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Résumé :

L'adhésion des spores de Bacillus cereus aux équipements de l'industrie laitiere est un
probléme grave, qui entraine la détérioration des aliments et, parfois, des épidémies
de maladies d'origine alimentaire. Les huiles essentielles antimicrobiennes ont été
proposées comme alternative aux désinfectants synthétiques en raison de leurs
propriétés respectueuses de I'environnement. L'objectif de cette étude était d'évaluer
I'effet des huiles essentielles de Cymbopogon winterianus et de Juniperus phoenicea
sur les spores planctoniques et adhérentes de B. cereus sur les surfaces en acier
inoxydable. Onze souches de B. cereus ont été utilisées dans cette étude. La
composition chimique des huiles de C. winterianus et de J. phoenicea a été analysée
par chromatographie en phase gazeuse (GC)/spectrométrie de masse (MS). Quatre-
vingt-dix composants ont été identifies pour C. winterianus, les constituants les plus
abondants étant le géranium (37 %), le néral (29 %), le béta-myrcene (16 %) et le
géraniol (4 %). Douze composants ont été identifiés pour J. phoenicea, I'alpha-pinene
(65 %) étant le constituant le plus abondant. Les résultats de la concentration
minimale inhibitrice et de la concentration minimale bactéricide ont révélé que C.
winterianus était I'HE la plus efficace (p<0,05) contre les onze souches. En outre, il y
a eu une forte réduction de log10 (de 4,93 a 2,42 ; p<0,05) entre les spores sous forme
planctonique et les spores adhérant a la surface en acier inoxydable. C. winterianus
peut étre utilisé pour détacher efficacement les spores de B. cereus capables d'adhérer
et de former des biofilms sur les surfaces en acier inoxydable, ce qui constitue une
alternative valable pour le développement d'un désinfectant naturel susceptible de
réduire les effets negatifs des désinfectants chimiques synthétiques.

Mots-clés : Bacillus cereus, biofilm, citronnelle de Java, genévrier, huile essentielle,

spores bactériennes, acier inoxydable.



Abstract

Adherence of Bacillus cereus spores to dairy industry equipment is a serious problem,
causing food spoilage and, occasionally, outbreaks of foodborne diseases.
Antimicrobial essential oils (EOs) have been proposed as an alternative to synthetic
disinfectants due to their environmentally friendly properties. The aim of this study
was to assess the effect of Cymbopogon winterianus and Juniperus phoenicea EOs on
planktonic and adherent B. cereus spores to stainless steel surfaces.Eleven strains of
B. cereus were used in this study. The chemical composition of the C. winterianus
and J. phoenicea oils was analyzed by gas chromatography (GC)/mass spectrometry
(MS).Ninety components were identified for C. winterianus, being geranial (37%),
geraniol  (4%),beta-myrcene(16%) and neral (29%)the most abundant
constituents. Twelve components were identified for J. phoenicea, being alpha-
pinene(65%) the most abundant constituent. The results of the minimal inhibitory
concentration and minimal bactericidal concentration revealed that C. winterianus
was the most effective EO against all eleven strains. In addition, there was a large
log10 reduction (from 4.93 to 2.42) between spores in planktonic form versus spores
adhered to stainless steel surface. C.winterianus can be used for effective detachment
of B. cereus spores capable to adhere and form biofilms on stainless steel surfaces,
being a valid alternative for the development of natural disinfectant that may reduce
negative effects of synthetic chemical disinfectants.

Keys word: Bacillus cereus, biofilm, Cymbopogon winterianus, Juniperus
phoenicea,essential oil,bacterial spores, stainless steel
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es intoxications alimentaires sont souvent causees par la bactérie

sporulée Bacillus cereus. En raison de ses taux de contamination

élevés et de sa capacité a produire des toxines, comme le céréulide,
B. cereus présente un risque pour la sécurité de l'industrie laitiére (Zhao et al., 2020 ;
Jessberger et al., 2020 ; Malek, 2023). Les spores de B. cereus sont tellement
dispersées et résistantes a la chaleur qu'elles ne peuvent pas étre complétement
éliminées de I'environnement. Elles pourraient donc perdurer dans les installations de
transformation (Majed et al., 2016 ; Li et al., 2024). La possibilité de formation de
céréulides dans I'environnement de transformation est accrue par la capacité des
spores survivantes a se transformer en cellules végétatives (Yang et al., 2023). La
contamination croisée entre I'équipement de transformation des aliments et les
produits alimentaires se produit lorsque les spores bactériennes sont maintenues sur
les surfaces en acier inoxydable utilisées dans la transformation des aliments. Les
laiteries et d'autres industries du secteur alimentaire utilisent des surfaces sur
lesquelles les cellules végétatives et les spores bactériennes peuvent adhérer (Fan et
al., 2021). Les bactéries peuvent developper des biofilms comme structures de
croissance d'autodéfense, ce qui augmente le risque de contamination post-traitement,
d'épidémies et d'autres problémes de santé publique. Etant donné que les biofilms
fonctionnent comme des barrieres empéchant ou réduisant le contact avec les
contraintes environnementales et les produits chimiques antimicrobiens, il est difficile
d'éradiquer les biofilms apparaissant sur les surfaces et les équipements utilisés dans
les industries alimentaires (Zhu et al., 2022).
Le taux d'épidémies liées au lait et aux produits laitiers a considérablement diminué
au cours des dernieres décennies grace a I'amélioration des pratiques d'assainissement
et de désinfection. Dans la pratique, les technologies basées sur la lumiere, le
traitement thermique, les UV pulsés et la lumiere pulsée peuvent tous étre mentionnés
comme de bonnes alternatives (Koutchma et al., 2020). D'autre part, avec la prise de
conscience environnementale dans le monde entier, les technologies et procédures
vertes ont commencé a se développer de maniere significative. Plusieurs secteurs
choisissent les huiles essentielles (HE) d'origine végétale et leurs composants
bioactifs comme désinfectants en raison de leurs puissantes propriétés
antimicrobiennes, antivirales, antimycosiques, antitoxigenes,

antiparasitaires et antibiofilm (Orhan-Yanikan et al., 2019). La compréhension des
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composants bioactifs des HE et de leur activité antibactérienne contre les microbes
nécessite une recherche a la fois quantitative et qualitative (de Aradjo et al., 2021).
Une technique courante pour analyser le contenu des HE est la chromatographie en
phase gazeuse et la spectrométrie de masse (GC-MS) (Mothana et al., 2013). Les
composants volatils actifs des extraits d'huile sont principalement responsables de leur
activité biologique, et l'analyse de la composition clarifie l'activité biologique
(Spyridopoulou et al., 2019).

En conséquence, l'approche analytigue GC-MS peut étre utilisée pour prédire les
biomolécules actives des HE, telles que le docosane, les esters, les terpenes et les
terpénoides, avec une activité antimicrobienne. Le mode d'action des HE a été
principalement associé a leur capacité a adhérer aux membranes des cellules
bactériennes et a les déstabiliser grdce aux composés phénoliques qu'elles
contiennent. On a observé que les HE et leurs ingrédients actifs pénétrent et
s'accumulent facilement dans la bicouche lipidique des membranes cytoplasmiques en
raison de leur caractere lipophile. Par la destruction du systéme de transport
d'électrons ou l'inactivation de mécanismes enzymatiques, elles s'alignent entre les
chaines d'acides gras des membranes cellulaires, provoquant la déstabilisation et la
dégradation des différentes couches (Bhavaniramya et al., 2019 ; Burt, 2004 ; Dhifi et
al., 2016 ; de Oliveira et al., 2010 ; Swamy et al., 2016). Selon Sumayya et al. (2020),
les effets bactéricides des terpénoides peuvent étre causés par le blocage de la création
de molécules vitales telles que les protéines, les acides nucléigues, les composants de
la paroi cellulaire, la perturbation de la membrane cellulaire, la réplication de 'ADN
bactérien ou la suppression des processus métaboliques. On sait également que les
terpenes peuvent provoquer la rupture de l'assemblage des lipides de la paroi
cellulaire bactérienne, ce qui peut entrainer la dénaturation des protéines cellulaires, la
désintégration de la membrane cellulaire et la fuite de matériel cytoplasmique, tous
ces phénomenes pouvant conduire a la lyse et a la mort de la cellule (Fisher et al.,
2008).

Dans ce contexte, I'objectif principal de cette étude était double. Le premier objectif
était de déterminer la composition chimique et d'évaluer I'activité antimicrobienne des
HE de Cymbopogon winterianus (communément appelé citronnelle de Java) et de
Juniperus phoenicea (communément appelé genévrier) par GC-MS. Ces plantes sont
faciles a trouver dans la région méditerranéenne, y compris en Algérie, et dans

d'autres régions du monde. Le deuxiéme objectif était de développer une stratégie
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efficace pour détacher les spores de B.cereus des surfaces en acier inoxydable a I'aide
d'HE pour des applications potentielles de désinfection des surfaces alimentaires par
des composés non synthétiques. A ce jour, aucune étude n'a été menée sur l'activité
antispores des huiles essentielles de C. winterianus et de J.phoenicea contre les spores

de Bacillus adhérant aux surfaces alimentaires en acier inoxydable.

Le manuscrit sera organise en trois parties.

Dans la premiere partie relative a la synthese bibliographique nous aborderons
apres un historique, sur le biofilm de Bacillus cereus, la spore, et I’élimination des
biofilms

La deuxieme partie sera consacrée a la description de la méthodologie et la

derniére partie sera consacree aux résultats et leurs discussions
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1 Introduction

Le groupe Bacillus cereus (B. cereus sensu lato) se compose de plusieurs especes
bactériennes sporulées a Gram-positives, largement répandues dans la nature sous
forme de spores et de cellules végétatives (Liu et al., 2017; Bianco et al., 2021). Les
spores contribuent grandement a la large distribution de ces bactéries dans de
nombreux environnements pour leur résistance aux températures extrémes et au pH,
aux rayonnements UV et a la présence d'enzymes lytiques et de produits chimiques
toxiques. La spore au repos germe lorsque les conditions environnementales
permettent la croissance cellulaire et donne naissance a de nouvelles cellules
végétatives capables de croitre par fission binaire et éventuellement sporuler a

nouveau (McKenney et al., 2013).

2 Legenre Bacillus et sa pathogénicité

La taxonomie du groupe de B. cereus est complexe et évolue rapidement. Base sur des
études récentes (Liu et al., 2017; Carrol et al., 2021), le groupe comprend trois
especes bien caractérisees et plusieurs espéeces beaucoup moins étudiées. B. cereus
sensu stricto (B. cereus), responsable de deux types de maladies d'origine alimentaire,
B. thuringiensis, produisant des inclusions cristallines parasporales constituées de
protéines a activité insecticide et B. anthracis, l'agent de I'anthrax chez I'nomme et
I'animal. Les espéces moins étudiées du groupe comprennent B. mycoides et B.
pseudomycoides, formant des colonies rhizoidales sur milieux solides, le
psychrotolérant B. weihenstephanensis, le probiotiqgue animal B. toyonensis, le
psychrotolérant et cytotoxique B wiedmannii, le thermotolérant et occasionnellement
pathogene B. cytotoxicus et plusieurs autres espéces récemment identifiées (Liu et al.,
2017; Carrol et al., 2021).

B. cereus est une cause majeure d'épidémies d'origine alimentaire (Glasset et al.,
2016) et responsable de deux types d'intoxications : le syndrome gastro-intestinal
émétique et le syndrome diarrhéique. De plus, B. cereus est également impliqué dans
les infections nosocomiales non gastro-intestinales chez les patients immunodéprimés
(MesselhduBer et Ehling-Schulz, 2018). Ces infections sont souvent causées par la
formation de biofilms sur les dispositifs biomédicaux (Lin et al., 2022) et

comprennent la septicémie, la méningite, les abceés cérébraux, les infections de type

5



Synthese bibliographique

gangrene gazeuse, la pneumonie, les infections oculaires graves et la bactériémie chez
les nouveau-nés prématurées (Jovanovic et al., 2021). La gravité des maladies causées
par certaines souches de B. cereus rend important de faire la distinction entre les
souches pathogenes et non pathogenes. Cette discrimination repose généralement sur
l'analyse de plusieurs locus génétiques qui codent pour des toxines et ont été
sélectionnés comme marqueurs. Il s'agit notamment de la toxine émétique céreulide
résistante a la chaleur, synthétisée par une Protéine Synthase Non ribosomale (NRPS)
codée par le locus du gene ces, la hémolysine BL codée par les genes hbl,
I'entérotoxine non hémolytique codée par les genes nhe et la cytotoxine K codee par

le gene cytK (Owusu-Kwarteng et al., 2017; Jovanovic et al., 2021).

3 Spores de Bacillus cereus :

La réponse adaptative des cellules de Bacillus aux contraintes environnementales
inclut la formation d'endospores, une stratégie vitale pour leur survie (Sonenshein et
al., 2000). Ces structures, produites a l'intérieur des cellules meéres, permettent a la
bactérie de passer en état de dormance prolongée en absence de nutriments, jusqu'a ce

que les conditions favorables pour la germination se présentent (Luu et al., 2015).

Le processus de sporulation débute par la phosphorylation du régulateur
transcriptionnel clé, spere, en réaction a des signaux de privation alimentaire. Cette
cascade de phosphorylation, amorcée par lI'auto-phosphorylation de la kinase SpoOF et
suivie par spore, conduit a l'activation de spore, qui régule I'expression d'une

multitude de genes essentiels a la sporulation.

Outre les facteurs génétiques, la composition minérale du milieu joue un réle
déterminant dans ce processus, le manganese étant crucial pour la sporulation chez les

bactéries du genre Bacillus (Charney, 1951)

La formation des endospores commence par une division cellulaire asymétrique et
I'isolement de I'ADN, formant ainsi un précurseur appelé. Le dipicolinate de calcium
stabilise cette structure. Ensuite, la synthese du cortex peptidoglycane entre les
couches et la formation de la couche externe de spores complétent le processus.
L'ensemble de cette maturation, suivie de la libération des spores par la lyse des

cellules meres, prend environ 8 heures.



Synthese bibliographique

Les endospores sont caractérisees par plusieurs couches protectrices,(figure 1),
notamment une couche de cortex peptidoglycane leur conférant une résistance accrue
aux températures élevées.(Setlow,2003).De plus, les protéines présentes dans les
spores, telles que les protéases, les lyases, les endonucléases et les protéines de choc
thermique, contribuent également a leur résilience face aux conditions

environnementales adverses (Zheng et al.,2016).

a) Endospore Spore mataration < ) Exosporum Coat
. Cost
releass Cell lysis
. — Outer
4 h d Core “ membrane
" ¢ \ formation
Germination l
— o
v I Asymmetric
egoLRLCE \w'll division Spore
wall
Cortex DNA Inner
Prespore Mother cel formation membrane

Septum Forespore

Figure 1:a)Formation de spores par B. cereus formant des endospores. En cas de
conditions d'environnement défavorable, la cellule végétative se différencie et
permet la morphogenése des spores. Les spores matures sont libérées et germé

pour donner naissance a une cellule végétative dans des conditions favorables.b)

shéma diagramme de la structure des spores bactériennes(Vidic et al.,2020)

La structure et les propriétés fonctionne elles de la spore sont également fortement

affectées par d'autres conditions de croissance et de sporulation telles que la

composition du milieu, la température, le pH et lI'activité de I'eau (Abee et al., 2011).

Chez B. cereus, cela se produit généralement dans une plage de températures de 10 a

50°C avec une température optimale comprise entre 30 et 40°C, et la température de

croissance influence la taille et la morphologie des spores. La taille et la morphologie,

a leur tour, influencent les propriétés fonctionnelles de la spore, les plus grandes

présentant moins de résistance aux produits chimiques et celles entourées de longs

appendices apparaissant plus adhésives que celles dépourvues de telles structures

(Tauveron et al., 2006).

4  Le biofilm de Bacillus cereus

Les souches productrices de toxines de B. cereus sont particulierement préoccupantes
pour la santé publique en raison de leur capacité a former des biofilms et des spores

Le biofilm et la formation de spores sont tous deux des stratégies de survie pour B.
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cereus face a des conditions environnementales défavorables. Le biofilm augmente a
la fois les propriétés de résistance des cellules et des spores et leur adhérence aux
surfaces, jouant ainsi un role important dans la contamination des aliments, la

transformation des aliments et les équipements cliniques (Huang et al., 2020).

Bacillus cereus est célebre pour former des biofilms, qui servent de source de
contamination alimentaire lors de la production et de la transformation des aliments
(Shaheen et al., 2010). B. cereus peut former différents types de biofilms dans
différentes conditions de croissance (Wijman et al., 2007) et généralement compose
de protéines, de glucides et d'ADN (Wagner et al., 2009; Karunakaran et Biggs,
2011). Les cellules des biofilms établis peuvent produire des spores (Ryu et Beuchat,
2005; Wijmanet al., 2007; Faille et al., 2014) et celles-ci présentent des propriétés
distinctes par rapport aux spores dérivées de cellules planctoniques (Abee et al.,
2011), apparaissant plus grandes, plus résistantes a la chaleur (\Van der VVoort et Abee,
2013). Les biofilms sont des colonies microbiennes adhérées a des surface (Flemming
et al., 2016), souvent décrits comme une stratégie de survie pour B. cereus en réponse
aux stress environnementaux défavorables (Hall-Stoodleyet al., 2004). D'autres
éléments, comme un métabolisme réduit et des taux élevés de transfert d’ADN
intracellulaire, procurent plusieurs avantages aux biofilms par rapport aux cellules
planctoniques (Chmielewski et Frank, 2003; Davies, 2003). B. cereus est capable de
former différents types de biofilms, que ce soit dans des conditions statiques ou de
flux, comprenant les biofilms a interface air-liquide, les biofilms immergeés et les
pellicules flottantes (Wijmanet et al., 2007; Hayrapetyan et al., 2015) Hussain et Oh,
2017). Des méthodes physiques et chimiques peuvent étre employées pour perturber
et décomposer la matrice du biofilm afin d'éliminer les biofilms de la surface (Gopalet
al., 2015), en combinaison avec l'utilisation de désinfectants pour éliminer tous les

micro-organismes restants sur la surface (Simdeset al., 2010; Galiéet al., 2018).

La sporulation, la production de toxines et la formation de biofilm chez B. cereus ont
été l'objet de plusieurs recherches approfondies. Cependant, il existe un manque
d'informations sur le réle de la formation de biofilm, de la production de toxines et de
la formation de spores et leur possible corrélation chez B. cereus, comme décrit dans

la Fig. 2. Une meilleure compréhension de la synergie potentielle entre la formation
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de biofilm, la production de toxines et la formation de spores peut étre essentielle

pour évaluer les risques dans le domaine de la production alimentaire.

Sporulation

Toxin | ‘ Biofilm
production | / formation

Figure 2:La synergie entre la formation de biofilm, la production de toxine et la
formation de sopres de Bacillus cereus (Huang et al., 2022).

Les biofilms de B. cereus sont principalement composés de cellules végétatives, mais
ils peuvent également générer des spores pendant leur maturation et leur
vieillissement. Ces biofilms pourraient agir comme un réservoir de spores, ce qui
pourrait contaminer les produits alimentaires. Néanmoins, des incertitudes persistent
quant au role exact des biofilms dans la promotion de la sporulation par rapport a la
croissance planctonique. Les niveaux de sporulation dans les biofilms varient selon
les études, allant de 0,01 a 90% des cellules totales, ce qui peut dépendre de facteurs
tels que la souche et les conditions environnementales telles que I'humidité relative et

la densité cellulaire.

Les spores dérivées des biofilms présentent des caractéristiques distinctes de celles
des cellules planctoniques, telles qu'une résistance accrue a la chaleur et des capacités
de germination différentes. Cependant, les mécanismes sous-jacents a ces différences
ne sont pas entierement compris. Les spores de B. cereus issues de biofilms peuvent
étre plus resistantes aux stress environnementaux, tels que les desinfectants utilisés
dans l'industrie alimentaire, et peuvent avoir une germination plus lente, ce qui
pourrait contribuer a la résistance des biofilms aux processus de nettoyage et de

désinfection.

En résumé, bien que les biofilms de B. cereus puissent représenter une source

potentielle de contamination alimentaire par les spores, les mécanismes précis
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régissant la sporulation dans les biofilms et les caractéristiques des spores produites

nécessitent une étude plus approfondie (Hung et al., 2020).

5 Moyen d’élimination des biofilm (Nettoyage et désinfection)

La lutte contre les biofilms représente un defi majeur dans différents domaines tels
que l'industrie alimentaire, médicale et industrielle. Les biofilms désignent des
groupes de micro-organismes qui se fixent sur des surfaces et sont entourés d'une
matrice de substances polymériques extracellulaires (EPS), ce qui les rend difficiles a
d étre éliminer par les méthodes traditionnelles de nettoyage et de désinfection
(Donlan el al., 2002).

5.1 Nettoyage

Le nettoyage est une combinaison d'actions visant a éliminer les contaminants des
surfaces de I'équipement ou des matériaux, en utilisant des moyens chimiques et
physiques (Sansebastiano et al., 2007a).

Il est possible d'utiliser des détergents et des agents enzymatiques afin de détruire la
matrice des biofilms et de faciliter I'action des désinfectants (Simdes et al., 2010).
Les enzymes telles que les protéases et les DNases se distinguent par leur capacité a
décomposer les €léments de la matrice EPS (Flemming et al., 2010).

5.2 Désinfection

La désinfection consiste a éliminer les microorganismes pathogenes, les virus et les
bactéries présents sur un substrat spécifique, que ce soit sous forme végétative ou
chimique, en utilisant des produits chimiques ou physiques (Sansebastiano et
al.,2007b).

On utilise freguemment des désinfectants tels que le chlore, les peroxydes, les quats
(ammoniums quaternaires) et les alcools afin de détruire les micro-organismes
présents dans les biofilms (Mah et al., 2001). Néanmoins, leur performance peut étre

restreinte en raison de leur pénétration a travers la matrice EPS (Stewart et al., 2001).

5.3 Traitements Physiques :

Il est possible dutiliser des méthodes telles que l'ultrason, les rayons UV et les

traitements thermiques afin de perturber les biofilms et de les rendre plus vulnérables
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aux désinfectants (Wang et al., 2017). Les ultrasons ont la capacité de dissoudre la
matrice des biofilms, tandis que les rayons UV ont la capacité de tuer les micro-

organismes en altérant leur ADN (Park et al., 2018).

5.4  Approches Combinées

La combinaison de techniques mécaniques et chimiques est généralement la plus
performante (Bremer et al., 2006). Par exemple, il est possible de proceder a un
nettoyage mécanique afin de retirer une partie du biofilm, puis de proceder a un
traitement chimique pour éliminer les micro-organismes restants (van Houdt et al.,
2010).

6 Elimination des biofilm de Bacillus cereus par les huiles essentielles :

L’élimination des biofilms de Bacillus cereus par les huiles essentielles est
I'utilisation de composes volatils extraits de plantes pour décomposer et éliminer les
agrégations cellulaires formées par les bactéries Bacillus cereus. Les huiles
essentielles sont des mélanges concentrés d'extraits de plantes, souvent utilisés pour

leurs propriétés antimicrobiennes.

Des études ont montré que certaines huiles essentielles, telles que I'huile essentielle de
thym, de cannelle, de teatree (arbre a thé), de menthe poivrée et d'eucalyptus, peuvent
avoir des effets inhibiteurs sur la croissance des biofilms bactériens, y compris ceux
formés par Bacillus cereus. Ces huiles essentielles peuvent perturber la formation du

biofilm, détruire les cellules bactériennes et empécher leur adhésion aux surfaces.

Il convient de noter que l'efficacité des huiles essentielles dans I'élimination des
biofilms peut varier en fonction de divers facteurs tels que la concentration de I'huile
essentielle, le type de biofilm et les conditions environnementales. Des recherches
supplémentaires sont nécessaires pour déterminer les mécanismes exacts d'action des
huiles essentielles sur les biofilms bactériens et pour optimiser leur utilisation dans
des applications pratiques telles que le contrdle des contaminations alimentaires et des

infections nosocomiales (Renata et al., 2009).
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1 Origine des souches bactériennes :
Onze souches de B. cereus ont été obtenues a partir de la collection du Laboratoire de

microbiologie alimentaire et environnementale (Université de Tlemcen, Algérie).
Elles sont issues de notre collection de Bacillus isolés des chaines de transformation
des produits laitiers algériens et ont été caractérisées précédemment en présentant des
caractéristiques physicochimiques de surface distinctes des spores et une capacité a
former des biofilms sur des surfaces en acier inoxydable (Didouh et al., 2015).

Les géenes du potentiel pathogéne codant pour I'hnémolysine, l'entérotoxine non
hémolytique, la cytotoxine K et la toxine émétique ont été analysés par PCR. La
phylogénie et les marqueurs génétiques de la résistance aux antimicrobiens et de la
virulence ont été analysés a partir des données de séquencage du génome entier a
I'aide de la technologie Illumina MiSeg®, confirmant des caractéristiques génomiques

distinctes pour chaque souche (Didouh et al., 2023a).

2 Les huiles essentielles :

2.1 .Matériel végétal :

Les plantes de citronnelle de Java et de genévrier ont été identifiées par des botanistes
experts de l'autorité régionale de conservation des foréts. Les spécimens de
Cymbopogon winterianus Jowitt, récoltés en mars 2022 & Masr, Boussada, Algérie,
ont été transportés vers l'installation d'extraction d'huile essentielle de Bordj Bou
Arreridj, Algérie.

La méthode recommandée consiste a utiliser 90 % de la partie aérienne (feuilles) de la
citronnelle de Java. En ce qui concerne la récolte de Juniperus phoenicea, effectuée
en février 2022 a L'Ache, Bordj Bou Arreridj, Algérie, les échantillons ont également
été acheminés vers l'unité d'extraction d'huile essentielle de la méme région. Dans ce

cas, 60% des touffes (branches, feuilles) ont été utilisees pour I'extraction.

2.2 Extraction
L'extraction des huiles essentielles a été réalisée sur les parties aériennes des branches
de citronnelle de Java (Cymbopogon winterianus) et de genévrier (Juniperus
phoenicea) a la distillerie située a Bordj Bou Arreridj en utilisant la technique de
distillation a la vapeur d'eau. L'unité de distillation était composée d'une chaudiere a
vapeur (Smir 01300 Ref 09077347 ) séparée de l'alambic, d'une cuve contenant les

plantes a distiller, d'un condenseur avec refroidisseur, et d'un séparateur d'essences
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pour récupérer les produits de la distillation (HE et hydrolat) pendant 2h et 6h pour la
citronnelle de Java et le genévrier respectivement.

La durée de la distillation a été prolongée pour permettre la collecte compléte des
molécules aromatiques a une pression variant entre 0,05 et 0,10 bars. Il s'agit de la
méthode la plus couramment utilisée pour extraire les molécules volatiles des plantes
aromatiques (Baser &Buchbauer, 2015).

La matiére végétale n'est pas séparée de l'eau, mais la vapeur générée par une
chaudiére traverse la matiere végétale de bas en haut, provoquant la rupture des
cellules et entrainant avec elle les molécules volatiles. L'intérét de cette technique
réside dans le fait qu'elle évite l'utilisation de solvants, ce qui permet d'obtenir des HE
pures, sans résidus de solvants potentiellement nocifs. En outre, la distillation a la
vapeur d'eau préserve les propriétés aromatiques et thérapeutiques des plantes
puisqu'elle n'utilise que la vapeur d'eau pour extraire les composés volatils.

Cette méthode est donc respectueuse de I'environnement et peut étre utilisée en toute
sécurité dans diverses applications, notamment I'aromathérapie, les cosmétiques et la

parfumerie (Launay & Bruneton, 2016).

2.3 Chromatographie en phase gazeuse et spectrométrie de masse
(CG/SM)

Les analyses ont été effectuées a l'aide de deux instruments différents : un GC/MS
Agilent 7890 / 5977 avec une colonne VF WAX (polaire) de 60 m * 0,25 mm * 0,25
um (cet instrument est équipé d'un détecteur MS couplé au GC), et un GC/FID
Agilent 6890 avec la méme colonne (cet instrument est équipé d'un détecteur a
ionisation de flamme (FID).

Le détecteur MS a été utilisé pour la correspondance des fragments MS avec la
bibliothéque interne et la liste MS du National Institute of Standards and Technology
(NIST) et le second détecteur a été utilisé pour sa bonne sélectivité, sa linéarité et les
valeurs supérieures élevées de la plage de travail, de sorte que les zones de pics du
FID ont servi a la quantification.

Le programme de température consistait en une phase initiale de 5 minutes a 60°C,
suivie d'une rampe de 2°C/min jusqu'a 250°C, et d'une phase finale de 15 minutes a
250°C. L'hélium a été utilisé comme gaz vecteur, a une pression de 23 psis pour le
MS et de 30 psis pour le FID.
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L'injection a été réalisée avec 1 pl d'une solution a 10% dans I'hexane. La gamme de
masse analysée allait de 30 a 350, et les composés ont été identifiés en combinant les
temps de rétention et les spectres de masse a I'aide d'une bibliotheque interne et de la
bibliotheque commerciale du NIST.

Les deux identifications ont offert un niveau de confiance élevé lorsque les spectres
de masse correspondaient aux composés étudiés avec un score supérieur

A 95 %. Les pourcentages ont été calculés sans recourir a des facteurs de correction,
sur la base des surfaces des pics fournies par le GC/FID. La limite d'identification des
pics était de 0,01 %.

3 Activité antimicrobienne

L'activité antimicrobienne de I'HE a été évaluée a l'aide de la méthode de diffusion sur
disque d'agar (Valkova et al., 2021). Briévement, 11 souches de B. cereus ont été
cultivées dans le bouillon Mueller-Hinton (Liofilchem, Italie) a 30°C pendant une nuit
et la gélose Mueller- Hinton (MHA) a été inoculée avec une suspension microbienne
des souches testées a 0,5 McFarland (Fluka, Suisse).

Les disques de papier filtre (6 mm) ont ensuite été¢ imprégnés de 10 ul d'HE. Les
bactéries ont été incubées en aérobiose pendant 24 h a 30°C. Les diamétres des zones
d'inhibition (en mm ; la distance du diamétre entier a été prise en compte) ont été
mesurés immédiatement aprés l'incubation a I'aide d'un double décimétre et l'intensité
de l'activité antimicrobienne a été exprimée comme suit : activité antimicrobienne
faible (5-10 mm) ; activité antimicrobienne modérée (5-10 mm) ; et activité
antimicrobienne trés forte (zone> 15 mm) (figure supplémentaire S1).

La concentration minimale inhibitrice (CMI) de chaque HE a été étudiée par la
méthode de dilution en micropuits selon les directives du CLSI (2012, 9e édition).
Chaque puits a été inoculé avec 100 pl de bouillon de Muller-Hinton. Ensuite, 100ul
pour chaque HE ont été mélangés a 100 pl de bouillon de Muller-Hinton déposés dans
1 puits pour obtenir une dilution de 1/2. Ensuite, 100 pl du premier puits ont été
déposés dans le deuxiéme puits pour obtenir 1/4. Ces dilutions ont été répétées
jusqu'au dernier puits. Enfin, 100 pl de chaque inoculum (5% 10°> UFC/ml pour les
bactéries) ont été ajoutés dans chaque puits pour obtenir 200 pl comme volume final.

La plaque a éte scellée et incubée en aérobiose a 30°C pendant 24 h.
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Des contréles négatifs et positifs, avec respectivement du bouillon de Muller Hinton
ou du bouillon de Muller Hinton plus des cellules bactériennes, ont été inclus dans
tous les tests.

La CMI a été définie comme la faible concentration de chaque EH pour laquelle les
lignées bactériennes n‘ont pas montré de croissance visible dans le puits (CLSI, 2012).
Tous les tests ont été effectués en trois exemplaires.

La concentration bactéricide minimale (CBM) a été évaluée a partir des puits de CMI
sous224 cultives.

Un volume de 100 pl de chaque puits a été déposé sur de la gélose Muller Hinton
incubée en aérobiose a 30 °C pendant 24 h. La concentration la plus faible ne

présentant pas de croissance visible sur la plaque a été enregistrée comme la CMB.

4  Preéparation de la suspension de spores

Comme recommandé par Leguerinel et al. (2000), la sporulation a été induite par
I'addition de sulfate de magnésium (40 ppm, w/v) et de chlorure de calcium (100 ppm,
w/v) a la gélose nutritive a 30°C, suivie d'une observation microscopique. Lorsqu'au
moins 90% des spores étaient présentes (généralement aprés 4 a 6 jours), la culture a
été récoltée, lavée (trois fois) et centrifugée (10 000 rpm) pendant 15 minutes dans
une centrifugeuse Eppendorf 5810 R.

Les suspensions de spores ont été conservées a 4°C dans de I'eau stérile jusqu'a leur

utilisation. Deux lavages supplémentaires ont été effectués avant chaque expérience.

5 Test antispores

Apres avoir melangé la concentration CMI de 1’huile essentiel 8 5 mL de suspension
de spores (10° unités formatrices de colonies (UFC)/mL), le mélange a été incubé a
30°C pendant 24 h. Apreés le traitement, les spores ont été extraites par centrifugation
a 14 500 xg pendant 5 min, et elles ont subi trois cycles de lavage dans une solution
saline stérile pour éviter que les I’huile essentiel restant n'influence pas la formation
de cellules végeétatives (Cho et al., 2008).

Pour déterminer le nombre final de spores viables, le culot de spores obtenu a été
dilué en série, suspendu dans 1 ml de solution saline et placé sur de la gélose nutritive
(Sigma, Espagne). Comme indiqué précédemment, les I’huiles essentiels ont été

cultivées avec des spores a 30°C pendant 24 heures.
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6 Coupons en acier inoxydable

La surface expérimentale, constituée de coupons en acier inoxydable (AISI 304L) de
15 x 45 mm, a été nettoyé et désinfecter selon la technique décrite par Peng et al.
(2001).

Les coupons ont été trempés pendant au moins 1 heure dans une solution d'éthanol et
d'acétone (v/v) pour les nettoyer.

Aprés un rincage rapide a I'eau distillée stérile, les coupons ont été immergés dans une
solution de NaOH a 2 % a 70 °C pendant 5 minutes et rincés a I'eau distillée stérile.
Les coupons ont été rincés une derniére fois avec de I'eau distillée stérile aprés avoir
été immergés dans une solution de HNO3; 1 % a 70 °C pendant 5 minutes. Les

coupons ont ensuite été scellés avec de I'aluminium et stérilisés a 120°C pendant 1 h.

7  Préparation des spores attachées

Des coupons (15 x 45 mm, acier inoxydable AISI 304L) ont été deposé par
immersion verticale dans une suspension aqueuse de spores (10° spores par mL)
pendant 4 h, puis ils ont été rapidement rincés a I'eau stérile (Faille et al., 2013). Ce
test a été réalisé pour déterminer I'adhérence des spores de B. cereus a l'acier

inoxydable.

8 Dénombrement des spores adhérentes viables

Apres quatre heures d'adhésion, le nombre de spores a été compté selon la méthode
suivante :

(i) les coupons en acier inoxydable ont été rincés avec de I'eau distillée stérile avant
d'étre placés dans des tubes en verre contenant 5 mL de tampon PBS contenant 0,5 %
de Tween 80 ;

(i) les coupons ont été vortexés pendant 30 s puis soniqués (70 W, 47 kHz, Wise
Clean) pendant 2,5 min ; (iii) les spores détachées ont été comptées par
ensemencement sur la gélose nutritive apres 24 h d'incubation a 30°C (Faille et al,
2013).

9 Traitement des spores adhérentes avec des huiles essentielles

Pour déterminer les effets antispores de C. winterianus, les coupons en acier
inoxydable ont été plongés dans 5 ml de suspension de spores contenant de I'huile
essentiel a des concentrations minimales inhibitrices (CMI), 2xCMI, 3xCMI, 4xCMI

et 5XCMI a température ambiante (30 £ 1°C) pendant 24 h. Ensuite, les coupons ont
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été transferés dans 5 ml de solution neutralisante (3 % de polysorbate 80 v/v, 3 % de
saponine w/v, 0,3 % de lécithine w/v) pendant 2 min. La réduction logarithmique
(LR) a été estimée a I'aide de I'équation suivante :

LR =log (N/NO) = (log N) - (log NO) ;

Ou NO sont les cellules adhérentes initiales et N les spores adhérentes viables
restantes apres la désinfection (UFC/mL) aux temps t et zéro, respectivement
(Shahbazi, 2020).

10 Données et analyses statistiques :

Toutes les analyses de données ont été effectuées a lI'aide de Microsoft Excel et d'IBM
SPSS Statistiques for Windows version 23.0 (IBM Corp, NY, US). Trois tests
indépendants ont été effectués pour toutes les expériences en laboratoire. La valeur
moyenne a été calculée et I'écart-type ajouté pour chaque résultat.

Le test T pour les échantillons indépendants (ou dépendants) a été utilisé pour les
variables continues, en utilisant le test de Levene pour les variances égales. Un niveau

de signification (p) de 0,05 a été considéré.
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Résultats et discussion

1 Analyse GC-MS des huiles essentielles de C. winterianus et de J. phoenicea

Les compositions chimiques de C. winterianuset de J. phoenicea sont présentées dans
les tableaux 1 et 2, respectivement. En ce qui concerne la composition chimique des
HE testées, il s'est avéré qu'il s'agissait de mélanges complexes de nombreux

composants.

Les tableaux 1 et 2 presentent les composés identifiés (90 composés de C. winterianus
et un total de 12 composes de J. phoenicea) et les pourcentages obtenus par GC-MS.
C. winterianus était principalement composé de monoterpénes aldéhydes (37,2 %),
tandis que J. phoenicea contenait principalement des composes terpéniques (73,2 %).
Le citral représentait 66 % de I'HE de citronnelle C. winterianus dans notre étude, le
géranium et le néral représentant respectivement 37 % et 29 % du total des
composants volatils. Le béta-myrcene (16,1 %) et le géraniol (4,1 %) étaient les
constituants les plus abondants pour C. winterianus, tandis que l'alpha-pinene (64,8
%) était le constituant le plus abondant pour J. phoenicea.

2 Activité antibactérienne des huiles essentielles.

L'activité antibactérienne in vitro des deux HE contre les souches bactériennes de B.
cereus a eté évaluée a l'aide de la méthode de diffusion par disque en mesurant les
diamétres des zones d'inhibition (tableau 3). Les HE ont montré des effets
antibactériens élevés d'apres les zones d'inhibition observées (p<0,05 pour tous les
isolats). C. winterianus s'est révélé extrémement efficace sur toutes les souches
testées, avec une inhibition totale de la croissance bactérienne pour toutes les souches
de B. cereus. Pour J. phoenicea, les zones d'inhibition variaient de 29,3 a 60 mm ; la
croissance de deux souches de B. cereus (80 et 82) a été complétement inhibée.

Les valeurs CMI et CMB ont également été testées pour cette série de souches de B.
cereus.

Le tableau 3 présente un résumé de ces concentrations. Confirmant les résultats
observés avec les zones inhibitrices (tableau supplémentaire S2), I'HE de C.
winterianus a montré l'activité antibactérienne la plus forte. L'HE de C. winterianus a
démontré une efficacité bactéricide contre toutes les souches testées avec les valeurs
CMI les plus faibles allant de 0,048 a 0,08uL/ml et des valeurs CMB allant de 0,064
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ulL/mL a 0,08 uL/mL. L'HE de J. phoenicea a egalement montré des activités
bactériostatiques et bactéricides avec des valeurs CMI allant de 0,195 pL/mL a 12,5
uL/mL et des valeurs MBC allant de 0,195 uL/mL a 25 pL/mL. On a constaté une
différence dans les valeurs de la CMI et de la CMB de I'HE de C. winterianus
(p=0,01), alors qu'une telle différence n'a pas été constatée pour I'HE de J. phoenicea
(p=0,06).

3 Activité anti-spores des HE

Le tableau 4 montre que I'HE de C. winterianus a montré les propriétés antispores les
plus élevées sur les spores (spores planctoniques) et sur l'acier inoxydable (les spores
non adhérentes n'ont pas été testées a ce stade). Les HE de C. winterianus et de J.
phoenicea ont demontré une efficacité antispores contre toutes les souches de B.
cereus.

Les valeurs de réduction logl0O étaient comprises entre 4,64 et 5,53 pour C.
winterianus, tandis que I'HE de J. phoenicea présente des valeurs de réduction log10
Iégérement inférieures, comprises entre 3,34 et 5,12. Il y avait une différence
significative (p=0,02) entre les valeurs de réduction logl0 des spores de B. cereus

observées avec les HE de C. winterianus et de J. phoenicea.

4  Traitements des spores adhérentes avec des huiles essentielles

Comme décrit ci-dessus, I'HE de C. winterianus a montré une plus grande activité
antispores (a une concentration plus faible) que celle de J. phoenicea. Par conséquent,
les expériences sur les spores adhérentes ont été réalisées uniquement pour I'HE de C.
winterianus. Le tableau 6 montre que I'HE de C. winterianus a montré un effet de
réduction de log10 sur les spores adhérant a l'acier inoxydable par rapport au contréle
et entre plusieurs concentrations CMI (p<0,05). Comme prévu, des concentrations
CMI plus elevées d'HE de C. winterianus ont entrainé une activité antispores plus
importante (valeurs de réduction logl0). L'HE de C.winterianus a démontré une
efficacité antispores contre toutes les souches de B. cereus, avec des valeurs de
réduction log10 allant de 0,14 a 3,99 a la CMI de I'HE. Un détachement total a été
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observé pour certaines souches de B. cereus a 4xCMI et pour toutes les souches apres

exposition a 5xCMI d'HE de C. winterianus.

D'apres nos résultats, il y a eu une réduction log10 beaucoup plus importante (de 4,93
a 2,42) entre les spores sous forme planctonique et la réduction observée sur les
spores adhérées a la surface de l'acier inoxydable. Il n'y avait pas de différence
significative (p=0,14) entre les valeurs 3*CMI de réduction log10 des spores de B.
cereus adhérées par rapport aux spores planctoniques traitées avec I'HE de C.
winterianus (valeurs dans le tableau 4). Inversement, il y avait une différence
significative (p<0,05) entre les valeurs de réduction log10 observées pour les spores

planctoniques par rapport a toute autre concentration CMI de I'HE de C. winterianus.

Certaines bactéries, principalement les clostridies et les bacilles, peuvent produire des
spores métaboliquement inactives comme stratégie adaptative de survie dans des
environnements de croissance défavorables (Setlow, 2014). En raison de leur
composition et de leur structure distinctes, les spores sont plus résistantes a divers
traitements physiques, chimiques et environnementaux que leurs homologues
vegétatifs (Setlow, 2014 ; Trunet et al., 2017).

Méme les traitements les plus extrémes, tels que la perturbation mécanique, le
chauffage et/ou l'exposition & une série de toxines, sont incapables de détruire ces
spores (Burgess et al., 2010).

Selon Mallozzi et al. (2010), les spores peuvent adhérer de maniére tenace aux
surfaces biotiques et abiotiques et se disperser pour contaminer d'autres surfaces. Il a
été démontré que les HE et leurs composants sont actifs contre une variété de
bactéries, de levures et de moisissures et qu'ils sont liés aux composants chimiques et
a la structure des HE, ainsi qu'au type et a la structure des micro-organismes ciblés
(Kalagatur et al., 2018 ; Al-Magqtari et al., 2021). Les HE sont marginalement plus
efficaces contre les bactéries a Gram positif que contre les bactéries a Gram négatif,
selon la majorité des recherches (Bazargani &Rohloff, 2016 ; de Medeiros Barbosa et
al., 2016 ; Vidacs et al., 2018).
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En raison des extrémités lipophiles de I'acide lipotéichoique, les bactéries a Gram
positif peuvent étre plus sensibles aux HE, ces huiles étant capables de pénétrer les
membranes cellulaires (Chouhan et al., 2017).

Selon nos résultats, il y avait une différence dans les valeurs de la CMI et de la CBM
de I'HE de C. winterianus, mais cette différence n'a pas été observée pour I'HE de J.
phoenicea.

L'activité antibactérienne des HE est probablement attribuée aux composants volatils.
Les HE de plantes médicinales ont le potentiel d'étre des sources antibactériennes,
mais leur activité peut étre influencée par la souche bactérienne (Widelska et al.,
2018). Par consequent, plusieurs souches de B. cereus (avec des caractéristiques
phénotypiques et génotypiques distinctes) ont été testées dans cette étude.

Nous supposons que diverses raisons peuvent étre a l'origine de ces variations.
L'activité antibactérienne des HE dépend également de la composition et des
composants volatils de chaque HE, qui peuvent varier en fonction des variations
génétiques, du lieu d'origine, de la technique d'extraction, du stade de maturation ou
de la saison de récolte, de la partie de la plante utilisée, du type de biomasse (feuilles
ou feuilles avec ramifications terminales), du chimiotype et de la méthode de
production (distillation commerciale a la vapeur d'eau ou préparation par
hydrodistillation en laboratoire a I'aide d'un appareil de type Clevenger) (Samson et
al., 2002 ; Ekpenyong et al., 2014 ; de Groot et al., 2016). Le citral représentait 66 %
de I'HE de citronnelle C. winterianus dans notre étude, le géranial et le néral
représentant respectivement 37 % et 29 % des composants volatils totaux. La
concentration en citral était similaire a celle décrite précédemment par Lulekal et al.
(2019) et Soliman et al. (2017). A linverse, 397 Abegaz&Yohannes (1983) ont
observé seulement 13 % de citral dans I'HE de Cymbopogon originaire d'Ethiopie.

En fonction de leurs composants et de leur structure, plusieurs mécanismes de
I'activité antibactérienne des HE et de leurs ingredients actifs ont été proposés. Leurs
premiéres voies d'action se limitaient a la destruction des membranes cytoplasmiques
des cellules, mais d'autres mécanismes ont été proposés depuis.

On a observé qu'une partie du mécanisme d'action de plusieurs HE et de composés
phénoliques similaires consistait a s'accrocher aux membranes des cellules
bactériennes et a les perturber. Les HE et leurs composants actifs étant lipophiles, on a
découvert qu'ils pénétrent et s'accumulent facilement dans la bicouche lipidique des

membranes cytoplasmiques. Elles perturbent et détériorent les différentes couches de
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la membrane en se positionnant entre les chaines d'acides gras des membranes
cellulaires et en oblitérant le systeme de transport d'électrons ou en désactivant
I'activité enzymatique (Bakkali et al., 2008 ; Valeriano et al., 2012).

En fin de compte, l'intégrité de la bicouche phospholipidique est rompue et sa
perméabilité augmente.

La perturbation de la force motrice des protons, la réduction du potentiel
membranaire, I'épuisement de I'adénosine triphosphate (ATP), la perturbation de la
fonction cellulaire normale et la fuite du contenu intracellulaire essentiel (ions,
protéines et acides nucléiques) sont autant de conséquences de la perméabilité accrue,
qui facilite la pénétration des agents antimicrobiens (Zhang et al., 2017 ; Pathania et
al., 2018).

Il existe une limite a la perte de composants intracellulaires qui peut étre tolérée sans
compromettre la survie (Ju et al., 2019) et une corrélation a été décrite entre la durée
du contact entre I'HE et le micro-organisme et la quantité de contenu intracellulaire
perdue, ce qui entraine finalement la mort cellulaire par nécrose ou apoptose (Bakkali
et al., 2008 ; Valeriano et al., 2012).

Dans cette étude, deux HE ont été étudiées pour leur capacité a réduire la viabilité des
spores de B. cereus. D'aprés nos résultats, les deux huiles essentielles ont été efficaces
contre toutes les souches testées et ont montré des valeurs MIC et MBC différentes.
Ces observations suggérent que les composants volatils des HE ont pu contribuer a
leur activité antibactérienne.

En outre, les résultats de la diffusion sur gélose en disque ont montré que les deux
HE ont fortement inhibé la croissance de toutes les souches de B. cereus. La technique
de diffusion sur gélose en disque a été utilisée pour de telles recherches préliminaires
sur l'activité antibactérienne des HE (Rota et al., 2004 ; Derwich et al., 2010).

Dans cette étude, nous avons constaté une bonne corrélation entre les valeurs de la
CMI ou de la CMB et les résultats de la diffusion sur gélose en disque. Cependant, de
nouveaux résultats suggeérent que le citral pourrait étre le principal responsable de la
valeur de l'activité antimicrobienne des HE de C. winterianus. Les faibles valeurs de
CMI et de CMB de I'HE de C. winterianus peuvent également étre liées a sa forte
teneur en citral (66 %), cette activité étant transversale a tous les B. cereus testés. Des
activités similaires ont été décrites précédemment par d'autres chercheurs (Millezi et
al., 2012 ; Nait Irahal et al., 2020).
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L'HE de J. phoenicea a été préecédemment décrite comme étant principalement
composée d'a- pinéne, de B-phellandrene et d'acétate d'oa-terpinyle (Ait-Ouazzou et al,
2012), mais ces rapports n'ont pas été confirmés par nos résultats. En outre, ces
substances chimiques se situaient dans les fourchettes rapportées dans la littérature
pour des échantillons de plusieurs sous-especes de J. phoenicea collectes autour de la
région mediterranéenne, comme en Espagne et au Portugal (Adams, 1996), en Corse
(Rezzi et al., 2001) ou en Algérie (Bouyahyaoui et al., 2016). Derwich et al. (2010)
ont étudié la composition chimique de I'HE extraite des feuilles de J. phoenicea
cueillies au Maroc (région de Boulmane), rapportant 49% pour l'a-pinéne. La quantité
obtenue dans notre étude pour l'a-pinéne (65%) est supérieure a celle observee par
Ait-Ouazzou et al. (2012) et Bouyahyaoui et al. (2016), 25% et 30% respectivement,
justifiant ainsi les propriétés antibactériennes de I'HE de J. phoenicea. Selon des
rapports antérieurs, 1'a-pinéne posséde des propriétés antibactériennes, principalement
contre Escherichia coli, Staphylococcus aureus résistant a la méthicilline et
Streptococcus pyogenes (Demirci et al., 2007 ; Yang et al., 2015 ; de Sousa Eduardo
et al., 2018 ; Utegenova et al., 2018). En outre, d'autres rapports décrivent les HE
contenant des terpénes comme ayant une activité antibactérienne (Dorman&Deans,
2000). Bien que la composition chimigque de J. phoenicea ait été étudiée
précédemment, on sait peu de choses sur sa capacité a agir sur les micro-organismes
alimentaires.

En fait, 'HE de J. phoenicea a montré une efficacité puissante contre toutes les
souches de B. cereus examinées dans cette étude. Des études antérieures ont confirmé
ces activités bactériostatiques et bactéricides modérées a fortes contre les bactéries
Gram-positives (Ait-Ouazzo et al., 2012).

Les spores bactériennes sont structurellement et chimiquement trés différentes de
celles des cellules végétatives. Ces variations expliquent principalement la résistance
des spores au stress environnemental, comme les désinfectants (Leggett et al., 2012).
Ce fait explique également pourquoi la CMI de la cellule végétative et la réduction
logio des cellules spores dans notre étude étaient différentes. La CMI représente la
concentration la plus faible d'un agent antimicrobien qui empéche la croissance
visible d'un micro-organisme dans un antibiogramme en gélose ou en bouillon de
culture, mais cette concentration a éliminé environ 50 % des cellules sporulées

planctoniques.
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Le détachement des spores bactériennes de I'environnement de transformation des
aliments est essentiel car elles s'accumulent souvent dans des zones difficiles a
nettoyer (Austin et al., 1995 ; Sharma & Anand, 2002). Les HE testées ont montré un
degré variable d'activité antispores, C. winterianus étant I'HE la plus efficace (avec les
concentrations les plus faibles) et montrant une activité antispores remarquable. En
2015, une réduction de 50 % de la germination des spores de Bacillus sp. et de
Geobacillus stearothermophilus a été constatée pour I'HE de Drypetesgossweileri
(Voundi et al., 2015).

La thymoquinone (substance active naturelle), le macélignan (substance chimique
bioactive dérivée de la noix de muscade, MyristicafragransHoutt.), I'eugénol et
I'asaronaldéhyde ont également inhibé la germination des spores de B. cereus,
suggérant son potentiel en tant que conservateur antimicrobien efficace dans le
contr6le de la contamination des aliments et des maladies d'origine alimentaire
(Rukayadi et al., 2009 ; Alquadeeri et al., 2019 ; Wang et al., 2021 ; Zhang et al.,
2024).

L'élimination des spores adhérentes est facilitée par la turbulence élevée de la solution
de nettoyage et la présence de substances oxydantes (Kumar& Anand, 1998). Ces
faits confirment I'efficacit¢ de C. winterianus contre les spores bactériennes
adhérentes, car le citral peut cooxyder le substrat en raison de son auto-terminaison et
de sa terminaison croisee rapides de la chaine oxydative (Baschieri et al., 2017).

A notre connaissance, aucune donnee sur l'effet quantitatif de I'HE de C. winterianus
sur les spores adhérentes de B. cereus aux surfaces en acier inoxydable n'était
disponible dans la littérature. D'aprés nos résultats, il y a eu une forte réduction des
spores adhérentes (plusieurs ordres de logig), les spores adhérentes étant plus
résistantes que les spores planctoniques.

Cette reduction des spores adhérentes et non adhérentes peut potentiellement étre
expliquée par les caractéristiques physicochimiques et de surface des spores telles que
le potentiel zéta, le point isoélectrique, la surface de I'exosporium, la longueur et le
nombre des appendices (Didouh et al., 2015). En 2020, Shahbazi a étudié les effets
des HE de Ziziphora clinopodioides et de Menthaspicata sur les biofilms de 6
pathogenes d'origine alimentaire developpés a la surface de coupons en acier
inoxydable.

Aprés exposition aux solutions désinfectantes a base d'HE, le nombre de cellules

adhérant a la surface (biofilms) a été considérablement réduit, I'activité la plus élevée
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étant observée chez B. cereus, suivi de Bacillus subtilis, Listeria monocytogenes, S.
aureus, E. coli 0157:H7, et Salmonella typhimurium.

La capacité de I'HE de C. winterianus & réduire la croissance des spores et des
végétations est pertinente et nouvellement décrite. La sensibilité de B. cereus aux
deux HE, a la fois sous forme de spores adhérentes et sous forme planctonique, est
une recommandation forte pour son application dans les programmes d'élimination
des surfaces laitiéres et autres surfaces de transformation, dont I'Algérie et d'autres
pays ont grand besoin (Didouh et al., 2023Db).

Nos résultats sont conformes a ceux de Kalai et al. (2018) qui ont constaté une
éradication complete du biofilm de B. cereus en utilisant des solutions

d'assainissement a base d'huile de thym.
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En conclusion, cette étude a montré I'activité inhibitrice et bactéricide des HE de
C.winterianus ou de J. phoenicea contre B. cereus planctonique et a confirmé
I'activité antispores des composants actifs de C. winterianus contre les spores
adhérentes de B. cereus.

L'une des applications proposées est le développement de formulations désinfectantes
a base d'HE de C. winterianus ou de J. phoenicea qui seraient utiles pour réduire les
spores adhérentes dans les pipelines et autres équipements utilisés dans l'industrie
laitiére.

Ces désinfectants pourraient étre utilisés sur une base hebdomadaire tout en
conservant I'équipement et les canalisations pendant tout le week-end jusqu'au début
de la production suivante la semaine d'apres, ce qui offre plus de temps de contact
(Cramer, 2006).

Les effets négatifs des HE sur les qualités sensorielles des produits alimentaires
peuvent constituer une limite a cette stratégie. Selon Calo et al. (2015), les effets
négatifs des HE sur les qualités sensorielles des produits alimentaires peuvent étre
réduits en diminuant la quantité d'ingrédients actifs utilisés. L'encapsulation est I'un
des meilleurs moyens de réduire leur impact sur les qualités sensorielles des aliments
grace a des méthodes telles que le séchage par pulvérisation, la coacervation et
I'utilisation de nanoparticules lipidiques solides, qui peuvent améliorer l'activité
biologique des HE et leur libération contr6lée (Al-Magtari et al., 2021 ; Bakry et al.,
2016 ; Veiga et al., 2019).

En outre, le développement de désinfectants naturels contribuera a réduire les effets
négatifs des désinfectants chimiques synthétiques, notamment en ce qui concerne leur
impact sur lI'environnement et I'apparition de résistances bactériennes. Ces résultats
apportent une contribution significative aux industries laitieres, en offrant de
nouvelles alternatives pour l'utilisation de désinfectants efficaces sur les équipements

de transformation des aliments.
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1000ml
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300ml
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Résumé :

L'adhésion des spores de Bacillus cereus aux équipements de l'industrie laitiére est un probléme grave,
qui entraine la détérioration des aliments et, parfois, des épidémies de maladies d'origine alimentaire.
Les huiles essentielles antimicrobiennes ont été proposées comme alternative aux désinfectants
synthétiques en raison de leurs propriétés respectueuses de I'environnement. L'objectif de cette étude
était d'évaluer I'effet des huiles essentielles de Cymbopogon winterianus et de Juniperus phoenicea sur
les spores planctoniques et adhérentes de B. cereus sur les surfaces en acier inoxydable. Onze souches
de B. cereus ont été utilisées dans cette étude. La composition chimique des huiles de C. winterianus et
de J. phoenicea a été analysée par chromatographie en phase gazeuse (GC)/spectrométrie de masse
(MS). Quatre-vingt-dix composants ont été identifiés pour C. winterianus, les constituants les plus
abondants étant le géranium (37 %), le néral (29 %), le béta-myrcéne (16 %) et le géraniol (4 %).
Douze composants ont été identifiés pour J. phoenicea, I'alpha-pinéne (65 %) étant le constituant le
plus abondant. Les résultats de la concentration minimale inhibitrice et de la concentration minimale
bactéricide ont révélé que C. winterianus était I'HE la plus efficace (p<0,05) contre les onze souches.
En outre, il y a eu une forte réduction de logl10 (de 4,93 a 2,42 ; p<0,05) entre les spores sous forme
planctonique et les spores adhérant a la surface en acier inoxydable. C. winterianus peut étre utilisé
pour detacher efficacement les spores de B. cereus capables d'adhérer et de former des biofilms sur les
surfaces en acier inoxydable, ce qui constitue une alternative valable pour le développement d'un
désinfectant naturel susceptible de réduire les effets négatifs des désinfectants chimiques synthétiques.
Mots-clés : Bacillus cereus, citronnelle de Java, genévrier, huile essentielle, spores bactériennes, acier
inoxydable.

Abstract

Adherence of Bacillus cereus spores to dairy industry equipment is a serious problem, causing food
spoilage and, occasionally, outbreaks of foodborne diseases. Antimicrobial essential oils (EOs) have
been proposed as an alternative to synthetic disinfectants due to their environmentally friendly
properties. The aim of this study was to assess the effect of Cymbopogon winterianus and Juniperus
phoenicea EOs on planktonic and adherent B. cereus spores to stainless steel surfaces.Eleven strains of
B. cereus were used in this study. The chemical composition of the C. winterianus and J. phoenicea
oils was analyzed by gas chromatography (GC)/mass spectrometry (MS).Ninety components were
identified for C. winterianus, being geranial (37%), geraniol (4%),beta-myrcene(16%) and neral
(29%)the most abundant constituents.Twelve components were identified for J. phoenicea, being
alpha-pinene(65%) the most abundant constituent. The results of the minimal inhibitory concentration
and minimal bactericidal concentration revealed that C. winterianus was the most effective EO against
all eleven strains. In addition, there was a large log10 reduction (from 4.93 to 2.42) between spores in
planktonic form versus spores adhered to stainless steel surface. C.winterianus can be used for
effective detachment of B. cereus spores capable to adhere and form biofilms on stainless steel
surfaces, being a valid alternative for the development of natural disinfectant that may reduce negative
effects of synthetic chemical disinfectants.

Keys word: Bacillus cereus, biofilm, Cymbopogon winterianus, Juniperus phoenicea,essential
oil,bacterial spores, stainless steel
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