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Glossaire

Eczéma atopique : ou dermatite atopique, maladie allergique de la peau, non contagieuse mais

tres récidivante.

Endocardite : infection de I’endocarde (couche interne du cceur), des valves cardiaques ou de

I’aorte (gros vaisseau qui sort du cceur), causée par une bactérie.

Follicutes : inflammation des follicules pilo-sébacés appelé aussi sycosis en particulier au
niveau de la barbe. La forme grave est le sycosis staphylococcique. Elle est d'origine

bactérienne, plus rarement mycosique.

Furoncle : inflammation et infection de la peau caractérisée par la formation de pus et la

destruction du follicule pilo-sébace, provoquée généralement par un S. aureus.

Impétigo : infection tres contagieuse de la peau due a staphylocoque doré ou streptocoque, tres
fréquente chez I'enfant, se manifeste par I'apparition de lésions en forme de bulles remplies de

liquide.

Infection suppurative : infection caractérisée par I’écoulement de pus, implique la
prolifération bactérienne, I’invasion puis la destruction des tissus de I’hote, la réponse

inflammatoire locale et systémique.

Intoxication alimentaire : trouble digestif survenant lorsqu'une personne absorbe un
aliment contaminé par une bactérie, un virus, un champignon... ou une toxine produite

par une bactérie.

Mammite : inflammation de la mamelle d’origine infectieuse (due a des bactéries qui pénetrent

par le trayon) qui entraine une réduction et une perturbation de la sécrétion lactee.

Ostéomyélite : infection de I’0s causé le plus souvent par des bactéries (staphylocoque doré)

peut étre aigue ou chronique.

Otite : inflammation aigué ou chronique de l'oreille, qui est le plus souvent d'origine

infectieuse.


https://www.docteurclic.com/maladie/sycosis.aspx

Septicémie : infection survenant lorsqu’une infection initiale n’est pas traitée, ou mal traitée.
L’agent pathogéne a I’origine de I’infection se propage alors au reste de I’organisme par voie

sanguine.

Sinusite : infection causée par un virus ou une bactérie qui se propage dans les sinus. Cette

propagation d’un agent infectieux irrite et enfle la muqueuse des sinus, qui se trouvent obstrués.

Toxi-infection alimentaire : infection causée par la consommation d’un aliment contaminé par

certains agents infectieux (bactéries, virus ou parasites) ou par leurs toxines.

Toxi-infection alimentaire collective : apparition chez au moins deux cas groupés, d’une
symptomatologie similaire, le plus souvent de type gastro-intestinal dont on peut rapporter la

cause & une méme origine alimentaire.



Liste des abréviations

ADN : Acide désoxyribonucléique

ADP-ribosylantes : Adénosine diphosphate ribosilantes

BHI : Brain heart infusion

DO : Densité optique

EPS : Extracellular polymeric substance

G+C : Guanine + Cytozine

GRAS : Generally recognized as safe

ica : Intercellular adhesion

KDa : Kilodalton

LPV : Leucocidine de Panton Valentine

MRS : Man Rogosa Sharpe

PFTs : Pore-forming toxins

pKa : Constante d'acidite

SARM : Staphylococcus aureus résistant a la méthicilline

SEs : Staphylococcal entérotoxins

SEA : Staphylococcal enterotoxin type A

SEE : Staphylococcal enterotoxin type E

SEA a SEE : Staphylococcal enterotoxin type A & E (SEA, SEB, SEC, SED, SEE)
SEG : Staphylococcal enterotoxin type G

SEI : Staphylococcal enterotoxin type |

SEG a SEI : Staphylococcal enterotoxin type G a | (SEG, SHE, SEI)
SER : Staphylococcal enterotoxin type R

SET : Staphylococcal enterotoxin type T

SER a SET : Staphylococcal enterotoxin type Ra T (SER, SES, SET)
SFP : Staphyloccocal food poisoning

TIAC : Toxi-infection alimentaire collective

TNase : Désoxyribonucléase thermostable

TSB : Tryptic Soy Broth

UFC : unité formant colonie
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Introduction

La bio-contamination des surfaces est de plus en plus identifiee comme une source de
problémes industriels sévéres dans des domaines tres divers. Les surfaces contaminées
permettent la propagation de microorganismes pathogénes et d’altération aux aliments dans
les usines de production et de transformation de ces derniers (Jerdnimo et al., 2012). Si la
contamination n'est pas complétement éliminée, les futures productions pourraient étre
affectées (Kunigk et Almeida, 2001).

De plus, ce phénomeéne est a 1’origine d’une diminution des rendements et d’une
augmentation des colts de production dans les industries agroalimentaires notamment en
raison de la corrosion des matériaux d’équipement (biocorrosion), de I’encrassement des
échangeurs de chaleur ou encore du colmatage des membranes de filtration (Feugeas et al.,
1997).

L'une des facons les plus courantes pour que les bactéries vivent est d'adhérer aux
surfaces et de former des communautés organisées appelées biofilms (Da Silva Meira et al.,
2012). Le terme biofilm a été proposé en 1978 pour désigner une communauté de
microorganismes enrobés d’une matrice hydratée, riche en polymeéres extracellulaires, et en
contact avec une surface (Lebeaux et Ghigo, 2012). Ces biofilms peuvent se développer sur
les surfaces en contact avec les alimentaires (hachoir, mixeur, plan de travail, cuve...) (Shi et
Zhu, 2009) et rester viables méme apres nettoyage et désinfection (Ammor et al., 2004).
Dans ce contexte, il a été démontré que les souches de Staphylococcus aureus sont capables
de former un biofilm sur la plupart des surfaces : plastique, aluminium, acier inoxydable,
bois..., et dans presque toutes les conditions environnementales présentes dans les industries
agroalimentaires (Donlan et Costerton, 2002 ; Maia et al., 2020).

La formation des biofilms négatifs par S. aureus représente un probleme redoutable
d’hygiéne et de santé en cas de consommation des produits contaminés. Les maladies
d'origine alimentaire causées par cette bactérie pathogene sont généralement des intoxinations
alimentaires due a l'ingestion d'entérotoxines préformées dans les aliments (Normanno et al.,
2007). Les viandes le lait et les produits laitiers sont souvent contaminés par des souches
entérotoxigenes de cette bactérie (Normanno et al., 2007).

Comme cité précédemment, les biofilms retrouvés dans des environnements
industriels sont résistants aux procédures de nettoyage et de désinfection (Tremblay et al.,
2014), la lutte biologique apparait donc comme un moyen intéressant pour faire face a ce
pathogene (Thouin et al., 2011 ; Maia et al., 2020). Plusieurs bactéries, en particulier les
bactéries lactiques; peuvent rendre la croissance de S. aureus difficile, voire [l'inhiber

(Landgraf et Destro, 2013), en raison de la production des bactériocines douées d’une

1



Introduction

activité antagoniste (Dortu et Thonart, 2009 ; Landgraf et Destro, 2013), des peroxydes
d'hydrogene, de la compétition pour les nutriments et de I'acidification (Landgraf et Destro,
2013). Ces stratégies de lutte sont considérées comme importantes pour l'entretien des
systemes sans biofilms et pour une meilleure qualité et sécurité alimentaire (Kumar et
Anand., 1998).

Dans cette synthése bibliographique nous allons démontrer grace aux travaux déja
réalisés, I'utilisation des métabolites des bactéries lactiques pour le traitement des surfaces
inertes (acier inoxydables, aluminium...) rencontrées dans 1’industric agroalimentaire afin

d’inhiber I’adhésion et la formation de biofilms de S. aureus.
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1. Staphylococcus aureus
1.1. Caractéristiques générales

S. aureus est une bactérie ubiquitaire, trés répandue dans la nature (air, eau, sol....etc),
une bactérie commensale de la peau et des muqueuses de I’Homme et de I’animal (Heczko et
al., 1981 ; Peacock et al., 2001). Sur la base d’analyse des séquences des génes codant pour
I’ARNr 16S, S. aureus appartient au phylum des Firmicutes, a la Classe des Bacilli, a I’ordre
des Bacillales et a la famille des Staphylococcaceae (Garrity et al., 2005), avec une teneur en
G+C variant de 30 a 39 % selon les espéces (Landgraf et Destro, 2013). S. aureus se
distingue des autres especes de staphylocoques sur la base des résultats des tests: de
fermentation du mannitol, de désoxyribonucléase....etc (Lowy, 1998 ; Le Loir et al., 2003).

S. aureus est une bactérie a Gram positif, en forme de coque de 0,5 a 1,5 um de
diametre, il généralement est isolé ou groupé en diplocoques, le plus souvent en amas (en
grappe de raisin) (Lowy, 1998 ; Le Loir et al., 2003 ; Yves et Michel, 2009 ; Landgraf et
Destro, 2013 ). Les S. aureus sont anaérobies facultatifs, certaines especes sont aérobies
strictes, leur croissance est plus rapide et plus abondante en conditions aérobies qu’en
conditions anaérobies (Sutra et al., 1998 ) asporulés (Le Loir et al., 2003 ; Landgraf et
Destro, 2013), chimioorganotrophes et non mobiles (Landgraf et Destro, 2013). S. aureus
est halotolérant et peut se multiplier en présence de concentrations élevées de chlorure de
sodium (Sutra et al., 1998 ). Les températures optimales de croissance de cette bactérie se
situent entre 35 et 40 °C et leur pH optimal est de 6-7 (Landgraf et Destro, 2013).

1.2. Pouvoir pathogéne
1.2.1. Facteurs de virulence

S. aureus est I'un des principaux agents pathogenes bactériens qui provoquent des
infections cliniques : infections suppuratives superficielles cutanéo-muqueuses telles que les
folliculites, les furoncles, les impétigos, les sinusites et les otites (Vincenot et al., 2008), et
des cas d'intoxications alimentaires (Lowy, 1998 ; Chiang et al., 2008). Ces dernieres sont
dues a la consommation d'aliments contenant des quantités suffisantes d'une (ou plusieurs)
entérotoxine (s) préformée (s) (Le Loir et al., 2003 ; Derzelle et al., 2009 ; Argudin et al.,
2010), en particulier, dans la viande et dans les produits laitiers transformés (Le Loir et al.,
2003 ; Derzelle et al., 2009 ; Argudin et al., 2010). Selon plusieurs études, S. aureus est
capable de produire de nombreux facteurs de virulence (Nhan et al., 2012) entre autres :
1.2.1.1. Peptidoglycane : ce dernier peut avoir une activité de type endotoxine, stimulant la
libération de cytokines par les macrophages, I'activation du complément et I'agrégation des



Ohapt’crc ]

plaquettes. Les acides ribitol-teichoiques lies par covalence au peptidoglycane sont les
principaux constituants de la paroi cellulaire. L'acide lipotéichoique est un polymere de
phosphate de glycérol lié a une extrémité glycolipidique ancré dans la membrane

cytoplasmique (Lowy, 1998).

1.2.1.2. Exo-enzymes : S. aureus produit des enzymes telles que les protéases : la coagulase ;
les nucléases : la désoxyribonucléase thermostable (Landgraf et Destro, 2013), des lipases,
de la hyaluronidase et de la collagénase. La fonction principale de ces protéines peut étre de
convertir les tissus hotes en nutriments nécessaires a la croissance bactérienne (Dinges et al.,
2000). Ces enzymes peuvent faciliter la propagation de l'infection aux tissus adjacents.
Comme exemple, la staphylocoagulase peut se fixer a I’extrémité N-terminale de la
prothrombine, ce qui modifie la conformation de la protéine liée et lui permet d’acquérir une
activité protéolytique, convertissant le fibrinogene en fibrine permettant la coagulation
(Lowy, 1998 ; Vincenot et al., 2008).

1.2.1.3. Composés toxiques : comme cité précédemment, certaines substances produites par
cette bactérie pathogene sont associées a la pathogénicité, parmi ces substances, des
composants de la paroi cellulaire ; des facteurs d’adhésion ; des toxines, des cytotoxines...
(Dinges et al., 2000 ; Vincenot et al., 2008). Les composés toxiques peuvent étre classés en
super-antigénes, en toxines formant des pores, toxines ADP-ribosylantes... (Vincenot et al.,
2008).

+ Toxines formant des pores ou « pore-forming toxins » (PFTs) : ces toxines
cytolytiques ont la capacité de détruire les cellules de la défense de 1’hote en formant
des pores au niveau des membranes cellulaires. Leur caractéristique commune est la
sécretion par la bactérie sous forme de protéines libres hydrosolubles (Vincenot et al.,
2008).

+ Leucotoxines : les leucotoxines de staphylocoques appartiennent a un groupe
structural plus vaste de toxines formant des pores dont la proportion en feuillets B est
supérieure a 65%. Ces derniers sont composes de protéines de classe S (31 kDa) et de
protéines de classe F (34 kDa) (Joubert et al., 2005). S. aureus exprime une large
gamme d'hémolysines améliorant sa capacité a établir et a maintenir une infection
chez I'hnomme. La lyse des globules rouges par S. aureus est principalement mediée
par les différentes hémolysines appelées : alpha, béta, delta et hémolysines gamma.
L’hémolysine gamma est une leucotoxine formant des pores produite par 99 % des
souches. Son activité de fragilisation de la membrane plasmique conduit a une entrée

4
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d’eau et une perte d’ions et de molécules essentiels ayant pour conséquences 1’arrét
des processus vitaux et finalement la mort cellulaire (Tawk et al., 2010). La
leucocidine de Panton et Valentine (PVL), est une exotoxine de S. aureus, constituée
de deux composés appelés F et S dont I'activité synergique est leucotoxique et non
hémolytique (Finck-Barbancon, 1994). La production de leucocidine de Panton
Valentine (LPV) par S. aureus est a l'origine d'infections cutanées, en particulier de
furoncles mais aussi de pneumopathie (René, 2007).

+ Entérotoxines staphylococciques (ou Staphylococcal entérotoxins (SES) : S. aureus
produit également une grande variété d’entérotoxines (Argudin et al., 2010 ;
Landgraf et Destro, 2013) (SE, SEA a SEE, SEG a SEI, SER a SET) (Bergdoll,
1991 ; Argudin et al.,, 2010). Toutes possédent une activité super-antigénique
(Chiang et al., 2008 ; Derzelle et al., 2009 ; landergraf et Destro., 2013), et sont
codees par des genes situes dans des plasmides ou dans des prophages (Argudin et al.,
2010 ; landergraf et Destro, 2013). Les entérotoxines staphylococciques (SEs) sont
des exotoxines pyrogénes de courtes chaines, riches en résidus de lysine, d'acide
aspartique, d'acide glutamique et de tyrosine hydrosoluble. Elles sont résistantes a la
plupart des enzymes protéolytiques, y compris celles présentes dans le tube digestif
comme la pepsine et la trypsine (landergraf et Destro, 2013). Les entérotoxines
peuvent résister a ’action des sucs digestifs, gastriques et intestinaux. Les SEs
peuvent agir de trois maniéres : en tant qu'entérotoxines provoquant des
vomissements, de diarrhées....etc chez I’Homme ; par la stimulation des récepteurs
spécifiques d’entérotoxines localisés au niveau du tractus gastro-intestinal, ces
derniers activeraient le centre nerveux émétique via des fibres sensitives du nerf
vague (Sutra et al., 1998), en tant que super-antigenes induisant une stimulation
exacerbée des lymphocytes T ; et comme exotoxines provogquant un choc toxique
(landergraf et Destro, 2013).

1.2.1.4. Formation de biofilms

La formation de biofilms (figure 1) est reconnue comme un facteur de virulence
important pour les bactéries du genre Staphylococcus y compris S. aureus (Doulgeraki et al.,
2017). Car ils leur permettent d’adhérer aux surfaces, aux matériaux utilisés dans l'industrie
agroalimentaire (Doulgeraki et al., 2017), ce qui est a 1’origine de la contamination des
produits (Shi et Zhu, 2009).
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Figure 1. Biofilms de S. aureus (https://fr.m.
Fichier:Staphylococcus_aureus_biofilm_01.jpg)

Un biofilm est un agrégat de cellules microbiennes (bactéries, champignons...) qui est
irréversiblement associé a une surface et enfermé dans une matrice de polymeéres
extracellulaires (Donlan et Costerton, 2002 ; Shi et Zhu, 2009 ; Thouin et al., 2011). Les
polysaccharides, les protéines, les phospholipides, les acides téichoiques et méme nucléiques
sont les principaux composants extracellulaires (Donlan et Costerton, 2002 ; Shi et Zhu,
2009). Les cellules au sein de biofilms peuvent adhérer a une surface biotique (cellules de la
mugqueuse) et/ou a une surface abiotique (équipement a la ferme, a I’abattoir ou a ’'usine de
transformation...) (Thouin et al., 2011 ; Goetz et al., 2016).

Le biofilm n’est pas un environnement homogene car il présente des zones a teneurs
variables en oxygene ou en nutriments, qui présentent des valeurs de pH différentes. Les
régions au centre des agrégats bactériens sont généralement anaérobies et pauvres en
nutriments, alors que celles situées prés des canaux ou de I’interface entre le biofilm et le
liquide sont mieux oxygénées et plus riches en nutriments (Roux et Ghigo, 2006).

Les cellules au sein de biofilms peuvent communiquer via la voie du quorum (Donlan
et Costerton, 2002 ; Thouin et al., 2011). Le quorum sensing est un mécanisme de régulation
de I’expression génique en réponse a des variations de la densité cellulaire. On parle alors de
mécanisme de perception de densité cellulaire. Ce dernier est basé sur un principe de masse
critique, ¢’est-a-dire qu’une fois que les concentrations en molécules signales atteignent une
valeur seuil, des régulateurs transcriptionnels vont étre activés et exercer un contrdle sur des
génes spécifiques impliqués notamment dans les stades tardifs de formation du biofilm. Le
quorum sensing régule la physiologie du biofilm ainsi que 1’épaisseur du biofilm. Il va
également initier la phase de dispersion du biofilm (Goetz et al., 2016). Chez les bactéries a
Gram positif comme S. aureus la molécule «signal » est un auto-inducteur qui est un

oligopeptide appelé phéromone (Roux et Ghigo, 2006).


https://fr.m.wikipedia.org/wiki/Fichier:Staphylococcus_aureus_biofilm_01.jpg
https://fr.m.wikipedia.org/wiki/Fichier:Staphylococcus_aureus_biofilm_01.jpg

Ohapt’crc ]

L’adhésion et la formation de biofilms est un processus complexe dans lequel les

propriétés du substrat, les surfaces cellulaires, les facteurs environnementaux tels que le pH,

la température, les éléments nutritifs et la régulation génétique des bactéries jouent un réle

important dans les attachements réversibles ou irréversibles et la formation de micro-colonies
(tableau 1) (Donlan et Costerton, 2002 ; Shi et Zhu, 2009 ; Doulgeraki et al., 2017).

Tableau I. Facteurs influengant la formation de biofilms (Donlan et Costerton, 2002)

Propriétés du substrat
(support)

Propriétés du milieu
agueux environnant

Propriétés des cellules

-Texture et rugosité
-Hydrophobicité
-Présence préalable d’un film

protéique recouvrant la
surface

-Vitesse du flux, présence
d’un flux laminaire ou non

_pH
-Température

-Cations (Ca?*, Na?*,
Fe¥*..))

[Fer], [nutriments]
Sources de carbone
disponibles

-Disponibilité du milieu en
Oxygeéne

-Présence d’agents
antimicrobiens

-Hydrophobicité de la
surface des cellules

-Présence de fimbriae
-Présence de flagelles
-Réle des structures

polymeériques extracellulaires
d’exopolysaccharides

Généralement, la formation de biofilms est décrite comme un processus en trois étapes

principales (figure 2) : I'attachement, la prolifération/maturation et le détachement/

dispersion (Otto, 2019).
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Figure 2. Etapes de formation de biofilms sur les surfaces en contact avec les
aliments (Shi et Zhu, 2009).

Attachement : la fixation a une surface est considérée comme la premiere étape du
développement du biofilm. Contrairement aux microorganismes mobiles, qui peuvent
atteindre une surface de maniére active (présence de flagelle), les staphylocoques
entrent en contact passif (par sédimentation) avec une surface (Otto, 2019). En
général, I’adhésion se produira plus facilement sur des surfaces qui sont plus
rugueuses, plus hydrophobes et recouvertes de films de conditionnement (Donlan et
Costerton, 2002).

Tout d'abord, les molécules organiques des aliments sont déposees sur les surfaces des
équipements. Apres, les microorganismes sont attirés par les surfaces conditionnées
(Shi et Zhu, 2009). Des molécules staphylococciques spécifiques sont impliquées
dans l'attachement en surfaces (Otto, 2019), cette fixation aux équipements est
facilitée par un polysaccharide fréquemment retrouvé qui est un polymere de N-acétyl-
D-glucosamine (nommé PNAG ou PIA, « polysaccharide intercellular adhesin »)
(Goetz et al., 2016). Si les cellules résident assez longtemps a la surface, 1’adhésion
deviendra irréversible et entrainera 1’adhésion permanente du microorganisme a cette

surface et cela grace a des interactions fortes et spécifiques (Goetz et al., 2016).

Prolifération/maturation : au cours de la deuxieme étape du développement du
biofilm, les microcolonies qui se sont formées apres I'attachement se développent par
prolifération. De plus, les cellules sécrétent des molécules polymeéres pour former la
matrice de biofilm (Goetz et al., 2016 ; Otto, 2019). Il s'agit d'un mélange complexe
de biomolécules, telles que des protéines, des polysaccharides, des lipides et des
glycoprotéines, qui entourent la cellule bactérienne (Nan et al., 2015). La formation

de cette matrice par les cellules de S. aureus est associée a la production de I'adhésine
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intercellulaire polysaccharidique (P1A), le produit de I'opéron ica (Valle et al., 2003 ;
Otto, 2019), ce géne est le principal déterminant de la phase d'accumulation de
formation de biofilm staphylococcique (Doulgeraki et al., 2017).

Des polymeéres semblent également impliqués dans cette phase comme par exemple
I’acide téichoique qui interagit avec d’autres polymeres de surface par I’intermédiaire
de liaisons électrostatiques (Goetz et al., 2016). Les acides téichoiques se présentent
sous deux formes : I'acide téichoique de paroi, qui est lié de maniére covalente a la
paroi cellulaire, et I'acide lipotéichoique, qui est ancré en surface via une fraction
lipidique qui s'intercale dans la bicouche lipidique de la membrane cytoplasmique
(Otto, 2019).

Le biofilm est parcouru par une multitude de pores et canaux aqueux qui constituent
un systéme circulatoire primaire, assurant ainsi 1’acheminement des nutriments
jusqu’aux bactéries et 1I’évacuation des produits de dégradation. Au sein des biofilms,
des gradients trés marqués apparaissent. Des gradients d’oxygene, de substrats, de pH
ou autre, conduisent au développement et a la juxtaposition de communautés
bactériennes clairement délimitées et différentes sur le plan physiologique, induisant
des processus biologiques et physico-chimiques multiples et une complexité
structurelle (Jouenne, 2008).

Détachement/dispersion : une fois la taille maximale du biofilm atteinte, différents
mécanismes de dispersion vont intervenir (Goetz et al., 2016). Les cellules du biofilm
peuvent étre dispersées soit par excrétion des cellules filles (cellules en croissance
active), soit par détachement en raison des niveaux de nutriments ou de la détection du
quorum, soit par cisaillement des agrégats de biofilm en raison des effets de flux
(Donlan et Costerton, 2002), soit par les procédures de nettoyage et de désinfection
(Wirtanen et al., 2000).

La principale stratégie de dispersion des biofilms utilisée par S. aureusest la
production de diverses exo-enzymes et tensioactifs pour dégrader la matrice de
polymere extracellulaire (Lister et Horswill, 2014 ; Goetz et al., 2016). On compte
chez S. aureus, 10 protéases dont 7 sérine protéases, 2 cystéine protéases et 1
métalloprotéase, celles-ci sont impliquées dans la dégradation des protéines de la
matrice extracellulaire et de ce fait de la déstabilisation du biofilm (Goetz et al.,
2016).
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Le detachement est une étape clé dans la transmission et la persistance du biofilm car

il entraine la dispersion de cellules planctoniques qui vont coloniser d’autres surfaces

(Goetz et al., 2016).

2. Biofilms de S. aureus dans I’industrie agroalimentaire

Les biofilms sont présents dans tous les domaines : laiteries, brasseries, meuneries,
sucreries, malteries, salaisonneries..., sur toutes les surfaces inertes : acier inoxydable, verre,
caoutchouc, polypropyléne... et & tous les niveaux de la chaine de production (Jouenne,
2008). Ces biofilms négatifs sont une source de contamination a haut risque car les bactéries
peuvent se détacher pendant la production, contaminer les aliments lors de leur passage sur
ces surfaces et nuire leur qualité, ce qui fait que les produits deviennent des porteurs
potentiels de microorganismes pathogenes (Marques et al., 2007 ; De Souza et al., 2014).

Par exemple, dans I’industrie laitiere, la fabrication de produits laitiers nécessite de
nombreuses étapes : la traite, le transport, le processus de fabrication, l'emballage et la
distribution. Tout au long de ce processus, il existe de nombreuses niches qui favorisent la
croissance microbienne (Seale et al., 2015). La contamination lors de la fabrication des
produits laitiers est le principal probléeme auquel est confrontée l'industrie laitiere. Cette
contamination est généralement causée par la formation de biofilms négatifs sur les surfaces
des équipements de fabrication. Parfois, les problémes de détérioration sont attribuables aux
niveaux élevés de microorganismes libérés sous forme de biofilms dans le produit ou aux
enzymes produites par les biofilms & un certain stade de la fabrication du produit
(Chamberland, 2018 ; Seale et al., 2015).

De plus, la capacité que possede S. aureus, a former des biofilms dans la glande
mammaire des vaches laitieres pour de longue période de temps conduisant a des pertes
¢économiques considérables est extrémement problématique pour 1’industrie laitiere. Plusieurs
mécanismes permettent I’échappement de la bactérie au systéme immunitaire de 1’hdte et/ou

aux approches thérapeutiques (Goetz et al., 2016).

2.1. Impact de biofilms de S. aureus sur les équipements

Toute installation industrielle fabriquant des produits a humidité intermédiaire ou
élevée est exposée a la formation de biofilms. Tout équipement non stérilisé abrite des
microorganismes qui peuvent amorcer un processus de colonisation entre deux procédures de
nettoyage-désinfection, et ce en quelques heures (Jouenne, 2008). Avec les composés
organiques et inorganiques, les bactéries sont considérées comme des agents d'encrassement
majeurs (Anand et al., 2014).

10



Ohapt’crc ]

En industrie laitiére, I'encrassement biologique par les biofilms négatifs pose de
sérieux problémes. La formation de ces biofilms sur les membranes de séparation et
de concentration tels que les membranes d'osmose inverse et les membranes de nano-filtration
affecte non seulement leur performance mais aussi la qualité et la sécurité du produit
final (Anand et al., 2014). Les biofilms bactériens développés sur les membranes d'osmose
inverse peuvent provoquer de fortes baisses de flux pendant le traitement du lactosérum
(Anand et al., 2014).

La présence de biofilms sur les échangeurs de chaleur peut réduire le transfert de
chaleur et I'efficacité de fonctionnement de ces équipements. Les biofilms peuvent également
entrainer des pertes d'énergie et des obstructions dans les tubes des condenseurs, dans les
matériaux de remplissage et de refroidissement, dans les circuits d'eau et d'eaux usées.

Dans les systemes d'alimentation en eau de transformation des aliments, les biofilms
causent des problemes dans les colonnes de charbon actif granulaires, dans les membranes
d'osmose inverse, dans les systemes d'échange d'ions, dans les dégazeurs, dans les réservoirs
de stockage d'eau et dans les filtres a membrane microporeux et dans les lignes de transfert de
lait (Wirtanen et al., 2000).

2.2. Impact de biofilms de S. aureus sur la santé humaine

Les infections liées a des biofilms touchent majoritairement les personnes légérement
ou fortement immunodéprimées et impliquent souvent des bactéries commensales comme S.
aureus et autres (Donlan et Costerton, 2002 ; Roux et Ghigo, 2006).

S. aureus peut provoquer des maladies d’origine alimentaire et un spectre diversifié
d'infections aigués et chroniques, allant des simples infections cutanées aux affections
potentiellement mortelles, telles que la septicémie, l'endocardite et I'ostéomyélite
(Kiedrowski et al., 2011 ; Kavanaugh et Horswill, 2016 ; Maia et al., 2020).

Les maladies d'origine alimentaire englobent un large éventail, constituant un
probléme de santé publique croissant dans le monde entier (Maia et al., 2020). Ainsi, la
capacité de S. aureus de synthétiser de nombreuses toxines est a l'origine de plusieurs
infections spécifiques et de Toxi-Infections Alimentaires Collectives (TIAC) (René, 2007).

Les TIA peuvent étre provoquées par l'ingestion d'aliments, souvent les produits
laitiers contenant des entérotoxines staphylococciques (Jouenne, 2008). La contamination
peut étre d'origine animale (mammite) ou le long de la chaine de fabrication (manipulation
humaine...). Il a été démontré que la capacité de S. aureus a former des biofilms est un des

facteurs potentiellement impliqués dans la persistance de S. aureus dans les cellules hotes et
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dans les ateliers de fabrications (Thouin et al., 2011). Selon les études réalisées, les
intoxications alimentaires a S. aureus représentent 15 a 30 % des TIAC.

La dose infectieuse d’entérotoxine staphylococcique est d’environ Ing/g d’aliment, ce
taux est atteint lorsque la population de S. aureus excéde les 10° cellules/g. Cependant, les
entérotoxines seraient détectables méme & un niveau de S. aureus faible (10° cellules/g)
(Lamprell, 2003). La concentration d’entérotoxine A requise pour provoquer une TIA chez
I’étre humain est de 200 ng /kg. SEB est également tres toxique, une dose de 0,4 pg/kg est
susceptible de provoquer un choc toxique chez I’Homme (Bhunia, 2008).

En effet, en présence d’entérotoxine B, les mastocytes synthétisent des dérivés de
I’acide arachidonique, qui agissent directement sur les récepteurs neuronaux du systéeme
gastro-intestinal, conduisant ainsi a une stimulation des centres nerveux responsables de
vomissement et de diarrhée. Ces toxines de S. aureus sont thermostables, résistent a la cuisson
et aux enzymes du tube digestif. Elles contaminent le plus souvent les produits laitiers et la
viande. L’intoxication est caractérisée par une incubation courte (1 a 6 heures apres
I’ingestion), des crampes abdominales douloureuses, des vomissements, des diarrhées et
d’’absence de fievre (Vincenot et al., 2008). Des complications peuvent survenir en fonction
de la dose de I’entérotoxine ou bien de la sensibilité de 1’individu et de son état de santé :
déshydratation, irritations musculaires et hypotension (Zhang et Stewart, 2001 ; Jay et
Loessner, 2005 ; Vincenot et al., 2008).

Les entérotoxines staphylococciques sont responsables également de modifications
histologiques. Des lésions de type inflammatoire sont observées dans différentes parties du
tractus gastro-intestinal, les lésions les plus sévéres apparaissant dans I’estomac et les parties
hautes de I’intestin gréle (Deverriere, 2007).

Le traitement des infections a S. aureus repose essentiellement sur 1’utilisation
d’antibiotiques. Cependant, depuis 1960, on assiste a une emergence croissante de souches
résistantes aux antibiotiques, avec une incidence de souches résistantes a la méthicilline
(SARM). Ces souches de SARM sont devenues progressivement resistantes a de nombreuses
classes d’antibiotiques telles que les macrolides, les aminosides et les fluoroquinolones,
(OMS, 2008).

Les biofilms tolérent les antibiotiques a des concentrations 10 a 1000 fois plus
importantes que les bactéries planctoniques, il a été demontré que la matrice agit comme
barriére a la diffusion et a la pénétration de certaines molécules toxiques (Roux et Ghigo,
2006). En plus de leur résistance accrue aux antibiotiques, les biofilms sont protégés vis-a-vis

du systéeme immunitaire des hotes infectés. La taille des biofilms est tout d’abord un frein
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important au processus de phagocytose. Les cellules phagocytaires libérent des enzymes qui
ont trées peu d’effet sur le biofilm et qui peuvent endommager les tissus. La matrice
extracellulaire est également une barriére au systéme immunitaire de 1’hote car elle empéche

la reconnaissance des antigenes bactériens par les anticorps (Roux et Ghigo, 2006).
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1. Définition et caractéres généraux des bactéries lactiques

Depuis de milliers d’années, les bactéries lactiques sont utilisées pour fabriquer divers
produits alimentaires fermentés ; grace a leur souplesse d’adaptation physiologique, elles sont
présentes dans plusieurs milieux riches en principaux nutriments a savoir : produits laitiers,
produits carnés, de péche, les végétaux et les céréales et font partie de la flore intestinale et
vaginale humaine ou animale (Dortu et Thonart, 2009 ; Koiche, 2011).

Les bacteries lactiques sont des cellules procaryotes, hétérotrophes et chimio-
organotrophes. Elles peuvent avoir différentes formes, coques (Streptococcus,
Lactococcus...), bacilles (Lactobacillus...) ou encore ovoides/coccobacilles (Leuconostoc
sp...). Elles sont a Gram positif et elles ont moins de 55 mol % de contenu G+C dans leur
ADN (a l'exception des bifidobactéries) (Ammor et al., 2005). Généralement immobiles et
asporulées, anaérobies mais parfois aérotolérantes, ne possédent ni catalase (certaines
posseédent une pseudocatalase), ni cytochrome réductase, ni nitrate réductase ni cytochrome
oxydase (Ammor et al., 2005 ; Koiche, 2011).

Les bactéries lactiques regroupent un ensemble d’espéces hétérogénes dont le trait
commun est la production d’acide lactique suite a la fermentation des glucides. La
fermentation est dite :

+ Homolactique si I’acide lactique est pratiquement le seul produit formé (plus de 90%)
est généralement associée aux bactéries des genres Streptococcus, Lactococcus,
Pediococcus...

+« Heétérolactique si elles produisent de 1’acide lactique, de 1’acide acétique, de 1’éthanol
et du CO2 généralement associée aux bactéries des genres Leuconostoc et
Lactobacillus (Axelsson, 2004).

Elles ont des exigences nutritionnelles complexes en ce qui concerne les acides aminés,
les peptides, les vitamines, les sels, les acides gras et les glucides fermentescibles (Ammor et
al., 2005 ; Koiche, 2011).

Selon 1’édition de Bergey’s manual of systematic bacteriology, (2009), les bactéries
lactiques sont classées dans le Phylum des Firmicutes, la Classe des Bacilli et 1’Ordre des
Lactobacillales renfermant trente-cing genres répartis sur six familles (Tableau I). Parmi ces
genres (figure 3), seulement douze sont utilisés dans la biotechnologie alimentaire, il s’agit de
. Aerococcus, Carnobacterium, Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc,
Oenococcus, Pediococcus, Streptococcus, Tetragenococcus, Vagococcus, Weissella (Konig et
Frohlich, 2017).

Tableau I. Familles et principaux genres de bactéries lactiques (Konig et Frohlich, 2017)
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Familles Principaux genres
Lactobacillaceae Lactobacillus sp., Pediococcus sp.
Leuconostocaceae Leuconostoc sp., Oenococcus sp., Weissella sp.
Streptococcaceae Streptococcus sp., Lactococcus sp.
Carnobacteriaceae Carnobacterium sp.
Enterococcaceae Enterococcus sp., Tetragenococcus sp., Vagococcus sp.
Aerococcaceae Aerococcus sp.

L. deftbrueckil
qroup

L. casei-
Pediococous

Leuconasioc group

OEnNococeUs

Talragenorocous Lacto-

Vagooocous COreug

Entarococcus

. Strapiococcus
Camaobactenum

Bacillus
Staphylococcus
Aarococcus Lisleria

Figure 3. Arbre phylogénétique des bactéries lactiques et genres apparentes
(Axelsson, 2004).
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2. Activité antimicrobienne
2.1. Compétition nutritionnelle

Les bactéries lactiques peuvent inhiber la multiplication de certains microorganismes
pathogenes et/ou d’altération par leur propre présence. En effet, il s’agit du phénoméne de
competition nutritionnelle. Du fait de leurs importantes exigences nutritionnelles, les bactéries
lactiques envahissent complétement le milieu, elles limitent alors la multiplication des autres

colonisateurs (Bedjaoui et al., 2018).

2.2. Substances antibactériennes

Les bactéries lactiques produisent de nombreux métabolites aux propriétés
antimicrobiennes tels que les acides organiques, le peroxyde d’hydrogéne, la reutérine, le
diacétyl et les bactériocines (Dortu et Thonart, 2009).

+ Acides organiques : les acides organiques sont produits par les bactéries lactiques au
cours de processus de fermentations alimentaires. Leur activité antimicrobienne
dépend de leur nature (acides forts, acides faibles) (Khodja, 2018). L’acide lactique
est le métabolite majeur produit par les bactéries lactiques causant la réduction du pH
qui inhibe beaucoup de microorganismes (Khodja, 2018). L’action de 1’acide lactique
contre les bactéries Gram’ se fait par permeéabilisation de la membrane (Alakomi et
al., 2000). La forme non dissociée de I’acide peut traverser passivement la membrane
et acidifier le cytoplasme par libération du proton, ce qui affecte le métabolisme
cellulaire en inhibant certaines fonctions (Janssen et al., 2007). L’acide acétique
produit a faible échelle est plus inhibiteur que ’acide lactique ; il inhibe les levures,
les moisissures et les bactéries, est peut interagir avec les membranes cellulaires et
causer une acidification intracellulaire et une dénaturation protéique (Privat et
Thonart, 2011).

+ Peroxyde d’hydrogéne (H,O,) : les bactéries lactiques sont dépourvues de catalase
catalysant la décomposition du peroxyde d'hydrogéne (H,O,) en eau et en oxygene et
certaines souches peuvent accumuler le H,O, essentiellement par le métabolisme
aérobie ou en micro-aérobiose des glucides (Khodja, 2018). Le peroxyde
d'hydrogéne est depuis longtemps reconnu comme un agent majeur de l'activité
antimicrobienne des bactéries lactiques en particulier celle des lactobacilles
(Benanteur et Mekhatria, 2016). Il peut s’accumuler et étre inhibiteur de différents
microorganismes par 1’oxydation des lipides membranaires et la destruction des

structures des protéines cellulaires. Le H,O, peut étre aussi un précurseur de la
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production de radicaux libres bactéricides comme le superoxide (O,) et ’hydroxyle
(OH). Ces radicaux peuvent endommager I’ADN (Ammor, 2004 ; Anas et al., 2010).

+ 2.2.3. Reutérine : la reutérine est une substance antimicrobienne qui est produite
comme métabolite intermédiaire pendant la fermentation anaérobique du glycérol par
Lb. reuteri (El-Ziney et al., 1998), une espece hétérofermentaire dont la niche
écologique est 1’appareil gastro-intestinal des humains et des animaux. Elle montre un
large spectre d’activité antimicrobienne contre certaines bactéries comme Salmonella,
Shigella, Clostridium, Staphylococcus, Listeria, Candida et Trypanosoma (Axelsson
et al., 1989). En plus des procaryotes, une action contre les eucaryotes, les virus et les
protozoaires a été aussi démontrée, elle interfére avec la réplication de I’ADN
(Vollenweider et Lacroix, 2004).

+ Diacétyle (C4HsO,) : le diacétyl est synthétisé par différents genres de bactéries
lactiques comme Lc. diacétylactis et Leuconostoc sp., qui fermentent le citrate présent
dans le lait. Il est un des composants aromatiques essentiels du beurre et de fromages
frais. Jay, (1982) a montré que les bactéries a Gram négatif étaient plus sensibles au

diacétyle que celles a Gram positif (Piard et Desmazeaud, 1991).

+ Dioxyde de carbone (CO,) : les bactéries lactiques hétérofermentaires synthétisent du
dioxyde de carbone comme métabolite secondaire. Son accumulation dans le milieu
extérieur crée une anaérobiose qui peut étre toxique pour les microorganismes aérobies
par I’inhibition des réactions enzymatiques de décarboxylation. Et I’accumulation de
CO; dans la bicouche lipidique membranaire pourrait causer un dysfonctionnement
dans sa perméabilité (Eklund, 1984 ; Baliarda, 2003).

+ Bactériocines : ces derniéres sont des peptides antibactériens de faible poids
moléculaire. Elles présentent un spectre d’activité étroit envers des espéces pathogénes
et une activité inhibitrice dirigée contre les bactéries proches de la souche productrice
(Dortu et Thonart, 2009). Elles ont un optimum de stabilité, de solubilité et d'activité
a pH acide. Elles sont inactivées par les protéases et sont thermostables (Labioui et al.,
2005). Le meécanisme de la biosynthése des bactériocines par les bactéries est

généralement régulé par le quorum sensing (Altena et al., 2000).
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Selon leurs caractéristiques structurelles et leurs activités biologiques, quatre classes
de bactériocines ont été définies :

+ Classe | : les lantibiotiques, peptides de taille < 5 KDa, stables a la chaleur et qui
contiennent des acides amines inhabituels soufrés formés post traductionnellement,
tels que la lanthionine et la B-méthyllanthionine (Dortu et Thonart, 2009 ; Privat
et Thonart, 2011).

+ Classe Il : petits peptides de taille < 10 KDa, thermorésistants ne contenant pas
d’acides aminés modifiés (Dortu et Thonart, 2009 ; Privat et Thonart, 2011).

+ Classe I11 : protéines thermolabiles de poids moléculaire supérieur a 30 KDa (Dortu
et Thonart, 2009 ; Privat et Thonart, 2011).

+ Classe 1V : qui renferme de petits peptides cationiques de structure cyclique (Dortu
et Thonart, 2009 ; Privat et Thonart, 2011).

3. Intérét des bactéries lactiques

Plusieurs applications des bactéries lactiques sont mises en évidence en biotechnologie
alimentaire parmi lesquelles : I’affinage des fromages et la fabrication du yaourt en
I’acidification, 1’aromatisation et I’amélioration de la texture (Saxer, 2013). Les cultures
starters peuvent influencer chacune de ces propriétés par la production d’exopolysaccharides
(Gentes et al., 2016). Les bactéries lactiques peuvent étre ajoutées en combinaison a d’autres
starters qui conferent les propriétés organoleptiques désirables (Deegan et al., 2006 ; Gélvez
etal., 2007).

L’intérét des bactéries lactiques en matiere de santé humaine a été initialement proposé
en 1907, par le russe Metchnikoff. Selon lui, les lactobacilles pouvaient réduire la putréfaction
intestinale, en modifiant et en maintenant la microflore intestinale. Depuis, un grand nombre
d’études sur I’effet potentiel des bactéries lactiques sur la santé a été publié (Drouault et
Corthier, 2001). Les bactéries lactiques qui ont un effet positif sur la santé sont appelées
probiotiques. Ces derniers sont définis comme étant « des microorganismes vivants, qui une
fois consommés en quantités adéquates, conférent un bienfait pour la santé de 1’hote »
(FAO/OMS, 2001).

Certaines bactéries lactiques sont utilisées dans la prévention ou le traitement des
diarrhées infectieuses et des troubles digestifs liés a la prise d’antibiotiques (Hickson et al.,
2007). Les diarrhées associées a la prise d’antibiotiques constituent un probleme fréquent qui
touche environ 20 % des patients hospitalisés (Bartlett, 1992). Plusieurs mécanismes d’action

des bactéries lactiques dans le traitement des infections intestinales avec diarrhées ont été
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proposés : production de substances antimicrobiennes, immunomodulation, inhibition de
I’adhésion des agents pathogeénes a I’épithélium intestinal... .

L’un des effets des bactéries lactiques qui a été le plus mis en avant et démontré chez
I’Homme est celui qui concerne I’amélioration de 1’intolérance au lactose qui est due a une
faible activité en lactase intestinale sur les entérocytes des villosités situées dans la bordure en
brosse du jéjunum (De Vrese et al., 2001). Le lactose non digéré dans I’intestin gréle est
fermenté dans le colon conduisant a la production d’acides organiques a chaine courte et de
gaz tels que I’hydrogene, le méthane et le gaz carbonique. Ces produits présents en quantités
excessives dans le colon peuvent provoquer des douleurs abdominales, des ballonnements et
des diarrhées osmotiques (De Villiers, 1995).

Des expériences menées avec des modeles animaux et chez I’Homme ont montré que
plusieurs bactéries lactiques pouvaient diminuer les taux d’enzymes responsables de
I’activation de certains procarcinogenes telles que la 3—glucuronidase, la R—glucosidase,
I’azoréductase, ou encore la nitroréductase (lsaacs et Herfarth, 2008). Plusieurs travaux
épidémiologiques ont également suggéré un effet positif de la consommation de Lb. casei sur
le risque de cancer superficiel de la vessie chez la souris (Tomita et al., 1994) et du yaourt sur
le risque de cancer du sein (Van’t Veer et al., 1989).

Plusieurs études rapportent que la concentration en cholestérol sérique diminue pendant
la consommation de grandes quantités de produits laitiers fermentés (Bazarre et al., 1983). Il
a été montré que plusieurs bactéries, notamment Lb. acidophilus et B. longum, sont capables
de limiter le taux de cholestérol sanguin chez des porcs nourris avec un régime riche en
cholestérol. Ces mémes bactéries sont capables d’assimiler le cholestérol in vitro en présence
de taurocholate de sodium, une partie de ce cholestérol assimilé (environ 20 %) a notamment
été retrouvée dans la membrane cellulaire de ces bactéries lactiques (Zhang et al., 2008).
Certaines autres études ont montré que I’hydrolyse des sels biliaires par certaines bactéries
lactiques conduirait a une réduction du cholestérol (Liong et shah, 2005).

L’allergie alimentaire du nourrisson se traduit souvent par de I’eczéma atopique. Les
traitements curatifs et préventifs de cette pathologie par des bactéries lactiques ont été évalués
lors d’une étude clinique sur 27 nourrissons nourris au sein et souffrant d’eczéma atopique
(Isolauri et al, 2000). II a été notamment observé qu’aprés deux mois de traitement avec une
formule supplémentée en Lb. rhamnosus GG et B. lactis Bb12, il y’a eu une amélioration plus
rapide de 1’état atopique en comparaison avec le groupe placebo. Un effet préventif de Lb.
rhamnosus GG a aussi été observé chez des enfants a risque nés de parents atopiques
(Kalliomaki et al, 2001).
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4. Utilisation des bactéries lactiques comme stratégie de lutte contre les biofilms de S.
aureus dans I’industrie agroalimentaire

Parmi les microorganismes nuisibles en industries agroalimentaire, S. aureus occupe
une place de premier plan grace a sa capacité a croitre rapidement et a former des biofilms.
L'application réguliere des procédures de nettoyage et de désinfection est une stratégie
couramment utilisée pour contrdler les biofilms de bactéries pathogenes sur les équipements
industriels. Toutefois, ces procédures ne sont pas pleinement efficaces et ont été reconnues
comme une source de détérioration des installations et de pollution de 1’environnement
(produits chimiques), ainsi que comme facteur d’élimination de la flore d’intérét
technologique, d’ou la nécessité de développer de nouvelles stratégies de contrble (Simdes et
al., 2010).

L’élimination de la formation de biofilms passe d’abord par un choix judicieux des
matériaux (Simdes et al., 2010). D'aprés Carpentier (1999), diminuer la rugosité des
surfaces ou choisir des matériaux a faible rugosité initiale et a forte résistance a I'usure est
une mesure intéressante en industrie agroalimentaire. L'inhibition de la formation de
biofilms passe aussi par un choix des traitements de surface de ces matériaux, certaines
recherches ont démontré que des microparticules (CaCO3) enrobées avec du chlorure de
benzyl-diméthyl-dodécyl-ammonium ont été capables d’inactiver efficacement la formation
de biofilms indésirables sur surfaces abiotiques (Ferreira et al., 2011), d'autres ont démontré
que la formation de biofilms a été inhibée par le revétement des surfaces par I’ion d’argent
(Knetsch et Koole, 2011). Un pré-conditionnement de la surface avec des surfactants a été
également rapporté comme moyen d’empécher 'adhésion bactérienne sur les surfaces inertes
(Chen, 2012).

Face aux problémes de biofilms négatifs, les industriels se sont tournés vers des agents
antimicrobiens dérivés de plantes, de produits animaux ou encore de microorganismes pour
les traitements de surface. Parmi ces agents antimicrobiens naturels, se trouvent les composés
aromatiques d’huiles essentielles, des acides ou certains sels, mais aussi des enzymes, des
phages et des bactéries ou leurs métabolites.

Les enzymes peuvent étre une alternative importante pour I'élimination des biofilms
dans l'industrie alimentaire (Simdes et al., 2010). Les enzymes peuvent cibler et désorganiser
la matrice tout en étant capables de libérer les cellules de biofilms. En fonction de la
composition de la matrice du biofilm, differentes enzymes peuvent étre utilisées: les

protéases, les cellulases, les alginates, les lyases, les polysaccharide-depolymerases, la
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dispersine B et les ADNases (Whitchurch et al., 2002). Les études menées par Pitts et al.
(2003) et Molobela et al. (2010) ont montré le réle de certaines de ces enzymes dans la
dégradation de la matrice de biofilms formés par S. aureus spp.

Les bactériophages ont été identifiés comme des candidats potentiels a I’égard des
biofilms de bactéries pathogénes d’origine alimentaire (Curtin et Donlan, 2006 ; Simdes et
al., 2010). lls peuvent diffuser a travers la matrice du biofilm tout en conservant leur
efficacité antibactérienne, en produisant des enzymes capables de dégrader les
polysaccharides de la matrice du biofilm et ainsi provoquer sa dispersion (Donlan, 2009 ;
Bridier et al., 2014).

L’implantation de biofilms dits positifs et leur développement sur la surface d’un
support permet de limiter voir d’inhiber le développement des flores indésirables (Leriche et
Carpentier, 2000). Les biofilms positifs dont ceux formés par les bactéries lactiques dans les
industries laitieres et fromagéres permettent de diriger 1’écologie microbienne d’une surface
ou d’un environnement. Cette voie de maitrise a fait I’objet de nombreuses études depuis une
quinzaine d’années (Briandet, 1999 ; Leriche et Carpentier, 2000). Des travaux ont montré
qu’un biofilm plurimicrobien (de bactéries lactiques) était capable dans des conditions
expérimentales de réduire jusqua 95 % de la contamination des supports par L.
monocytogenes (Briandet, 1999). De méme, (Habimana et al., 2009) a montré que des
biofilms composés de certaines souches de Lc. lactis, utilisées dans 1’industrie fromageére,
inhibent fortement 1’adhésion de cette espéece.

Les substances issues du métabolisme des bactéries lactiques peuvent également
intervenir dans 1’inhibition du développement de bactéries indésirables au sein d’un biofilm.
Les métabolites une fois adsorbés sur la surface des supports solides en formant un film
conditionnant peuvent empécher 1’adhésion des souches indésirables. Selon Yoshinari et al.
(2010) et Bazaka et al. (2012), cette derniére est utilisée comme nouvelle approche dans la
lutte préventive contre 1’adhésion et la formation de biofilms par modification des surfaces.

Dans I’industrie agroalimentaire 1’accent est mis eventuellement sur la conception de
nouveaux types d’emballages : les emballages fonctionnels. Ce type d’emballage est obtenu
par incorporation d’une substance antibactérienne au sein de 1’emballage. Cette substance
active permet de prévenir le développement a sa surface de bactéries pathogénes (Park et al.,
2004 ; Knetsch et Koole, 2011).

Gibson et al. (1994) ont rapporté que I’activité antagoniste de bactéries lactiques en vers

les pathogénes a Gram positif est liée plutdt a la production d’acides. En produisant de 1’acide
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lactique, elles ont la faculté d’abaisser le pH de leur environnement jusqu’a un pH de 3,5 cette
acidité constitue déja une arme contre S. aureus.

Les bactériocines connues par leur statut "GRAS" couramment utilisées comme
agents de conservation en industrie agroalimentaire telles que la nisine, la lauricidine, la
reuterine et la pédiocine ont été utilisées pour contrdler les biofilms indésirables trouvés
généralement sur les installations de transformation des produits laitiers. Dans ce contexte, les
protéines antibactériennes les plus efficaces contre S. aureus sont la nisine produite par Lc.
lactis ssp. lactis, la lacticine B produite par Lc. acidophilus, la pédiocine produite par
Pediococcus acidilactici, tandis que la caséine 80 est produite par Lb. casei B80. Ces
derniéres affectent surtout la membrane et la capsule de S. aureus, en interférant avec sa
formation ou en y créant des pores (Klaenhammer, 1994 ; Karska-Wysocki et al., 2010).

Les biosurfactants sont définis comme des composés amphiphiles et constituent un
groupe hétérogéne de molécules tensioactives classées par leur composition chimique et leur
origine microbienne. Ils existent dans une grande variété de structures tels que les
glycolipides, les lipopeptides, les protéines, les lipopolysaccharides, les phospholipides, les
acides gras et les lipides neutres (Van Hamme et al., 2006). En outre, certaines de ces
molécules ont été décrites comme agents antibactériens et anti-adhésifs.

Des études ont montré que les surfaces pré-conditionnées avec des biosurfactants de
bactéries lactiques peuvent réduire la contamination microbienne des matériaux et empécher
le développement ultérieur des biofilms (Meylheuc et al., 2006), une réduction qui pourrait
atteindre 77 % dans le cas d’adhésion de S. aureus au verre (Velraeds et al., 1996), et 85 %
de I’adhésion de C. albicans au caoutchouc et au silicone (Busscher et al., 1997).

Les biosurfactants produits par différents lactobacilles ont été caractérisés par leur
capacité a inhiber l'adhésion des bactéries pathogenes sur les surfaces biotiques et abiotiques
(Gudina et al., 2010). Le biosurfactant produit par Lc. lactis 53 empéche la formation de

biofilm sur le caoutchouc et le silicone (Rodrigues et al., 2004).
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Chapitre 11l

1. Etude de Kmet’

Le but du travail réalisé par Kmet’, (2018), était de tester et de comparer l'activité anti-
biofilm-S. aureus par I’utilisation du surnageant de culture d’une souche de bactérie lactique,
Lb. plantarum sur des supports en acier inoxydable et sur des microplaques de 96 puits en

polystyrene.

1.1. Origine des souches et préparation du surnageant de culture
Quatre souches de S. aureus (n°11, n°12, n°14 et n°56) ont été isolées a partir de lait de
brebis, ensemencées sur gélose BHI et incubées a 37°C.
Une souche de Lb. plantarum a été isolée a partir de lait de vache. Cette derniére a été
ensemencée dans le bouillon MRS et incubée a 37°C pendant 24 h en anaérobiose.
Afin de récupérer le surnageant de culture, la souche de Lb. plantarum a été centrifugée
pour éliminer toutes les cellules (culot). Ensuite, le surnageant a été filtré a travers un filtre a

seringue d’une porosité de 0,22 um de diametre. Puis stocké a 4°C.

1.2. Formation de biofilm et effet inhibiteur du surnageant en utilisant des supports en
acier inoxydable

Les souches de S. aureus (10° UFC/mI) ont été cultivées sur supports stériles en acier
inoxydable (type 304 L, de : 20 mm x 50 mm x1mm) en utilisant le bouillon BHI pendant 24
h a 37°C. Apreés la période d’incubation, les supports ont été rincés pour éliminer les cellules
non attachées. Pour quantifier les bactéries adhérées, un détachement par sonication a été
effectué pendant 10 min et un dénombrement des cellules viables cultivables a été réalisé sur

gélose appropriée (figure 4).
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Figure 4. Principales étapes pour la formation/détection de biofilms sur support solide
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Les résultats du dénombrement (UFC/cm?) ont montré que la valeur la plus élevée est
de 4,6x10°> UFC/cm? observée par le biofilm-S. aureus n°12. Alors que les valeurs les plus
faibles ont été enregistrées par les biofilms-S. aureus n°56, n°14 et n°11 avec : 3,4x10°
UFC/cm?, 2,7x10° UFC/cm? et 9,5%x10* UFC/cm? respectivement.

Afin de démontrer I'effet du surnageant sur les biofilms de S.aureus formés, les supports

en acier inoxydable ont été traités avec le surnageant de culture de Lb. plantarum pendant 30

min. Puis une suspension contenant 10° UFC/ml de chaque souche de S. aureus a été déposée
sur ces supports prealablement traités et incubés pendant 3 h.

Les résultats de ce test, ont montré que les biofilms de S. aureus n°12 et de S. aureus n°56

ont été inhibés de 15,2 et de 20% respectivement.

1.3. Formation de biofilm et effet inhibiteur du surnageant en utilisant des microplaques
de 96 puits

Une autre méthode pour 1’évaluation de la capacité des souches de S. aureus a former
des biofilms est celle des microplagques de 96 puits en polystyrene.

200 pl de chaque suspension de S. aureus (10° UFC/ml) ont été transférés dans les
puits de la microplaque (figure 5) et incubée pendant 8h 12h et 24h & 37°C. Apres la période
d'incubation, le contenu de chaque puits a été retiré et les puits ont été rincés trois fois avec
une solution saline tamponnée au phosphate. Les cellules adhérentes ont été colorées avec une
solution de cristal violet pendant 15 min. Ensuite, l'excés de colorant a été rincé en
remplissant les puits avec de I'eau distillée stérile. Le colorant adhérent a été solubilisé par
I'acide acétique. La densité optique des puits a été mesurée a 570 nm.

Figure 5. Image d’une microplaque de 96 puits en polystyréne
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Les résultats obtenus par ce test ont montré que les quatre souches de S. aureus (n°11,
n°12, n°14 et n°56) testées ont une bonne capacité a former des biofilms au cours des
derniéres 12 h (Figure 6).
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Figure 6. Valeurs des DO enregistrées par les cultures de
staphylocoques (Kmet’, 2018).

Pour évaluer I'effet du surnageant sur la formation de biofilm, les quatre souches de
staphylocoques ont été ensemencées a deux volumes différents, 10 ul et 100 ul avec le
surnageant de culture de Lb. plantarum. Les microplaques ont été incubées a 37°C pendant 24
h. Les techniques de détachement, de coloration et de mesure des DO ont été effectuées
comme cité précédemment. Des puits témoins de chaque souche de S. aureus ont été laissés
sans traitement avec le surnageant.

Les résultats de I'effet du surnageant sur la formation de biofilms de S. aureus ont
démontré que ce dernier a provoqué une réduction significative de la formation de biofilms
des souches testées. Le biofilm a été inhibé de 43,1% et de 78,8% en utilisant des volumes de

10 pl et 100 pl, respectivement.
2. Etude de Koohestani et ses collaborateurs

Le but du travail réalisé par Koohestani et ses collaborateurs était d’évaluer 1’activité
antibactérienne du surnageant de cultures de Lb. acidophilus LA5 et de Lb. casei 431 vis-a-vis

du biofilm de S. aureus sur des microplaques de 24 puits.
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2.1. Formation de biofilm de S. aureus

L’adhésion de S. aureus sur les microplaques en polystyréne de 24 puits (figure 7) a été
réalisée comme cité en 1.3 mais en utilisant du TSB comme milieu de culture avec une
suspension de 10’ UFC/ml. Ensuite les DO ont été mesurées a 540 nm (des puits contenant
uniquement du TSB ont été préparés comme témoins). Selon les résultats obtenus par
Koohestani et ses collaborateurs, des quantités importantes de biofilms de S. aureus ont été

formées sur la paroi interne des puits de la microplaque.

2.2. Effet inhibiteur du surnageant en utilisant des microplaques de 24 puits

Pour I’inhibition du biofilms de S. aureus, un volume de 2 ml a des concentrations de
40, 60, 80 et 100 mg/ml du surnageant de cultures de Lb. casei, et de Lb. acidophilus ont été
rajoutés aux puits des microplaques et une incubation pendant 30 min a température ambiante
a été réalisée. Les surnageant ont été par la suite décantés et les microplaques ont été lavées
en utilisant le PBS, laissées pour séchage, puis colorées avec 2 ml de cristal violet pendant 30
min, lavées a I'eau du robinet pour éliminer I'exces du colorant. Le colorant adhérent a été
solubilisé par 2 ml d'acide acétique. Les DO ont été mesurées a 540 nm.

De plus, des puits contenant uniqguement du TSB ont été préparés comme témoins. Tandis
que les puits contenant du TSB et des bactéries sans aucun traitement ont été congus comme
témoins négatifs.

Pour estimer le pourcentage de réduction des biofilms exposés aux différentes

concentrations de surnageant, la formule ci-dessous a été appliquée :

Pourcentage de réduction = (C_fc)_;g_m X 100

C : DO des puits témoins a 540 nm,
B : DO des témoins négatifs a 540 nm,
T : DO des puits traités a 540 nm.

Les auteurs ont constaté que I'ajout de surnageant a inhibé d’une maniéere significative
le biofilm de S. aureus. Ainsi, 1’effet inhibiteur du surnageant de culture de Lb. acidophilus
était meilleure que celui de Lb. casei (Figure 7). Les surnageants de cultures de Lb.

acidophilus et de Lb. casei a une concentration de 100 % ont éliminé 70,60 % et 65,30 % du
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biofilm de S. aureus, respectivement. L'activité inhibitrice a diminué d’une maniere

significative lorsque la concentration de surnageant a diminué de 100 a 40 %.
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Figure 7. Taux de réduction enregistrés par les différentes
concentrations du surnageant de cultures (Koohestani et al., 2018).

Dans cette étude, les auteurs ont préparé les surnageant de Lactobacillus acidophilus
LAS5 et Lactobacillus casei 431 et ont évalué leur activité antibactérienne et leur capacité

d'élimination du biofilm contre S. aureus.

Les résultats ont révélé une activité antibactérienne appropriée et un puissant potentiel
d'élimination du biofilm contre le biofilm du pathogene établi sur le polystyrene. En général,
le surnageant de Lb.acidophilus a montré une plus grande élimination du biofilm bactérien
par rapport a L. casei.Les auteurs ont rapporté que d’apres leurs recherches actuelles, I'activité
antibactérienne des deux bactéries probiotiques est liée a la production d'acide lactique et que

les bactériocines n'étaient pas impliquées.
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Conclusion

La capacité de Staphylococcus aureus a se fixer et a se développer sur les aliments et
les surfaces en contact avec les aliments est un réel probleme pour les industriels. Cette
fixation peut entrainer la formation de biofilms et également augmenter le potentiel de bio
transfert. Une contamination des aliments distribués peut engendrer une perte économique et

également un risque pour la santé du consommateur.

L’usage d’agents chimiques et antibiotiques est limité voire inapproprié, la lutte
biologique en utilisant les bactéries lactiques et en exploitant leurs métabolites ayant des
activités inhibitrices, apparait comme une alternative intéressante et durable pour lutter contre
ce pathogene. Selon la littérature, les bactériocines les biosurfactants et les enzymes ont un
potentiel unique dans l'industrie alimentaire pour un contréle biologique efficace et
I'élimination des biofilms. Plusieurs études ont montré la capacité du surnageant de cultures
des bactéries lactiques a inhiber 1’adhésion de S.aureus sur les surfaces abiotiques (acier

inoxydable, polystyréne...).

Ces nouvelles stratégies de lutte biologique sont considérées comme importantes pour
I'entretien des systémes sans biofilm, pour la qualité et la sécurité des aliments. De plus, elles
sont nécessaires et peuvent servir de base pour orienter les futurs travaux de recherches sur la
caractérisation, la production et 1’application des métabolites de bactéries lactiques dans le

traitement des supports solides (surfaces anti-biofilms).
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Inhibition de I’adhésion de Staphylococcus aureus par le surnageant de cultures de
bactéries lactiques dans I’industrie agroalimentaire

Résumé

Staphylococcus aureus, un pathogene ayant la capacité de former un biofilm sur les surfaces des
équipements, et régulierement rencontré dans de tres nombreux environnements, en particulier
ceux de la chaine alimentaire. Les biofilms staphylococciques fournissent un important facteur
de virulence pour ces bactéries et sont particulierement connus par leurs effets négatifs. Parmi
leurs impacts négatifs les plus connus, les contaminations de produits alimentaires ce qui est a
I’origine de TIA et la biodeterioration des matériaux.

Les bactéries lactiques sont utilisées pour leurs différentes propriétés. Elles ont la capacité
d’inhiber 1’adhésion en produisant lors de leur croissance des composeés actifs a savoir les acides
organiques, le H,O,, le CO; et des substances naturelles de nature protéique douées d’activité
antagoniste a I’encontre d’un grand nombre de germes pathogénes et d’altération. C’est pour
cette raison que ces bactéries et/ou leurs métabolites sont proposés en industries agroalimentaires
comme un moyen de lutte contre la formation et I’adhésion de biofilms négatifs.

Mots clés : Staphylococcus aureus, adhésion, biofilms négatifs, bactéries lactiques, inhibition de
I’adhésion.
Summary

Staphylococcus aureus, a pathogen with the capacity to form a biofilm on the surfaces of
equipment, is regularly encountered in a large number of environments, in particular those of the
food chain. Staphylococcal biofilms provide an important virulence factor for these bacteria and
are particularly known for their negative effects. Among their most known impacts,
contamination of food products which is at the origin of food born disease and the
biodeterioration of materials.

Lactic acid bacteria are used for their different properties. They are able to inhibit the adhesion
and to produce active compounds during their growth, namely organic acids, H,O,, CO, and
natural substances of a protein nature endowed with antagonistic activity against a large number
of pathogenic germs and bacteria alteration. It is for this reason that these bacteria and / or their
metabolites are offered in the food industry as a means of combating the adhesion and the
formation of negative biofilms.

Key words: Staphylococcus aureus, adhesion, negative biofilms, lactic acid bacteria, inhibition
of adhesion.
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