sélectif de Mossel. Les résultats obtenus sont indiqués

dans le tableau suivant:
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Tableau 07:Croissance sur milieu Mossel des souches de B. cereus
Souches S2 S5 S7 S12 S16 S17 S19 S20 S°2 S84 S°7 S99 S°12 S’13 S’14 S°15

Milieu + + + o + = - + + + + + + + + +
Mossel

L’aspect morphologique des 13 isolats ayant présentés un résultat positif sur le milieu,
s’est décliné en différentes formes aprés incubation a 37°C pendant 24h a 48h. Un virage de
la couleur du milieu vers le rose a également été apercu comme le démontre la figure 11, ce

qui confirme que c’est des souches de B. cereus.

«+ De grandes colonies crémeuses plates avec un centre plus opaque.

< De petites colonies rondes blanches, étant réguliéres.

Figure 11: Aspect macroscopique de Bacillus cereus sur le milieu gélosé de Mossel

2. Identification de Staphylococcus spp

L’étude préliminaire a permis de sélectionner 14 souches du genre Staphylococcus.
Apreés la confirmation du genre avec coloration de Gram et le test de catalase, 1’identification
est faite par des tests biochimiques (ADN ase et coagulase). L’ensemencement est fait sur le
milieu gélosé de Chapman, aprés incubation pendant 24h, les colonies apparaissent
pigmentées (jaune doré) dans I’ensemble de la boite. Les résultats obtenus sont illustrés dans
le tableau suivant:
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Tableau 08: Résultats des tests biochimiques obtenus pour les isolats des staphylocoques

Souches  Catalase = ADNase Coagulase Mannitol

S4 + + + +

S8 + + + +

S9 + + + +
S10 + + + +
S18 + + + +
S21 + + + +
523 + + + +
S’11 + + + +
S’5 + + + +
S’6 + + + +
S’10 + + + +

S1 + - - -
s11 + - - -
S22 + - - -
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ADN ase + Catalase +

Coagulase + Mannitol+

Figure 12: Résultats des tests biochimiques obtenus pour les isolats de S.aureus.

Au regard des résultats obtenus, le taux de contamination du lait par S. aureus et B.
cereus est important et assez variable en fonction du circuit de collecte au niveau des deux
régions. Sachant que B. cereus est un germe qui se transmet par le mode de végétation des

vaches, alors que I’origine de S. aureusn’est pas encore définie.

Une souche isolée de la région OUADHIAS présente des caractéristiques
phenotypiques et biochimiques (Catalase + et ADN ase +) en faveur d’un Staphylocoque. Elle

présente un Mannitol — sur le milieu Chapman.
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Gélose Chapman ADN ase +

Gélose au sang Coagulase -

MEVAG

Figure 13: Tests effectués pour I’indentification de la souche isolée de la région Ouadhias.

Selon I’ensemble des analyses effectuées dans le but d’identification, on peut constater

que cette souche est en faveur d’un Staphylococcus epidirmidis.
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Un travail réalisé en 2017 par Bentiba et Bentiba a consisté sur 1’utilisation de 19
souches de Staphylococcus spp issu d’une collection de lait de vache au niveau de 1’usine
Arib —Ain Defla, suivi par un travail fait en 2015 par Didouh, qui a consisté sur I’isolement
et ’identification de 155 isolats parmi lesquels, 126 se sont révélés appartenant au groupe
Bacillus cereus. Ceci confirme donc que la bactérie B. cereus est répandue dans le lait de

vache cru.

4. Evaluation de la formation de biofilm

11 souches de S. aureus et 13 souches de B. cereus isolées a partir des 20 échantillons
ont été testées pour mettre en évidence leur potentiel de formation du biofilm sur une

microplagque de 96 puits.

La méthode utilisée a permis de quantifier le taux de formation du biofilm pour
I’ensemble des souches isolées. La couche du biofilm adhérente dans chaque puits est
considérée comme positive car on apercoit un film visible qui borde le fond des puits et la

surface de la microplaque.

La formation de biofilm dans la microplaque est analysée d’abord par une simple
observation a I’ceil nu des puits aprés une coloration au cristal violet, ensuite a 1’aide de

I’appareil ELISA ou I’absorbance des populations a 590 nm a pu étre mesurée (Figure 14).

Figure 14: Quantification de formation du biofilm par deux méthodes(visuelle, lecteur
ELIZA).
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Les résultats obtenus apres la mesure de 1’absorbance par 1’appareil ELISA pour

I’ensemble des souches sont introduits dans le tableau suivant:

Tableau 09: Résultats obtenus apres la mesure de I’absorbance par I’appareil ELISA.

T~

Témoin(-)
S2
S5
S7
S16
S20
S4
S8
S9
S10
S18
S21
S23
S’2
S’4
S*7
S’9
S’12
S’13
S’14
S’15
S’5
S’6
S’10
S’11

Répitition01 Répitition02 Répitition03 Moyenne £

0.02
0.789
0.421
0.586
0.249
1.552
1.394
1.803
1.574
1.508
1.284
1.631
1.295
1.062

1.83
1.008

1.91
1.906
1.617
1.792
1.568

2.07
1.912
1.274
2.022

0.01
0.550
0.478
0.245
0.395
1.588
0.705
1.134
1.160
0.904
0.466
1.088
1.102
1.985

1.8
1.978
1.754
1.797
1.625
1.914
1.758
2.051
2171
1.296
1.969

0.02
0.526
0.353
0.659
0.216
1.735
1.447
0.564
0.991
0.943
1.253
0.809
0.615
1.818

1.85
1.966
1.857
1.854
1.764
1.749
1.601
2.089
1.803
1.162
2.062

Ecart type
0.016+0.005
0.621+0.145
0.417+0.062
0.496+0.220
0.286+0.095
1.625+0.096
1.182+0.413
1.167+0.620
1.241+0.299
1.118+0.338
1.001+0.463
1.176+0.418
1.004+0.350
1.621+0.491
1.826+0.025
1.650+0.556
1.840+0.079
1.852+0.054
1.668+0.082

1.818+0.08
1.642+0.101
2.07+0.019
1.962+0.189
1.244+0.071
2.017+0.046
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Selon le tableau 09 on peut constater par rapport aux résultats obtenus que 1’ensemble
des souches présentes des valeurs d’absorbance (DO) supérieures en comparaison avec celles
du témoin(-), que ce soit pour les souches de S. aureus ou bien pour B. cereus. D’aprés ces
résultats, la technique de microplaque a 96 puits s’avére une bonne méthode pour le dépistage
de la formation du biofilm in vitro. Elle permet une détermination quantitative pour comparer

et examiner 1’adhésion de différentes souches (Racha et al., 2012).

Apres coloration au cristal violet, une observation a I’ceil nu est faite pour la
microplaque. On a pu constater la formation d’un film a la surface de la microplaque et au
fond des puits, donc on peut déterminer visuellement la formation de biofilm attribué pour

chaque souche comme la figure 15 peut I’illustrer.

Figure 15: Formation de biofilm par S. aureus et B. cereus.

Afin d’interpréter et d’évaluer la formation du biofilm par rapport au témoin(-)
introduit, un calcul de la moyenne a était fait pour le témoin (-) et pour I’ensemble des
souches de B. cereus et S. aureus. Les valeurs obtenues ont été converties en histogramme sur
Excel et les écarts types ont été convertis en barres d’erreurs comme présenter dans la figure
16.
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Toute les DO ont été faites en triple, les moyennes
sont representées en histogrammes et les
ecarts types en barres d ‘erreur.

Figurel6: Evaluation de la formation de biofilm des souches isolées apres la mesure de

I’absorbance par I’appareil ELISA

Selon la figure 16, on peut constater que toutes les souches isolées dans les deux
régions montrent un potentiel de formation de biofilm au sein de la microplaque par rapport
au témoin (-) introduit. On peut déterminer aussi que n’y a pas vraiment une différence
significative sur le taux de formation de biofilm des S. aureus par apport aux B. cereus. La
souche S’5 qui est une S. aureus présente le meilleur potentiel de formation. On constate aussi
que les souches isolées au niveau de la région Ouadhias sont plus formatrices en biofilm, par
rapport a celles isolées au niveau de la région Tigzirt. Cette différence revient sur les
conditions d’élevages et le positionnement des vaches dans chaque région. Les vaches au
niveau de la région montagneuse d’Ouadhias sont plus habituées a résister a des conditions

environnementales hostiles.

5. Détermination de la concentration minimale inhibitrice et la concentration minimale

inhibitrice de la formation de biofilm

Les résultats de I’activité antibactérienne de 1’huile essentielle T. algeriensis vis-a-vis
de I’ensemble des souches isolées a I’état planctonique et a 1’état biofilms sont représentés

dans les deux tableaux qui suivent:
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+ Staphylococcus aureus

Tableau 10: Effet inhibiteur de T. algeriensis vis-a-vis des souches de S. aureus isolées a

1’état planctonique et a 1’état biofilm.

Souches S4 S8 S9 S10 | S18 | S21 | S23 S’5 S’6 | S’10 | S’11
CMI 0.038 | 0.038 A 0.038 | 0.038 | 0.038 | 0.038 0.038  0.038 | 0.038  0.038 | 0.038
CMIB 0.044 | 0.044 | 0.044 | 0.088 | 0.044 | 0.044 | 0.044 | 0.044 | 0.044 | 0.044 | 0.044

S18

* CMI

S21

*CM

S23

IB

Figure 17: Histogramme représentatif de la CMI et CMIB de S. aureus

4+ Bacillus cereus

Tableau 11: Effet inhibiteur de T. algeriensis vis-a-vis des souches de B. cereus isolées a

I’état planctonique et a 1’état biofilm.

Souches | S2 S5 S7 Sl6 |S20 |82 [S4 | S7 |S9  S'12 [ S°'13 | S’14 | S°15
CMI 0.057 | 0.057 | 0.057 A 0.057 | 0.057 | 0.057 | 0.057 | 0.057 | 0.057 | 0.057 | 0.057 | 0.057 | 0.057
CMIB | 0.044 | 0.088 | 0.088 | 0.088 | 0.088 | 0.088 | 0.088 | 0.088 | 0.044 | 0.044 | 0.044 | 0.044 | 0.044
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S'4 S'7 S'9 S'12 S'13 S'14 §'15

*CMI ~CMIB

Figure 18: Histogramme représentatif de la CMI et CMIB de Bacillus cereus.

La détermination des CMIs est une technique fiable, car elle permet de connaitre la
concentration qui inhibe la croissance bactérienne. Selon les résultats obtenus, T. algeriensis
est active vis-a-vis des souches de S. aureus et B. cereus a 1’état planctonique avec des CMI
de I’ordre 0.038 a 0.057%.

L’histogramme représentatif, nous a permis de constater qu’il y’a pas de différence
significative entre la sensibilité des souches envers 1’huile de T. algeriensis, par contre les
souches de S. aureus présente une CMI plus faible par rapport aux souches de B. cereus.
Selon Benbelaid a 1’état planctonique I’huile de T. algeriensis agit de la méme facon vis-a-vis

chaque souche de ces deux groupes de bactéries séparément (Benbelaid et al., 2012).

D’aprés les résultats ci-dessus, on remarque que les CMIBs sont plus au moins
grandes par rapport a celles des CMlIs, ce qui traduit la résistance des souches a I’état biofilm
par rapport aux souches a 1’état planctonique. Comme a 1’état planctonique 1’huile de T.
algeriensis est active vis-a-vis des souches de S. aureus et B. cereus en biofilm, cette 1’huile
peut inhiber la croissance de ces microorganismes avec des concentrations qui varient entre
0.044 et 0.088% (Sanchez et al., 2013).

+ Molécules intervenant dans D’effet inhibiteur exercé par T. algeriensisvis-a-vis

I’ensemble des souches a I’état planctonique et I’état biofilm.
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Figurel9: Profil chromatographique des principaux composants de I’huile T. algeriensis.

Le mode d’action des huiles essentielles sur les cellules bactériennes n’est pas
clairement élucidé. Compte-tenu de la diversité des molécules présentes dans les huiles, leurs
I’activité Semble résulter d’une combinaison de plusieurs modes d’action, impliquant

différentes cibles cellulaires (Kalemba et Kunicka, 2003 ; Burt, 2004):

+ Altérations membranaires: les HEs sont constituées de molécules lipophiles capables
de pénétrer la double couche phospholipidique, leur accumulation entre les
phospholipides entraine un changement de conformation et un mauvais
fonctionnement de la membrane cellulaire, perturbant ainsi le transport membranaire
des substances nutritives (Burt, 2004).

+ inhibitions enzymatiques : les groupements fonctionnels des composés terpéniques
(phénoliques et aldéhydiques) des HEs réagissent avec les enzymes membranaires et

dégradent la membrane plasmique (Giordani et al., 2008).
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La principale caractéristique des molécules présente dans les HEs est leurs
hydrophobicité. Elle permet leurs solubilisation dans les membranes ce qui provoque une
déstabilisation de la structure et une augmentation de la perméabilité membranaire (Sikkema
etal., 1994).

Selon la figure 19, on peut constater que les trois molécules indiquées sur le profil
chromatographique sont les plus abondantes de T. algeriensis. On peut dire que 1’effet
inhibiteur apporter par 1’huile sur I’ensemble des souches a 1’état planctonique et a 1’état
biofilm serait lié a la présence de ces molécules et a 1’effet qu’elles apportent. Le Thymol par
exemple semble capable d’augmenter la perméabilité membranaire. 1l entraine une altération
de la paroi bactérienne et une agrégation du cytoplasme. Il posséde un trés large spectre
d’activité antimicrobien et qui est naturellement présente dans les essences de la plupart des

especes de thym (Rasooli et al., 2006 ; Del Nobil et al., 2008).

On peut ajouter aussi, que la plupart des huiles essentielles présente des teneurs élevés
en Alpha pinéne reconnaissable pour son parfum boisé. Cette molécule est reconnue pour ses
propriétés antiseptiques et antiinflammatoires, aussi connu pour son effet inhibiteur quelle
exerce Vvis-a-vis les différentes bactéries par I’altération de leurs paroi (Van Groestijn et Lieu,
2002).
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Conclusion et perspectives

La contamination microbienne des surfaces reste un probléme d’actualité dans de
nombreux secteurs d’industries agro-alimentaires, notamment dans le secteur de I’industrie
laitiére. La présence de la flore microbienne constitutive de biofilm dans le lait de vache est
préoccupante, du fait que les biofilms sont reconnues étre la source de lourds problémes

économiques et sanitaires.

Dans le cadre de cette étude, nous avons pu isoler des souches de S. aureus et de B.
cereus a partir du lait de vache cru issu de deux régions différentes. Les souches sont testées
pour voir leur potentiel de formation de biofilm au sein d’une microplaque. Nous nous
sommes intéressées aussi a évaluer I’activité antibactérienne et anti-biofilm de [I’huile

essentielle ‘T. algeriensis’ vis-a-vis I’ensemble des souches.

Les résultats obtenus montrent que les souches de S. aureus et de B. cereus s’avérent
de bons candidats pour la formation de biofilm, tels que montrés par la technique du cristal
violet. De plus, un effet inhibiteur est obtenu pour 1’ensemble des souches testées a 1’état

planctonique et a 1’état biofilm.
Ainsi, de nouvelles perspectives apparaissent permettant d’élargir notre étude par:

4+ L’identification moléculaire des isolats;

+ L’utilisation de ‘T. algeriensis’ comme une nouvelle alternative pour assainir les
surfaces utilisées dans les sociétés d’industrie laitiere;

+ Etude de la concentration minimale éradicatrice du biofilm;

+ Elargir le secteur d’échantillonnage et faire un nombre plus élevé sur différentes

régions.
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Annexe 1

Matériel non biologique

Autoclave (WEBECO Allemagne)

Etuve (BINDER Allemagne)
Bain marie (MEMMERT
Allemagne)

Agitateur chauffant a barreau
magnétique (GARHARDT
Allemagne)

Balance (KERN 770 Allemagne)
Réfrigérateur (ENIEM Algérie)
Microscope photonique

Bec bunsen

Boites Petri

Pipettes Pasteur

Erlenmeyer

Flacons en verre

Tubes a essai en verre
Microplaque de 96 puits

Anse

Méthanol

Annexes

Lames en verre

Vortex

Gélose nutritive
Tryptone-sel-eau (TSE)
Milieu gélosé de Mossel
Milieu gélosé de Chapman
Eau oxygénée

Solution de bleu de toluidine
Bouillon cceur cervelle (BHIB)
Le plasma

TSB (Bouillon Tryptone Soja)
Eau physiologique

Tampon PBS

Le cristal violet

L'eau distillee

Glycérol
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