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Introduction

Le lait cru de chévre est une source alimentaire essentielle dans les régions arides,
fournissant une nutrition précieuse aux populations locales. A 1’échelle mondiale, le lait de
chévre joue un réle économique crucial (Saikia et al., 2022). Sur le plan nutritionnel, le lait de
chévre est celui qui se rapproche le plus du lait maternel. Comme ce dernier, le lait de chévre
contient un niveau ¢levé d’enzymes aux propriétés antimicrobiennes, telles que le lysozyme,
qui renforcent I’immunité des nourrissons en les protégeant contre de nombreuses infections
(Niyazbekova et al., 2020). Il contient également des protéines, des vitamines, des minéraux,
des acides gras, des oligo-¢léments qui peuvent étre facilement assimilables par 1’organisme.
Cependant, la composition du lait peut varier en fonction de nombreux facteurs, notamment la
race, 1’age et 1’alimentation, ainsi que le stade de lactation et les facteurs environnementaux
(Rai et al., 2022).

Le lait de chéevre abrite une microflore complexe, comprenant une flore originelle
(Micrococcus, Lactobacillus, Streptococcus et Lactococcus), ainsi qu’une flore de
contamination qui colonise le lait cru a la sortie de la mamelle. Le lait peut également contenir
des pathogénes incluant des bactéries infectieuses et toxinogeénes, telles que Staphylococcus
aureus (Zakaria et al., 2020). Les glandes mammaires infectées par S. aureus sont considérées
comme la principale source de contamination du lait par cet agent pathogeéne, car la glande peut
excréter ces bactéries dans le lait des chévres atteintes de mammites (Tamendjari et al., 2021).
Le lait produit dans les fermes laitiéres est principalement destiné a la consommation humaine,
et par conséquent, la présence d’agents pathogénes tels que S. aureus pourrait représenter
un risque pour la santé des consommateurs (Gajewska et al., 2023). De plus, les souches de S.
aureus sont capables de former un biofilm qui les rend plus résistantes aux antibiotiques et
aux désinfectants. En outre, ces bactéries peuvent adhérer a I’équipement utilisé dans la traite,
la collecte et le stockage du lait, ce qui peut impacter négativement la qualité
microbiologique du lait, et engendrer des maladies d’origine alimentaire (Pacha et al., 2021).

Par ailleurs, I’émergence de la résistance aux agents antimicrobiens tout au long de la
chaine alimentaire constitue une préoccupation majeure de santé publiqgue mondiale, car de
nombreux animaux destinés a I’alimentation humaine sont porteurs de souches résistantes aux
antibiotiques, telles que les SARM (Staphylococcus aureus résistant a la méthicilline). De ce
fait, le lait cru pourrait jouer un role potentiel dans la transmission de bactéries résistantes aux
agents antimicrobiens aux populations humaines qui consomment ces produits (Titouche et al.,
2022 ; Javed et al., 2023).

Face a I’augmentation des résistances bactériennes aux antibiotiques et a la difficulté de
concevoir de nouvelles molécules efficaces, des alternatives naturelles sont envisagées, telles
que les huiles essentielles (HEs). L’HE d’origan (Origanum compactum) est tres appréciée en
médecine traditionnelle a travers le monde (Kachur et al., 2020). Les composants essentiels de
I’HE d’0O. compactum, principalement le Carvacrol et le Thymol, lui conférent plusieurs
activités biologiques, notamment des activites antibactériennes et antibiofilms, en agissant sur
le transport ionique, 1’intégrité de la membrane plasmique des bactéries et en perturbant le
quorum sensing (Chroho et al., 2024 ; Elshafie et al., 2024). En effet, cette HE a montré son
efficacité contre plusieurs agents pathogénes (Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli,
Bacillus subtilis, S. aureus) (Mukurumbura et al., 2022 ; Al Abdali et al., 2023 ; Chroho et al.,
2024).
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Dans ce contexte, 1’objectif de cette étude est d’évaluer la capacité des souches de S.
aureus isolés du lait cru de chévre a former des biofilms ; I’activité antibiofilm et
antibactérienne de I’HE d’O. compactum ont été évaluées.

Ce travail est scindé en deux parties :

- La premiére partie de ce travail est consacrée a une synthése bibliographique qui rassemble
des géneralités sur S. aureus, ses facteurs de virulence, ainsi que le mécanisme de formation
des biofilms. Elle aborde également les différentes stratégies de lutte contre les biofilms
bactériens, notamment les stratégies innovantes et naturelles pour pallier le probleme de la
formation de biofilms.

- La seconde partie est experimentale. La premiere section decrit la méthodologie suivie pour
effectuer des isolements a partir des échantillons de lait cru de chévre. Elle évalue aussi la
capacité des isolats a former des biofilms, ainsi que I’effet antibactérien et antibiofilm de ’HE
d’O. compactum. La deuxiéme section présente et discute les résultats obtenus au cours de cette
étude, dans le but de dégager des conclusions et des perspectives.



Partie | :
Synthese bibliographique



Chapitre 01 Staphylococcus aureus

1 Genéralités

Les bactéries du genre Staphylococcus aureus sont des cocci a Gram positif, non mobiles et non
sporulés, appartenant a la famille des Streptococcaceae . lls peuvent étre observés, isolés, en groupes de
diplocoques ou en amas ; le plus souvent retrouvés sous forme de grappe de raisins. S. aureus est une
bactérie anaérobie facultative, catalase positive et coagulase positive. Leur culture est simple et facile a
35 + 2 °C sur de nombreux milieux, donnant des colonies de 1 & 3 mm de diamétre en 24h. Grace a son
halotolérance, ce germe est capable également de se cultiver facilement dans des milieux sélectifs
contenant de fortes concentrations en sels (NaCl 7,5%) (Price-Whelan et al., 2013).

S. aureus est un agent commensal de la peau et des muqueuses ; il est également capable de coloniser
les surfaces abiotiques telles que les cathéters et les implants médicaux. Cette bactérie est responsable de
nombreuses infections chez ’homme, notamment les infections des plaies chroniques, les ostéomyélites,
les endocardites, les infections associées aux implants medicaux (Mingzhang et al., 2023), et les infections
des glandes mammaires (Putz et al., 2020). S. aureus peut atteindre les poumons et provoquer des
pneumonies. Elle sécréte également des toxines responsables d’infections toxiniques : impétigo bulleux,
toxi-infections alimentaires, syndrome de choc toxique staphylococcique (Liu et al., 2024).

De plus, cette bactérie est considérée comme la cause premiére des infections nosocomiales. En
effet, la prévalence des infections staphylococciques nosocomiales et communautaires est en constante
augmentation. Le traitement de ces infections est souvent difficile a cause des souches multirésistantes,
notamment a la méthicilline, a I’origine de 1’appellation SARM (Staphylococcus aureus resistant a la
méthicilline) (Alghamdi, 2023).

2 Habitat

L’espéce S. aureus est souvent retrouvée dans les réservoirs naturels tels que les mammiferes
(’'Homme), certains animaux et oiseaux a sang-froid (le loir et al., 2010). Cette bactérie colonise
activement les glandes sébacées, mais aussi les muqueuses ainsi que toute la surface de la peau.

S. aureus est fréquemment retrouvée a profusion au niveau de 1’épithélium malpighien humide des
fosses nasales antérieures (Sollid et al., 2014). La présence des Staphylocoques au niveau nasal favorise
leur dispersion, notamment par aérosols lors de I’éternuement. En outre, cette espéce a la

capacité de s’adapter et de résister a différents stress (thermique, osmotique, ainsi que la carence en
nutriments), ce qui lui confére la possibilité de survivre a de nombreux écosystémes, faisant de S. aureus
une souche ubiquitaire et présente dans tous les environnements (Le Loire et al., 2010).
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3 Staphylococcus aureus dans les élevages caprins

Staphylococcus aureus est considéré comme un agent pathogene majeur chez les chévres laitieres
et est responsable d’infections intra-mammaires cliniques et subcliniques. Les mammites dues a
S. aureus entrainent des pertes économiques importantes suite a la réduction de la production laitiére et a
la mauvaise qualité du lait (Tamendjari et al. 2021). En effet, ces infections représentent une source de
contamination du lait cru et des produits laitiers. S. aureus est également impliqué dans des cas de maladies
d’origine alimentaire résultant de la contamination des aliments par des toxines thermostables. Les
produits laitiers, notamment les fromages frais, sont les plus incriminés dans ce type d’intoxication
(Gajewska et al., 2023).

En outre, S. aureus peut produire un biofilm qui forme une couche protectrice pour 1’agent
pathogene et assure sa persistance (Patel et Rawat, 2023). En effet, les S. aureus peuvent former des
biofilms dans la machine a traire, les abreuvoirs ou encore le tank a lait, ce qui pourrait avoir des
répercussions négatives sur la qualité microbiologique du lait, sur la santé des animaux et celle des
consommateurs (Pacha et al., 2021).

De plus, les animaux destinés a la consommation humaine hébergent souvent des souches
bactériennes résistantes aux antibiotiques, telles que le SARM (Staphylococcus aureus résistant a la
méthicilline). Ces bactéries résistantes peuvent étre transmises aux humains par le biais du lait cru, ce qui
constitue une source de contamination importante. Ces souches résistantes sont responsables d’échecs
thérapeutiques et limitent ainsi le choix des traitements contre les infections graves, entrainant une
augmentation des codts des soins (Titouche et al., 2022).

4  Facteurs de virulence

S. aureus exprime divers facteurs de virulence, qui lui conférent un pouvoir pathogéne important.
L’expression de ces facteurs de virulence va conditionner le type d’infection, ainsi que sa localisation.
S. aureus produit plusieurs toxines impliquées dans le développement de I’infection. Les toxines les plus
connues sont les hémolysines (a-38), les peptides PSMs (phenol-soluble modulins), la leucocidine de
Panton Valentine (LPV), la leucocidine LukE-LukD et SAgs. Certaines souches de S. aureus ont
également la capacité de sécréter d’autres types de toxines telles que les toxines exfoliatives (ETA and
ETB) (Sri Amelia et al., 2023) et les inhibiteurs CHIPS (Chemotaxis Inhibitory Protein of Staphylococcus
aureus) qui bloguent le chimiotactisme des monocytes et des neutrophiles (Yang et al., 2024). Cette
bactérie produit également des enzymes extracellulaires telles que des nucléases, protéases, lipases,
hyaluronidases et des collagénases, qui participent a la destruction des tissus de 1’hote, ce qui favorise
I’extension de I’infection et le relargage des nutriments. En outre, la capsule polysaccharidique constitue
une protection pour les bactéries contre la phagocytose par les neutrophiles. Elle permet également la
persistance des bactéries a la surface des muqueuses (Grodon et al., 2021).
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Dans ce chapitre, nous aborderons les protéines de surface, les toxines formant des pores (PFT),
les superantigenes (SAgs), ainsi que la formation du biofilm a I’origine de la persistance des infections a
S. aureus.

4.1 Protéines de surface

Au début de I’infection, S. aureus exprime des protéines de surface, appelées adhésines, qui ont la
capacité de se fixer sur les tissus de I’hote ou sur des biomatériaux tels que les cathéters. Une grande partie
de ces protéines de surface appartient a la famille des MSCRAMMSs (Microbial Surface Components
Recognizing Adhesive Matrix Molecules), qui permettent & S. aureus de s’accrocher a la matrice
extracellulaire de 1I’hote en reconnaissant des molécules présentes sur cette derniere, telles que le
collagene, les fibrinogénes et les fibronectines (Foster, 2019 (Figure 01). Les principaux membres de la
famille des MSCRAMM sont la protéine Staphylococcique A, les protéines de liaison a la fibronectine A
et B (FnbpA et B, fibronectin-binding proteins), la protéine de liaison au collagene et les protéines du
facteur d’agglutination (CIfA, clumping factor).

En outre, certaines de ces protéines remplissent d’autres fonctions que I’adhésion. La protéine
CIfA par exemple, dont le role principal est d’interagir avec les fibrinogénes, permet également 1’évasion
immunitaire de S. aureus en participant a la dégradation de C3b du complément, ce qui entraine une
réduction de I’efficacité de la phagocytose de I’hote (Hair et al., 2010). Les adhésines FnbpA et FnbpB
quant a elles, en plus d’interagir avec les fibrinogénes, permettent I’internalisation de S. aureus dans
certains types cellulaires non spécialises dans la phagocytose et sont impliquées dans 1’étape initiale de la
formation du biofilm (Josse et al., 2017 ; Gordon et al., 2021).

MSCRAMMs CHA
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Figure 01 : Molécules d’adhésion & la surface de S. aureus (MSCRAMMS) (Foster, 2005).
CIfA et B : Clunping Factor A et B ; Cna : Collagen Adhesin ; Sdr : Serie-aspartate repeat proteins ; Sas :
Staphylococcus aureus surface proteins ; FndpA : Fibronectin-binding proteins A.
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4.2 Toxines formant des pores (PFT)

Les toxines formant des pores (pore-forming toxins, PFT), représentent une redoutable arme utilisee
par les S. aureus, en perforant les membranes cellulaires de 1’héte, ce qui entraine soit une lyse cellulaire
par la fuite des composés cytoplasmiques, soit une perturbation du cytosquelette d’actine, une structure
cruciale pour le maintien de la forme et la fonction des cellules (Ahmad-Mansour et al , 2021).

e ¢-hémolysine

L’a-hémolysine est la PFT la plus connue, elle est encodée par le géne hla. Elle posséde une structure
a feuillet P et se fixe au récepteur ADAM-10 sous la forme d’un monomere sécrété. Cette fixation entraine
son oligomérisation et la formation de pores dans la membrane, et ainsi la lyse cellulaire . Cette toxine est
capable de lyser différents types cellulaires, comme les érythrocytes, les cellules endothéliales et
épithéliales et certains leucocytes (Tam et Torres, 2019).

e Modules solubles dans le phénol (PSMs)

Les modules solubles dans le phénol (Phenol Soluble Modulins, PSMs) sont des peptides
amphipathiques présents uniquement chez les staphylocoques. Il en existe trois types, notamment PSMs
alfa, beta et gamma, qui se distinguent par leur taille, leur charge et leur localisation. Ils participent a la
formation du biofilm et ont une action cytolytique. En effet, les PSMs permettent la lyse des neutrophiles.
En outre, il existe des preuves incontestables indiquant que les PSMs sont impliqués dans les infections
cutanées et dans les bactériémies a S. aureus (Gordon et al., 2021).

e Leucocidine de Panton-Valentine (LPV)

Les leucotoxines de Panton-Valentine ( Panton- Valentin Leukocin, PVL) appartiennent a la famille
des toxines Luk de S. aureus. Cette famille regroupe deux types de toxines, LUkDE et LukAB, des toxines
a deux composants de 32kd a 35kd qui s’oligomérisent entre elles pour former une structure en pore
(Ahmed-Mansour et al., 2021). La plupart des génes codant pour les leucocidines sont localisés dans le
génome central de S. aureus. Certains de ces génes sont liés a des éléments génétiques mobiles tels que la
PVL, tandis que d'autres résident dans des Tlots de pathogénicité (Pivard, 2023).

4.3 Superantigenes (SAgs)

La famille des SAgs regroupe 3 principaux sous-groupes : les entérotoxines staphylococciques (SES),
les entérotoxines-like (SE-Is) et la toxine du syndrome du choc toxique staphylococcique (TSST- 1)
(Spaulding et al., 2013). Les SAgs sont capables d’activer les lymphocytes T et les cellules
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présentatrices d’antigénes (CPA) telles que les macrophages et les cellules dendritiques, en liant le
complexe majeur d’histocompatibilit¢ (CMH) de classe II a la région variable VB du récepteur des
lymphocytes T (TCR) . Cette liaison non spécifique va induire une libération massive de cytokines et de
chimiokines, responsables des symptdmes associés au syndrome du choc toxique staphylococcique
(Grodon et al., 2021).

4.4 Formation de biofilm

Parmi les facteurs de virulence les plus importants chez S. aureus, sa capacité a produire
un biofilm, ce qui favorise le développement de la résistance aux antibiotiques chez cette bactérie (Chen
et al., 2022). Le biofilm peut étre définit comme une communauté de microorganismes adhérant a un
support et produisant une matrice polysaccharidique extracellulaire (Costerton et al., 1997). Cette matrice
sert de sanctuaire, offrant aux microcolonies de S. aureus un environnement entierement sécurisé et
fonctionnel pour leur survie et leur prolifération (Idrees et al., 2021). En effet, le biofilm protége les
bactéries des différents stress, des composés toxiques et de la phagocytose (Idrees et al., 2021).
4.4.1 Etapes de formation du biofilm

Le développement du biofilm chez S. aureus, peut étre divisé en trois étapes : (i) fixation et
adhésion ; (ii) structuration et maturation du biofilm ; et (iii) dispersion du biofilm avec détachement des
cellules (Cheng et al. 2023) (Figure 02).
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Figure 02 : Formation et maturation du biofilm bactérien (Reffuveille et al., 2017).
EPS : Exopolysaccharides, ADNe : ADN extracellulaire, QS : Quorum sensing. PSMs : Phenol Solubles
Modulins.
a. Adhésion des bactéries a une surface

Au cours de la phase initiale d’adhésion, les bactéries s’attachent aux tissus ou aux biomatériaux
(cathéters, sondes, lentilles de contact). L’interaction entre la bactérie et le support se fait grace aux forces
de Van der Walls et les liaisons faibles comme les liaisons hydrogenes (Rijnaarts et al., 1995). Cette
adhésion est également consolidée par les charges négatives des acides teichoiques et des polymeres
(Gross et al., 2001). In vivo, ce sont les protéines de surface de S. aureus capables de se fixer sur les
protéines de matrice des cellules hotes qui permettent I’attachement. Il s’agit des adhésines ancrées dans
la paroi bactérienne comme les MSCRAMM ou les SERAM (Secretable Expanded Repertoire Adhesive
Molecules) avec la protéine Eap (Extracellular adherence protein). Cette derniére est une adhésine sécrétée
qui améliore I’adhérence de S. aureus a la matrice extracellulaire, en se liant au fibrinogene, a la
fibronectine, a la vitronectine et a la thrombospondine-1 (Yonemoto et al., 2019).

b. Structuration et maturation du biofilm

Durant la phase de maturation, les cellules bactériennes attachées se multiplient et produisent une
matrice protectrice, appelée EPS (extracellular polymeric substance), qui est composée principalement
d’eau, de polysaccharides, de protéines et d’ADN extracellulaire (ADNe) (Pei et al., 2023). Au sein du
biofilm, ’ADNe exerce diverses fonctions biologiques, notamment I’adhésion et la réparation des
dommages a I’ADN. Chez S. aureus, le principal composant de la matrice est un polysaccharide, appelé
Polysaccharide intercellular adhesin (PI1A), qui joue un réle essentiel, notamment dans la colonisation, la
formation du biofilm, 1’évasion immunitaire et la résistance aux antibiotiques (Wu et al., 2024).

Les cellules bactériennes se divisent et la complexité de la matrice augmente, créant a I’intérieur
du biofilm un gradient de concentration en nutriments et en oxygéne. Il est d’ailleurs possible de classer
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les cellules bactériennes présentes au sein du biofilm en quatre états métaboliques : i) les aérobies (situées
dans la couche externe oxygénée et riche en nutriments) ; (ii) les fermentaires (situées dans la couche
interne pauvre en oxygeéne et en nutriments) ; (iii) les dormantes (situees dans une couche anoxique a
croissance lente et au métabolisme inactif) ; et (iv) les mortes (Guo et al., 2022).

Le systeme de quorum sensing (QS) joue un rdle clé dans la formation du biofilm en assurant la
communication entre les bactéries. En effet, ces dernieres pourront réguler 1’expression de certains génes
par la production de molécules signales, appelées auto-inducteurs. Le QS va permettre non seulement de
coordonner la maturation du biofilm mais également le détachement du biofilm, et la régulation de
I’expression des facteurs de virulence par S. aureus (Wu et al., 2024).

c. Détachement et dispersion

Le phénomene de détachement et de dispersion des cellules du biofilm peut étre induit par une
insuffisance des nutriments dans le biofilm et des changements environnementaux comme la variation
d’apport en oxygene, la présence de substances toxiques, une dégradation de la matrice, etc. Ces cellules
détachées peuvent dans ce cas infecter des sites proches ou plus éloignés, former de nouveaux biofilms,
et provoquer ainsi des infections chroniques récidivantes (Wu et al., 2024).

La dégradation de la matrice du biofilm se fait sous I’action d’enzymes, telles que les nucléases et les
protéases. En effet, S. aureus produit dix protéases, dont sept sérines protéases, une métalloprotéase et
deux cystéines protéases, qui jouent un role crucial dans la dégradation et la dispersion du biofilm. Ces
protéases dégradent divers composants des EPS, conduisant a I’affaiblissement et a la désintégration de la
matrice du biofilm (Deepika et al., 2022 ; Song et al., 2024). S. aureus secrete deux nucléases Nucl et
Nuc?2 a partir de ’ADNe. Une mutation de Nucl induit ’augmentation de la formation du biofilm, en
revanche sa surexpression entraine une réduction du niveau de formation du biofilm. En ce qui concerne
Nuc2, son role n’est pas encore ¢lucidé (Hespanhol et al., 2022). De plus, les PSMs, participent activement
au détachement et a la dispersion du biofilm, en perturbant les interactions non covalentes.

Le QS est également impliqué dans I’étape de détachement, en diminuant I’expression des protéines
responsables de I’adhérence et en augmentant la production des protéines responsables du détachement.
Le QS de S. aureus est médié par le systeme Agr (accessory gene regulator). Ce dernier régule
négativement les adhésines appartenant aux MSCRAMM ainsi que la PIA et régule positivement des
molécules impliquées dans le détachement comme le PSM (Wu et al., 2024).
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1  Stratégies de lutte contre les biofilms
1.1 Stratégies innovantes
1.1.1 Inhibition du quorum sensing

L’inhibition du QS présente un potentiel thérapeutique prometteur pour lutter contre les
infections bactériennes. Deux approches pourraient étre utilisées pour brouiller les signaux de
communication entre les bactéries. La premiere consisterait en I'utilisation du RNAIII inhibiting
peptide (RIP). La deuxieme serait de perturber la voie impliquée dans la régulation du mode de
vie du biofilm, la voie du-GMPc (bis-(3’,5”)-cyclic-dimeric-guanosine monophosphate), en
utilisant le sulfathiazole ou le fluorouracil (Antoniani et al., 2009; Lebeaux et Ghigo, 2019). Les
résultats obtenus ont démontré une réduction significative de la colonisation par S. aureus pour les
deux approches. Cependant, la deuxiéme approche implique 1’ utilisation de produits toxiques pour
I’Homme (Walz et al., 2010).

1.1.2 Anticorps monoclonaux

Des études récentes ont exploré I’utilisation d’anticorps monoclonaux (monoclonal
antibodies, mAD) pour perturber le QS et la formation du biofilm chez les bactéries pathogenes
(Han et Poma, 2022 ; Vaccaet al., 2022 ; Juszczuk-Kubiak, 2024). Parc et al. (2007), ont démontré
que le mAb dirigé contre le locus Agr inhibe de maniere significative le QS et réduit I’expression
de I’alpha hémolysine. Grace & un modéle de souris infectées, une étude in vivo a démontré que
cet anticorps monoclonal réduisait la pathogénicité de S. aureus (Parc et al., 2007 ; Kirchdoerfer
etal., 2011).

En 2005, Sun Accavitti et Bryer ont étudié trois mAb (12C6, 12A1 et 3C1) individuels et
§combinés, ciblant les protéines de la paroi cellulaire de Staphylococcus epidermidis. Les résultats
obtenus ont démontré que I’inhibition de la formation du biofilm sur les surfaces abiotiques par
des mélanges d’anticorps monoclonaux mAb étaient nettement plus efficaces que I’activité des
mADb individuels. Selon cette méme étude ces trois mAb ont montré une inhibition inférieure a
ceux obtenues par les combinaisons de 12A1 et 3C1 mais aussi de 12C6 et 12A.

1.1.3  ARNs comme régulateurs de quorum

Des études récentes ont mis en évidence le r6le crucial des petits ARN non codants (SRNA)
dans la régulation du QS et la formation du biofilm. Ces SRNA, également appelés ARN régulateur
de quorum, agissent comme des régulateurs globaux qui influencent directement ou indirectement
I’expression des génes impliqués dans ces processus (Liu et al., 2013 ; Wolska et al., 2016). Selon
Mandin et guilier, 2013 la modification de 1’expression ou la suppression de certains ARNSs tels
que les OmrR, OmrB et McaS ou encore ArcZ, SdsR, GadY et MicA perturbent la motilité
cellulaire ou I’exportation d’exopolysaccharides, ce qui entrainerait une inhibition du biofilm chez
E. coli (Mandin et guilier, 2013).

1.1.4 Probiotiques

Des tests ont démontré ’efficacité des bactéries lactiques en tant que probiotiques pour
interférer avec le QS des bactéries pathogénes du groupe ESKAPE (Enterococcus faecium, S.
aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa et
Enterobacter). Elles inhibent ainsi le développement du biofilm au stade initial jusqu’a sa phase
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finale (Mirghani et al., 2022 ; Santajit et al., 2022 Juszczuk-Kubiak, 2024). D’apres Valdez et al.
(2005), la souche Lactobacillus plantrum PA100, pourrait inhiber la formation du biofilm de
I’autoinducteur AHL (Acyl homosérine lactone) et de 1’¢élastase. Une diminution de I’expression
des génes responsables de la formation du biofilm chez S. aureus (cidA, icaA, dItB, agrA, sortaseA
et sarA) a également été démontre sous I’action de L. plantrum et Pediococcus acidilactici (Santajit
et al., 2022).

1.1.5 Nanoparticules

La technologie des nanoparticules (NP) représente a 1’heure actuelle une alternative
prometteuse (Shkodenko et al, 2020). Cependant, leur efficacité dépend de leur interaction avec
les biofilms. En effet, les forces ¢lectrostatiques jouent un rdle crucial dans I’interaction entre les
NP et les biofilms bactériens (Sahlé-Demessie et al., 2011; Ikuma et al., 2014). Les NP arrivent a
interagir avec les biofilms grace a un processus en trois étapes (Figure 03). La premiére consiste a
ramener les NP a proximité du biofilm ; la seconde étape consiste a la fixation des NP une fois que
ces derniers atteignent la surface du biofilm. Cette fixation est déterminée par les interactions
physicochimiques entre les NP et les composants de la matrice du biofilm. Enfin, ces NP doivent
migrer dans les biofilms (Shkodenko et al, 2020).

Des études in vitro ont démontré une inhibition jusqu’a 98 % des biofilms de S. aureus,
grace aux nanoparticules d’argent (AgNP) qui une fois intégrées dans le cytoplasme bactérien,
engendrent la rupture de la membrane entrainant la mort des bactéries (Tan et al., 2021 ; Song et
al., 2024). Les nanoparticules de cuivre (CuNP), utilisées seules ou en combinaison, se sont
révelées efficaces pour inhiber divers pathogénes responsables de mammites, par administration
intramammaire (Kalinska et al., 2019). En effet, les CuNP ont permis de réduire de facon
significative la charge bactérienne. Ces résultats indiqueraient que ces nanoparticules
représenteraient une approche prometteuse pour le traitement de la mammite bovine (Song et al.,
2024).
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Figure 03 : Interaction entre les nanoparticules d’oxydes métalliques (NP) et le biofilm
(Shkodenko et al, 2020).
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1.1.6 Phages

Les phages sont des virus naturels capables de détruire les bactéries. Plusieurs études ont
donc été effectuées afin de déterminer 1’efficacité antibactérienne des phages. Une étude in vitro,
a montré qu’en utilisant deux bactériophages, le phage ¢IPLA-RODI et le phage ¢IPLA-C1C,
entrainaient une réduction significative du biofilm associé a S. aureus et S. epidermidis (Gutierrez
etal., 2015; Song et al., 2024). En plus de la stratégie d’application d’un seul phage pour éradiquer
les biofilms, des tests ont été réalisés en combinant deux phages, K et DRAB88 agissant en synergie.
En 48h, le biofilm de S. aureus a été réduit de maniere significative (Alves et al., 2014 ; Song et
al., 2024).

En outre, une nouvelle stratégie combinant phages et antibiotiques a montré des résultats
prometteurs pour éliminer le biofilm de S. aureus. L’association du phage SAP-26 avec la
rifampicine s’est avérée plus efficace que I’azithromycine ou la vancomycine seules pour réduire
le biofilm de S. aureus (Rahman et al., 2011; Tagliaferri et al., 2019).

1.1.7 Peptides antimicrobiens

La montée en puissance des bactéries résistantes aux antibiotiques constitue une menace
majeure pour la santé humaine. Dans ce contexte, les peptides antimicrobiens (AMP) émergent
comme une alternative prometteuse aux antibiotiques classiques. Grace a leurs mécanismes
antibactériens qui bloguent la résistance des bactéries et ceci par des mécanismes bien précis tels
que (Figure 04) :

- Lyse directe des bactéries planctoniques ou dans les biofilms ;

- Inhibition de la phase d’adhésion des cellules sur la surface biotique ;

- Perturbation de la formation du biofilm en ciblant les molécules de signalisation associées ;

- Décomposition des composants de la matrice extracellulaire (EPS) du biofilm ;

- Entrée dans le biofilm et élimination des bactéries (Tang et al., 2022 ; Song et al., 2024).
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Figure 04 : Différentes étapes de la stratégie d’éradication des biofilms a I’aide des
peptides antimicrobiens (AMP) (Song et al., 2024).

1.2 Stratégies naturelles

Dans la recherche d’agents antibiofilms, I’exploration de produits naturels s’est intensifiée en
raison de leur potentiel écologique et leur impact positive sur la santé humaine et I’environnement
par rapport aux stratégies conventionnelles (Guo et al., 2021). Divers métabolites secondaires
végétaux, tels que les flavonoides, les alcaloides, les terpénoides et les polyphénols peuvent étre
utilises comme agents antibiofilms (Song et al., 2024). lls perturbent divers aspects du
développement du biofilm, notamment les systéemes de détection du quorum, la formation de la
matrice, I’adhésion cellulaire et la synthése de facteurs de virulence (Lu et al., 2019). Divers
composés naturels aux propriétés antibiofilms, dont les extraits de plantes, le miel et les huiles
essentielles ont été étudiés (Asma et al., 2022).

1.2.1 Miel

Le miel est considéré comme le produit naturel le plus largement utilisé en raison de ses
propriétés médicinales, antimicrobiennes, anti-inflammatoires, antioxydantes et cicatrisantes. En
effet, le miel s’est révélé étre un agent antimicrobien efficace contre le développement des
biofilms, méme a faible concentration, en inhibant les génes du QS et de virulence bactérienne,
sans provoquer 1’inhibition de la croissance cellulaire (Asma et al., 2022). En outre, une étude
réalisée par Skadins et al. (2023), a montré que le miel pouvait empécher le développement et
I’activité d’un biofilm formé par S. aureus. Il peut également inhiber la formation du biofilm grace
a un peptide antimicrobien, la défensine-1 d’abeille, en affectant la viabilité bactérienne (Asma et
al., 2022). La forte activité antimicrobienne du miel s’explique par sa composition spécifique
(flavonoides, acides phénoliques, méthylglyoxal) et par son faible pH, compris entre 3,2 et 4,5
(Hixon et al., 2018). Néanmoins, des études approfondies des mécanismes d’action du miel,
impliqués dans I’inhibition et la prévention de la formation du biofilm, sont encore en cours.
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1.2.2 Extraits de plante

Il existe principalement cing classes de composés naturels qui ont des propriétés antibiofilms
élevées. 11 s’agit des polyphénols, des huiles essentielles, des terpénoides, des lectines, des
alcaloides, des polypeptides et polyacétylénes (Yong et al., 2019). Plusieurs solvants, a savoir le
méthanol, I’éthanol, le chloroforme, I’éther et 1’acétone ont été utilisés pour 1’extraction de
composés naturels de diverses sources pour les activités antibiofilms (Mishra et al., 2020).

L’extrait d’éthanol d’Amomum tsaoko a montré une capacité d’inhibition de la formation

du biofilm causé par différentes bactéries d’origines alimentaire notamment, P. aeruginosa, S.
aureus et Salmonella thyphimurium (Vandeputte, 2010 ; Kalia, 2013; Rahman et al., 2017 ;
Juszczuk-Kubiak, 2024). En outre, le limonéne extrait de la mandarine et les extraits aqueux
d’Ananas comosus ont également un pouvoir d’inhibition du QS. En effet, ces substances ont
montré une diminution de la signalisation mediée par I’AHL et donc une diminution significative
de la formation du biofilm (Musthafa et al., 2010). De plus, les extraits de Casbane diterpene de la
plante brésilienne Croton nepetaefolius, ont montré une inhibition significative du biofilm formé par
des bactéries a Gram positif comme S. aureus et des bactéries a Gram négatif comme P. aeruginosa
(Asma et al., 2022). Certains agents antibiofilms extraits de produits naturels ainsi que leurs
organismes cibles sont répertoriés dans le tableau I.

Tableau | : Quelque extrait de plantes ayant des activités antibiofilms (Asma et al., 2022).

Bergenia cassifolia S. mutans Réduction de 1’adhérence de S. Liu et al., 2007
mutans en inhibant les
glycosyltransferases
Inhibition de l'adhésion régulant ala Ouyang ef al..
Erianin S. aureus baisse de la Sortase A 2018
Inhibition du QS des facteurs de Zhou et al., 2018
Hordenine P. geruginosa virulence et développement du
biofilm
Activité antimicrobienne, anti- Nadaf ef al., 2018
Hyvmenocallis littoralis C. albicans, S. aureus biofilm et antioxydante

Inhibtion de | expression des genes Kalia ef al.,2018
duQ (LasR, Lasl, RhIR et RhIT )et

Parthenolide P. aeruginosa PAOI régulation a la baisse des EPS
Synthése des EPS reéduite et Fuet al., 2017
Patriniae P. geruginosa formation de biofilm inhibée

Blocage de la fonction de la Sortase Wang ef al.,2018
Quercetin S. preumoniae A, la synthése de I’acide sialique et
["altération dela formation du
biofilm de S. pneumoniae
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1.2.3 Huiles essentielles

Les huiles essentielles (HE) sont des substances volatiles extraites de plantes naturelles,
qui ont été largement utilisées contre plusieurs agents pathogénes (Mukurumbira et al., 2022). Les
HE sont également utilisées dans 1’industrie alimentaire en raison de leurs propriétés
antimicrobiennes et conservatrices. Elles causent specifiquement des dommages au niveau des
parois bactériennes (Burt et al., 2004). Leur dégradation rapide et facile, leur toxicité a faible dose
et la disponibilité¢ d’une grande variété d’HE en font des agents antibiofilms naturels fiables (Asma
et al., 2022). De nombreuses HE se distinguent par leur remarquable pouvoir antibactérien selon
leur composition chimique (Mebarki, 2010), comme 1’origan d’Espagne (Thymbra capitata), le
thym (Thymus vulgaris), la cannelle (Cinnamomum zeylanicum), la sarriette (Satureia montana)
et le girofle (Eugenia caryophyllata) (Kaloustian et al., 2008). Dans cette étude, un interét
particulier a été porté a I’effet antibactérien et antibiofilm de 1’huile essentielle d’origan.
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1.2.3.1 Huile essentielle d’origan (Origanum compactum)
1.2.3.1.1 Origanum compactum

Origanum compactum, une plante herbacée vivace, est reconnue pour sa saveur légerement
ameére, piquante et aromatique (Chafai et al., 2014) (Figure 05). Appartenant a la famille des
Lamiacées (Tableau 1), elle est principalement présente en Afrique du Nord et en Eurasie
(Bouyahya et al., 2020). Cette famille est d’ailleurs connue pour produire des quantités importantes
d’huiles essentielles et comprend de nombreuses espéces telles que 1’origan, le thym, la lavande,
la marjolaine, la sauge et la menthe poivrée (Kachur et al., 2020).

O. compactum est prisée pour son utilisation dans le domaine culinaire, mais également
pour ses vertus médicinales uniques. En effet, des études in vitro ont mis en évidence une large
gamme de propriétés pharmacologiques pour cette espece, incluant des effets antibactériens, anti-
inflammatoires, antioxydants et antifongiques (Bouyahya et al., 2017). En outre, les feuilles et les
tiges permettent de traiter les problémes digestifs, les maladies cardiaques, 1’inflammation,
I’hypertension et le diabéte (Hachi et al., 2016).

Figure 05 : Origanum Compactum (Chafai et al., 2014).
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Tableau 11 : Classification de la plante Origanum compactum (Engler,1924).

Domaine Biota
Régne Plantae
Embranchement Angiosperme
Classe Magnoliopsida
Sous-classe Asteridae
Ordre Lamiales
Famille Lamiaceae
Genre Origanum
Espece Compactum
Nom binomiale Origanum compactum

1.2.3.1.2 Activité antibactérienne et antibiofilm

L’HE d’Origanum compactum est riche en thymol et en carvacrol, deux monoterpénes
d’origine naturelle reconnus pour leurs propriétés antimicrobiennes (Bouhdid et al., 2012). L’HE
d’origan a un potentiel en tant qu’agent de conservation, désinfectant ou antimicrobien naturel
dans les industries alimentaires et pharmaceutiques (AL-Asmari et al., 2024).

Des travaux préliminaires ont révélé une activité antibactérienne prometteuse de I’HE d’O.
compactum, qui s’est avérée étre particulierement efficace contre les souches de S. aureus
(Bouhdid, 2009). En outre, une étude a été réalisée afin de déterminer I’effet antibactérien de I’'HE
d’0O. compactum sur deux souches modeles, P. aeruginosa ATCC 27853 et S. aureus ATCC
29213. Les résultats obtenus ont montré que cette HE provoquait une fuite de potassium chez les
bactéries traitées. Ce phénomene s’explique par son action sur la membrane plasmique
bactérienne. En effet, le carvacrol et le thymol, sont connus pour dissiper le gradient de potassium
dans les cellules bactériennes, comme cela a été démontré par des études antérieures chez S. aureus
et E. coli (Walsh et al., 2003). Dans une étude menée par Martinez et al. (2021), il a été démontré
que le thymol et le carvacrol avaient a la fois une activité antibactérienne et antibiofilm sur E. coli
ATCC 25922 et S. aureus ATCC 29213. Dans cette méme étude, il a été suggéré que ces deux
composés avaient également une activité anti-QS.

Bouyahya et al. (2019), ont également confirmé I’activité antibiofilm exercée par cette HE
en inhibant la formation de biofilms chez E coli et Bacillus subtilis. Dans cette méme étude, les
auteurs ont démontré que le mécanisme d’action contre E. coli serait di0 aux dommages
irréversibles causés par I’'HE d’O. compactum sur la paroi et la membrane cellulaire, entrainant
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une fuite de protéines et de matériel génétique (ADN et ARN). Cependant, le mécanisme d’action
de cette HE contre B. subtilis semble étre lié a la dérégulation du QS (Figure 06).

Figure 06 : Mécanismes d’action antibactériens et antibiofilms de I’huile essentielle
d’Origanum compactum contre Bacillus subtilis (Bouyahya et al., 2019).
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» Cadre de I’étude

Cette étude a été réalisée durant la période allant du mois d’avril au mois de juin 2024, au niveau du
laboratoire de recherche « Ecologie, Biotechnologie et Santé » de 1’Université Mouloud Mammeri de Tizi-
Ouzou.

L’objectif de cette étude est I’isolement des souches de Staphylococcus aureus a partir du lait de chévre
cru, et I’évaluation de leur aptitude a former des biofilms. L’activité antibiofilm de 1’huile essentielle
d’Origanum compactum a été également évaluée. Les échantillons de lait ont été récoltés au niveau de 3
élevages caprins situés dans la région de Freha dans la wilaya de Tizi-Ouzou.

1 Matériel
1.1 Matériel de laboratoire

Les milieux de cultures, le matériel de prélevement, le matériel biologique, les réactifs ainsi que
I’équipement utilisés durant notre étude sont listés dans I’annexe 01.

2 Méthodes
2.1 Echantillonnage

Au cours de cette étude, 9 échantillons de lait cru de chevre ont été récoltés dans 3 différentes fermes
dans la région de Freha dans la wilaya de Tizi-Ouzou. Ces échantillons proviennent de chevres en bonne
santé et de taille moyenne, dont la période de lactation a débuté au mois de février (Tableau Ill). Le pH a
été mesuré pour chaque échantillon de lait.de plus chaque échantillon correspond a une chévre différente.

Tableau 111 : Récapitulatif des prélevements de lait cru de chévre.

Saanen 22/04/2024

6.92

6.93

Saanen 30/04/2024 04
6.82

6.80
6.83

Saanen 12/05/2024 03 6.86

6.82
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Les prélevements de lait ont été réalisés en respectant les régles d’hygiéne et en suivant les étapes
ci-dessous :

- Porter des gants chirurgicaux ;

- Maintenir la chévre immobile ;

- Laver le pis avec une eau savonneuse ;

- Nettoyer le pis avec de la gaze stérile imbibée d’alcool ;

- Eliminer le premier jet de lait chargé en microorganismes;

- Reécupérer le lait cru dans des flacons stériles étiquetés.

Les échantillons de lait ont été ensuite acheminés au laboratoire dans des glacieres contenant des

blocs de glace dans le but de maintenir une température adéquate et conserver la qualité microbiologique
du lait de chévre jusqu’ au moment de I’analyse.

2.2 Isolement des souches de S. aureus

Une fois les prélevements arrivés au laboratoire, 1mLde lait cru ont été prélevés de chaque
¢chantillon et déposés dans 9mL d’eau pepetonée stérile afin d’effectuer un enrichissement. Aprées
incubation a 37°C pendant 24 heures, des boites de Pétri contenant la gélose Baird Parker (BP) ont été
ensemenceées en strie en déposant 100 pL des inoculums prélevés a partir des eaux peptonnées. Les boites
ont été ensuite incubées a 37°C pendant 24h.

Les colonies caractéristiques de S. aureus apparaissent noires (réduction du tellurite en tellure)
entourées d’un halo d’éclaircissement correspondant a la dégradation du jaune d’ceuf par la lécithinase.

2.1.1 Purification des souches isolées

Apres avoir sélectionné les souches caractéristiques de S. aureus, ces dernieres ont été repiquées
sur la gélose BP afin de les purifier en utilisant la technique des trois quadrants. Les boites ensemencées
ont été ensuite incubées & 37°C durant 24h. Des repiquages successifs ont été réalisés jusqu’a obtention
d’une culture pure.

2.1.2 ldentification biochimique

L’identification des souches de S. aureus repose sur trois principaux tests biochimiques: le test de
la catalase, le test de la coagulase et le test de I’ADNase (Figure 07).Pour qu’une souche soit confirmée
comme appartenant a I’espece S. aureus, cette derniére doit impérativement présenter des résultats positifs
pour ces trois tests. Afin de confirmer les résultats obtenus, chaque test a été également réalisé sur la
souche de référence Staphylococcus aureus MU50. Tous les tests ont été réalises sur des souches provenant
d’une culture jeune de 18 a 24h.
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» Testde lacatalase
La catalase est une enzyme présente chez les bactéries a métabolisme aérobie. Cette enzyme les
protege de la toxicité de I’oxygene en dégradant le peroxyde d’hydrogéne en eau et dioxygene selon la

réaction suivante :
Catalase

21,0, > 2H,0 + O,

Le test de la catalase a été réalisé en déposant une colonie de la souche caractéristique dans une goutte
de peroxyde d’hydrogéne préalablement déposée sur une lame. La présence de I’enzyme de la catalase se
traduit par dégagement de bulles de gaz.

» Test de la coagulase

La coagulase est une protéine extracellulaire qui a la capacité de coaguler le plasma de I’'Homme. C’est
une protéine thermostable qui active la prothrombine afin de la transformer en thrombine puis en
fibrinogeéne et fibrine. Le test de la coagulase permet de différencier entre les staphylocoques a coagulase
positive (SCP) et les staphylocoques a coagulase négative (SCN).

Ce test est réalisé en déposant une colonie caractéristique de S.aureus dans 0.5mL de BHIB. Apres
24h d’incubation a 37°C, 0.5mL de plasma humain ( a défaut du plasma de lapin) ont été additionnés a
cette culture. Les tubes & hémolyse ont été incubés & 37°C ; la lecture des résultats se fait aprés de 2h
d’incubation, puis 4h et enfin 24h. Le test est considéré comme étant positif lors de 1’observation d’une
prise de masse du plasma (formation d’un caillot).

» Testde ’ADNase

Certaines souches du genre Staphylococcus telles que S.aureus ont la capacité d’hydrolyser I’ADN
grace a ’enzyme ADNase. Cette derniére a la capacité de decomposer 1 A D N en nucléotides et H20
afin que la bactérie S .aureus ’utilise comme source de carbone et d’Energie.

ADNase
ADN E=——) Nucléotides ou polynucléotides + H,O

Une colonie caractéristique a été ensemencée en strie centrale sur la gélose ADN. Aprés incubation
a 37°C pendant 24h, la révélation a été réalisée en inondant les boites avec du bleu de toluidine. Le test
est considéré positif a I’apparition d’une zone rose de métachromasie tout autour de la strie centrale, signe
de la décomposition des polynucléotides suite a I’hydrolyse de I’ADN présente dans le milieu.

2.1.3 Conservation des souches isolées

Apreés identification des souches isolées, ces derniéres ont été repiquees sur le bouillon BHIB et
incubées a 37°C pendant 24h. La conservation des souches se fait en mélangeant un volume de la
suspension bactérienne avec deux volumes de glycérol dans des cryotubes étiquetés. Ces derniers ont été
conservés a -20°C au congélateur.
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Figure 07: Schéma récapitulatif du protocole d’isolement des souches Staphylococcus aureus.
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2.1.5 Evaluation de la formation des biofilm sin vitro
Dans cette étude, la détection de la production du biofilm a été réalisée en utilisant deux méthodes:
la culture sur milieu rouge Congo (Congo Red Agar, CRA) et la méthode de la microplaque de 96 puits.

2.1.5.1 Méthode de la culture sur milieu rouge Congo (RCA)

Le milieu RCA permet la détection des souches productrices de slime (Freeman et al., 1989). En effet,
il permet de mettre en évidence la production du PIA. Le rouge de Congo se lie avec les
exopolysaccaharides et suite a cette liaison les colonies produisant des biofilms arborent une couleur plus
foncee, noire ou rouge foncée. Quant aux bactéries non productrices de biofilms, celles-ci forment des
colonies de couleur rouge ou rose ( Nasr et al., 2012).

A partir d’une culture jeune de 18 a 24h des souches isolées ainsi que du témoin positive (S. aureus
MU50), une colonie a été prélevée et ensemencee avec la technique des trois quadrants sur la gélose RCA.
Apres incubation a 37° pendant 24h, I’interprétation des résultats se fait comme suit:

- Les souches productrices de slime sont de couleur noire ou rouge foncé a surface rugueuse ;

- Les souches non productrices de slime sont de couleur rouge ou rose, a surface lisse.

2.1.5.2 Meéthode de la microplaque de 96 puits
Dans le but d’évaluer la capacité des isolats a former des biofilms, la technique des microplaques a été
utilisée (Figure 08). Cette méthode permet de quantifier la formation des biofilms et ceci en mesurant

I’adhérence des biofilms au niveau des parois des différents puits de la microplaque de 96 puits
(Christensen et al.,1982).

a) Préparation de la suspension bactérienne

A partir de cultures jeunes des souches de S. aureus isolés ainsi que la souche de référence S. aureus
MU5O0 ; quelques colonies ont été prélevées puis déposées dans des tubes contenant de 1’eau physiologique
stérile. Les suspensions bactériennes ont été ensuite standardisées au spectrophotometre a une longueur
d’onde de 625nm.

b) Préparation de la microplaque

A T’aide d’une micropipette,200 L de BHIB a 2% de Saccharose ont été prélevés et verses dans les
puits correspondant au témoin positif (T+ : souche de référence S. aureus MU 50), témoin négatif
(T- :BHIB a 2% de saccharose non ensemencé) et les différents isolats.

Cinguante microlitres de chaque suspension ont été prélevés et déverses dans les puits tout en comptant
les répétitions, excepté le T-. Afin de faciliter la lecture et faire une distinction entre les témoins et les
souches, les deux premiers puits ont été assignés aux T+ et T-, et un puits vide a été laissé entre ces deux
derniers et les isolats. La microplaque a été incubée a 37°C pendant 48h jusqu’a formation d’un dépot
blanchatre au fond des puits.
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c) Préparation de la microplaque pour la lecture

A I’aide d’une micropipette réglée a 250uL, tout le contenu des puits a été pipeté délicatement en
¢vitant d’aspirer le biofilm. Deux lavages successifs avec 250uL d’eau distillée ont été réalisés pour
chaque puits. Une coloration a été ensuite effectuée avec 250uLde cristal violet a 1%. Apres un temps de
pause de 15 minutes, le cristal violet a été pipeté et les puits ont été lavés avec 250 mL d’eau distillée.
Apreés avoir vidé les puits, la plaque a été séchée a I’aide d’un papier Sopalin. Tous les puits ont été remplis
avec 250 uL d’éthanol absolu et laissés sous agitation pendant au moins 20 minutes sur la plaque
d’agitation jusqu’a dispersion du biofilm. L’interprétation de la production de biofilms par les souches de
S. aureus a été réalisée en suivant les normes et criteres décrits dans le tableau 1V (Achek et al., 2020).
Tableau IV :Classification de I’adhésion des Staphylococcus spp.(ACHEK et al.,2020).

Non formatrice
Faible
Modérée

Forte

e ODs: Valeur moyenne de la DO pour chaque souche.

e ODc: Cut off , avec ODc¢ = valeur moyenne de la DO du contrdle négatif +3fois 1’écart type du
contréle négatif.

e 20Dc = 2 fois ODc.

e 40Dc = 4 fois ODc.
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Figure 08 : Schéma récapitulatif du plan de la microplaque.
T+ : souche de référence S. aureusMU50 ; T-: BHIB a 2% de saccharose non ensemencé.
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2.1.6 Etude de P’activité antibactérienne et antibiofilm in vitro

2.1.6.1 Etude de P’activité antibactérienne

L’activité antibactérienne de I’huile essentielle d’origan (Origanum compactum) contre les souches de
S. aureus isolés a été évaluée a 1’aide de la méthode de I’aromatogramme, en suivant les protocoles établis
par Mouas et al. (2017) (Figure 09). La réalisation de cet aromatogramme passe par trois étapes :
préparation de la suspension bactérienne, ensemencement des boites contenant le milieu MH avec la
technique de I’écouvillonnage et enfin la disposition des disques imprégnés de 1’huile essentielle.

a)Préparation de la suspension bactérienne et standardisation

La réalisation de la suspension bactérienne se fait a partir d’une culture pure et jeune de 18 a 24h.
Quelques colonies bien isolées ont été prélevées a partir de la gélose nutritive (GN), et déposées dans des
tubes a essai contant de 1’eau physiologiques stérile. Suite a cela, la suspension est standardisée et ceci a
I’aide d’un spectrophotometre. La densité optique de la suspension doit étre comprise entre 0.08 et0.1 a
une longueur d’onde de 625nm, soit 1’équivalent de 10 8 UFC /mL (0.5 Mc Farland) (CA-SFM, 2013).

b) Ensemencement des boites de MH

L’ensemencement des boites de MH se fait avec la technique de 1’écouvillonnage en suivant les étapes
suivantes :

- Plonger I’écouvillon stérile a I’intérieur du tube content la suspension bactérienne standardisée ;

- Eliminer I’excés de liquide en tournant et essorant I’écouvillon contre les parois du tube ;

- Ensemencer la totalité de la boite avec I’écouvillon et ceci sur toute la surface avec des stries serrées
de haut en bas puis tourner la boite d’environ 60°.

- Terminer I’ensemencement des boites en passant 1’écouvillon sur tout le contour de la gélose MH.

c) Disposition des disques d’antibiotiques

Un disque de papier Whatman d’un diamétre de 6mm imbibé de 8uLde I’extrait brut de 1’huile
essentielle, ainsi que six disques imbibés des dilutions au 1/2, 1/4, 1/8, 1/16, 1/32 et 1/64 ont été déposés
sur la gélose MH. Un disque d’antibiotique d’érythromycine considéré comme T+, et un disque imbibé
de BHIB a 2% de saccharose non ensemencé (utilisé comme diluant pour I’huile essentielle) a été utilisé
comme témoin T-. Trois répétions ont éte effectuées. Les boites de MH ont été ensuite incubées a 37°C
pendant 24h. Apres incubation, les zones d’inhibition autour de chaque disque ont été mesurées (Tableau
V) afin d’évaluer I’efficacité de 1’huile essentielle et ses dilutions. Les mesures ont été prises pour les trois
répetitions afin de faire une moyenne et permettre de trouver la concentration minimale inhibitrice (CMI).
Préalablement, un antibiogramme a été réalise pour déterminer 1’antibiotique approprié auquel les souches
de S. aureus sont sensibles (annexe 02).

26



Matériel et méthodes

Tableau V : Sensibilité des souches microbiennes en fonction des zones d’inhibition (CLSI (2020)).

Extrémement sensible (+++) Diametre >20
Treés sensible (++) Diamétre compris entre 15et19mm
Sensible €)] Diameétre compris entre 8 et 14mm
Résistante ) Diamétre <8mm

Extrait brut

O

Figure 09 : Schéma récapitulatif de la méthode de I’aromatogramme. T+ : Disque d’antibiotique
(Erythromycine) ; T- : BHIB a 02% de saccharose non ensemencé ; Extrait brut :Huile essentielle
d’origan ;1/2:Dilution de I’huile essentielle au 1/2 ; 1/4 :Dilution de I’huile essentielle au 1/4 ;1/8 : Dilution de
I’huile essentielle aul/8 ; 1/16 : Dilution de I’huile essentielle au 1/16 ; 1/32 : Dilution de I’huile essentielle au
1/32 ; 1/64 : Dilution de I’huile essentielle au 1/64.
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2.1.7 Etude de P’activité antibiofilm
2.1.7.1 Méthode de la microplaque de 96 puits

Cette méthode permet d’évaluer D’activité antibiofilm de 1’huile essentielle d’origan et de ses
différentes dilutions sur les biofilms formés par les souches de S. aureus (Christensen et al.,1982) (Figure
10). Deux cents microlitres de BHIB a 2% de Saccharose ont été déposés dans tous les puits (T+, T- et les
isolats), tout en effectuant des répétitions. Le T+ correspond au BHIB a 2% de saccharose ensemencé
additionné de I’huile essentielles et le T- au BHIB a 2% de saccharose non ensemencé. Une fois les
suspensions bactériennes standardisées, 50 pL de chaque suspension ont été déversés dans les puits et
10uLde chaque dilution ont été ajoutés dans les puits, excepté pour le T-. La microplaque a été ensuite
incubée a 37°C pendant 24h.

A partir de la, les mémes étapes que pour 1’évaluation de I’activité biofilm ont éte réalisees, sauf pour
I’incubation de la microplaque qui a duré 24H au lieu de 48h. La lecture de la microplaque a été realisee
dans le lecteur de microplaques ELISA a une longueur d’onde de 620nm. Le résultat est exprimé selon
cette formule : (DO control positif — DO échantillon)/ DO control positif x 100. (Merghni et al., 2015)

e DO control positif : Témoin positif sans huile essentielle.
e DO échantillon : DO de I’extrait brut.
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Figure 10 : Schéma représentant le plan suivi pour I’organisation de la microplaque pour 1’évaluation de
’activité antibiofilm avec la technique de la microplaque. T- :BHIB & 2% de saccharose non ensemencé ;
EB : Extrait brut ; T+:BHIB a 2% de saccharose ensemencé additionné de I’huile essentielle ; 1/2: Dilution de
I’huile essentielle au 1/2 ; 1/4 : Dilution de I’huile essentielle au 1/4 ;1/8 : Dilution de I’huile essentielle aul/8 ;
1/16 : Dilution de I’huile essentielle au 1/16 ; 1/32 : Dilution de I’huile essentielle au 1/32 ; 1/64 : Dilution de

I’huile essentielle au 1/64.
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1 Résultats

1.1 Isolements

A partir des milieux Baird Parker ensemencés avec les différents inoculums, 10 souches ayant des
colonies noires ont été isolées (Figure 11). Ces souches ont été ensuite purifiées en réalisant des repiquages
successifs jusqu’a 1’obtention de cultures pures. Suite a cela, seules 5 souches présentant un halo
d’éclaircissement caractéristiques de S. aureus ont €té selectionnées pour effectuer une identification
biochimique. Par ailleurs, il est important de préciser qu’aucune souche caractéristique n’a été isolée a
partir des laits crus de chévres récoltés chez 1’¢leveur 3.

Figure 11 : Photo originale prise au laboratoire montrant des colonies caractéristiques de S. aureus
sur gélose Baird-Parker.

1.2 Identification biochimique
Les résultats des tests biochimiques réalisés sur les souches isolées sont présentés dans le tableau V1.

Tableau VI : Résultats des tests biochimiques des souches isolées.

S3 + + + F1 chévre 2
S4 + + + F2 chévre 1
S6 & + + F2 chévre 2
S8 + - - F2 chévre 3
S9 + + + F2 chevre 4

Légende : F1 chevre 2 : Ferme 1 chévre 2 ; F2 chévre 1 : Ferme 2 chevre 1 ; F2 chevre 2 : Ferme 2 chévre 2 ; F2
chevre 3 : Ferme 2 chévre 3 ; F2 chévre 4 : Ferme 2 chévre 4.
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D’apres le tableau VI, seules les souches S3, S4, S6, et S9 ont présenté des résultats positifs pour
les tests de la catalase, coagulase et ADNase, et sont donc considérées comme des souches de S. aureus.
Par conséquent, seules ces quatre souches ont été sélectionnées pour la suite de cette étude, a savoir
I’évaluation de I’activité antibactérienne et antibiofilm.

1.3 Evaluation de la formation des biofilms in vitro
1.3.1 Méthode de culture sur milieu rouge Congo Agar

La technique de détection de la formation de slime sur milieu rouge Congo agar a démontré que
les quatre souches isolées sont toutes productrices de slime, mais a des degrés difféerents. En effet, les
colonies S3, S4 et S9 ont donné des colonies noires a surface rugueuse, tandis que S6 a donné des colonies
noires a rouge fonce. Cependant, la souche de référence S. aureus MU50 a produit des colonies avec un
noir plus intense que les autres souches (Figure 12).

S. aureus MU50

Figure 12: Résultats du test de Rouge de Congo pour les cing souches de S. aureus testés.
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1.3.2 Méthode de la microplague de 96 puits

Le lecteur de plaque ELISA a permis de quantifier la formation du biofilm en mesurant la densité
optique a une longueur d’onde de 625 nm. Les valeurs de densité optique (DO) et leurs moyennes obtenues
pour chaque souche, ainsi que les répétitions, sont présentées dans le tableau de 1’annexe 3.

L’observation a I’ceil nu de la microplaque a permis d’évaluer, dans un premier temps, le degre de
formation du biofilm pour chaque souche (Figure 13). Il est possible de constater que les souches S3, S6
et S9 sont faiblement formatrices de biofilm par rapport a la souche S4. En revanche, la souche de
référence est fortement formatrice.

Figure 13 : Photo originale du résultat de 1’activité biofilm avec la méthode de la microplaque de 96

puits.
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Les résultats illustrés dans la figure 14 montrent que toutes les souches de S. aureus isolés sont

productrices de biofilm, mais avec des capacités variables.

Activité Biofilm

2,500
1,747
2,000
o)
a 1,096
3 1,500
P 0,917
o 0,948 0,844 :
S 1,000
>
o
=
0,500
0,105
e
0000 T T+ S3 S4 S6 S9
= Moyennededo 0,105 1,747 0,948 1,096 0,844 0,917

Figure 14 : Histogramme représentatif de 1’activité biofilm des 5 souches de S. aureus.
T+ : souche de référence S. aureusMU 50), témoin négatif (T- : BHIB a 2% de saccharose non ensemence).

En effet, il est possible de constater que la souche de référence présente la moyenne de DO la plus
élevée, indiquant une forte capacité de formation de biofilm, comparée a la souche S4 qui a montré une
moyenne de DO inférieure (1,096), synonyme d’une formation de biofilm modérée. Quant aux souches
S3, S6 et S9, avec des moyennes de DO de 0,948, 0,844 et 0,917 respectivement, ont donné des valeurs
de DO plus faibles, témoignant d’une faible capacité de formation de biofilm.

Selon les critéres de classification de I’adhésion des Staphylococcus spp. (ACHEK et al., 2020),
les souches ont pu étre classées en souches faiblement formatrices, modérément formatrices et fortement
formatrices de biofilm (Tableau VII).

Tableau VII : Interprétation des résultats obtenus pour I’activité biofilm des 5 souches de S. aureus.

S. aureus MU 50 Fortement formatrice
S3 Faiblement formatrice
S4 Modérément formatrice
S6 Faiblement formatrice
S9 Faiblement formatrice
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1.4 Evaluation de P’activité antibactérienne et antibiofilmin vitro
1.4.1 Activité antibactérienne

L’analyse de I’activité antibactérienne de I’huile essentielle d’origan et de ses dilutions, a révélé la
présence de zones d’inhibition autour des disques imprégnées pour les 4 souches étudiées, ainsi que pour
la souche de référence, comme illustré dans la figure 15. Les diameétres de ces zones variaient selon les
souches, indiquant des niveaux d’inhibition différents. Les diamétres de zones d’inhibition sont répertoriés
dans I’annexe 4.

Souche S3

1/4

1/8

1/64

1/16

1/32

Souche S4
1/4

Figure 15 : Photo originale des zones d’inhibition obtenues pour les souches S3 et S4.T+ : Disque
d’antibiotique (Erythromycine) ; T- : BHIB & 2% de saccharose non ensemencé ; Extrait brut : Huile essentielle
d’origan ;1/2: Dilution de I’huile essentielle 1/2 ; 1/4 : Dilution de I’huile essentielle 1/4 ;1/8 : Dilution de I’huile

essentielle 1/8 ; 1/16 : Dilution de I’huile essentielle 1/16 ; 1/32 : Dilution de I’huile essentielle 1/32 ; 1/64 :
Dilution de I’huile essentielle 1/64.

33



Résultats et discussion

A partir des résultats obtenus dans le tableau V111 ci-dessous , les 4 souches se révélent sensibles
vis-a-vis I’extrait brut de I’HE avec des moyennes de zones d’inhibition de 30 mm, 38 mm, 38,4 mm et
37,3 mm respectivement pour les souches S3, S4, S6 et SO.

Tableau VIII : Moyennes des diamétres des trois réepétitions de I’huile d’origan.

S3 30+3.4
S4 38+9.1
S6 38.4+9.2
S9 37.3+3

A partir des résultats illustrés dans le tableau IX, toutes les souches se sont avérées extrémement
sensibles a I’extrait brut. En revanche, les souches ont montré des résultats variables de sensibilite et de
résistance aux différentes dilutions. En effet, seule la souche S4 est extrémement sensible jusqu’a la
dilution 1/16, tandis que les souches S3 et S6 sont extrémement sensibles jusqu’a la dilution 1/8.Les
souches S3 et S9 montrent une résistance a partir de la dilution 1/32. En revanche, la souche S6 devient
résistante a partir de la dilution 1/16. Quant a la souche S4, elle montre une résistance a des dilutions plus
élevées.

Les résultats des valeurs de CMI (Concentration Minimale Inhibitrice) indiquent une bonne
efficacité de I’HE contre les souches S3 (dilution 1/16 soit 6.25%) ; S4 (solution 1/32 soit 3.125%) ; S6
(solution 1/8 soit 12.5%), S9 (solution 1/16 soit 6.25%).

Tableau IX: Transcription des diamétres d’inhibition des dilutions de 1’huile essentielle d’origan.

Dilution
Témoin+ ATB | Témoin- EB 1/2 1/4 1/8 1/32 | 1/64 | CMI
Souche (Erythromycine)l BHIB

S. aureus MU
50 (++4) ) (#+4) () (4 () @ @ (O 132
S3 (+++) 0 () (4 (49 (D) B (O () 11s
sS4 (++4) 0 e e e | e | e e | o | ez
S6 (+++) ) (#F+4) (4 (49 ) 6O 6O (O 18
S9 (+++) 0 (F+4) (++4) (++4) (+) D () () 116
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1.4.2 Activité antibiofilm

Les valeurs de DO obtenues pour chaque souche, ainsi que leurs répétitions, sont répertoriées dans
le tableau de 1’annexe 5.

Les moyennes de DO obtenues pour I’activité¢ antibiofilm des différentes dilutions de I’'HE
montrent une inhibition du développement du biofilm par les souches dans la microplaque. Les moyennes
des densités optiques (DO) sont représentées dans la figure 16.

L’extrait brut de I’huile essentielle d’Origanum compactum s’est révélée tres efficace pour inhiber
la formation du biofilm, en comparaison avec le témoin positif sans huile essentielle, et ce pour les quatre
souches testées. En effet, cet extrait brut a montré la plus faible moyenne de DO pour les souches S3, S4,
S6 et S9, avec des valeurs respectives de 0,109, 0,127, 0,128 et 0,070 soit 85.41%, 94.16%, 91.96% et
94.50% d’inhibition. Les différentes dilutions de I’huile essenticlle ont également montré un effet
inhibiteur sur la formation du biofilm. Cependant, leur efficacité diminue au fur et a mesure de
I’augmentation de ces dilutions.
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Figure 16 : Moyennes des DO obtenues pour les 5 souches de S. aureus testés avec les différentes
dilutions d’HE d’Origanum Compatum. T+ ATB :BHIB, T- : BHIB a 02% de saccharose non ensemencé,
Extrait brut : HE d’origan.
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2 Discussion

Dans cette étude, 4 souches de S. aureus ont été isolées dans des échantillons de lait cru de chevre
provenant de fermes situées dans la région de Freha. Dans une étude similaire de Bouchentouf et Boumaza,
réalisée en 2023, 5 souches de S. aureus ont également été isolées a partir de 9 échantillons de lait cru de
chévre. Dans une autre étude, une seule souche seulement a été isolée a partir d’un mélange de lait cru de
chévre (Djaoui et Zmihi, 2020). Les résultats obtenus par Tamendjari et al. (2021) n’ont montré la
présence que de deux souches de S. aureus sur les 29 échantillons de lait cru de chevre analysés, alors que
29 isolats ont été obtenus a partir de 87 echantillons de lait de vache. Les travaux de Maatallah et Remdani,
(2022) ont montré que dans 377 échantillons de lait de vache, prés de la moitié (44,82%) étaient
contaminés par S. aureus.

Il est important de noter que tous les échantillons prélevés a partir des chévres de la ferme 3 étaient
indemnes de S. aureus. Ces résultats indiqueraient que les mamelles des chévres de cette ferme, sont en
bonne santé et que les régles d’hygiéne de cet élevage sont a priori respectées. De plus, la majorité des
souches isolées proviennent des chévres de la ferme 2 ; seule une souche provient de la chévre de la ferme
1. De facon générale, la présence de S. aureus peut étre attribuée a un manque d’hygiéne lors de la traite
ou a la prévalence élevée de mammites staphylococciques dans les élevages laitiers (Tamendjari et al.,
2021). La mammite subclinique chez les chévres est associée a la longueur et aux Iésions au niveau des
trayons, a I’utilisation de bains de trayon, ainsi qu’aux manipulations par les vétérinaires (Javed et al.,
2023). En ce qui concerne les souches isolées a partir de nos échantillons et qui ne correspondaient pas a
S. aureus ; ces dernieres pourraient étre des bactéries appartenant au genre Staphylococcus comme
Staphylococcus epidermidis qui est fréguemment isolé dans le lait cru (Benayache et Guenifi, 2021).

Par ailleurs, la plupart des études réalisées sur I’isolement des S. aureus dans le lait, ont montré
qu’ils s’agissaient de souches SARM. En effet, dans 116 échantillons de lait de bovins et caprins récoltés
dans les fermes de la région de Tiaret et Souk Ahras, 31 souches étaient des S. aureus dont 4 étaient des
SARM (Tamendjari et al., 2021). Cortimiglia et al. (2015), ont démontré que dans 197 échantillons de lait
collectés auprés de fermes laitiéres caprines du Nord de I’Italie, 85 étaient positifs pour S. aureus dont 4
étaient des SARM. De plus, des souches de S. aureus multirésistantes ont été également retrouvées dans
le lait cru de chévre. En effet, Praja et al. (2023) ont montré que parmi les 258 échantillons de lait cru de
chévre récoltés, 66 d’entre eux étaient positifs a S. aureus dont 36 étaient des souches multirésistantes. Ces
souches étaient résistantes a la pénicilline, I’ampicilline, 1’érythromycine et la gentamicine. Javed et al.
(2023) ont démontré que 43,24% des isolats S. aureus obtenus, présentaient une résistance élevée a
I’oxytétracycline, la gentamicine et la vancomycine. En outre, la présence des SARM ne se limite pas au
lait ; un portage nasal des SARM a été egalement rapporté (Mallek et al., 2022 ; Titouche et al., 2022 ;
Gaoui et al., 2023). L’augmentation des niveaux de résistance est attribuée a une utilisation croissante des
antibiotiques dans différents secteurs, notamment en communauté, dans 1’élevage et chez les animaux de
compagnie (Titouche et al., 2022).

S. aureus peut s’attacher et se multiplier sous forme de biofilm & la surface de différents matériaux
utilisés dans les salles de traite, tels que 1’acier inoxydable ou le plastique. Une fois formés, ces biofilms
protégent les bactéries contre les agents désinfectants, rendant leur élimination difficile. Par conséquent,
ils peuvent servir de réservoir permanent pour la contamination du lait lors de la traite (Peretz et Dumoulin,
2020). De ce fait, la capacité de formation des biofilms par les 4 souches isolées, a été évaluée dans cette
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étude. La détection de la production de slime sur le milieu Rouge de Congo a montré que 100% des isolats
étaient productrices de slime. Cette méthode a déja montreé ses preuves dans d’autres études, comme celles
de Chibi en 2015 ou la production de biofilm a été mise en évidence. Cependant, selon Mathur et al.,
(2006), cette méthode n’est pas totalement fiable pour 1’évaluation de la formation de biofilm. Cependant,
elle reste tout de méme une méthode convenable pour une évaluation qualitative de la formation de
biofilm. D’autres méthodes telles que la technique de la microplaque de 96 puits permettent une évaluation
quantitative de la formation du biofilm. Cette méthode a montré que la souche de référence S. aureus
MUS50 etait fortement formatrice de biofilm, alors qu’une seule souche de S. aureus (S4) était modérément
formatrice et les 3 restantes (S3, S6, S9) étaient faiblement formatrices. Muzammil et al. (2021), ont
montré que 34.4% des souches S. aureus isolées du lait de chévre, pouvaient produire un biofilm. De plus,
dans une autre étude, des S. aureus isolés a partir des 70 échantillons de lait de chevre ont montré une
aptitude a former un biofilm (Shekhawat et al., 2023). Le point commun entre ces deux études était que
les chévres de ces élevages étaient atteintes de mammites. Dans notre cas, aucun test n’a été réalisé pour
veérifier si les chévres a partir desquelles les prélevements de lait ont été effectués étaient atteintes ou pas
de mammite. Il serait donc judicieux de le faire avant chaque prélevement lors de la prochaine étude.

Durant notre étude, une évaluation de 1’activité antibactérienne et antibiofilm de ’HE d’O.
compactum a été également réalisée. Cette derniére a montré une activité inhibitrice vis-a-vis des souches
testées méme lorsqu’elles forment un biofilm. En effet, les zones d’inhibition pour I’extrait brut variaient
entre 30 et 38.4 mm. Ces résultats sont proches de ceux obtenus dans 1’étude de Laghmouchi et al. (2018).
De plus, ’extrait brut s’est avéré plus efficace que les dilutions au 1/2, 1/4, 1/8 et 1/16. En effet, Al-
Mijalli et al. (2022) ont testé I’activité antimicrobienne de cette HE sur quatre souches bactériennes:
Listeria innocua, B. subtilis, E. coli, ainsi que sur Staphylococcus spp. Les résultats ont révélé une
sensibilité significative de ces bactéries face aux différentes dilutions de I’HE, avec des diamétres de zone
d’inhibition variant de 10,33 a 49,00 mm. Une autre étude menée par El Abdali et al. (2023), a montré
que I’'HE d’0O. compactum a inhibé la croissance de S. aureus a de faibles CMI, méme celles de souches
SARM. Mouas et al. (2017) ont étudié I’activité de I’'HE de Rosmarinus officinnalis (écotype Blida et
Djelfa) sur S. aureus. Les résultats de I’'HE écotype Blida ont montré que les diamétres de zone d’inhibition
étaient de 23,75 mm, contrairement a R. officinnalis L. de la région de Djelfa qui arbore une zone
d’inhibition de 16.75 mm. Ces résultats sont inférieurs a ceux de la région de Blida et aux nétres. Par
conséquent, malgré le fait que les deux extraits proviennent de la famille des lamiacées, ils ne présentent
pas la méme efficacité et ceci revient a I’influence de I’écotype.

Quant aux résultats de 1’activité antibiofilm de notre HE sur les 4 isolats, des DO de 0.109, 0.127,
0.128, 0.070 pour les souches S3, S4, S6 et S9 respectivement, ont été enregistrées témoignant d’une
inhibition de la formation du biofilm. Bouyahya et al. (2019), ont évalué les effets anti-QS de I’HE d’O.
compactum sur E. coli et B. subtilis. D’aprés les résultats obtenus, L’HE d’O. compactum avait une activité
inhibitrice trés importante de la formation du biofilm pour les bactéries testées et ceci aux stades végétatifs
et post-floraison. Cependant au stade de floraison, le pourcentage d’inhibition de la formation du biofilm
était modeéré.

L’étude effectuée par Walczak et al. (2021) sur I’effet du thymol, I’un des composants principaux
de I’HE étudiée, a demontre un puissant effet antibiofilm contre S. aureus. Dans un court laps de temps,
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ce composant a inhibé 52 a 75% la formation du biofilm. Selon I’é¢tude d’Ersenli et al. (2023), 'HE
d’Origanum vulgare présente une activité inhibitrice du biofilm de S. aureus.

Azizkhani et al. (2017) ont émis I’hypothése que les principaux composants de I’HE sont impliqués
dans D’inhibition de la croissance bactérienne. Effectivement, ils perturbent le transport d’ions de
potassium entrainant la perturbation de I’intégrit¢é membranaire. Les travaux de Bouyahya et al. (2019),
ont montré que les principales cibles des HEs contre les bactéries sont la dérégulation de la synthése des
protéines, I’augmentation de la perméabilité membranaire, entrainant une fuite du matériel génétique
(ADN et ARN), ainsi que des changements morphologiques. Abdallah et al. (2020), soutiennent
¢galement que I’HE d’origan est un puissant agent antibactérien.

L’activité anti-QS des HEs végétales repose sur plusieurs mécanismes, notamment I’inhibition de
la biosynthése des molécules de signalisation bactérienne. En effet, ces microorganismes coordonnent leur
pathogénicité en communiquant entre eux via le QS. Ce systéme active ’expression de phénotypes
specifiques, tels que la formation des biofilms (Bouyahya et al., 2017). D’ailleurs, Caceres et al. (2020)
ont suggéré que la forte teneur de I’HE étudiée en thymol et carvacrol lui permettrait d’inhiber la
production des auto-inducteurs entrainant une inhibition de la formation du biofilm.

La présence de S. aureus dans le lait de chévre représente un risque majeur pour la santé humaine
et entraine des pertes economiques considérables. Il est alors essentiel d’adopter des approches naturelles
afin de contrer son activité (Tamendjari et al. 2021).
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L’objectif principal de cette étude était d’isoler des souches de S. aureus a partir
d’échantillons de lait cru de chevre provenant de 3 fermes différentes de la région de Freha.La
capacité de ces isolats a former un biofilm, ainsi que I’activité antibactérienne et antibiofilm de
I’HE d’Origanum compactum ont été étudiées.

Au cours de cette étude, 4 souches caractéristiques de S. aureus ont été isolées dans le
lait cru de chévre, en s’appuyant sur une approche bactériologique classique basée sur
I’isolement et la purification des souches bactériennes sur un milieu sélectif. En outre, les 4
isolats étaient tous producteurs de biofilm avec un pouvoir de formation variable. 1l semblerait
que la souche S4 soit la plus formatrice. La méthode de la culture sur milieu Rouge Congo et
la méthode de la microplaque de 96 puits sont deux méthodes complémentaires qui permettent
de mettre en évidence la formation du biofilm.

Par ailleurs, I’aromatogramme a montré que 1’extrait brut de I’HE d’O. compactum
possede une activité antibactérienne importante contre les souches de S.aureus testées avec des
zones d’inhibition de 30, 38, 38,4 et 37,3mm correspondants aux souches S3, S4, S6 et S9,
respectivement. De plus, cette HE a permis une inhibition des biofilms formés par les souches
isolées. En effet, ’extrait brut de I’HE s’est avéré étre le plus efficace avec une moyenne de
DO de 0,109, 0,127, 0,128 et 0,070 pour les souches, S3, S4, S6 et S9, respectivement. A la
lumiére de ces résultats, il semblerait que 1’huile essentielle d’O. compactum pourrait étre une
alternative prometteuse aux antibiotiques traditionnels pour la prévention et le traitement des
infections liées a S. aureus, en particulier celles impliquant des biofilms.

Cette étude préliminaire, permet d’avoir une vision globale de la prévalence de S. aureus
dans le lait cru de chévre dans la région de Freha. Ces travaux permettront également une
meilleure compréhension des risques associés aux infections a S. aureus. Ces avancées sont
cruciales non seulement pour la protection de la santé des consommateurs mais aussi pour la
réduction des pertes économiques liées aux contaminations microbiennes.

Le développement de la prochaine génération d’agents antimicrobiens devra tenir
compte de la synergie possible entre un antibiotique et une HE, afin d’accroitre leur efficacité
envers les biofilms. Considérant son impact sur la santé animale et la santé publique, la
persistance de génes de résistance aux antibiotiques au sein des biofilms est un autre aspect
important qu’il ne faut pas négliger.

Il serait intéressant de compléter ce travail en :

- Isolant de nouvelles souches de S. aureus dans d’autres échantillons de lait cru de chévre
dans la région de Freha et dans d’autres régions en Kabylie ;

- Réalisant une identification moléculaire des souches isolées ;

- Evaluant I’antibiorésistance des souches isolées ;

- Combinant des huiles essentielles a une antibiothérapie ;

- Effectuant une étude poussée des mécanismes de fonctionnement des biofilms pour une
meilleure compréhension du QS et de son cheminement moléculaire.
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Annexes

Annexe 1 : Composition chimique des milieux de culture.

Tableau I: Récapitulatif des milieux de cultures, le matériel de prélevement, le matériel

biologique, les réactifs ainsi que I’équipement utilisés

Milieux Matériels Matériel Réactifs Equipement utilises Verrerie et outils
de de biologiques
cultures prélevement
-Gélose -Gants -Souche de | -Peroxyde -Bain-Marie -Boites de petri
nutritive chirurgicaux | référence : | d’hydrogéne | -Autoclave -pipette pasteur,
-Gelose -Flacons S. aureus (H20») -Balance de précision -Tubes a essai ,
Baird Stériles MU50 -Eau -Bec Bunsen -Micropipettes,,
Parker -Coton (témoin peptonnée -Etuve -Embouts (01 et 1 Ml ,
-Gélosea | -Gaz stérile | positif) stérile microbiologique -Spatules,,
ADN -Glaciére -Plasma -Fushine -Agitateur magnétique | -Erlenmeyer,
-Gélose -Alcool humain -Violet de -Spectrophotomeétre -Béchers,
Mueller- -Savon gentiane -Lecteur ELISA -Cuves de
Hinton -Eau -Lugol -Microscope optique spectrophotometres
-Bouillon -Alcool -Micropipette -Microplaques,
BHIB -Ethanol -Pince en bois,
-Bouillon absolue -Flacons en verre,
BHIB a -Disques -Flacons stériles,
2% de d’antibiotique -Seringues,
saccharose -Bleu de -Ecouvillons,
-Gélose toluidine -Portoirs,
rouge -Eau -Pince microbiologique,
Congo physiologique

stérile

-Eau distillée

-Glycérol

-Tellurite de

potassium
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e (Gélose Baird Parker

-Composition

Peptone pancréatique de CASEINE .........ccveivereeieiieireeiesee e e see e see e 10g
EXIrait de IOVUIE ... 19
EXtrait de VIANAE .......cocovviieiiece e 50
Pyruvate de SOUIUM .......ccueiieiieie e sne s 10g
Chlorure de TIthIUM ..o 50
GIYCINE ..o 129
(1= [0 RSSO USSRSS 159

BAU QISTIIER ... 1000mL

PH du milieu =6.8 ,a stériliser a 121°C pendant 15min.
Préparation de I’émulsion de jaune d’ceuf
- Utiliser des ceufs de poule frais dont la coquille est intacte.
- Désinfecter la coquille de 1’ceuf avec un coton imbibé d’alcool.
- Aseptiquement, casser les ceufs et séparer le blanc du jaune par transfert d’une demi
coquille a une autre.
- Recueillir les jaunes d’ceufs dans un bécher stérile de 1000mL et compléter avec quatre
fois leur volume d’eau distillée stérile, et homogénéiser vigoureusement.
- Laisser le mélange chauffer au bain marie a une température de 45° C en agitant toutes les
15 minutes pendant 2 h.
- Entreposer au réfrigérateur a une température de + 3°C pendant 24h, afin de former un
précipité.
- Conserver I’émulsion au réfrigérateur a 4°C.

Composition du mieux complet

Milieu de base (Baird Parker ) ........ccccoveieeieiieieciie e 100mL
Solution de tellurite de POtaSSIUM .........ccoviiiiiieie e imL
Emulsion de Jaune d’oeuf........ccooeriieiiiiieee 8 mL
e Gélose nutritive
PEPIONE ... 10.0g
EXErait de VIANAE ....c.ooveiiiee e 50
Chlorure de SOUIUM ..........ooiiiieiie et 50
N0 - | PRSPPI 10.0g
PH=7,3

Préparation : 28g par litre d’eau distillée. Stérilisation a I’autoclave : 15 min a 120°C.
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e Gélose ADN

Composition

Hydrolysat trypSique de CaSBINe...........ccoeeriiirieiie e 209
Acide DESOXYrDONUCIEIQUE .......c.oouviuiiiieirieiee e 29
ChIOrure de SOUIUM ......eoiiieeeese s 50
GIOSE. ...ttt bbbttt 129

BAU ISHTEE ... 1000mL

PH du milieu prét a I’emploi 7,3 +/- 0,2 a 25°C.
Préparation : Mettre en suspension 39g de poudre dans 1L d’eau distillée. Mélanger jusqu’a
dissolution compléte .Stériliser a I’autoclave a 120 °C pendant 15min.

e Gélose Mueller Hinton

Composition

Hydrolysat acide de CaSEINE ..........coueiierieiiiieie e 17,59
Extrait de viande de Boeuf..........coeiiiiiiiiieeee 29
AMIAON SOIUBIE ... 1,5¢
AQar DACIEMOIOGIGUE .......cveeeieciecceee ettt 179

PH du milieu prét a I’emploi 7,3 +/- 0,1 a 25°C.
Préparation : Mettre en suspension 38g du milieu déshydraté dans 1L d’eau distillée .Stériliser a
I’autoclave a120°C pendant 15min.

e Gélose Rouge Congo Agar

Composition

BHIB ..o e 3749
SACCNAIDSE ... .ottt 509
A <. 10¢g
ROUGE CONQO... ettt 08¢
BAU ISHTEE ... 1000 mL

PH= 7,4 Stérilisation & 1’autoclave a 121°C pendant 15 minutes.

e Bouillon cceur — cervelle BHIB

Composition

Infusion de cervelle de VEaU...........ccocveiiiii i 12.5¢
Infusion de cervelle de VEaU...........ccccveiiiiicic i 12,5¢
Infusion de caeur de BeUL..........coviiiiiiiie s 50
Peptone pancréatique de glatine ..o 10g
GIUCOSE. ..ttt ettt e e e e e be e b e re e e naas 29
Chlorure de SOIUML. ......ocuieiie et e 509
Phosphatase di SOUIQUE ..........covriiiiieieieie s 2,50

PH du milieu prét a I’emploi 7,4 +/- 0,2 a 25°C.
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Préparation : Mettre en suspension 37 g de milieu BHI déshydraté dans ImL d’eau distillée.
Agiter jusqu’a dissolution compléte. Répartir le milieu dans des tubes ou flacons puis stériliser a
I’autoclave a 120°C pendant 15 min.

e Bouillon BHIB a 02% de saccharose

Composition

BHIB €N POUAIE ... 3.79
SACCNAIOSE ...ttt ettt sttt e nne s 29

BAU QISTIHIER ... 100mL

Préparation : Mettre en suspension 3.7g de BHIB en poudre avec 2g de saccharose dans 100mL
d’cau distillée. Mélanger jusqu’ a dissolution. Stérilisation & I’autoclave a 120°C pendant 15 min.

Réactifs et solution
e Composition de I’eau pepetonnée tamponnée stérile

BaCLO PEPIONE ... ittt 209

N T OSSOSO 59

INB2 HPOA. ..ot 99

(S P3O 15¢9
EAU AISHIIER ... e 1000 mL
PH=72

Préparation : 20g par litre d’cau distillée. Stérilisation a 1’autoclave a 120°C pendant 15 min.
e Composition de de eau physiologique stérile

ChIorure de SOOIUM ... s 9
BAU QISHIIER ... e 1000mL

Annexe 2 : Résultats de ’antibiogramme

Tableau I1: Liste des molécules d’antibiotiques utilisées pour I’antibiogramme.

Famille Antibiotique Abréviation Charge en pg
B-lactamines Pénicilline G P 10
Céfotaxime CTX 30
Aminosides Gentamycines CN 10
Fluoroquinolones Ciprofloxacine CIP 5
Phénicolés Chloramphénicol C 30
Macrolides Erythromycine E 30
Tétracyclines Tetracycline TE 30
Sulfamides Triméthoprime / SXT/COT 25

Sulfamethoxazole
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Tableau 111 : Tableau des valeurs critiques ,diamétres des zones d’inhibition selon le CLSI 2020.

Sulfamethoxazole

Famille Antibiotiques Diameétre critique Références
Sensible | Intermédiaire = Résistant

p-lactamines Pénicilline G >29 - <28 CLSI2020
Céfotaxime >22 - <21 CLSI2020

Aminoglycoside Gentamycine >15 13-14 <12 CLSI2020
Macrolides Erythromycine >23 14-22 <13 CLSI12020
Tétracyclines Tétracycline >19 15-18 <14 CLSI2020
Quinolones Ciprofloxacine >21 16-20 <15 CLSI12020
Phenicols Chloramphénicol >18 13-17 <12 CLSI2020
Sulfamides Triméthoprime/ >16 11-15 <10 CLSI12020

Figure 1 : Antibiogramme réalisé sur I’une des cing souches de S. aureus.
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Tableau IV: Résultats de 1’antibiogramme sur les 4 souches et la souche de référence S. aureus
MU 50

Antibiotiques

Souche
CTX CN CIP C E TE SXT/
COoT
REF R R S R S S R S
Y1 R R S I S | S S
Y2 R R S I S I S S
Y3 R R S I S | S S
Y4 R R | | S | | S

Légende : R = Résistante ;S = Sensible ;I =Intermédiaire.

Annexe 3 : Résultats des DO de I’activité biofilm
Tableau V : Résultats des valeurs des do obtenues pour les différentes souches pour I’activité

Puits DO Moyenne des DO

T- (BHIB) 0,082
0,127 0,105
0,105
T+(S. aureus MU50) 1,9
1,531 1,747
1,81
S3 0,826 0,948
1,072
0,946
S4 0,805 1,096
1,588
0,894
S6 0,883 0,844
0,993
0,656
S9 0,798 0,917
1,035
0,571

T+ : souche de référence S. aureus MU50 ; T-: BHIB a 2% de saccharose non ensemenceé.
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Annexes 4 : Résultats des diametres de I’activité antibactérienne.

Tableau VI : Résultats des diamétres d’inhibition obtenus de 1’activité antibactérienne de la
souche S3

Dilution Diameétre Moyennes
T+ 22 24
26
24
T- 0 0
0
0
EB 26 30
30
32
D 1/2 32 29.33
32
26
D 1/4 30 28.667
32
24
D1/8 30 23.6
34
38
D1/16 8 8.667
10
8
1/32 6 53
6
4
1/64 2 4.6
4
8

Légende : T+ : Disque d’antibiotique (Erythromycine) ; T- : BHIB a 02% de saccharose non ensemencé ;
Extrait brut : Huile essentielle d’origan ; 1/2: Dilution de I’huile essentielle au 1/2 ; 1/4 : Dilution de
I’huile essentielle au 1/4 ;1/8 : Dilution de I’huile essentielle aul/8 ; 1/16 : Dilution de 1’huile essentielle
au 1/16 ; 1/32 : Dilution de I’huile essentielle au 1/32 ; 1/64 : Dilution de I’huile essentielle au 1/64.
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Tableau VII : Résultats des diametres d’inhibition obtenus de 1’activité antibactérienne de la
souche S4.

Dilution Diametre Moyennes
T+ 24 21.3
20
20
T- 0 0
0
0
EB 28 38
40
46
D12 28 30.6
32
32
D1/4 24 18.6
24
30
D 1/8 4 16.6
32
14
D1/16 20 11.3
8
6
D1/32 14 9.3
4
10
1/64 6 6.6
10
4
Légende : T+ : Disque d’antibiotique (Erythromycine) ; T- : BHIB a 02% de saccharose non ensemencé ;
Extrait brut : Huile essentielle d’origan ; 1/2: Dilution de I’huile essentielle au 1/2 ; 1/4 : Dilution de
I’huile essentielle au 1/4 ;1/8 : Dilution de 1’huile essentielle aul/8 ; 1/16 : Dilution de I’huile essentielle
au 1/16 ; 1/32 : Dilution de I’huile essentielle au 1/32 ; 1/64 : Dilution de 1’huile essentielle au 1/64.
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Tableau VIII : Résultats des diameétres d’inhibition obtenus de I’activité antibactérienne de la
souche S6.

Dilution Diametre Moyennes
T+ 26 25.3
26
24
T- 0 0
0
0
EB 36 38.1
40
38
D 1/2 38 36
38
32
D1/4 46 333
20
34

D 1/8 26 24
26
20

D1/16
D1/32 4.6

D1/64

NAROO AR BRSNS

Légende : T+ : Disque d’antibiotique (Erythromycine) ; T- : BHIB a 02% de saccharose non ensemencé ;
Extrait brut : Huile essentielle d’origan ; 1/2: Dilution de 1’huile essentielle au 1/2 ; 1/4 : Dilution de
I’huile essentielle au 1/4 ;1/8 : Dilution de I’huile essentielle aul/8 ; 1/16 : Dilution de I’huile essentielle
au 1/16 ; 1/32 : Dilution de I’huile essentielle au 1/32 ; 1/64 : Dilution de 1’huile essentielle au 1/64.
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Tableau IX : Résultats des diamétres d’inhibition obtenus de 1’activité antibactérienne de la
souche S9.

Dilution Diametre Moyennes
T+ 26 25.3
28
22
T- 0 0
0
0
EB 38 37.3
34
40
D1/2 32 34
40
30
D1/4 30 32.6
38
30
D1/8 26 18.6
24
6
D1/16 6 12
24
6
D1/32 8 4
0
4
D 1/64 4 3.3
2
4

Légende : T+ : Disque d’antibiotique (Erythromycine) ; T- : BHIB a 02% de saccharose non ensemencé ;
Extrait brut : Huile essentielle d’origan ; 1/2: Dilution de 1’huile essentielle au 1/2 ; 1/4 : Dilution de
I’huile essentielle au 1/4 ;1/8 : Dilution de I’huile essentielle aul/8 ; 1/16 : Dilution de I’huile essentielle
au 1/16 ; 1/32 : Dilution de I’huile essentielle au 1/32 ; 1/64 : Dilution de 1’huile essentielle au 1/64.
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Annexe 5 : Résultats des do obtenus pour I’activité antibiofilm

Tableau X : Résultats des DO obtenues pour I’activité antibiolm de la souche S3.

Dilution DO Moyenne des DO

T- 0,499 0,111
0,46
0,328

T+ 2,176 0,747
2,301
2,045

EB 0,559 0,109
0,859
0,675

D1/2 0,108 0,111
0,141
0,132
D1/4 0,129 0,118
0,156
0,11
D1/8 0,679 0,132
0,326
0,28
D1/16 0,153 0,205
0,161
1,057
D1/32 0,731 0,211
2,448
1,645
D1/64 1,939 0,575
0,52
0,466
Légende : T-: BHIB a 2% de saccharose non ensemencé ; EB : Extrait brut ; T+ : BHIB a 2% de
saccharose ensemencé additionné de ’huile essentielle ; 1/2: Dilution de 1’huile essentielle au 1/2 ; 1/4 :
Dilution de I’huile essentielle au 1/4 ;1/8 : Dilution de I’huile essentielle aul/8 ; 1/16 : Dilution de I’huile
essentielle au 1/16 ; 1/32 : Dilution de 1’huile essentielle au 1/32 ; 1/64 : Dilution de I’huile essentielle au
1/64.



Annexes

Tableau XI : Résultats des DO obtenues pour I’activité antibiolm de la souche S4.
Dilution DO Moyenne des DO

T- 0,0184 0,428
0,206
0,161

T+ 1,698 2,174
1,84
1,239

EB 0,173 0,127
0,185
0,192

D1/2 0,835 0,132
0,967
0,252

D1/4 0,129 0,429
0,11
0,142

D1/8 0,158 0,457
0,128
0,132

D1/16 0,122 0,698
0,123
0,21

D1/32 1,563 0,975
1,414
1,741

D1/64 2,064 1,608
1,214
0,224

Légende : T-: BHIB a 2% de saccharose non ensemencé ; EB : Extrait brut ; T+ : BHIB a 2% de

saccharose ensemencé additionné de I’huile essentielle ; 1/2: Dilution de I’huile essentielle au 1/2 ; 1/4 :

Dilution de I’huile essentielle au 1/4 ;1/8 : Dilution de 1’huile essentielle aul/8 ; 1/16 : Dilution de I’huile

essentielle au 1/16 ; 1/32 : Dilution de 1’huile essentielle au 1/32 ; 1/64 : Dilution de I’huile essentielle au
1/64.
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Tableau XII : Résultats des DO obtenues pour 1’activité antibiolm de la souche S6.

Dilution DO Moyenne des DO

T- 0,084 0,127
0,134
0,181

T+ 1,208 1,5902
1,385
1,224

EB 0,096 0,128
0,139
0,154

D1/2 0,36 0,139
0,593
0,408

D1/4 0,077 0,152
0,076
0,068

D1/8 0,073 0,183
0,074
0,282

D1/16 0,069 0,685
0,072
0,106

D1/32 0,064 1,167
0,07
0,075

D1/64 0,676 1,573
1,021
0,293

Légende : T-: BHIB a 2% de saccharose non ensemencé ; EB : Extrait brut ; T+ : BHIB & 2% de

saccharose ensemencé additionné de I’huile essentielle ; 1/2: Dilution de I’huile essentielle au 1/2 ; 1/4 :

Dilution de I’huile essentielle au 1/4 ;1/8 : Dilution de I’huile essentielle aul/8 ; 1/16 : Dilution de I’huile

essentielle au 1/16 ; 1/32 : Dilution de 1’huile essentielle au 1/32 ; 1/64 : Dilution de I’huile essentielle au
1/64.
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Tableau X111 : Resultats des DO obtenues pour 1’activité antibiolm de la souche S9.
Dilution DO Moyenne des DO

T- 0,104 0.130
0,097
0,133

T+ 0,153 1.272
0,271
0,191

EB 0.444 0.070
0,231
1,565

D1/2 0,967 0.074
0,172
0,586

D1/4 0,226 0.082
0,236
0,172

D1/8 0,123 0.133
0,174
0,099

D1/16 0,176 0.145
0,086
0,091

D1/32 0,146 0.454
0,095
0,086

D1/64 0,155 0.663
0,087
0,092

Légende : T-: BHIB a 2% de saccharose non ensemencé ; EB : Extrait brut ; T+ : BHIB a 2% de

saccharose ensemencé additionné de 1’huile essentielle ; 1/2: Dilution de I’huile essentielle au 1/2 ; 1/4 :

Dilution de I’huile essentielle au 1/4 ;1/8 : Dilution de 1’huile essentielle aul/8 ; 1/16 : Dilution de I’huile

essentielle au 1/16 ; 1/32 : Dilution de 1’huile essentielle au 1/32 ; 1/64 : Dilution de I’huile essentielle au
1/64.



Résumé

La composition nutritionnelle du lait de chevre est celle qui se rapproche le plus de celle
du lait maternel. Sa richesse en nutriments en fait un excellent substrat pour le développement
de nombreux microorganismes. L'objectif de cette étude est d'isoler des souches de
Staphylococcus aureus dans des échantillons de lait cru de chévre collectés dans trois fermes
de la région de Freha. Nous avons également évalué la capacité des souches isolées a former
des biofilms, ainsi que Il'activité antibactérienne et antibiofilm de I'huile essentielle (HE)
d’Origanum compactum. Les isolements et les tests biochimiques ont conduit a la sélection de
quatre souches de S. aureus. Les résultats ont montré que trois de ces isolats formaient
faiblement des biofilms, tandis qu'une souche était modérément formatrice. L'HE a démontré
une bonne activité antibactérienne contre toutes les souches testées, avec des zones d'inhibition
allant de 30 a 38,4 mm. L'activité antibiofilm, évaluée par la méthode des microplaques a 96
puits, a montre une efficacité supérieure de I'extrait brut par rapport aux dilutions (1/2, 1/4, 1/8,
1/16, et 1/32). Ces résultats suggerent que I'HE d'O. compactum pourrait étre une alternative
thérapeutique prometteuse pour lutter contre les infections a S. aureus associées aux biofilms,
notamment dans les élevages caprins laitiers. Cependant, des études plus approfondies sont
nécessaires pour mieux comprendre les mécanismes d'action de cette HE.

Mots-clés : Lait cru de chévre, Staphylococcus aureus, biofilm, Origanum compactum,
Activité antibactérienne, Activité antibiofilm.

Abstract

The nutritional composition of goat milk is the most similar to human breast milk. Its
richness in nutrients makes it an excellent substrate for the development of a wide variety of
microorganisms. The aim of this study was to isolate strains of Staphylococcus aureus from
raw goat milk samples collected from 3 farms in the Freha region. An evaluation of the isolated
strains' ability to form biofilms, as well as a study of the antibacterial and antibiofilm activity
of Origanum compactum essential oil (EO), were also made. Isolations and biochemical tests
led to the selection of 4 strains of S. aureus. The results showed that 3 of these isolates were
weak biofilm formers, while only one strain exhibited moderate biofilm formation. The EO
demonstrated good antibacterial activity against all tested strains, with inhibition zones ranging
from 30 to 38.4 mm. Antibiofilm activity assessed using the 96-well microplate method showed
superior effectiveness of the crude extract compared to dilutions (1/2, 1/4, 1/8, 1/16 and 1/32).
These findings suggest that O. compactum EO could be a promising therapeutic alternative for
combating S. aureus infections associated with biofilms, particularly in dairy goat farming.
However, further studies are needed for a better understanding of the mechanisms of action of
this EO.

Keywords: Raw goat milk, Staphylococcus aureus, Biofilm, Origanum compactum,
Antibacterial activity, Antibiofilm activity.



