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Introduction

Le biofilm est un processus cellulaire dynamique dont la formation pour plusieurs
pathogenes est étroitement liée & la communication cellule-cellule ; Connue sous le nom de
quorum (QS).

En milieu clinique, ces derniers sont la cause majeur de la plus part des infections et de
leur dangerosité, en effet ce mode de vie offre aux microorganismes une protection accrue
contre les agents antimicrobiens et méme au systéme immunitaire de I’hote (Kaufmann ;
2008).

En effet la lutte contre les biofilms est un défi; grace aux nombreuses recherches ; les
progres en moyen d'investigation ont amélioré les connaissances concernant ce phénoméne et
ont permis de mieux comprendre la structuration et la composition des biofilms ; Cependant
certaines moyens classiques de lutte devient inefficaces face a ces formes rigides de
résistance, chose qui exige 1’application de nouvelles alternatives.

Depuis des siecles, les composés d'origine vegétale dotés d'une certaine innocuité sont
utilisés contre les infections microbiennes (Costerton et al, 1999) ; des approches innovantes

ont été adoptées recemment et ont prouvees leur pouvoir antimicrobiens et antibiofilm.

C’est dans ce contexte que s’inscrit la présente étude visant a évaluer I’effet antiadhesif et
antibiofilm des graines de fenugrec et des dattes dont 1’optique de trouver une alternative

permettant d’atténuer les bioflms.

Le corps de ce manuscrit est composé de deux partie, une bibliographie présentant les
notions de base sur les biofilms bactériens et une parties expérimentale exposant les

protocoles adoptés, les résultats obtenus et leur discussion et en fin une conclusion générale.



Biofilms bactériens : Mi ange- Mi démon

Il est admis maintenant que les bactéries existent majoritairement (plus de 90%o) dans
la nature, le corps humain et I’environnement industriel n’ont pas dans leur état planctonique
(mode libre) mais plus tot fixées a des supports dans des biofilm (mode sessile) ; Ce mode de
vie confére sans doute beaucoup d’avantages aux populations microbiennes.

I.1. Historique et Définition

Le terme biofilm a été utilisé pour la premiere fois en 1943 par C.E. Zobbel, a cette
époque les biofilms étaient connues par leur existence dans les écosystéemes naturels et aussi
par leurs applications industrielles lors de 1’épuration des effluents; mais vue la non
disponibilité des outils d’investigation, il était impossible de les observer in situ ni de
comprendre leur formation et leur fonction (Branger, 2007).

Ce n’est qu’a la fin des années 1970 que le microbiologiste John william (dit Bill)
Costerton a désigné le terme biofilm comme étant " communautés microbienne se
développant sur des surfaces . Depuis, les biofilms ont fut objet de nombreuses études,
d’ailleurs en 1990, un institut de recherche a été fondé dans le Mantana et a été entierement
dédi¢ a 1’étude des biofilms.

En 1995, le terme biofilm a été redéfini en tant que " populations bactériennes a matrice
fermée adhérant les unes aux autres et/ou a des surfaces ou des interfaces " (Briandet et al,
2012).

1.2. Formation de biofilm

Face a un stress environnemental ou lors d’un traitement destructif, les bactéries ont
tendance a former des biofilms différents selon la variation des facteurs qui les induisent.
Ces facteurs sont nombreux et concerne, la surface, le milieu et les microorganismes ainsi que
les interactions entre ces derniers. Selon ( Percival et al 2000), la formation de biofilm
s’agit d’un phénoméne complexe qui peut se résumer en cinq étapes citées ci-dessous et
expliquées dans la figure N°1 Développement d'un film conditionnant (film primaire)

1. Transport des bactéries vers la surface et initiation a I’adhérence qui est au début du

processus réversible et devient irréversible par la suite
2. Croissance et division des microorganismes avec la colonisation de la surface
3. Formation de microcolonies et de biofilms

4. Détachement (naissance d’un nouveau biofilm)



Biofilms bactériens : Mi ange- Mi démon
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Figure N°1 : Développement et structure d’un biofilm bactérien (Leboux et al, 2012)

1.3. Biofilms négatifs et positifs

A cause de leur développement non contrélable, les biofilms sont a 1’origine de
nombreux problémes économiques et sanitaires. Selon (Branger 2007), 80% des infections
sont causées par des biofilms, ces derniéres touches plus particulierement les personnes
immunodéprimées.

En effet les biofilms peuvent se développer en contribuant a des infections en milieux
hospitaliers (instruments médicaux : sondes urinaires, cathéters veineux, tubes) et également
dans I’environnement agroalimentaire (les installations industrielles, bioréacteurs) (Roux et

al 2006)



Biofilms bactériens : Mi ange- Mi démon

La figure N°2 montre I’implication des biofilms dans de nombreuses infections.
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Figure N°2 : Principales infections associées aux biofilms (Leboux et al, 2012)

Lors des infections chroniques, les biofilms sont les premiers responsables de la
fatalité de la maladie. Leur architecture leur permet d’échapper au systéme immunitaire ;
Pseudomonas aeruginosa produisent comme substances des rhamnolipides pour détruire les

globules blancs (Branger , 2007).



Biofilms bactériens : Mi ange- Mi démon

Les biofilms peuvent aussi étre utiles a I’homme, ce coté ange se manifeste par
exemple lors de la symbiose microorganismes-hétes jouant un réle crucial dans la
digestion, d’ailleurs 1’effet barriere du microbiote intestinal contre les pathogénes est favoriser
par l‘interaction probiotiques-prebiotiques. Ainsi lors des productions a I’échelle industrielle,
I’approche d’utilisation des cultures fixées (biofilms) est une alternative aux cultures

planctoniques dans un but d’améliorer le rendement par exemple en alcool, polysaccharides et

acides (Branger, 2007).
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Chapitre I : Materiel et méthodes

I.1. Objectif

Le principal objectif de la présente étude était d’appliquer une stratégie naturelle
permettant de minimiser et ou d’éradiquer le biofilm de certaines bactéries pathogénes E. coli

et S. aureus.
La conduite expérimentale était faite en plusieurs étapes :

+ Optimiser la matrice d’extraction (Eau, méthanol dilué), I’extrait retenu est
choisis apres vérification de son qualité (richesse en substances actives)

+ Déterminer la concentration éradicatrice de biofilm (CEB)

+ Evaluer Deffet des extraits de plante sur certains facteurs responsables de

I’adhérence bactérienne et donc de sa pathogénicité.
I.2. Lieu et période de travail

La demarche expérimentale relative a cette étude a été effectuée sur une période de
trois mois allant du mois de Février au mois de Mai 2019, elle a eu lieu au sein des deux
laboratoires de biochimie et de microbiologie de la faculté des sciences de la nature et de la

vie de ["université Ibn Khaldoun de Tiaret.

1.3. Matériel et produits chimiques

Le matériel nécessaire pour accomplir le présent travail consistait en :
1.3.1. Matériel biologique
1.3.1.1. Matériel végétal

a) Les graines de plantes choisis dans cette étude sont celles du Fenugrec et du
palmier dattier (Phoenix dactylifera). Ces deux graines ont été choisies vu que
leur utilisation n’a fait objet que pour peu de recherche scientifique. Il est a noté
que I’objectif initial de 1’étude était d’évaluer ’effet des extraits des deux graines,
cependant a cause de la difficulté de travail dans le laboratoire et I’impossibilité de
prolonger la durée, il était impossible d’achever le travail. Le tableau N°1

présente une description botanique des deux graines
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Tableau N°1 : Description botaniques des graines des dattes et fenugrec ( Djerbi 1994 ,
Bermejo 1994)

Plantes Palmier dattier Fenugrec Description

morphologique

Ordre Palmales Fabales i
o
Famille Palmacée(Arecaceae) Fabaceae
Tribu Phoeniceae Rosidae
Genre Phoenix Trigonella
Espece Trigonella foenum-
Dactylifera L. graecum L

1.3.1.2. Souches bactériennes
Les souches bactériennes faisant objet de cette étude sont Escherichia coli et

Staphylococcus aureus, ces bactéries ont été fournies de I’institut vétérinaire de I’université

de Tiaret. Le tableau N°2 présente certaines caractéristiques des deux souches.

Tableau N° 2 : Caractéristiques des deux souches Escherichia coli et Staphylococcus aureus

Souches bactériennes Type de Morphologie ATCC
Gram

Staphylococcus aureus + Coque 25922

Escherichia coli - Bacille 25923




Chapitre | :

Matériel et méthodes

1.3.2. Matériel du laboratoire

Le tableau suivant regroupe le matériel et les produits chimiques nécessaires a la

réalisation de ce travail.

Tableau N°3 : Produits, appareillages utilisés dans I’expérimentation

Matériels et Appareillages

Produits chimiques et réactifs

Milieux de

culture

Autoclave SANOCLAVE)
Agitateur magnétique chauffant
(FISHERBRAND)

Balance de précision (KERN ALS
12C 4N)

Centrifugeuse (HETTICH)

Etuve (MEMMERT)
Spectrophotométre (UV-1600PC)
Incubateur (Haraeus)

Vortex

Refrigérateur

Carbonate de sodium (Na2CO3)
Trichlorure d’aluminium(ALCL3)
Acide acétique

Folin ciocalteu

Cristal violet

Méthanol

Glyceérine

Luguol
Violet de Gentiane
Fuschine

Bouillon nutritif
Mac conky
Chapman
Mueller Hinton

I.4. Démarche expérimentale

Les etapes nécessaires a la conduite expérimentale sont illustrées dans

I’organigramme suivant.
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Graines végétales

Dattes Fenugrec
— %
Y
[ Préparation des extraits J
| Adaueux J Adaueux J | Méthanoigue J
l v
[ Dosage des polyphénols et des flavonoides J
[ Evaluation des extrait aqueux de fenugrec et des dattes J
ﬂ Evaluation du pouvoir antibactérien D
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Figure N°3 : Schéma du Protocol expérimental
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1.5. Etude phytochimique
1.5.1. Préparation des extraits

a) Extrait du fenugrec : Cette préparation a été réalisée en adoptant le protocole de
EINour (2015) et ces collaborateurs avec certaines modifications. 50g de graine de
fenugrec ont été macérés dans 100mL d’cau distillée pour préparer I’extrait aqueux, et
dans un mélange de solvants eau/ méthanol a raison de 70%. Le mélange ont été

broyés dans un mortier puis filtré (voir figure ci-dessous)

1 : Préparation des graines de fenugrec 2 : Macération des graines

3 : Filtration aprés broyage

Figure N°4 : Etapes de préparation de 1‘extrait des graines de fenugrec

b) Extrait des graines de dattes: La préparation été faite en adoptant la technique
décrite par Boubakeur et al 2016. 5g de poudre des graines de dattes ont été macérés
dans 100mL d’eau distillée, puis sonifiés a 35 KHZ pendant 45 min. Le mélange a été
filtré et le filtrat est ensuite récupéré et évaporé (rotavapeur). Le culot obtenue a été

pesé puis reconstitué dans un volume d’eau distillée (voir figure ci-dessous).
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1 : Macération avec agitation de la poudre des noyaux de dattes 2 : Extraction par sonication

3 : Filtration 4 : Evaporation 5 : Reconstitution

Figure N°5 : Etapes de préparations de I’extrait des noyaux des dattes

1.5.2. Dosage des poly phénols totaux et des flavonoides

1.5.2.1. Dosage des polyphénols totaux

Le taux des polyphénols totaux dans [Dextrait du fenugrec et celui des
graines des dattes a été déterminé en utilisant la méthode du Folin-Ciocalteu comme
décris par Lister et Wilson (2001). A 100 pl de I’échantillon, 500 pl du réactif
Folin—Ciocalteu (10 fois dilué) et 1000 pl d’eau distillée sont ajoutés, cette solution
est mélangée et incuber a la température ambiante pendant 1min. Ensuite 1500 pl
d’une solution de carbonate de sodium (NaCOs) a 20% sont ajoutés. L’absorbance
a été mesurée 760 nm aprés incubation a température ambiante pendant 2 h et a
lobscurité, les résultats sont exprimés en mg d’acide gallique (GEA)/ml d’extrait de

fenugrec et par mg d’acide gallique (GEA)/ g du poids sec de poudre de datte.

10
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1.5.2.2. Dosage des flavonoides

Le taux de flavonoides a été déterminé en adoptant la technique décrite par
Breghente et al (2007). A 2 mL de D’échantillon, 2 mL d’une solution d’AlCl; sont
ajoutés, le mélange est incuber & température ambiante pendant 1h, ensuite
I’absorbance est mesurée a 415 nm. Les résultats sont exprimés en mg de catéchiine
(Cat).

1.5.3 Etude microbiologique
1.5.3.1 Préparation des aliquotes

Les cultures bactériennes déja conservees ont été repiquées sur milieux
convenable (Chapman pour S. aureus et Mac Conkay pour E.coli), aprés une
incubation de 24h, la vérification de la pureté des souches éte faite apres
appréciation de I’aspect des colonies sur gélose et une coloration de Gram. Les
aliquotes ont été préparés en inoculant le bouillon nutritif par une colonie prévenant
d’une culture pure. Les suspensions bactériennes ont ¢€té incubées par la suite et
servaient d’aliquotes.

Les inocula sont préparés avant toute manipulation par standardisation a
I’échelle 0.5 Mac Farland.

1.5.3.2. Evaluation de I’effet antibactérien des extraits de fenugrec et des dattes

a. Macrodilution : Cette méthode a été décrite selon le protocole de
Brantner et al (1994) avec des modifications, quatre séries de tube ont été préparées
pour tester leffet des extraits vis-a-vis les différentes souches bactériennes, chaque
tube contient au total 2000 pl de milieu de culture- extrait et inoculé par 250ul d’un
inoculm de 10" CFU/mL dont le but d’avoir les dilutions suivantes: 0,046, 0,097,
0,216 , 0,363 , 0,551 , 0,8 , 1,14 , 1,64 , les séries de tubes ont été incubées a
37C°/24h et les densités optiqgues ont été prise a 625nm pour déterminer les

concentrations minimales inhibitrices (CMI)

1.5.5. Effet antiadhésif des extraits de fenugrec et des dattes

a) Autoaggrégation : Les tests de lautoaggrégation et de coaggrégation des

souches bactériennes ont été réalisée en adoptant la technique de Kos et al

11
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b)

(2003) modifiée; chaque suspension bactérienne a été incubée en présence de
Iextrait (CMI) & 37°C pendant 18h, elles ont été centrifugées a 5000 g
pendant 15 min puis lavées trois fois au PBS, une fois récupéré le culot a été
ajusté a 108 cfu/mL dans le PBS. Un test contrdle a été réalise comme décrit
précédemment mais en absence de I‘extrait. Le pourcentage d’agrégation a

été calculé chaque heure apres décantation de 5h en appliquant la formule

ivante:
suivante %= (1-At/A0).100

Ao : Absorbance a to

A:: Absorbance aprés 1h, 2h,.....5h

Coaggrégation : Les suspensions bactriennes ont été incubées en présence et
absence de [l’extrait (controle), elles ont ¢été traitées comme décrit
précedemment puis des volumes égaux de chaque suspension ont été
mélangés et la mixture a été décantée pendant 5h. Le pourcentage de

Coaggrégation a été calculé en appliquant cette formule:

00 = [1- ((Ax+y)/(Ax+Ay)] .100

Ax : Absorbance de la souche X
Ay : Absorbance de la souche Y

Ax +v : Absorbance du mélange des souches X et Y

c) Pouvoir d’éradication de biofilm

Ce test a été réalisé selon la technique décrite par Boubakeur et al (2016), elle

consiste a incuber des suspensions bactériennes chacune a part en présence et absence de
I’extrait. Apres incubation de 24h les séries de tubes ont été colorées par le cristal violet,
incubées pendant 10min puis lavées a I’eau distillée. Le taux d’éradication de biofilm a été
calculé en lisant les densités optiques apres traitement acide en appliquant la formule

suivante:

[ %= (A sans extrait / Avec extrait).100 ]

12



Chapitre I : Materiel et méthodes

1.5.6 Analyse statistique

Chaque test a été répété deux fois, les valeurs sont exprimées en moyennez écart type.

13
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Chapitre II : Résultats et discussion

11.1. Identification macroscopique et microscopique

D’aprés les résultats de I’identification macro et microscopique, S. aureus est une
bactérie sous forme de coque, immobile a gram positif, regroupé en chainettes ou en grappe
de raisin. Cette espéce se caractérise sur gélose par des colonies de couleur jaune, rondes,
lisses et a bord régulier (voir figure N°6). La souche est catalase positive.

L’espéce bactérienne E.coli se présente sous forme de coccobacille a gram négatif
(coloré en rose), en chainettes. Sur milieu solide, les colonies de E.coli apparaissent de
couleur rose, lisses a bord et forme irréguliere, de relief plat (voir figure N°7). La souche est

catalase positive.

Figure N°7 : Aspect microscopique (Gx100) et macroscopique de E.coli
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11.2. Résultats de I’étude phytochimique

I1.2.1. Optimisation de la matrice d’extraction et estimation du taux de poly phénols et

de flavonoides

La figure ci-dessous présente le taux de polyphénols et de flavonoides des extraits
aqueux (EAQGF) et méthanoique (EMGF).

Nous remarquons que la matrice d’extraction n’avait pas un effet significatif sur la qualité de
I’extrait de fenugrec (p>0.05). Le taux de poly phénols était de 919 Eq acide gallique/ mL
d’extrait et de 877 Eq acide gallique/ mL d’extrait pour I’lEAqQGF et EMGF respectivement.
Quant & la teneur en flavonoides, le taux était de 340 Eq catéchine/ mL d’extrait et de 445 Eq
catéchine/ mL pour I’ EAqGF et EMGF respectivement.

1000 -
900 -
800 -
700 -
600 -
500 -
400 -
300 -
200 -
100

O .

B Extrait aqueux

M Extrait methanoique

Taux de polyphenol mgEqAG/ml Extrait
Taux de flavonoide mgEqcat/ml extrait

polyphenols flavonoides

Figure N°8 : Taux de polyphénols et flavonoides des extraits de fenugrec

Ces résultats sont accord a ceux de Norziah et al (2015); Sharara (2017)
Norziah et ses collaborateurs ont montré lors de leur étude sur [activité
antioxydante et antibactérienne des différents extraits de fenugrec que le meilleur
rendement d’extraction était obtenu par 1’eau par rapport a I’éthanol et le méthanol,
et que le méthanol et plus efficace pour D’extraction des flavonoides; Cependant
I’extrait aqueux de fenugrec était le plus riche en substances actives et avait une

meilleure activité biologique.

La richesse de I’extrait de fenugrec pouvait étre expliquée par le fait que les

solvants tel le méthanol peuvent deénaturer les membranes cellulaires et faire
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dissoudre certains polyphénols (antocyannes). L’eau est la matrice d’extraction la
plus souhaitable grace a ses propriétés écologiques et non toxiques, en plus les
extraits préparés dans 1’eau peuvent é&tre utilisés en toute sécurité dans les
formulations alimentaires (Norziah et al; 2015). Sharara (2017) a montré que la
valeur nutritive des graines de fenugrec est améliorée dans certaines conditions et
que la quantité d'alcaloides et de composés volatils est diminuée ce qui donne des

graines de fenugrec mieux adaptées aux consommateurs.

11.2.2. Estimation du taux de polyphénols et de flavonoides dans I’extrait aqueux des

graines de dattes

Le rendement d’extraction des graines de dattes a été estimé a 10 % . La richesse de
I’extrait aqueux de ces graines en polyphénols et flavonoides est illustrée dans I’histogramme
ci-dessous. Il est remarquable qu’a la concentration de 0,363g/mL le taux de polyphénols et
de flavonoides était estimé a 53 mgEq acide gallique/g d’extrait et 18 mgEq catéchine/g

d’extrait respectivement.
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D1
Concentration d'extrait aqueux des dattes

Figure N°9: Taux de poly phénols et flavonoides de I’extrait aqueux des graines des
dattes
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11.3 Activité antibactérienne des extraits aqueux de fenugrec et des graines des
dattes

L’effet antibactérien des deux extraits vis a vis les deux souches pathogénes est
illustré dans la figure N°9 et N°10, nous remarquons qu’on présence des
concentrations croissantes en extrait aqueux de fenugrec, le taux de viabilité des
deux souches était différent, il a été augmenté pour les concentrations C1, C2 et C3.
La concentration minimale inhibitrice de la croissance était estimé a la dilution
0,363(C4) pour E. coli et S. aureus avec une réduction au nombre de germes de 7,74
logl0 CFU contre 8,32 logl0 CFU pour E. coli et 7,92 logl0 CFU contre 8,05 logl0
CFU pour S. aureus..

8.8 ~

8.6 -

8.4 -
8.2 -
=z 8-
o
27.8 mE.Coli
76 | S. aureus
7.2 -
7 .
co Cc1 C2 Cc3 c4 c5 (&3) Cc7 Cc8

Concentration de I'extrait de fenugrec

~
IS
1

Figure N°10 : Viabilités de S.aureus et E.coli en présence de I’extrait aqueux de

Fenugrec

E.coli était plus résistante a 1’action de I’extrait de fenugrec méme a des
concentrations élevées, ce ci été décrit par Boubakeur et al (2016) et a été expliqué par la
différence de composition de la paroi cellulaire.

Sur la figure N° 11 sont illustrés les résultats de la viabilité des souches en présence
de I’extrait aqueux des graines des dattes. Il est clairement notable qu’il y’avait réduction en

nombre de germes en présence de C1 (0,046g/mL) mais au-dela de la C2 (0,097 g/mL) les
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deux souches ont bien résist¢ a 1’action de ’extrait, ce qui peut étre expliqué par une
adaptation déja connue chez les souches testés. Les concentrations testées devaient étre

augmentées pour pouvoir déterminer la concentration minimale bactéricide.
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8.6 -
> 85 1
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2 8.4 M S.aureus
mE.Coli
8.2
8.1 -
co a1 C2 C3 ca G5 cé

Concentration en extrait des noyaux des dattes

(o]
w
1

Figure N°11 : Test de viabilité en présence de I°extrait aqueux des graines des dattes

Les extraits de plantes sont connus par leur effet antimicrobien, en effet la différence
dans I’activité peut étre due a la composition trés diverse en substances actives. Norziah et al
(2015), ont montré que I’extrait aqueux de fenugrec était le plus efficace par rapport aux
autres extraits, ce qui pourrait étre di a la présence d'une forte teneur en phénols et autres
composés bioactifs. Ainsi Haouala et al (2008) ont aussi suggéré que 1’effet antimicrobien

des graines de fenugrec est d0 a la présence des composés phénoliques, alcaloides, tanins, etc.

Dans une autre étude menée sur les dattes, Saleh (2016) a montré que ’extrait des
noyaux des dattes était efficace contre E. coli et S. aureus. En effet ces substances exercent
leur effet antimicrobien en perturbant ou en rampant les membranes cellulaires (Brul et al,
1999).

L’estimation de I’effet antibactérien des deux extraits par la méthode des disques n’a
donné aucune zone d’inhibition. Ce résultat est similaire a celui Sharma et al (20017) qui

ont montré que I’extrait aqueux reste sans effet sur certaines souches pathogenes.
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1.4 Evaluation de I’éradication de biofilm par P’extrait de Fenugrec et des graines de
dattes

Sur la figure N°10 et N°11 sont illustrés les pourcentages d’inhibition de biofilm des
souches en présence des différentes concentrations en extrait de fenugrec et des dattes. On
remarque que le % d’inhibition de biofilm était estimé a la concentration C4 (77%) et C3
(54%), ces concentrations sont considérées comme éradicatrices de biofilm. Ces resultats sont
proches de ceux de Boubakeur et al (2016).

M E.Coli
M S.aureus
C1 C2 c3 Cca C5 C6 Cc7 Cc8

Concentration de I'extrait de fenugrec

Pourcentage d'inhibition
N w H (9] a ~ [0
o o o o o o o
1 1 1 1 1 1 J

[any
o
I

o

Figure N°12 : Pourcentage d’inhibition de biofilm des deus souches en présence et

absence de I’extrait aqueux de fenugrec

La formation de biofilm en présence de I’extrait des graines de dattes est illustrée dans
I’histogramme N°11 il est & noter que les différentes concentrations testées n’ont pas

provoqué 1’éradication de biofilm, le test doit étre effectué a concentrations plus élevées.
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DO (625 nm)

Figure N°13 : Concentration inhibitrice de biofilm d’extrait aqueux des dattes de deux

souche E.coli et S.aureus

11.5. Effet de I’extrait de fenugrec sur ’adhérence

a. Autoagrégation

Le pourcentage d’agrégation des deux souches est illustré dans la figure ci-dessous,
nous remarquons qu’on présence de la concentration minimale inhibitrice, les pourcentages
d’agrégation ont été diminués par rapport au contréle (sans extrait) et ceci pour E. coli et S.

aureux respectivement (67% VS 88% et 58% VS 88 %).
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Figure N°14 : Pourcentage d’autoagrégation des deux souches en présence et absence de

I’extrait aqueux de fenugrec
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Figure N°15: Pourcentage de coagrégation des deux souches en présence et absence

d’extrait aqueux de fenugrec
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Ces résultats sont similaires a ceux de John et al (2013) qui montraient une réduction
en l’auto et la congrégation de certaines souches pathogénes responsables de la carie dentaire

en présence des extraits de plantes.
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Conclusion

La présente étude avait pour objectif principale d'appliquer une approche
nouvelle permettant de réduire et/ou d'éliminer certains biofilms. La stratégie

adoptée consistait a Iutilisation de I'extrait des graines de fenugrec et des dattes.

A Tissu de ce travail, nous pouvons constater que I’extrait aqueux de
fenugrec est trés riche en substances actives que celui des graines de dattes, le taux
de polyphénols et de flavonoides était respectivement dans EAQqGF: 900 mgEQAG
et de 300 mgEq Cat/mL d’extrait contre 53 mgEAq AG et 18 mg Eq Cat/g dans
’EAgD. Les deux extraits se sont averés efficaces contre le développent de S.
aureus et E. coli avec une réduction de 0,54 logl0OCFU et 0,58 logl0CFU pour

I’extrait aqueux de fenugrec.

Les extraits des graines utilisees ont aussi été efficaces concernant
I’adhérence bactérienne, en effet les pourcentages de 1’auto et la coagrégation ont
diminués en présence de I’extrait de fenugrec, ainsi le biofilm a été réduit de 72%

chez E. coli et 37% chez S. aureus.
Ce travail nécessite d’étre complété au futur par :

v L’utilisation de nouvelles matrices d’extraction outre I’eau et le méthanol

v' Comparaison de la composition des extraits des graines fenugrec et des dattes

v' Comprendre le mécanisme d’action des substances bioactives permettant
I’éradication des biofilms ;

v' Compléter le travail par les graines de dattes



Conclusion
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Annexe N°01 : Préparation des milieux de culture (1L)

Mueller-Hinton (liquide)

Infusion de viande de boeuf ...............ooooiiiiiiiiiii 3009
Hydrolysat de cas€ine............cocuveeviieiiiieeiiiesieeeieecie e e 17,59
AMIAON .. 1,59
GllOS . - e e e 17,09

Mueller Hinton (solide)

Infusion de viande de boeuf.........ooveemieeeie e, 0,29
Hydrolysat de Caséine.............ccoovvviiiiiiiiiiiiii e, 17.5¢
AMIAON. oot 15¢
AT . e, 10g
pH=7.4

Gélose Chapman

Extrait de viande (bovine ou porcine)..........cc.eevvevveeineennnnnnn. 1g/L

Peptone de caséines et de viande ..., 10g/L
Chlorure de SOdium ..........cooiiiiiiiiii e 75¢/L
D-Mannitol.........ouiiiniiiii e 10g/L
AT, 15¢/L
Rouge de phénol...........oooiiiiiiii e 0,025¢/L
pH=7.4

Préparation du PBS (phosphate buffer saline)

1L de PBS (pH=7,5)

Chlorure de Sodium. ..ot 89
Chlorure de PotassiUmm ...ttt e, 0,29
Phosphate Disodique .........c.ooviiiiiii 1,44qg
Phosphate Monopotassique. .........ooevveiiiiiiiiiiiiinieniienennn. 0,249



Résumé

Les biofilms bactériens sont responsables de sérieux problémes industriels, environnementaux
et de santé publique. Ces derniers doivent leurs dangerosité a leur résistance accrue aux
différents moyens d’élimination tels les antibiotiques, les rayons UV et les biocides
chimiques. Dans le cadre clinique, on estime que les biofilms sont impliqués dans environ 80
% des infections microbiennes ; leur contrdle est donc une question importante dont le but
est d’éviter la contamination et de minimiser les pertes économiques. Les biofilms font objet
de nombreuses recherches qui visent a trouver une alternative aux moyens d'éradication
classiques; telles I'utilisation des extraits de plantes, dont I'extrait de fenugrec et des dattes.
Les graines végetales sont une source incontournable de substances actives telles que les
dérivés phénoliques, les flavonoides. On suggére que ces dernieres peuvent réduire la fixation

microbienne et donc éviter la formation du biofilm.
Mots clés : biofilms- infections- résistance- controle- graines végétales
gadla
Al | dpnaall (KU e Jysae sl A€l Ay gl A V) aa

© Jie Leie Galaill Alamtioal) Jilos o) Calisial Lgtia slia 30L ) () 3 _paAY) oda 3 ) ghad 2 gatig
o (g peal) U] 8 Al A saal) ol 5 Apaudil) (56l An S g 4 gaall Clabiadl)
aall dglee Gl A Ay 5 Saall SLLEAY) (30 80% (s aalod Ay saall pde W) o) ) bl )
ALY jludld) Jali o gl caias ) Chagh dagae Al Lgale 3 jlagll 5 Lgie

e Ladll Apalal) Jilu sl ooy alag) ) caags A1 &ganll (e 0Kl & a9 8 B saal) Al V)
oAl s Al Galiti aladial @l Lo Abill Slalitid) aladin) Jie lgle

s Nl g A gl i) Jie Alledll o) sall L | jiiae LN sd yiad 3

L ate UL 5 g pSeall Dol Y1 (e S5 () (fSeay il o3 () g5 sl o34 il
ol sl

Al gy - Sl - A slial) Y - Ay gl Lse V) 2 ligall L)



Résumé

Abstract

Bacterial biofilms are responsible of serious industrial, environmental and public health
problems. The latter owe their dangerousness in part to their increased resistance to different
elimination methods such as antibiotics, UV radiation and chemical biocides. In the clinical
context, biofilms are implicated in about 80% of microbial infections, so their control is an
important issue to avoid contamination and minimize economic losses. Biofilms are the
subject of a great many studies aimed for an alternative to traditional eradication methods
such as the use of plant extracts, one of which is fennugreek and dates extracts. These seeds
are an essential source of bioactive substances such as phenolic compounds, flavonoids... etc.
At the end of this research, it was shown that seed extracts can cause biofilm eradication of
the pathogenic strains, and a decrease in the rate of aggregation and coagregation, this effect
may be due to the rich active substances in extracts, thus preventing microbial fixation wich

can affect the biofilm formation.

Keywords: biofilms- infections- resistance- control- plant seeds
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