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Abstract

Emetic strains of the B. cereus group are frequently involved in food intoxications.
Although the symptoms are usually mild, severe cases have been reported and their
control throughout the food chain supply is therefore a primary concern. However,
the conventional preservation methods present significant drawbacks and are not
always effective against these pathogens. In this context, novel strategies are required
and there is a growing interest in the use of bacteriophages. These viruses are able to
specifically infect bacteria and offer many advantages in the biocontrol of pathogenic
bacteria.

This work aimed to investigate Deep-Blue potential against three psychrotolerant
B. cereus strains at two levels of the food chain supply : in the post treatment of food
products, where bacteriophages can be used as bio-preservatives and as biosanitation
agent for industrial equipments to remove bacterial biofilms. Finally, the last objec-
tive was to isolate other Myorividae which could be integrated within a phage cocktail.

First, food matrices were experimentally contaminated and treated with Deep-
Blue. Results show that the phage could reduce B. cereus concentration below the
initial bacterial level in LB broth and milk. Moreover, the treatment was able to
control bacterial growth in rice and on the surface of milk rice. In the second part,
Deep-Blue potential as antimicrobial agent against B. cereus biofilms formed in LB or
milk was assessed using flow cell in which bacteria can adhere. Two treatments were
applied : a preventive one and a curative one. Deep-Blue was effective in preventing
biofilm development in both LB and milk and reductions of up to 4 log CFU/m?
where achieved compared to the untreated biofilm. The curative treatment reduced
the bacterial density by 2 log CFU/mm? in LB, but no significant effect could be
observed in milk. The last objective aimed to isolate Myoviridae by combining the
technique of enriching samples with target bacteria followed by PCR using primers
specific to phages similar to Deep-Blue. However, no Myoviridae could be isolated.
Nevertheless, optimizing the design of the primers should allow to target a larger
number of phages.

This work demonstrated Deep-Blue phage potential both as a bio-preservative in
food products and as a biosanitation agent against biofilms. Deep-Blue is a valuable
candidate for the elaboration of a phage-based biopreservative intended to reduce
the prevalence of intoxications associated with the presence of B. cereus within the
agri-food industry.
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Chapitre 1

Introduction

«Chaque année, 600 millions de personnes, soit pres d’une sur diz dans le monde,
tombent malades aprés avoir consommé des aliments contaminés et 420 000 en
meurent.» (WHO, 2015)

La sécurité sanitaire des aliments est une préoccupation majeure dans I'industrie
agro-alimentaire. Cependant, malgré les réglementations strictes en vigueur tout au
long de la chaine alimentaire, produire des aliments exempts de micro-organismes
est un enjeu de taille. En effet, les méthodes traditionnelles de conservation des
aliments ne sont pas toujours efficaces pour éliminer les pathogenes et présentent
de nombreux inconvénients, y compris l'altération des propriétés organoleptiques et
I’élimination de la microflore bénéfique. Par ailleurs, les industriels doivent faire face a
la présence de biofilms au sein des lignes de production. Ces structures complexes de
micro-organismes résistent aux processus de nettoyage des installations et constituent
une source de contamination récalcitrante.

Dans ce contexte, et compte tenu de la demande croissante des consommateurs
pour des produits naturels et exempts de conservateurs chimiques, le développement
de nouvelles méthodes de controle des bactéries pathogenes semble indispensable.
Ces dernieres années ont vu un intérét grandissant pour les stratégies de biocontrole.
Parmi celles-ci, les bactériophages, ces virus naturels des bactéries, ont un potentiel
énorme. Grace a leur spécificité et leur capacité a se multiplier a l'intérieur de leur
hote, ils apparaissent comme une alternative efficace pour pallier les inconvénients
liés a l'utilisation des barrieres microbiologiques traditionnelles. L’application de
phage comme moyen de biocontrole contre les pathogeénes bactériens est une stratégie
bien établie en ce qui concerne Listeria monocytogenes, Escherichia coli ou encore
Salmonella enterica. Ce travail se focalise sur Bacillus cereus, une bactérie pathogene
pour laquelle aucun produit phagique n’a été mis au point jusqu’ici.
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1 B. cereus sensu lato : écologie et importance

Les Bacillus forment un genre de bactéries Gram-positives en forme de batonnet
et a faible taux en G-C. Elles appartiennent a la famille des Bacilliacae dont la
caractéristique principale réside dans la capacité a produire des endospores (Slepecky
et Hemphill, 2006). La résistance des spores a un certain nombre de conditions
défavorables et extrémes contribue a 'ubiquité de Bacillus spp. dans la nature. Ces
bactéries se retrouvent en effet aussi bien dans le sol, 'air, I’eau ainsi que dans
les denrées alimentaires et le systeme digestif des insectes et des mammiferes ou
elles peuvent vivre comme saprophytes, opportunistes ou encore comme pathogenes
(Griffiths, 2010). Au sein du genre Bacillus, B. cereus sensu lato forme un groupe
homogene d’especes d’intéréts économique et de santé publique.

1.1 Les membres du groupe B. cereus

Le groupe B. cereus s.l. comprend sept especes : Bacillus cereus sensu stricto (s.s.),
Bacillus thuringiensis, Bacillus anthracis, Bacillus mycoides, Bacillus pseudomycoides,
Bacillus weihenstephanensis et Bacillus cytotoxicus. Historiquement, ces especes ont
été classées sur base de criteres phénotypiques et physiologiques. Cependant, les
approches moléculaires actuelles ont souligné une grande proximité génétique entre les
différents membres de ce groupe plongeant cette classification au coeur de nombreuses
controverses (Vilas-Boas et al., 2007). Plusieurs scientifiques considerent B. cereus
s.s., B. thuringiensis et B. anthracis comme appartenant a une seule et méme espece.
En effet, ces espeéces se distinguent uniquement sur base de leurs facteurs de virulence,
codés par des genes qui sont portés par des plasmides. En outre, certains de ces
plasmides peuvent étre transférés facilement au sein du groupe et/ou perdus au fil
de I'évolution (Van der Auwera et al., 2007).

B. anthracis

B. anthracis est I'agent étiologique responsable de 'anthrax, communément
appelée "maladie du charbon'. Ce pathogene a été mis en évidence par Koch et
Pasteur & la fin du 19°™¢ siécle et doit sa notoriété a son utilisation en tant qu’arme
biologique en 2001 aux Etats-Unis (Jernigan et al., 2002). Les herbivores tels que les
ruminants sont les plus propices a développer la maladie mais tous les mammiferes,
y compris les humains, sont susceptibles d’étre atteints (Mock et Fouet, 2001). Selon
la voie de contamination, la maladie peut prendre trois formes : I'infection cutanée,
pulmonaire ou gastrointestinale. Une fois les spores dans I'héte, elles germent pour
donner des cellules végétatives qui vont proliférer et exprimer leurs exotoxines (Jensen
et al., 2003). Les facteurs de virulence de B. anthracis sont encodés par deux plasmides
pXO1 et pXO2. Le premier permet la production de trois facteurs toxiques distincts :
I'antigene protecteur (PA), le facteur cedématogene (EF) et le facteur létal (LF). Ces
protéines peuvent s’associer pour former les deux toxines bipartites : PA-EF et PA-LF.
En ce qui concerne pXO2, il code pour une capsule faite d’acides poly D-glutamique
qui permet a la bactérie d’échapper a la phagocytose par les macrophages du systéme
immunitaire de son héte (Jensen et al., 2003).
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B. thuringiensis

B. thuringiensis est connue mondialement pour son utilisation en agriculture en
tant que biopesticide (environ 400 formulations ont été mises sur le marché). En
effet, cette bactérie se distingue par sa capacité a synthétiser, durant la sporula-
tion, des cristaux protéiques parasporaux qui sont responsables de leur caractére
entomopathogene notamment a l'encontre des larves de Lépidopteres, Coléopteres et
Dipteres. Ces cristaux peuvent contenir deux types de toxines dont les génes sont
portés par un large plasmide : les toxines Crystal (Cry) et les toxines cytolytiques
(Cyt). Une fois ingérées, les protéines Cry sont activées par les protéases du tube
digestif de 'insecte et se lient a des récepteurs spécifiques situés au niveau des cellules
épithéliales, entralnant une perturbation de 'intégrité membranaire et la mort de
I'insecte (Bravo et al., 2007). Les protéines Cyt ne se lient pas a des récepteurs mais
interagissent directement avec la membrane lipidique. Le potentiel insecticide des
protéines Cry est tel que leurs genes respectifs ont été introduits dans des plantes
transgéniques afin de leur conférer une haute protection contre les ravageurs les plus
nuisibles et diminuer 1'utilisation mondiale de pesticides chimiques (Pardo-Lopez
et al., 2012).

B. cereus s.s.

B. cereus est un organisme mésophile largement répandu dans l’environnement.
Le sol est considéré comme le réservoir primaire de cette bactérie mais les intestins
des invertébrés et des mammiféres pourraient aussi constituer des niches naturelles
(Stenfors Arnesen et al., 2008). B. cereus peut également étre isolé a partir de
diverses matrices alimentaires d’origine végétale et animale, et plus particulierement
des produits laitiers. Deux types d’intoxications sont liées a I'ingestion d’aliments
contaminés par B. cereus s.s. : le syndrome émétique et le syndrome diarrhéique
qui feront 'objet du prochain chapitre. En plus d’étre un contaminant alimentaire,
certaines souches de B. cereus s.s. sont des pathogenes opportunistes responsables
d’infections locales ou systémiques séveres, comme la septicémie et I’endophtalmie
chez les patients immunodéficients (Bottone, 2010).

B. mycoides et B. pseudomycoides

B. mycoides et B. pseudomycoides ont la particularité d’étre des organismes
saprophytes, non motiles et dont la morphologie des colonies est a croissance rhizoidale.
De plus, les deux especes se distinguent entre elles de part la composition en acides
gras de leurs parois (Nakamura, 1998).

B. cytotoxicus

B. cytotoxicus se distingue des autres especes du groupe par son incapacité a
croitre a des températures inférieures a 20°C et sa capacité a se multiplier jusqu’a
une température de 53 °C, synonyme de thermotolérance (Guinebretiere et al., 2013).
Par ailleurs, cette espece est capable de produire une entérotoxine, la cytotoxine K1,
a l'origine probable d’intoxications alimentaires de type diarrhéique (Auger et al.,
2008).
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B. wethenstephanensis

B. weihenstephanensis regroupe les souches psychrotolérantes du groupe B. cereus
s.l.. Cette espece est caractérisée par sa capacité a croitre a des températures
comprises entre 4 et 7°C mais pas a 43°C. De plus, elle possede des séquences
signatures spécifiques au niveau du gene ARNr 16S et du gene cspA qui code pour
la protéine majeure de réponse a un stress au froid (Lechner et al., 1998). Thorsen
et al. (2006) ont également montré que certaines souches de B. weihenstephanensis
possédaient les genes relatifs a la production du céréulide similaire aux souches
émétiques de B. cereus s.s. et pouvant étre actifs a 7°C.

1.2 Les intoxications alimentaires liées a B. cereus s.l.

Comme indiqué précédemment, les membres du groupe B. cereus s.l. sont impli-
qués dans deux pathologies d’origine alimentaire distinctes : un syndrome émétique
et un syndrome diarrhéique. B. cereus s.s. est 'espece la plus souvent incriminée dans
ces maladies gastrointestinales mais des souches de B. wethenstephanensis et de B.
cytotoxicus ont également été associées a plusieurs reprises aux syndromes émétiques
et diarrhéiques (Hoton et al., 2009; Guinebretiere et al., 2013). De 2007 a 2014,
les Etats membres de 1'Union Européenne ont signalé 413 cas avérés d’épidémies
d’origine alimentaire associées a B. cereus, qui ont touché 6 657 personnes et donné
lieu & 352 hospitalisations, aucun déces n’ayant été rapporté (EFSA, 2016). En 2015,
la bactérie était impliquée dans 6.8% des épidémies alimentaires en Europe. Cepen-
dant, le nombre d’intoxications liées a B. cereus serait largement sous-estimé. Cette
affirmation s’explique par le fait que les symptomes sont souvent bénins et durent
généralement moins de 24 h. Elles font donc rarement 'objet d’un avis médical
et ne sont généralement pas signalées. Par ailleurs, ces symptomes peuvent étre
confondus avec ceux causés par d’autres pathogenes tels que Clostridium perfringens
ou Staphylococcus aureus (Ehling-Schulz et al., 2004b).

1.2.1 Le syndrome diarrhéique

Les premiers cas d’intoxications alimentaires de type diarrhériques pour lequels
B. cereus a été incriminé sont survenus en Norvege entre 1947 et 1949 (Hauge,
1955). Ce syndrome est une toxi-infection. Les cellules végétatives ou spores, une
fois ingérées, vont produire des toxines thermolabiles dans I'intestin grele de leur
hote. Actuellement, trois entérotoxines sont supposées étre a ’origine des symptomes
diarrhéiques : I'hémolysine BL (Hbl), 'entérotoxine non hémolytique (Nhe) et la
cytotoxine K (CytK). Les deux premieres sont des protéines, composées de trois sous-
unités sécrétées indépendamment mais toutes trois nécessaires a l'activité biologique
maximale de la toxine. CytK est une protéine de 34 kDa possédant une activité
similaire a la beta-toxine de Clostridium perfringens (Granum et al., 2005). Par
leur action, ces entérotoxines perturberaient 'intégrité de la membrane plasmique
des cellules épithéliales causant ainsi des diarrhées aqueuses importantes chez les
personnes malades (Stenfors Arnesen et al., 2008). Les symptomes se manifestent
également par des douleurs abdominales et des nausées et se résorbent généralement
endéans les 24 h. Le temps nécessaire d’incubation varie entre 8 h et 16 h suite a
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I'ingestion de nourriture contenant un nombre élevé de B. cereus, soit entre 10° et
10" CFU/g . Les aliments protéinés comme les viandes, les légumes, les sauces et les
produits laitiers sont le plus souvent associés a ce type de syndrome (Stenfors Arnesen
et al., 2008).

1.2.2 Le syndrome émétique

Le deuxieme type d’intoxication lié a B. cereus est le syndrome émétique dont
I’agent responsable est une toxine, le céréulide. Le syndrome est caractérisé par
des nausées et des vomissements qui surviennent 0.5 a 6 h apres 'ingestion de
l’aliment contaminé (Ehling-Schulz et al., 2004b). La rapidité de I'apparition des
symptomes (similaires & ceux provoqués par Staphylococcus aureus) vient du fait que,
contrairement au syndrome diarrhéique, la toxine est préformée dans I’aliment avant
d’étre ingérée. Les plats incriminés sont principalement a base d’aliments amidonnés
tels que le riz cuit ou frit, les pates, les nouilles ainsi que les aliments préts-a-manger.
Habituellement, les symptomes sont bénins et disparaissent avant 24 h. Cependant,
plusieurs manifestations cliniques plus séveres voir fatales ont été recensées. En effet,
le syndrome émétique a plusieurs fois été associé a des cas d’insuffisance hépatique,
d’encéphalopathie et de mort soudaine (Mahler et al., 1997; Pésfay-Barbe et al.,
2008). En Belgique, deux cas mortels d’intoxications émétiques ont été signalés.
En 2003, une fille de sept ans est 13 h apres avoir consommé une salade de péates
contaminée avec environ 108 CFU/g de B. cereus (Dierick et al., 2005). Cing ans
plus tard, un jeune homme d’une vingtaine d’années en bonne santé mourait suite a
I'ingestion d’un plat de spaghetti a la sauce tomate, conservé durant cinq jours a
des températures inappropriées. Les analyses ont révélé la présence d’une dose tres
importante de céréulide (14.8 ug/g) (Naranjo et al., 2011). La dose minimale requise
pour provoquer le syndrome se situe entre 105-10" CFU/g ou 10 ug de céréulide/kg
de masse corporelle. Cependant, des cas d’intoxication impliquant des concentrations
de 10® CFU/g ont aussi été rapportés (Ehling-Schulz et al., 2004b).

1.2.3 Le céréulide
Généralités

Le céréulide est un dodécapepsipeptide de 1.2 kDa. Il consiste en une struc-
ture cyclique de trois répétitions de deux acides aminés et de deux hydroxy acides
[D-O-Leu-D-Ala-L-O-Val-L-Vals. Sa structure est fortement similaire a celle de la
valinomycine, une substance antibiotique produit par Streptomyces griseus connue
pour entrainer la perméabilisation des membranes a I'ion potassium (Fig. [.1) (Kro-
ten et al., 2010). Des recherches menées récemment par Marxen et al. (2015) sur la
diversité chimique du céréulide ont identifié au moins 18 variants de la toxine avec
des toxicités et des propriétés ionophores variables. Le céréulide est stable a hautes
températures (121°C pendant 15 min et 90 min a 126°C) ainsi qu’a une large gamme
de pH (2-11)(Shinagawa et al., 1995; Rajkovic et al., 2008b). De plus, cette toxine
est insensible aux enzymes digestives humaines. En conséquence, elle subsistera dans
les aliments apres un traitement thermique et atteindra l'intestin sans étre inactivée
par I'acidité gastrique ou les protéases du tractus digestif.
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Figure 1.1 — Structure du céréulide (gauche) et de la valinomycine (droite) en interaction avec
lion potassium (Teplova et al., 2006)

Mode d’action

Les mécanismes par lesquels la toxine cause le syndrome émétique chez 'lhomme
n’ont pas encore été entierement élucidés. Toutefois, des études sur les rongeurs
ont montré que la liaison du céréulide avec un récepteur a sérotonine 5-HT3 au
niveau du duodénum stimulerait le nerf vague afférant et engendrerait de ce fait les
vomissements (Agata et al., 1995). En outre, comme mentionné précédemment, le
céréulide a la particularité d’étre un ionophore a potassium. Grace a ses propriétés
lipophiles, il s’insere dans la membrane interne des mitochondries et permet 'eflux
des ions potassium vers le cytosol selon leur gradient de concentration. La perte d’ion
K™ va engendrer un déréglement du potentiel électrochimique transmembranaire et
perturber I’homéostasie ionique des cellules avec, pour conséquence, le gonflement des
mitochondries et I'arrét de la phosphorylation oxydative nécessaire a la production
d’ATP (Mikkola et al., 1999; Kroten et al., 2010). Par ailleurs, la modification de la
perméabilité des membranes va endommager et inhiber ’activité des Natural Killers,
cellules impliquées dans la réponse immunitaire (Paananen et al., 2002).

Synthese et régulation

Le céréulide est un peptide synthetisé par une voie indépendante de l'intervention
des ribosomes. En effet, il est le produit d’enzymes, les synthétases, appelées NRPS
(de l'anglais non ribosomal peptides synthetase) (Ehling-Schulz et al., 2005). Les
NRPS sont des complexes multienzymatiques organisés en modules responsables de
la synthese de nombreux peptides possédant une activité biologique chez les bactéries
et les champignons tels que les surfactants, les antibiotiques et les antifongiques.
(Marxen et al., 2015). La machinerie enzymatique responsable de la synthese de
la toxine émétique (la céréulide synthétase) est codée par les génes ces rassemblés
en un "cluster” de 24 kb. Hoton et al. (2005) ont prouvé que la base génétique du
céréulide était extrachromosomale. En effet, le locus ces est encodé sur un grand
plasmide de 270 kb, appelé pCEREO01 ou pCER270, présentant des analogies avec le
plasmide pX01 de B. anthracis. Cependant, les déterminants génétiques du céréulide
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des souches émétiques de B. weihenstephanensis seraient localisés soit sur un tres
grand plasmide sans similitude avec pX01, soit sur leur chromosome (Hoton et al.,
2009). La variation de I'emplacement de 'operon ces suggere une mobilité génétique
et/ou la présence de transferts génomiques.

La production du céréulide est initiée a la fin de la phase exponentielle de crois-
sance et survient des lors pendant la phase stationnaire (Stenfors Arnesen et al.,
2008). Pour cette raison, un nombre élevé de cellules végétatives dans les aliments
est requis pour induire 'intoxication émétique (Thorsen et al., 2009). Un aliment
gardé a température ambiante va permettre aux spores de B. cereus qu’il contient de
germer et aux cellules végétatives de proliférer afin d’atteindre rapidement ce seuil.

La quantité de céréulide produite dépend de la souche, de la composition de
I’aliment ainsi que de facteurs externes comme la température, le pH, la disponibilité
en oxygene ou la présence d’acide aminés spécifiques (Ehling-Schulz et al., 2004b).
Traditionnellement, la synthese de la toxine se produit entre 12 et 37°C avec un maxi-
mum variant de 12-22°C. Le risque est des lors présent lorsque 1’aliment est conservé
dans de mauvaises conditions. Cependant, certaines souches psychrotolérantes de
B.weihenstephanensis sont capables de croitre et de produire le céréulide a 7°C (Thor-
sen et al., 2006). Cette découverte impose une grande vigilance étant donné qu’elle
suppose que la toxine pourrait étre produite dans des denrées stockées au réfrigérateur.

1.3 Problématique liée a B. cereus dans 'TAA

B. cereus occupe une place de premier rang parmi les micro-organismes indé-
sirables en industrie agroalimentaire (IAA) di a sa capacité a croitre rapidement,
a sporuler et a former des biofilms (Bartoszewicz et al., 2008). En effet, les spores
de B. cereus sont largement répandues dans la nature et contaminent les aliments
via les maticeres premieres végétales ou animales. Les spores sont tres résistantes
aux conditions défavorables telles que la chaleur, la déshydratation, le desseche-
ment, ainsi qu’aux désinfectants et agents de nettoyage. Elles peuvent donc survivre
aux opérations de pasteurisation ou de déshydratation dans I'TAA, la ou la flore
compétitrice sera éliminée. Les traitements thermiques stimulent la germination
des spores qui pourront se multiplier dans des conditions favorables. Les bactéries
pourront alors atteindre des concentrations susceptibles de détériorer les denrées
alimentaires et causer des intoxications alimentaires ayant pour conséquence une
réduction de la sécurité alimentaire et de la durée de conservation (Heyndrickx, 2011).

En outre, les spores de B. cereus adherent facilement aux surfaces sur lesquelles
elles peuvent former des biofilms. Cette adhérence est due a trois caractéristiques :
I’hydrophobicité de I'exosporium (Fig.1.2), la charge négative de sa surface ainsi que
la présence d’appendices (Tauveron et al., 2006). Les biofilms de B. cereus posent
de sérieux problemes dans les IAA et principalement dans l'industrie laitiere. En
effet, B. cereus est capable de former des biofilms consistants sur les surfaces en
contact avec les aliments y compris les surfaces en acier inoxydable. Sharma et Anand
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(2002) ont montré que les biofilms se formant dans les industries laitieres et les lignes
de pasteurisation sont composés en moyenne de 12% de souches de B. cereus. En
plus des toxines, elles peuvent produire des enzymes extracellulaires responsables de
I'altération du lait et des produits laitiers (Kumari et Sarkar, 2016).

exosporiuim A—L 3 ;

spore coat

cortex

core

Figure 1.2 — Micrographie électronique a transmission d’une section d’une spore de B. cereus
ATCC 10876 (barre = 0,2 pm)((Todd et al., 2003)
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2 Les biofilms

Naturellement, les micro-organismes ont tendance a vivre attachés a une surface.
En effet, prés de 99% des bactéries seraient a 1'état sessile dans leur habitat naturel
(Branger, 2007). Un biofilm est une communauté complexe de micro-organismes
incluse dans une matrice extracellulaire et qui adhere a une surface inerte ou vivante
(Costerton et al., 1999). Cette matrice est composée principalement de différentes
substances polymériques telles que des polysaccharides, des protéines, des acides
téichoiques et des acides nucléiques (Flemming et Wingender, 2010). Les polymeéres,
séerétés par les micro-organismes eux-mémes, constituent environ 90% de la masse
seche d'un biofilm.

Les biofilms sont ubiquitaires dans ’environnement et peuvent des lors présenter
plusieurs effets néfastes notamment dans les domaines médicaux, industriels et ali-
mentaires. En effet, les biofilms se retrouvent sur toutes sortes de surfaces humides
commes les aliments et leurs lignes de production, les canalisations d’eau, les systemes
de ventilation et de tuyauteries, les organes et les catheters (Zhao et al., 2017). Ils
seraient responsables de plus de la moitié des maladies infectieuses microbiennes
humaines (Costerton et al., 1999) et 80% des contaminations récalcitrantes dans
I'TAA sont causées par les biofilms.

2.1 Etapes de la formation d’un biofilm

La formation des biofilms est un processus complexe qui est généralement divisé
en cinq étapes principales : I’adhésion réversible puis irréversible, ’accumulation, la
maturation et la dispersion (II1.2).

Figure 1.3 — Modéle de la formation d’un biofilm en 5 étapes : (1) adhésion réversible,
(2) adhésion irréversible, (3) accumulation, (4) maturation et (5) dispersion

Adhésion réversible

Dans un premier temps, les cellules doivent adhérer a une surface (biotique ou
abiotique). L’adhésion initiale, souvent réversible, est due a des liaisons chimiques
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non-covalentes ou faibles (e.g. interactions électrostatiques, acidobasiques ou de Van
der Waals). Les cellules peuvent des lors se détacher et retourner a 1’état planctonique.
L’adhésion dépend de la nature du support et de son conditionnement préalable (e.g.
présence de résidus organiques a la surface des canalisations en industries). De plus,
le contact avec la surface est favorisé par la présence d’appendices filamenteux ou
organelles comme les pili et les flagelles (Klausen et al., 2003).

Adhésion irréversible

Il s’en suit une adhésion irréversible des bactéries. Cette transition vers I’adhésion
irréversible est caractérisée par une modification du profil d’expression des genes
qui favorisent I'attachement et par conséquent le développement du biofilm (e.g.
expression et sécretion des composants de la matrice) (Bridier et al., 2015).

Accumulation

Une fois ancrées a la surface, les cellules bactériennes se divisent de maniere active
et s’aggregent pour former des microcolonies. En outre, des cellules planctoniques
viennent également se greffer a la surface du biofilm naissant et contribuent ainsi a
sa croissance (Boutaleb, 2007). Rapidement, la structure matricielle se densifie et les
cellules s’organisent en multicouches. Durant cette étape, 'adhésion intercellulaire
ainsi que l'adhésion du biofilm avec la surface sont favorisées par la sécrétion de
substances polymériques extracellulaires.

Maturation

L’étape de maturation se traduit par un accroissement de biomasse liée a une
production accrue de polymeres, et par la formation d’une structure tridimentionnelle
complexe. Cette structure est variable d'une espece a ’autre mais beaucoup ont une
architecture semblable a celle d'un champignon (Briandet et al., 2012). Les espaces
séparant les microcolonies deviennent des canaux aqueux a l'intérieur desquels les
éléments nutritifs, 'oxygene et les déchets peuvent circuler (Roux et Ghigo, 2006).

Dispersion

La derniere étape du cycle de vie comprend la libération des cellules planctoniques
dans I’environnement. Ces cellules ont alors la capacité de coloniser de nouvelles
surfaces et de reformer un biofilm. Le détachement des cellules peut étre initié par
différents facteurs, aussi bien extrinseques qu’intrinseques. D’une part, les perturba-
tions mécaniques, la disponibilité en nutriments, I’appauvrissement en oxygene ou
en monoxyde d’azote ou encore la température sont autant de facteurs susceptibles
d’engendrer 'étape de dispersion (Kaplan et Fine, 2002; Hunt et al., 2004; An et al.,
2010). D’autre part, les bactéries peuvent elles-mémes induire la dispersion via la
production d’enzymes capables de dégrader la matrice exopolymérique, comme les
polysaccharidases (e.g. dispersine B), les nucléases, ou encore via la production
d’agents tensioactifs (e.g. rhamnolipides) (Schooling et al., 2004; Manuel et al., 2007).

10
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2.2 Avantages écologiques des biofilms

Il est indéniable que le mode de vie sous forme de biofilm est le facteur clé
de la survie des cellules procaryotiques dans divers environnements. En effet, les
biofilms procurent aux micro-organismes qu'’ils englobent certaines caractéristiques
avantageuses a l’origine d’une résistance intrinseque accrue. Ils offrent une protection
contre les UV, la déssication, les changements de pH, la salinité ou la phagocytose
(Hall-Stoodley et al., 2004). Par ailleurs, ils conférent une résistance 10 a 1000 fois
plus élevée aux antibiotiques que pour des cellules planctoniques (Olson et al., 2002).

Parmi ces caractéristiques, la plus importante est trés certainement la présence
de la matrice extracellulaire. Cette structure agit comme barriere physique a l’entrée
d’agents antimicrobiens, de détergents et d’antibiotiques (Flemming et Wingender,
2010). De plus, la matrice favorise I’adhésion au sein du biofilm ce qui augmente
sa stabilité face aux perturbations environnementales. Par ailleurs, la plupart des
biopolymeres de la matrice sont hygroscopiques. C’est a dire qu’ils sont capables de
retenir les molécules d’eau présentes dans 'air et de maintenir un environnement
hautement hydraté autour du biofilm lui apportant de sucroit une résistance certaine
a la dessiccation (Flemming et Wingender, 2010). Enfin, la matrice séquestre les
nutriments issus du milieu environnant ou de la lyse cellulaire. Ces composés peuvent
étre utilisés comme sources d’énergie par les bactéries (Flemming et Wingender, 2010).
En outre, des canaux aqueux assurent la circulation de fluides et permettent a la fois
I’apport de nutriments aux bactéries et I’élimination de leurs produits de dégradation.
Le développement tridimensionnel et la présence de ces canaux au sein du biofilm
menent a la création de gradients physicochimiques. En effet, un biofilm n’est pas
un milieu homogene mais comprend une variété de micro-environnements a teneurs
différentes en nutriments et en oxygene. Cette hétérogénéité physicochimique rend
possible la coexistence organisée d’espéces bactériennes aux propriétés métaboliques
différentes et souvent complémentaires (Roux et Ghigo, 2006).

La résistance du biofilm est également liée a d’autres facteurs. Tout d’abord,
les cellules au sein du biofilm sont pour la plupart métaboliquement moins actives.
Elles entrent dans une sorte de dormance et réduisent la fréquence de divisions
cellulaires. Cet état physiologique les rend moins réceptives aux agents biocides et
aux perturbations environnementales. De plus, parmi ces cellules latentes se trouvent
les cellules dites persistantes qui ont la particularité de tolérer des concentrations
létales de plusieurs substances antibiotiques (Lewis, 2008).

Enfin, la densité et la proximité des cellules au sein du biofilm facilitent leur
communication via des mécanismes de quorum sensing. En effet, les canaux aqueux,
en sus de la distribution de nutriments et des déchets, permettent le transfert de
signaux biochimiques de cellule & cellule (Branger, 2007). Ces signaux jouent un
role important dans la formation du biofilm et la régulation génétique liée a ce
mode de vie. En outre, les biofilms, en favorisant le contact des bactéries entre
elles, favorisent 1’échange d’informations génétiques par transfert horizontal dont
notamment l'acquisition de genes de résistances (Ghigo, 2001).

11
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2.3 Les biofilms dans I'TAA

Annuellement, la contamination microbienne cotite a I'TAA plusieurs milliards de
dollars diis a d’importantes pertes de produits ne répondant pas aux attentes des
consommateurs. Il est indéniable que cette contamination est en majeure partie liée
a la présence de biofilms au sein des lignes de production (Brooks et Flint, 2008).
Les surfaces des installations en acier inoxydable sont propices a ’adsorption de
molécules organiques. Rapidement, un film de conditionnement se crée favorisant
ainsi 'adhésion des bactéries et assurant leur viabilité et leur croissance (Chmielewski
et Frank, 2003). La formation subséquente de biofilms peut mener & des problémes
d’hygiéne importants, ainsi qu’a des pertes économiques non négligeables (Fig. 1.4).

‘ Contamination des produits ’ ‘ Détérioration accélérée des installations ’
* Bactéries pathogénes > transmission de « Corrosion des surfaces
maladies

» Réduction des transferts de chaleur

* Bactéries d’altération > détérioration des « Colmatage des filtres et des tuyaux

qualités organoleptiques

‘ Pertes d’énergie et
d’efficience

< Pertes économiques >

Figure 1.4, — Conséquences liées a la présence de biofilms dans I'TAA

‘ Rappel des produits ‘ Pertes de production ’ ‘ Investissements ’

D’une part, les biofilms constituent une source de contamination récalcitrante avec
pour conséquence l'altération de la qualité et de la salubrité des produits, la diminu-
tion de leur durée de conservation et/ou la transmission de maladies (Brooks et Flint,
2008). Plusieurs épidémies se sont avérées étre associées a la présence de biofilms
dans les équipements des industries de transformation. En effet, il est bien établi a ce
jour que la plupart des bactéries pathogenes alimentaires, telles que celles des genres
Bacillus, Salmonella, Listeria, Staphylococcus ou Escherichia, peuvent former des
biofilms & la fois sur les aliments et sur les surfaces utilisées dans 'TAA (Akbas, 2015).

D’autre part, les biofilms peuvent entraver la rentabilité des lignes de production.
En effet, les micro-organismes des biofilms sont des catalyseurs de réactions chimiques
et biologiques responsables de la corrosion des cuves et des systémes de tuyauteries.
De plus, la présence de biofilms sur les échangeurs thermiques, les systemes de
refroidissement et de filtration peuvent diminuer considérablement leur rendement
et D'efficience opérationnelle (Mittelman, 1998). Les biofilms confrontent donc I'TAA
a des cotits importants liés a des pertes d’énergie, de production et a la nécessité
d’investir pour remplacer le matériel détérioré.

12
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3 Stratégies de contrdle dans I'TAA

Afin d’éviter que B. cereus n’atteigne un niveau dangereux a la consommation,
de bonnes pratiques d’hygiéne et de fabrication sont indispensables. Pour ce faire,
les industries alimentaires ont mis en place différentes méthodes, aussi bien dans le
but de diminuer la charge microbienne totale dans les produits alimentaires, que de
prévenir la formation de biofilms.

3.1 Nettoyage et désinfection des installations

L’élimination des spores et des cellules végétatives immobilisées dans un biofilm
en IAA constitue un probleme de taille. En effet, elles résistent aux principaux
désinfectants chimiques utilisés tels I’hypochlorite de sodium, le peroxyde d’hydrogene
et les ammoniums quaternaires (Srey et al., 2013). Le meilleur moyen de lutte est des
lors de prévenir la formation de biofilm en nettoyant correctement les installations
afin qu’aucun résidu organique pouvant favoriser l'attachement des bactéries ne
subsiste. Si le biofilm est déja formé, I’étape de nettoyage doit étre en mesure de
détruire partiellement la matrice pour permettre aux désinfectants de rentrer en
contact avec les cellules microbiennes vivantes (Chmielewski et Frank, 2003). Pour ce
faire, les industries alimentaires ont mis en place des méthodes de Nettoyage en Place
(NEP). Ces procédés permettent de nettoyer rapidement les lignes de production
automatiquement sans devoir démonter les installations principalement par I'addition
d’acides caustiques/nitriques et en augmentant la turbulence et le flux (Srey et al.,
2013). Cependant, ces procédures ne sont pas toujours efficaces sur les biofilms et
peuvent induire la sélection de phénotypes résistants (Bridier et al., 2015). Le process
NEP le plus couramment utilisé en industrie laitiere induit une réduction de moins de
2 log des cellules et des spores de B. cereus ce qui est largement insuffisant (Kumari
et Sarkar, 2016). Par ailleurs, I'action combinée d’un traitement mécanique ou 'ajout
d’un biocide est nécessaire pour promouvoir I’élimination des biofilms de B. cereus
(Lemos et al., 2015). Enfin, I'utilisation de ces composés chimiques peut également
causer des problemes d’ordres environnementaux en sus de leur toxicité.

3.2 Controle dans les aliments

Parmi les méthodes utilisées pour controler la charge en cellules végétatives et en
spores dans les aliments, on retrouve les traitements thermiques, les procédés a haute
pression hydrostatique, les champs électriques pulsés, l'irradiation et 1'utilisation
de conservateurs (EFSA, 2016). La plupart de ces traitements sont relativement
efficaces contre les cellules végétatives mais certains ne parviennent pas a inactiver
les spores et aucune des méthodes utilisées dans 'TAA n’est en mesure d’inactiver la
toxine émétique (Rajkovic et al., 2008b). L’application de hautes températures en
combinaison avec de hautes pressions est nécessaire pour détruire les spores les plus
résistantes (EFSA, 2016). Actuellement, le meilleur moyen de contrdler B. cereus tout
au long de la chaine alimentaire reste le maintien des aliments a une température
inférieure a 7°C (et préférentiellement sous la barre des 4°C) (Rajkovic et al., 2008a).

13
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Ces méthodes actuelles de conservation des aliments présentent de nombreux
désavantages. Tout d’abord, elles affectent les propriétés organoleptiques et nutri-
tionnelles des aliments ainsi que leurs propriétés fonctionnelles. Par ailleurs, leur
spectre assez large ne permet pas de faire la distinction entre la flore bénéfique et
pathogene. En outre, les tendances actuelles du marché forcent les producteurs a
réduire I'utilisation de conservateurs chimiques en raison de leur impact négatif sur
la santé et I’environnement. L’engouement des consommateurs vers des produits
réfrigérés et préts-a-manger constitue un nouveau challenge. En effet, le risque de
contamination est d’autant plus élevé que le mode de préparation de ces produits ne
met en jeu aucun traitement thermique en mesure de détruire d’éventuelles bactéries
pathogenes avant consommation.

3.3 Biocontrole

Au vu des limites et des désavantages liés aux méthodes de nettoyage et de
désinfections, ainsi qu’aux traitements visant a préserver les aliments, il est essentiel
de développer des méthodes alternatives aux contréles traditionnels des pathogenes
et des biofilms. Ces dernieres années ont vu un intérét grandissant pour les stratégies
de biocontrole et leur application tout au long de la chaine alimentaire, comme
I'utilisation d’organismes vivants ou encore de substances naturelles pour lutter
contre les agents pathogenes (Garry et al., 2008). Ces stratégies "vertes', non basées
sur I'utilisation de produits chimiques, sont actuellement largement étudiées.

Parmi ces stratégies de biopréservation, les bactériocines présentent un atout
certain. Il s’agit de peptides antimicrobiens de faible poids moléculaire, produites
principalement par les bactéries lactiques (Garry et al., 2008). Elles ont une activité
bactéricide ou bactériostatique dirigée contre les bactéries proches de la souche
productrice (Ennahar et al., 2000). Actuellement, la nisine, produite par Lactococcus
lactis subsp. lactii est la seule a posséder le statut GRAS (Generally Recognised As
Safe). Elle est utilisée comme agent de conservation dans les fromages, les viandes et
les poissons et possede une activité inhibitrice sur certains pathogenes Gram-positifs
dont principalement L. monocytogenes (de Arauz et al., 2009).

En ce qui concerne les biofilms, 'approche la plus étudiée est I'utilisation de
détergents enzymatiques. Autrement dit, 'utilisation de cocktails d’enzymes capables
de décomposer partiellement les différentes composantes de la matrice. Ce traitement
présente plusieurs intéréts (Thallinger et al., 2013). Les enzymes ne causent pas de
problemes de corrosion, ne sont pas toxiques et nécessitent moins de volume de ringage.

Enfin, les bactériophages, virus qui infectent spécifiquement les bactéries, sont
déja largement utilisés comme agent de biocontrole et leur capacité a prévenir et
éradiquer les biofilms fait l'objet de nombreuses études. Leurs caractéristiques et
leurs applications dans I'TAA feront 'objet de la prochaine section.

14
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4 Bactériophages

Les bactériophages ou phages sont des virus qui infectent spécifiquement les bac-
téries. Les phages constituent 1’entité biologique la plus abondante dans la biosphére
avec pres de 103! représentants (Kutter et Sulakvelidze, 2004). Ils sont ubiquistes
et peuplent tous les environnements colonisés par leurs hotes bactériens notamment
les océans, les eaux douces, la rhizosphere, les plantes et les aliments, ainsi que les
cavités corporelles des humains et des animaux (Ackermann et Prangishvili, 2012).

Les phages ont été découverts indépendamment par deux chercheurs au début
du 20°™¢ siecle. D’abord en 1915, par le bactériologiste anglais Frederic Twort, qui
observa des plaques de lyse sur des colonies de Micrococcus. Puis deux ans plus
tard, Félix d’Herelle, un chercheur franco-canadien fit les mémes constatations sur
des cultures de Shigella, lors d’'une épidémie de dysenterie. Ce dernier leur donna
le nom de "bactériophages", du grec bakteria et phagein signifiant respectivement
"baton" et "manger'. Quelques années plus tard, les phages sont devenus célebres
pour leur utilisation en tant qu’agents thérapeutiques contre les infections d’origine
bactérienne. Cependant, suite a la découverte des antibiotiques dans les années 30,
cette discipline connue sous le nom de phagothérapie fut abandonnée progressivement,
excepté dans les pays de 'Europe de 'Est et de ’ex-Union Soviétique pour qui 'acces
aux antibiotiques était difficile voir interdit (Salmond et Fineran, 2015).

Dans les années 1940-1960, les bactériophages ont contribué a I’essor de la biologie
moléculaire. Ils ont notamment permis de découvrir que les acides nucléiques consti-
tuaient le support de I'information génétique (Hershey et Chase, 1952). Actuellement,
les phages connaissent un regain d’intérét non seulement comme moyen de lutte
contre les souches pathogenes résistantes aux antibiotiques mais également pour les
applications en biologie moléculaire et en biotechnologie (Gillis et Mahillon, 2014).

4.1 Morphologie et classification

Depuis I'apparition de la microscopie électronique en 1959, plus de 6300 virus
bactériens ont été recensés (Ackermann et Prangishvili, 2012). La taxonomie des
phages, en continuelle évolution, est sous la responsabilité du Comité International
de Taxonomie des Virus (ICTV). Cette organisme classe les phages selon la nature
de l'acide nucléique, les propriétés morphologiques et physicochimiques du virion
ainsi que plus récemment la séquence génomique (Dublanchet, 2014; Adriaenssens et
Brister, 2017). A l'instar de nombreux virus, les phages sont essentiellement composés
d’une téte de nature protéique, appelée capside, qui contient I'information génétique
sous forme d’ADN ou ARN, mono ou bicaténaire.

La majeur partie des phages décrits (96%) appartiennent a 'ordre des Caudovi-
rales qui regroupe les phages possédant de I’ADN double brin et une queue impliquée
dans le processus d’adsorption a la bactérie cible. En outre, leur virions ne sont pas
entourés d'une enveloppe (King et al., 2011). La partie caudale, également de nature
protéique, est reliée a la téte par un col et peut posséder des structures facultatives

15



UCL-ELI-MIAE 2018

telles que des fibres ou des spicules. L’ordre des Caudovirales se subdivise en trois
familles selon la morphologie de la queue (Fig. 1.5) : les Siphoviridae sont caractérisés
par une longue queue non contractile (57.3% des phages), les Myoviridae ont une
queue contractile (24.8%) tandis que la queue des Podoviridae est petite et non
contractile (14.2%)(Ackermann et Prangishvili, 2012).

Siphoviridae Myoviridae Podoviridae

Capside

Acide nucléique

Queue

Spicule

\

Fibres caudales Plaque terminale

Figure 1.5 — Caractéristiques morphologiques des trois différentes familles de phages
a queue : les Siphoviridae, les Myoviridae et les Podoviridae

Les phages dépourvus de queues représentent moins de 4% des virus de procaryotes
et se divisent en trois groupes morphologiques différents : les phages polyhédraux
sont isocaedres ou a symétrie cubique, les filamentaux sont de symétrie hélicoidale
et a ADN simple brin et les phages pléiomorphes présentent des formes diverses.
Certains de ces phages possedent également une enveloppe lipoprotéique ou une
vésicule lipidique interne (Ackermann, 2011). L’ICTV les a classés en 7 familles sur
base de leur structure et de leur génome.

B. cereus est la cible de certains phages virulents issus de la famille des Myoviridae
mais également de phages tempérés appartenant aux Siphoviridae et aux Tectiviridae
(Gillis et Mahillon, 2014). Ces derniers sont des phages polyhédraux qui possedent une
membrane lipidique interne agissant comme une pseudo-queue lors de ’adsorption
(Gillis et Mahillon, 2014).

4.2 Cycle de vie des phages

Les phages sont des parasites obligatoires, c¢’est a dire qu’ils doivent utiliser les
ressources de la cellule bactérienne pour compléter leur cycle. En effet, ils ne possedent
pas toute la machinerie génétique pour se reproduire et ne se multiplieront que si leur
hote spécifique est présent. Les phages se divisent en deux groupes selon le cycle de
vie adopté. Dune part, les phages virulents suivent un cycle lytique menant a la lyse
de la bactérie hote et la libération de nouveaux phages dans le milieu. D’autre part,
les phages tempérés, suivent un cycle lysogénique dans lequel ils coexistent durant
plusieurs générations avec la bactérie. Ces deux cycles sont représentés a la Fig. 1.6.
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4.2.1 Cycle lytique

La premiere étape du processus infectieux est I’adsorption du phage a un récepteur
spécifique présent sur la paroi bactérienne de I’héte (e.g. polyssacharides ou acides
téchoiques), ou sur ses flagelles ou pili (Kutter et Sulakvelidze, 2004). L’étape de
reconnaissance est tres spécifique et influence considérablement le spectre d’action
des phages. La rencontre entre un phage et une bactérie est un processus aléatoire
dont la probabilité dépend de ’abondance respective des deux partenaires. Une fois
le phage fixé, son ADN transite dans la queue et est injecté dans le cytoplasme de
I’hote tandis que la capside vide reste a I'extérieur de la cellule. Rapidement, ’ADN
linéaire se recircularise afin d’éviter sa dégradation par les exonucléases bactériennes.
Le phage détourne alors la machinerie biosynthétique de la cellule a son profit et
initie la réplication de ’ADN phagique ainsi que la production de protéines virales
fonctionnelles et structurelles. Les virions sont assemblés lorsque tous les constituants
séparés ont été synthétisés. Leur libération dans le milieu extracellulaire est assurée
par deux enzymes : les holines, qui déstabilisent la membrane interne a un moment
précis afin de permettre aux endolysines d’atteindre la paroi cellulaire et d’hydrolyser
le peptidoglycan (Catalao et al., 2013). La cellule éclate et libere généralement entre
50 et 100 nouveaux virions capables a leur tour d’infecter d’autres cellules menant a
une augmentation du nombre de phages (Borysowski et al., 2014). La durée moyenne
du cycle complet est d’environ 30 min.

4.2.2 Cycle lysogénique

Le cycle lysogénique commence de maniére analogue au cycle lytique par 1’ad-
sorption du phage a la bactérie et I'injection de son matériel génétique. Les phages
tempérés ont ensuite la possibilité d’intégrer leur génome a l'intérieur du chromosome
bactérien. Dans certains cas, le phage peut rester sous forme d’un plasmide linéaire
ou circulaire stable dans le cytoplasme. Les phages ont alors la dénomination de "pro-
phages" et peuvent rester sous cette forme quiescente pendant plusieurs générations.
Lorsque le génome viral s’integre a celui de ’hote, une intégrase est requise et lie
des segments homologues de ’ADN du phage et de la bactérie au niveau de sites
spécifiques d’attachement o il y aura recombinaison (Nicastro et al., 2016). L’ADN
du phage se réplique passivement et conjointement avec celui de la bactérie sans
conséquence fatale pour cette derniere. Il sera donc transféré verticalement a chaque
cellule fille. Le prophage ne produit que les protéines nécessaires au maintien de la
lysogénie dont typiquement un répresseur qui va empécher I'expression des genes
impliqués dans la réplication virale du phage. Le prophage peut commencer un cycle
lytique s’il est excisé du chromosome bactérien par ’enzyme excisionase, souvent en
réponse a un stimulus tel que 'exposition aux ultraviolets, a des agents chimiques
ou a une radiation ionisante. Il s’en suit la production de nouveaux virions.
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Le prophage peut étre excisé du
chromosome. initiant un cycle
Iytique

Adsorption du phage et
injection de son ADN

i3

ADN phagi
phagique chromosome

bactérien

Circularisation de
I’ADN du phage \ \

CYCLE CYCLE
LYTIQUE LYSOGENIQUE

prophage
Lyse de la bactérie et
libération des phages

Divisions
cellulaires

Synthése d”’ADN et de protéines
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Intégration de I’ADN phagique dans le

Figure 1.6 — Cycles de vie des bactériophages. Les phages virulents suivent un cycle lytique
menant & la lyse de la cellule hote (gauche). Les phages tempérés accomplissent un cycle lysogénique
au cours duquel ils intégrent leur généme dans le chromosome bactérien (droite). En réponse & un
stimulus, le phage est excisé du génome et rentre dans un cycle lytique (Adaptée de © Pearson
Education 2010, Inc)

4.3 Les phages comme agent de biocontrole dans I'TAA

L’utilisation des bactériophages suscite un intérét croissant en ce qui concerne
I’amélioration de la sécurité alimentaire. En effet, grace a leur spécificité, les phages
peuvent aider a combattre les agents pathogenes a chaque étape de la ferme a
I’assiette. Le biocontrdle par les phages inclut trois champs d’application principaux
représentés a la Fig. 1.7 : (i) la prévention et la réduction de la colonisation des
animaux d’élevages par les pathogenes, (ii) la décontamination des surfaces en contact
avec les aliments dans les industries et (iii) ’application directe des phages sur les
aliments transformés.

4.3.1 Biocontrole au niveau des matiéres premieres

Les animaux sont les réservoirs principaux de nombreux pathogenes importants
tels que L. monocytogenes, C. jejuni, E. coli ou S. enterica. 1l est donc primordial
de diminuer la charge bactérienne a ce stade initial de la production afin d’éviter
la propagation des pathogenes et les risques de contamination croisée. En effet, les
modeles d’évaluation des risques indiquent qu’une diminution de 1 ou 2 log de la
charge microbienne dans les matieres fécales de 'animal abattu réduirait les risques
pour le consommateur de 45 et 75%, respectivement (Kazi et Annapure, 2016).
Néanmoins, controler les pathogenes a la ferme est un processus complexe, dont la
seule ligne de défense pour prévenir la colonisation et le développement de maladies
étaient les antibiotiques. Cependant, 1'utilisation abusive de ces derniers comme
facteur de croissance a entrainé une augmentation inquiétante du nombre de souches
bactériennes résistantes et, depuis 2006, leur emploi a des fins non thérapeutiques
est banni au sein de 1'Union Européenne (Commission Européenne, 2006). La phago-
thérapie pourrait constituer ici une alternative viable. Bien qu’actuellement aucun
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produit n’ait été approuvé pour son utilisation sur les animaux vivants, le potentiel des
phages pour contrdler les bactéries pathogenes a été évalué dans de nombreuses études.

|
S S l . I S

‘ Thérapie phagique | ‘ Biocontrole ‘ ‘ Bioassainissement ‘ ‘ Bioconservation |

Réduction de la Produits frais, surgelés et Désinfection des Augmentation de la durée
colonisation préts & manger surfaces de conservation

De la ferme a Iassiette

Figure 1.7 — Exemples d’application des phages tout au long de la chaine alimentaire (Inspirée
de Garcia et al. (2008))

Fiorentin et al. (2005) ont évalué 'efficacité d’un mélange de trois phages sur des
poulets de chair et ont constaté une diminution de 3,5 ordres de grandeur du nombre
de S.enterica dans le caecum. Cette diminution a perduré jusqu’a 25 jours apres le
traitement. Carvalho et al. (2010) ont obtenu une réduction de 2 log de la charge de
C. jejuni dans les féces de poulet de chair suite a 'administration d’une combinaison
de trois phages. Cette diminution diviserait par 30 I'incidence de la campylobactériose
associée a la consommation de poulet. L’utilisation d'un cocktail de trois phages en
combinaison avec des bactéries d’exclusion compétitives chez le poulet de chair a
amené une diminution de 3 log des bactéries dans le caecum (Borie et al., 2009). Par
ailleurs, plusieurs études ont prouvé que la thérapie phagique serait également utile
pour diminuer considérablement la charge en E.coli O157 :H7 au sein des cheptels
bovins et ovins (Sheng et al., 2006; Raya et al., 2011). La thérapie phagique chez le
bétail présente des résultats prometteurs. Néanmoins, des études supplémentaires
sont indispensables notamment en ce qui concerne la viabilité des phages administrés
oralement et le risque de développement de résistances (Goodridge et Bisha, 2011).

Plusieurs applications phagiques existent également pour le biocontrdle au niveau
des matieres premieres végétales. En 2002, Omnilytics a développé un pesticide,
AgriPhage™ & partir de deux phages ciblant Xanthomonas campestris et Pseudo-
monas syringae. Ces pathogenes de plantes sont a 1’origine de I'apparition de taches
bactériennes respectivement sur les tomates et les poivrons. En 2002, 'agence de
protection environnementale (EPA) a autorisé la pulvérisation du produit directement
sur les plantes ainsi que sur le sol environnant (Goodridge et Bisha, 2011).
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4.3.2 Biosanitation

La salubrité des installations et des surfaces en contact avec les aliments dans
I'TAA est primordiale afin d’empécher toute contamination croisée. La majorité des
études mettent 'accent sur la décontamination des surfaces par les phages mais les
résultats suggerent que ceux-ci pourraient également servir a prévenir la contamina-
tion et la formation de biofilms.

Listex™™ (Micreos Food Safety), un produit composé du phage virulent P100, a
été employé pour éradiquer un biofilm mature de sept jours formé par cing souches
de L. monocytogenes sur une surface d’acier inoxydable. Le traitement a réduit de
3,5 a 5,4 ordres de grandeur la concentration en bactérie sur la surface apres 24 h a
température ambiante. Patel et al. (2011) ont pulvérisé un cocktail de phages sur un
biofilm mature formé a partir de cinq souches de F. coli sur des lames immergées
dans un extrait d’épinards. La population d’E. coli s’est vue diminuée de 4,5 log
apres 2h de traitement. L’application d'un cocktail de deux phages s’est également
montré efficient sur des biofilms de C. jejuni présents sur des surfaces en verre. Il a
entrainé une diminution de 1 a 3 log du nombre de colonies viables 24 h post-infection
comparé au controle. Le traitement a également induit la dispersion de la matrice
du biofilm. Cependant un pourcentage élevé de bactéries résistantes a été rapporté
(Siringan et al., 2011). Viazis et al. (2011) ont testé un cocktail de phages sur des
surfaces d’acier inoxydable, de céramique et de polyéthyléne contaminées par E. coli.
Une élimination totale des bactéries a été observée apres 10 minutes d’exposition a
37°C et a 12°C ainsi qu’apres 1 h d’exposition a 23°C.

Il est essentiel de prendre en compte que les biofilms sont souvent composés de
plusieurs especes dans 'TAA. La dégradation d’un biofilm naturel par un seul type de
phage semble dés lors peu probable (Hudson et al., 2005). Cependant, leur utilisation
semble prometteuse dans la stratégie d’éradication des biofilms.

4.3.3 Biopréservation

Les phages peuvent également étre utilisés directement sur les produits finis ou
en cours de transformation. Cette stratégie a pour but de controler I'innocuité des
aliments et d’augmenter leur durée de conservation. Comparé a I'application sur les
animaux vivants, les phages montrent une efficacité supérieure dans les aliments.
En effet, dans le premier cas, les phages doivent faire face au systeme immunitaire
de leur hote ainsi qu’a une multitude de microenvironnements différents. Plusieurs
préparations sont d’ailleurs déja approuvées pour leur utilisation dans I'alimentation.

En 2006, la FDA a autorisé pour la premiere fois 'utilisation d’une préparation
phagique comme bioconservateur (Bren, 2007). 1l s’agit de ListShield”™ (Intralyx),
un cocktail de six phages dont la pulvérisation sur les viandes prétes-a-manger et les
produits a base de volaille assure une protection étendue contre L. monocytogenes
(Intralytix, 2009). Auparavant, le cocktail a montré une réduction de 4 log sur des
tranches de melons stockées durant sept jours a 10°C. En combinaison avec la nisine,
une diminution de 5,7 log a été obtenue (Leverentz et al., 2003). Par ailleurs, la
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préparation phagique, appliquée seule et environ 1 h avant contamination, a diminué
jusqu’a 6,8 log la concentration en L. monocytogenes (Leverentz et al., 2004). La
méme année, Listex?™ (Micreos Food Safety) a recu le statut GRAS pour sa pulvéri-
sation sur tous les aliments. Le produit, dépendamment du traitement et de la dose, a
montré ses capacités a réduire et méme a éradiquer la totalité des cellules de L. mono-
cytogenes respectivement a la surface de filet de saumon (Soni et Nannapaneni, 2010a)
et dans le fromage (Carlton et al., 2005). En outre, 'association de P100 avec un autre
phage virulent a rendu indétectable la présence de L. monocytogenes dans divers ali-
ments préts a manger comme le lait chocolaté ou la mozzarella (Guenther et al., 2009).

EcoShield™ (Intralytix, Inc), une préparation dont le composé actif est une
combinaison de trois phages lytiques spécifiques contre E. coli O157 :H7 a également
été approuvé par la FDA en 2011. Le produit peut étre appliqué en toute sécurité sur
les pieces de viande rouge destinées a étre hachées. Carter et al. (2012) ont montré
son efficacité par la mise en contact des viandes et des salades contaminées durant 5
min avec la préparation phagique. Cela a réduit significativement la concentration
en bactéries de 94% et 87% respectivement avec un MOI de 1000 (rapport entre la
concentration en phages et en bactéries). Cette diminution a été maintenue durant
une semaine a des températures réfrigérantes mais I’application unique du produit n’a
cependant pas été en mesure d’empécher la recontamination des aliments. L’effiacité
d’EcoShield”™ a également été testée sur des tomates, des épinards, des brocolis
et de la viande hachée. La réduction en bactéries cibles s’élevait de 94% pour les
tomates a 100% pour les épinards en fonction du temps d’incubation (120 et 24 h
respectivement) (Abuladze et al., 2008).

Le dernier produit en date a avoir été approuvé par la FDA (2013) vise particu-
lierement les sérotypes les plus communs et hautement pathogenes de S. enterica.
SalmoFresh™ (Intralytix, Inc), un cocktail de six phages, est le troisitme produit de
sécurité alimentaire de Intralyx a avoir regu le statut GRAS pour son application sur
les viandes rouges et les volailles préalablement a I’étape de hachage. Le statut GRAS
a été accordé la méme année a Salmonelex”™™ (Micreos Food Safety), un cocktail de
deux phages visant ce méme pathogene. L’entreprise indique qu’une réduction de 0,5
log peut étre obtenue en quelques minutes et jusqu’a 2 log en 24h sur les viandes et
les volailles fraiches.

Acutellement, aucun produit n’a été approuvé pour le biocontrdle de C. jejuni.
Néanmoins, plusieurs études ont analysé le potentiel des phages lytiques sur des
peaux de poulets contaminées (Atterbury et al., 2003; Bigwood et al., 2008).

La majorité des études se concentrent tout naturellement sur les quatre grands
pathogenes principaux. Cependant les recherches n’en sont pas moins actives et
prometteuses pour S. aureus, Shigella ou Cronobacter sakazakii (Sulakvelidze, 2013).
En ce qui concerne B. cereus, un cocktail de deux phages a montré sa capacité
a réduire de 6 log la charge en bactéries sur une purée de pomme de terre apres
seulement 24 h (MOI de 100)(Lee et al., 2011). Shin et al. (2011) ont appliqué le
phage JBP901 avec une MOI de 10° sur une pate de soja fermentée, le chungkookjang.
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Apres 24 h d’incubation a 37°C, une réduction de 3 log a pu étre observée par rapport
au groupe controle (Shin et al., 2011). De plus, 'expérience n’a en aucun cas impacté
la concentration en B. subtilis nécessaire a la fermentation des haricots.

4.3.4 Endolysines

Les endolysines sont des enzymes produites par les phages a la fin du cycle lytique.
Elles possedent un domaine enzymatique actif qui catalyse la désintégration de la
paroi ainsi qu'un domaine qui permet a ’enzyme de reconnaitre des molécules ligands
spécifiques présentes sur les parois cellulaires. Les bactéries Gram-positives étant
dépourvues de membrane externe, les endolysines peuvent accéder a la paroi de
I'extérieur et lyser completement les cellules. Elles peuvent des lors étre utilisées
comme agent de biocontrole, seules ou en synergie avec d’autres antimicrobiens
comme les bactériocines (Schmelcher et Loessner, 2016).

L’endolysine LysZ5 s’est révélée efficace contre L. monocytogenes dans du lait de
soja en réduisant sa concentration de 4 log apres 3 h d’incubation (Zhang et al., 2012).
Par ailleurs, la croissance de S. aureus dans du lait pasteurisé a pu étre controlée a
37°C par 'action de la lysine LysH5. Cette derniere a réduit le nombre de CFU de
8 unités de grandeur par rapport au contrdle (Obeso et al., 2008). Cette activité a
été renforcée par 1'utilisation conjointe de cette endolysine avec la nisine. Un effet
synergique a été observé entre les deux antimicrobiens (Garcia et al., 2010). Les
endolysines ont également prouvé leur efficience en tant qu’agent anti-biofilm dans
différentes études. Gutierrez et al. (2014) ont montré que 'endolysine LysH5 pouvait
diminuer de 1 a 3 log le nombre de cellules d’un biofilm de S. aureus apres 3 h de
traitement a 37°C et que 'enzyme était aussi active contre les cellules persistantes.
Une autre étude a démontré le potentiel de ’endolysine LysK comme agent biocide
aussi bien pour 'éradication que la prévention de biofilms associés a S. aureus (Fenton
et al., 2013).

Les endolysines ont plusieurs avantages par rapport aux phages. D’une part,
I’absence de résistance bactérienne est considérée comme un atout majeur. En
effet, la bactérie devrait étre en mesure de modifier la composition de sa paroi
afin d’empécher sa dégradation (Schmelcher et Loessner, 2016). D’autre part, les
endolysines ont un spectre d’activité généralement plus étendu que les bactériophages
et ne présentent aucun risque de transfert de virulence (Fischetti, 2010). Cependant,
la production de cette enzyme est onéreuse en comparaison avec celle des phages. Par
ailleurs, ce sont des protéines relativement instables qui sont sujettes a la protéolyse
et la perte de leur activité dans les aliments (Schmelcher et Loessner, 2016).
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4.4 Considérations pour I’élaboration d’un produit phagique
a des fins de biocontrole

L’application de phages comme moyen de biocontrole est reconnue pour étre
une des approches les plus sécuritaires actuellement grace a leur étroite spécificité
qui leur permet de n’infecter qu'une gamme limitée de bactéries. S’ils sont bien
sélectionnés, ils n’affecteront pas les bactéries bénéfiques de la flore commensale.
Par ailleurs, plusieurs études sur des volontaires humains ont prouvé leur inno-
cuité envers les consommateurs et les cellules de mammiferes en général. En effet,
les phages sont naturellement présents chez les humains, les animaux et l'eau et
nous en consommons donc quotidiennement via notre alimentation. Dans les pays
de l'est, la thérapie phagique est largement répandue depuis plus de 50 ans. Les
phages ont été administrés oralement, superficiellement mais également par voie in-
traveineuse et intramusculaire sans aucun effet secondaire (Hagens et Loessner, 2010).

Cependant, pour qu’un phage soit sélectionné pour son application dans la chaine
alimentaire a des fins de biocontrdle, il doit satisfaire a plusieurs exigences et criteres
qui garantiront son statut sécuritaire et son efficacité.

Sélectionner des phages lytiques

Tout d’abord, une exigence essentielle de sécurité concernant ’application d'un
phage est la confirmation qu’il s’agit d’'un phage strictement lytique. Les phages
tempérés, par intégration de leur matériel génétique dans celui de la bactérie
ou par leur résidence sous forme de molécules extrachromosomiques (plasmides),
peuvent altérer le phénotype de leur hote. En effet, ils peuvent contenir dans leur
génome des genes de virulence ou de résistance a un antibiotique. Par exemple, le
prophage CTX contient le matériel génétique nécessaire a Vibrio cholerae pour la
production de la toxine cholérique. De la méme maniere, le principal facteur de
virulence des E. coli est la Shiga toxine codée par le gene stz, localisé dans le génome
d’un prophage (Howard-Varona et al., 2017). Par ailleurs, les phages lytiques ont
I’avantage de tuer directement les bactéries au contraire des phages tempérés qui
coexistent majoritairement avec celles-ci et ne sont donc pas appropriés pour le
biocontrole. Le génome du phage doit des lors étre compléetement séquencé afin de
garantir 1’absence de geénes de lysogénie (e.g. intégrase). Par ailleurs, il doit étre
dépourvu de séquences codant pour des facteurs de virulence ou pour des protéines
pouvant induire une réponse du systéme immunitaire (Endersen et al., 2014).

Choisir un phage non transducteur

La transduction, phénomeéne au cours duquel ’ADN de I’'hote est accidentellement,
empaqueté dans la capside d’'un nouveau phage a la fin du cycle lytique, devrait
également étre évitée. Par ce mécanisme, de 'ADN étrangé peut étre transféré a
d’autres bactéries lors d'une nouvelle infection. Cet ADN pourrait alors introduire
des genes indésirables, potentiellement pathogenes, par recombinaison dans le génome
d’une espece non pathogene (Hagens et Loessner, 2010). Dans la mesure du possible,
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il faut des lors veiller a utiliser un hote non pathogene pour la propagation des
phages.

Stabilité et production

Le phage doit étre suffisamment stable dans différentes conditions et sur de
longues périodes de stockage. En effet, plusieurs considérations écologiques sont a
prendre en compte lors de I’élaboration d’une stratégie de biocontrole tels que le pH,
la température ou les composantes de la matrice a I’étude. Ces facteurs pourraient
diminuer lefficacité du phage en interférant dans l'interaction phage-hote et/ou en
inhibant I'activité phagique (Lu et Koeris, 2011). Dans le cas de I'application de
phages sur des étres vivants, une éventuelle réponse immunitaire de 1’hote devra
également étre prise en compte. Enfin, le phage doit étre facilement produit et purifié
a grande échelle. La préparation doit étre exempte des éventuelles toxines relachées
dans le milieu lors de la lyse cellulaire (Hagens et Loessner, 2010).

Cocktail de phages

Bien que répondant aux différents critéres précédemment cités, I'utilisation d’'un
seul phage peut mener a I’émergence de souches résistantes. Par ailleurs, une maladie
est souvent causée par la présence de plusieurs souches pathogenes. Afin de pallier
ces contraintes, plusieurs phages peuvent étre utilisés en concomitance. La gamme
d’hoétes reconnus sera alors plus étendue, ce qui augmentera de surcroit 'efficacité
du biocontrdle et réduira la fréquence d’apparition de résistance (Garcia et al., 2010).
Une autre solution est 1'utilisation de phages ayant un large spectre d’action. Cepen-
dant de tels phages ne sont pas toujours disponibles.

Au vu de toutes ces informations, il est clair que les phages constituent une
alternative prometteuse aux antibiotiques. Les avantages surpassent largement les
inconvénients (Tableau 1.1). Néanmoins, le frein majeur a 1’établissement d’appli-
cations commerciales sera d’approfondir nos connaissances sur les phages afin de
conforter les consommateurs avec cette idée de "virus comestibles".

Tableau I.1 — Avantages et inconvénients liés a 'utilisation de phages a des fins de
biocontrole.

Avantages

Grande spécificité

Innocuité envers la flore bénéfique

Multiplication seulement en présence de I’hote

N’affecte pas les propriétés organoleptiques et sensorielles
Inoffensif pour les humains et ’environnement
Inconvénients

Spectre d’action étroit

Possibilité d’apparition de résistance

Nécessité d’utiliser des phages virulents

24



UCL-ELI-MIAE 2018

4.5 Les phages comme outil de détection

La détection précoce et rapide des pathogenes est essentielle pour l'industrie
alimentaire afin de préserver la santé publique. Cependant les méthodes tradition-
nelles de détection des pathogenes sont fastidieuses et exigent des délais d’incubation
importants. Le développement de nouvelles procédures qui soient simples, rapides,
fiables et peu cofiteuses devient indispensable. Les phages grace a leur capacité a
cibler spécifiquement leur hote, constituent une alternative efficace.

La haute spécificité du domaine de reconnaissance a la paroi des endolysines
peut étre mise a profit dans la détection de bactéries a Gram positif. Ces domaines
peuvent, par exemple, étre immobilisés sur des billes magnétiques qui pourront étre
utilisées pour détecter et concentrer spécifiquement les bactéries cibles. Grace a ce
systeme, Kretzer et al. (2007) ont pu capturer et récupérer plus de 90% des cellules
vivantes de L. monocytogenes d'un échantillon en 20 a 40 min. Par ailleurs, la fusion
de marqueurs fluorescents différents a plusieurs domaines a permis a Schmelcher
et al. (2010) de détecter et de distinguer plusieurs serotypes de L. monocytogenes
dans du lait et du fromage.

De la méme maniere, les anti-récepteurs des phages qui reconnaissent les ré-
cepteurs spécifiques a la surface bactérienne et qui sont présents au niveau de la
queue des phages ont également fait leurs preuves notamment pour la détection et
'identification de bactéries a Gram-négatif (Schmelcher et Loessner, 2014).

Malgré sa haute spécificité et son activité de liaison plus efficace que lors de
I'utilisation d’anticorps, cette technique ne peut différencier les cellules vivantes des
mortes. Cette restriction a été surmontée par 1'utilisation de phages rapporteurs
pour détecter les pathogenes (Bai et al., 2016). Un phage rapporteur est un phage
génétiquement modifié. Le principe repose sur 'insertion d’un gene dans le génome
phagique qui ne pourra étre exprimé que lorsque l'infection de la bactérie aura lieu.
Cela permettra la détection subséquente de I’hote infecté par mesure de la biolumi-
nescence (e.g. luciférase), la fluorescence (e.g. GFP) ou la conversion enzymatique
d’un substrat chromogénique (e.g. beta-galactosidase) (Schmelcher et Loessner, 2014).
Récemment, Zhang et al. (2016) ont congu un phage rapporteur contenant un gene
de luciférase capable de détecter E.coli O157 :H7 a une concentration aussi basse
que 5 CFU/g dans du boeuf haché et dans un délai de 9 h .
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Objectifs

Les bactéries pathogenes représentent un probleme de santé publique majeur
et sont un fléau pour les industries agroalimentaires qui doivent faire face a leur
présence récurrente dans les lignes de production. Certaines souches de B. cereus
s.l. sont responsables d’intoxications alimentaires émétiques et/ou diarrhéiques et
bien que les symptomes soient généralement bénins, certains cas mortels ont été
rapportés. Des lors, le controle de cette bactérie s’avere primordial. Cependant, en
raison de sa capacité a sporuler et a former des biofilms, B. cereus s.l. résiste aux
méthodes actuelles de préservation des aliments et aux procédures de nettoyage des
installations industrielles. Une approche alternative et largement étudiée actuellement
pour éradiquer ces bactéries repose sur 1'utilisation de phages. Ces virus, capables
d’infecter spécifiquement les bactéries, présentent de nombreux avantages qui font
d’eux des outils prometteurs pour le controle des bactéries pathogenes au sein de la
filiere agro-alimentaire.

Récemment isolé de ’environnement, le phage Deep-Blue montre une activité
lytique contre plusieurs souches émétiques psychrotolérantes de B. cereus. Ce Myo-
viridae répond aux critéres requis pour 'utilisation d’un phage comme agent de
biocontrdle et ce travail se concentre des lors sur son application dans la chaine
alimentaire. Les objectifs de ce mémoire seront, d’'une part d’évaluer la capacité de
Deep-Blue a controler des souches émétiques de B. cereus dans les aliments ainsi que
lors de la formation de biofilms, et d’autre part, d’isoler des phages lytiques proches
de Deep-Blue et ayant un spectre d’hotes complémentaire dans le but de concevoir
un cocktail phagique.

Tout d’abord, l'efficacité de Deep-Blue a controler la croissance de trois souches
psychrotolérantes de B. weihenstephanensis sera évaluée a différentes températures
et dans diverses matrices alimentaires (lait, riz et riz au lait) contaminées artifi-
ciellement. Le potentiel de Deep-Blue a prévenir et a éradiquer les biofilms sera
ensuite appréhendé a 'aide d’un systeme de cellule a flux au sein duquel les bactéries
peuvent adhérer. Les impacts respectifs d’un traitement préventif et curatif sur la
formation d’un biofilm composé de souches de B. weihenstenphanensis seront étudiés
tout d’abord dans un milieu de croissance optimal, le LB, puis dans du lait afin de se
rapprocher des conditions rencontrées en industrie. Par ailleurs, divers échantillons
prélevés dans I'environnement seront enrichis avec des souches émétiques de B. cereus,
insensibles & Deep-Blue. Les échantillons ayant révélé la présence de phages (plaques
de lyse) seront soumis a une PCR utilisant des amorces ciblant des régions conservées
chez les Myoviridae.
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Chapitre 11

Matériels et méthodes

1 Milieux de culture

1.1 Lysogenic Broth (LB)

Le LB est un milieu de culture utilisé en microbiologie et qui fournit tous les
éléments nutritifs nécessaires a la croissance optimale d’un grand nombre de bactéries.
La composition du LB est reprise au Tableau II.1. Le tryptone, issu de la protéolyse
trypsique des caséines, constitue une source importante d’acides aminés. Les vitamines,
les minéraux et les oligo-éléments quant a eux proviennent des extraits de levure.
Apres préparation, le milieu est autoclavé durant 15 min a 121°C.

Tableau II.1 — Composition du milieu de culture LB

Composants Concentration (g/L) Marque
Eau déminéralisée - -
NaCl 5 VWR Chemicals
Extrait de levure 5 Oxoid
Tryptone 10 Oxoid
Agar (si LB solide) 14 Biolabs
Agar (si top agar) 6 Biolabs

Pour l'isolement et la multiplication de phages, le milieu liquide est enrichi par
'ajout de cations divalents a raison de 0,3 g/L de CaCly et 0,5 g/L de MgSO, (LBi).
En effet, ces ions jouent un roéle majeur dans I’étape d’adsorption du phage. Enfin,
un milieu LB solide est obtenu en ajoutant 1,4% d’agar au mélange liquide avant de
I’autoclaver. Le "top agar', utilisé principalement pour le dénombrement des phages,
nécessite quant a lui I'ajout d’une quantité moindre d’agar (0,6%) afin de permettre
une lyse efficace des bactéries.

1.2 Liquide de Ringer

Le Ringer est une solution physiologique composée de différents sels (Tableau 11.2)
et qui assure une pression osmotique suffisante pour garantir la survie des organismes.
Il est utilisé comme diluant dans la préparation des solutions de dispersion pour le

27



UCL-ELI-MIAE 2018

controle microbiologique de produits alimentaires et pour effectuer les dilutions déci-
males. Une solution de Ringer d’une concentration & 25% est obtenue par dissolution
d’un comprimé (Oxoid) dans 500 ml d’eau déminéralisée. La préparation est ensuite
autoclavée durant 15 min a 121°C puis stockée a température ambiante.

Tableau I1.2 — Composition du liquide de Ringer

Sels Concentration (g/L)

NaCl 2.25
KCl 0,105
CaCl, 0,12
NaHCO, 0,05

1.3 Phosphate Buffered Saline (PBS)

Le PBS est un tampon physiologique utilisé pour préparer les suspensions bacté-
riennes. Les sels contenus dans cette solution (Tableau I1.3) et son pH de 7,4 assurent
I'intégrité et la viabilité des cellules. Apres dissolution d’une pastille (Sigma) dans
200 ml, le PBS est autoclavé durant 15 minutes a 121°.

Tableau I1.3 — Composition du tampon PBS

Sels Concentration (g/L)

NaCl 8,00
KCl 0,20
Na,HPO, 1,78
KH,PO, 0,27

2 Cultures de bactéries

Dans le cadre de ce travail, I'activité de Deep-Blue a été étudiée sur trois souches
de V'espece B. weihenstephanensis : BtB2-4, Cer057 et Cer074. Ces trois souches
ont été isolées respectivement dans des échantillons de sol forestier, de persil et de
lait cru provenant de Belgique (Tableau I1.4). Toutes trois peuvent se multiplier
et synthétiser la toxine émétique a 8°C mais pas a 48°C. Par ailleurs, elles ont la
particularité d’avoir les genes nécessaires a la production du céreulide localisés sur
leur chromosome contrairement aux autres souches émétiques de B. cereus s.l. pour
lesquelles ils sont situés sur un plasmide (Hoton et al., 2009).

Les bactéries sont cultivées pendant la nuit (O/N) a 30°C soit dans 10 ml de LB
liquide sous une agitation de 120 rpm (culture liquide), soit sur du LB solide.
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Tableau I1.4 — Souches émétiques de B. wethenstenphanensis utilisées dans le cadre
de ce mémoire (Hoton et al., 2009)

Souche Origine Lieu Année
BtB2-4 Environnement Sol forestier Louvain-la-Neuve 2005
Cer057 Alimentation Persil Louvain-la-Neuve 2006

Cer074 Alimentation Lait cru Louvain-la-Neuve 2007

2.1 Obtention de mutants résistants a un antibiotique

Afin de pouvoir différencier BtB2-4, Cer074, Cer057 lors des différentes expé-
riences, des mutants spontanés résistants a l’acide nalidixique, la rifampicine ou la
streptomycine respectivement ont été obtenus comme suit : une culture liquide O/N
de la bactérie cible est centrifugée pendant 10 min a 4 000 g et le culot est resuspendu
dans 1 ml de Ringer. 10x100 pl de la solution obtenue sont ensuite étalés sur 10
boites de LB auxquelles un antibiotique a été ajouté a une certaine concentration
(voir Tableau II.5). Apres incubation a 30°C pendant 48 h, des colonies résistantes
peuvent apparaitre sur le milieu. Si tel est le cas, une colonie est striée sur une boite
de LB contenant son antibiotique de sélection.

Tableau I1.5 — Antibiotiques utilisés et souches qui leurs sont résistantes.

Antibiotique Solvant Concentration = Concentration Souche
du stock (mg/L) utilisée (ug/L) résistante

Acide nalidixique NaOH 0,5M 15 15 BtB2-4

Rifampicine CoHgOS 25 25 Cer(074

Streptomycine Hy0O 100 100 Cer057

Une PCR est ensuite effectuée pour vérifier qu’il s’agit bien de souches émétiques.
Celle-ci est réalisée a 'aide des primers EM1F et EM1R (Tableau I1.6), qui ciblent
un fragment de 635 pb du gene ces, et de ’ADN polymerase OneTaq (New England
Biolab), utilisée selon les indications du fournisseur.

Tableau II.6 — Séquences oligonucléotidiques des amorces EM1F et EM1R (Ehling-
Schulz et al., 2004a). Tm = température d’hybridation.

Nom Séquence (5’-3’) Tm Taille de
(°C) I'amplicon (pb)
EM1F GACAAGAGAAATTTCTACGAGCAAGTACAAT 57 635

EMIR GCAGCCTTCCAATTACTCCTTCTGCCACAGT

Les souches sont conservées a long terme a -80°C dans un milieu composé de
70% de LB, 30% de glycérol et 1ug/l d’antibiotique. A court terme, les souches sont
striées régulierement sur des boites comprenant leurs antibiotiques de sélection et
conservées a 4°C. Les solutions stocks des différents antibiotiques sont préparées puis
stérilisées par filtration a l’aide de filtre de 0.22um avant d’étre stockées a -20°C.
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2.2 Dénombrement des bactéries

Le nombre de bactéries présentes dans une suspension est obtenu par la méthode
de dénombrement des colonies. La suspension mere est tout d’abord diluée de dix
en dix successivement dans du Ringer. 100ul de chacune des dilutions obtenues
sont alors étalés sur des boites de LB qui sont incubées a 30°C pendant 24 h. La
concentration finale, exprimée en CFU (Colony Forming Unit) par millilitre, est
obtenue en multipliant le nombre de colonies dénombrées par le facteur de dilution
décimale. Une moyenne des valeurs obtenues aux différentes dilutions est effectuée
afin d’obtenir une estimation plus précise et seules les boites présentant un nombre
de bactéries compris entre 10 et 200 sont prises en compte. Lorsque I'expérience est
réalisée avec les souches mutantes, chaque dilution est étalée sur trois boites de Pétri
comprenant chacune un antibiotique de sélection.

3 Préparation phagique

3.1 Deep-Blue

Deep-Blue est un bactériophage isolé a partir d’un sol agricole & Gembloux (Hock
et al., 2016). 11 fait partie de la famille des Myoviridae et possede une activité lytique
contre 74% des souches émétiques de B. cereus et B. weihenstephanensis (114/155)
parmi lesquelles se trouvent BtB2-4, I’hdte préférentiel de Deep-Blue, mais également
Cer057 et Cer(074.

Deep-Blue possede une téte isocaédrique de 48 nm et une queue contractile d’une
longueur de 129 nm (Fig. II.1). Son génome a une taille de 158 kb avec un taux en
G-C de 39,95 % et est dépourvu de séquences codant pour des facteurs de virulence.
De plus, Deep-Blue est lytique étant donné qu’il est exempt de génes nécessaires a
son intégration en tant que prophage et au maintien de la lysogénie. Son cycle dure
moins de 1 h et mene a la libération d’environ 300 virions. Ces derniers resteront
stables pendant plusieurs mois a 4°C. L’ensemble de ces criteres fait de Deep-Blue
un candidat prometteur pour son utilisation a des fins de biocontrole.

3.2 Multiplication de phages

BtB2-4, I’hote préférentiel de Deep-Blue est utilisé pour multiplier les phages de
la maniere suivante. Apres incubation O/N, une culture de 10 ml de la bactérie cible
est centrifugée durant 10 min a 4000 g et le culot est resuspendu dans 0,5 ml de LBi.
100 pl de cette solution et 50 ul d’une suspension stock de Deep-Blue sont ajoutés
dans un Falcon contenant 10 ml de LBi. Le Falcon est ensuite incubé durant 5 h
(jusqu’a ce que la solution devienne translucide) a 30°C dans un agitateur rotatif a
120 rpm (rotation par minute). La suspension est centrifugée pendant 5 min a 1000
g et filtrée a I'aide d’une membrane filtrante de 0,45 um de porosité afin qu’aucune
bactérie ne subsiste. Le perméat est récupéré et le titre en phage déterminé (voir
3.3) puis la suspension obtenue est finalement stockée a 4°C.
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Figure II.1 — Photo de Deep-Blue. Réalisée en microscopie électronique avec une coloration
au phosphotungstate de potassium (L. Hock, non publié)

3.3 Détermination de la concentration en phage

La concentration en phages est déterminée par la technique de la double couche
d’agar et de micro-gouttes. Cette méthode repose sur le principe que les phages sont
capable de former des zones claires, des plaques, sur un tapis bactérien uniforme.
Tout d’abord, une série de dilutions d’ordre 10 de la suspension phagique est préparée
dans du liquide de Ringer. Parallelement, 5 ml de top agar LB maintenu en surfusion
a 45°C est contaminé a 2% par une culture de BtB2-4 et coulé sur une boite de
LB. Apres 20 min a température ambiante, des gouttes de 10 ul des différentes
dilutions sont déposées sur le top agar solidifié et puis incubé O/N & 30°C. Durant
I'incubation, un tapis de BtB2-4 se forme excepté la ou des phages sont présents. En
effet, chaque phage et sa progéniture mene a ’apparition d’une zone de lyse. Le titre
de la suspension phagique, exprimée en PFU/ml (Plaque Forming Unit), est obtenu
en multipliant le nombre de plages par le facteur de dilution décimale correspondant.

4 Biocontrole

Les différentes expériences de biocontrole visent a étudier la capacité de Deep-
Blue a contréler la croissance de plusieurs souches émétiques dans les aliments.
Diverses matrices ont été contaminées avec BtB2-4, Cer057 et Cer(074 puis traitées
avec Deep-Blue a une MOI de 1000 (Multiplicity of infection) représentant le ratio
phages/bactéries.

4.1 Préparation des suspensions bactériennes et phagiques

Les différentes suspensions bactériennes sont préparées via la méthode mise au
point par 'ASBL REQUASUD. A l'aide d’un écouvillon, des colonies d'une culture
fraiche sont suspendues dans un tube a essai contenant 10 ml de Ringer et la solution
est homogénéisée. Le tube est ensuite placé dans un densitometre pour en mesurer la
turbidité. Des cellules sont ajoutées jusqu’a ce qu'une valeur de 2 McFarland (McF)
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soit obtenue, soit une concentration en B. cereus équivalente & 2x 107 CFU/ml. Les
inocula sont ensuite dilués et utilisés pour contaminer les différentes matrices. Les
phages sont également appliqués sous forme liquide en diluant la préparation stock
de concentration connue dans du Ringer.

4.2 Matrices et conditions testées

Le potentiel de Deep-Blue comme agent de conservation a été testé dans quatre
matrices, le LB, le lait, le riz et le riz-au-lait et ce a deux conditions d’incubation et
de stockage différentes : 48 h a 20°C et 7 jours a 7°C.

4.2.1 LB

L’efficacité de Deep-Blue a tout d’abord été étudiée dans du LB liquide. Six
Falcons stériles ont été remplis avec 20 ml de milieu et inoculés avec des suspensions
de BtB2-4, Cer057 et Cer074 pour atteindre une concentration en chacune des trois
bactéries de 10> CFU/ml. Les trois premi¢res bouteilles ont servi de controle pour la
croissance bactérienne. Les trois autres ont été traitées avec des phages avec a MOI
de 1000, soit environ 3x10% PFU/ml. Les six bouteilles ont alors été incubées a 20°C
ou a 7°C. Les concentrations en bactéries ont été déterminées apres 0 et 48 h (20°C)
ou apres 0 et 7 jours (7°C). La teneur en phages a été évaluée au jour 0 pour vérifier
la valeur de la MOIL.

4.2.2 Lait

L’expérience a été réalisée ensuite dans du lait demi-écrémé (365, Delhaize). Elle
a été effectuée de la méme maniere que pour le LB liquide a ’exception pres qu’un
Falcon supplémentaire a été rempli avec 20 ml de lait non contaminé. Ce dernier a
servi de controle pour la microflore accompagnatrice.

4.2.3 Riz

Le riz a été cuit a 'autoclave (121°C, 15 min) afin d’éliminer la flore accom-
pagnatrice potentiellement présente dans I’aliment. Il a alors été mélangé a 'aide
d’un mixeur et dans un rapport de 50/50 avec le jus de cuisson amidonné. Le riz
étant une matrice solide, cette étape a pour but de faciliter son homogénéisation
qui est nécessaire pour garantir I'uniformité de I'inoculation par les phages ou les
bactéries. 50 g ont ensuite été enlevés et ont servi de controle pour la flore externe.
BtB2-4, Cer057 et Cer074 ont alors été ajoutés a raison de 10> CFU/g et le mélange
a a nouveau été mixé. 3x50 g ont été prélevés et représentent le controle pour
la croissance des Bacillus. Le riz restant a finalement été traité avec Deep-Blue a
une concentration de 10° PFU/g et 150 g ont été répartis dans trois flacons. Les
échantillons ont alors été incubés soit a 20°C soit a 7°C. Afin d’évaluer les différentes
concentrations en phages et bactéries, 10 g de chaque échantillon ont été mélangés a
90 ml de Ringer. Le tout a été homogénéisé durant 30 sec au stomacher dont le but
est de mimer les mouvements de ’estomac et d’assurer une récupération optimale
des cellules contenues au sein de la matrice alimentaire.
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4.2.4 Riz au lait : surface

Contrairement aux autres matrices, le potentiel de Deep-Blue a controler les
différentes souches émétiques a été évalué a la surface du riz au lait (Boni, Colruyt).
Une charge totale de 103 bactéries et de 10 de phages a été appliquée a la surface
de la matrice. Chaque pot a ensuite été déposé dans un environnement stérile, soit
un berlin de 1L recouvert d’aluminium et préalablement autoclavé durant 15 min a
121°C (Fig. I1.2), et incubé a 7°C ou 20°C. Les concentrations finales en bactéries ont
été évaluées de la méme maniere que pour le riz en prenant soin d’échantillonner 10 g
uniformément sur la surface. On considere que tous les phages et toutes les bactéries
sont présent(e)s dans I’échantillon étant donné que les solutions ne s’infiltrent pas
dans la matrice. Les quantités initiales en phages et en bactéries sont évaluées sur
base des concentrations respectives des différents inocula.

Figure I1.2 — Dispositif mis en place pour incuber le riz au lait dans un environnement stérile.

5 Biofilms

Le potentiel de Deep-Blue comme bio-désinfectant contre des biofilms a été étudié
dans différentes expériences. Deux types de traitement, un traitement curatif et un
traitement préventif, ont été appliqués sur des biofilms formés soit uniquement de
BtB2-4, soit composés des trois différentes souches.

5.1 Dispositif expérimental

Les différents biofilms bactériens ont été obtenus a ’aide du systeme mis au point
par Vanzieleghem et al. (2015). Ce systéme permet d’étudier 'adhésion bactérienne
et la formation subséquente d’un biofilm sur une lamelle de verre insérée dans une
cellule a flux. Le dispositif expérimental est représenté a la Fig. 11.3.

Le montage consiste en quatre bouteilles : trois pour l'injection des différentes
solutions (PBS, suspension bactérienne et préparation phagique) et une destinée a
récolter les déchets. Les différentes bouteilles sont connectées aux cellules a flux a
I’aide de tuyaux et de connecteurs de type droit ou en Y. Le systeme totalement
assemblé est autoclavé a 121°C pendant 15 min et puis placé dans une étuve a 55°C
jusqu’a ce qu’il soit entierement sec.
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ou lait
Figure II.3 — Représentation du dispositif expérimental utilisé pour la formation

de biofilms. La cellule a flux, placée dans une chambre thermostatisée a 30°C, est reliée aux
différentes bouteilles par des tuyaux. Les solutions contenues dans ces dernieres sont distribuées
dans le systéeme a 'aide d’une pompe péristaltique. L’ordre dans lequel les liquides sont injectés
dépend du traitement étudié (Adapté de C. Nannan).

Les cellules a flux sont ensuite placées dans une chambre thermostatique fermée
et maintenue a une température de 30°C durant toute la durée de 'expérience. Une
pompe péristaltique permet le passage des différentes solutions a travers tout le
systeme. Cette derniere est réglée sur 1,85 rpm ce qui correspond a un débit de 0,5
ml/min.

Dans un premier temps, les différents tuyaux et les cellules a flux ont été remplis
avec du PBS. Cette étape a pour but d’expulser I'air du systeme et ainsi d’assurer
qu’aucune bulle, susceptible d’impacter sur la formation du biofilm, ne persiste.
L’ordre dans lequel les autres solutions ont ensuite été injectées dans les cellules a flux
va dépendre du traitement appliqué. Trois cellules a flux ont été utilisées en parallele
dans cette expérience. La premiere a servi de controle tandis que la deuxieme et
la troisieme ont été utilisées pour tester le potentiel de Deep-Blue respectivement
comme agent préventif et curatif pour le traitement des biofilms.

5.2 Cellule controle : Pas de traitement

La cellule controle sert a quantifier et observer un biofilm en I’absence de traitement
par les phages. Une suspension bactérienne a été préparée via la méthode REQUASUD
et diluée dans du Ringer pour obtenir une concentration finale de 10> CFU/ml puis
injectée durant 20 min dans le cellule a flux. Le milieu de culture a ensuite été ajouté
en continu pendant 24 h pour permettre aux bactéries ayant adhéré a la surface de
former un biofilm.

5.3 Cellule test 1 : Traitement préventif

Ce traitement consiste a étudier le potentiel de Deep-Blue a prévenir la forma-
tion d’un biofilm sur la lame de verre. Pour ce faire, une solution phagique d’une
concentration de 107, obtenue par dilution d’une préparation stock (10° PFU/ml),
a ¢té injectée dans la cellule a flux durant 20 min avant I'ajout de la suspension
bactérienne. Le milieu a ensuite circulé pendant 24 h a l'instar de la cellule controle.
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5.4 Cellule test 2 : Traitement curatif

Le traitement curatif consiste en 1’évaluation de la capacité de Deep-Blue a éliminer
un biofilm mature. A cet égard, la méme suspension bactérienne que celle utilisée
pour le contrdle a été ajoutée pendant 20 min. Apres 20 h de circulation du milieu
de culture, les phages ont finalement été ajoutés sur le biofilm en formation a une
concentration de 107 PFU/ml et ce durant les quatre derniéres heures d’expérience.

5.5 Détermination de la concentration en bactéries

A la fin de I'expérience, les lames de verres ont été récupérées et vortexées durant
2 min dans un falcon contenant 40 ml de liquide de Ringer. Plusieurs dilutions ont
alors été effectuées et étalées sur boite de Pétri afin d’évaluer la concentration en
bactéries par la méthode de dénombrement des colonies.

Chaque expérience a été effectuée en triplicat d’abord sur des biofilms composés
uniquement de BtB2-4 puis formés a partir de BtB2-4, Cer057 et Cer074. Dans
un premier temps, du LB liquide dilué 2x a été utilisé comme milieu de culture.
Ensuite, 'ensemble des expériences a été réitéré en remplacant ce dernier par du lait
demi-écrémé UHT (Delhaize).

6 Isolation d’un nouveau Myoviridae

Le but de cette expérience est d’isoler dans ’environnement un phage appartenant
a la famille des Myoviridae et infectant les souches émétiques du groupe B. cereus.
L’objectif a long terme étant de mettre au point un cocktail composé de plusieurs
phages.

6.1 Conception des amorces

La séquence complete du génome de Deep-Blue a été insérée dans le logiciel de
recherche BLAST (Basic Local Alignment Search Tool). Ce programme compare la
séquence a celles des bases de données et recherche les séquences les plus similaires.
Six phages ont ainsi été sélectionnés sur base de leur pourcentage d’identité avec
Deep-Blue (Tableau 11.7). Tous sont des phages de Bacillus et appartiennent a la
famille des Myoviridae. Les séquences des sept phages ont ensuite été alignées a 'aide
du programme MEGA 7 dans le but de trouver des séquences conservées parmi ces
phages et de concevoir des amorces.

Les amorces créées, appelés MYOAF et MYOAR, amplifient un fragment de 462
pb de PADN de Deep-Blue situé entre les bases 8017 et 8479 (Tableau I1.8).
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Tableau I1.7 — Muyoviridae les plus semblables & Deep-Blue au niveau génomique
sélectionnés par BLAST. Tous sont des phages de Bacillus et la E-value obtenue pour chacun
est égale a 0.

Bacillus phage Query cover % Identity % Accession

Deep-Blue 100 100 KU577463
BM10 85 83 KT995480
PK16 82 85 KX495186
Bepl 78 89 KJ451625

Bc431v3 80 89 JX094431
JBPI01 85 83 KJ676859
BCPS8-2 80 90 KJ081346

Tableau II.8 — Séquences oligonucléotidiques des amorces congues pour la recherche
de Myoviridae de Bacillus

Nom Séquence (5’-3’) Tm (°C) Taille de ’amplicon
chez Deep-Blue
MYOAF TGCATTTGGGCAGACTTATC 57 462

MYOAR ATTCTGAATCTTGCGACAAA

6.2 Echantillonnage et isolement

Divers échantillons ont été prélevés dans I'environnement. Les échantillons solides
ont été homogénéisés dans de 1'eau stérile et chacun des prélevements est réparti
dans quatre Falcons et dilué deux fois dans du LBi. Chaque Falcon a ensuite été
contaminé avec une combinaison de cinq souches émétiques et incubés O/N sous
agitation de 120 rpm a 30°C. Cette étape a pour but de permettre la multiplication
des phages potentiellement présents et spécifiques aux souches ajoutées. Celles-ci
sont reprises au Tableau I1.9. Apres incubation, les échantillons sont centrifugés a
1000 g durant 10 min et le surnageant est filtré sur 0,45 pm.

La présence de phages dans chaque échantillon a ensuite été évaluée via la méthode
de la double couche d’agar et des micro-gouttes. 10 ul du surnageant de chacun
des Falcons incubés avec une bactérie cible ont été ajoutés sur le tapis bactérien
correspondant et les boites observées apres incubation O/N a 30°C. Les plaques de
lyse, éventuellement présentes, sont piquées a l'aide d’un tips et resuspendues dans
de l'eau stérile. Une PCR est finalement réalisée a 1’aide des amorces congues (voir
Tableau I1.8), ’ADN de Deep-Blue faisant office de controle positif, pour déterminer
si la plaque est le fruit d’'un Myoviridae.
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Tableau I1.9 — Souches émétiques de B. cereus utilisées dans le cadre de I’isolement

de phages.
Souches Origine Souches Origine
LH002 Sol agricole E55C02  Plat de riz-viande-haricot
MC118 Sol E57C01  Composte
Cer039/ISP1930 Riz 5975a Vomit
TIAC181 Poissons et patisseries | 2269 Riz
5958b Salade de pates Al Miel
I7-1 Creme glacée B1 Concentré d’oranges
120-4 Creme glacée F Miel
5971a Lait chocolaté 5964c Péates cuites
5975¢ Vomit 5965a Salade de pates
5972b Lait demi-écrémé 5975b Vomit

7 Analyses statistiques

Les analyses statistiques ont été réalisées a ’aide du programme JMP PRO 12.2
et consistent en des tests de Student avec un niveau de confiance de 5% .
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Chapitre 111

Résultats et discussion

Il a été démontré, dans un précédent travail, que le bactériophage Deep-Blue
possédait les caractéristiques requises pour son utilisation en tant qu’agent de bio-
controle contre BtB2-4, une souche émétique psychrotolérante du groupe B. cereus
(Leprince, 2017). Cependant, dans certains cas, un cocktail de souches émétiques
peut étre a l'origine d’une intoxication alimentaire (Dierick et al., 2005). Ce travail
se focalise donc sur le potentiel de Deep-Blue a controler simultanément la croissance
de trois souches émétiques psychrotolérantes de B. weihenstephanensis : BtB2-4,
Cer074 et Cer057. Lefficacité de Deep-Blue a été évaluée a deux niveaux de la filiere
agro-alimentaire. Dans un premier temps, 'activité lytique du phage a été testée
dans diverses denrées alimentaires afin d’évaluer sa capacité a assurer leur innocuité.
Dans un second temps, le potentiel de Deep-Blue comme agent de bio-désinfection
contre les biofilms pouvant se former a la surface des installations industrielles a
été étudié. Enfin, dans le but d’agir sur une gamme d’hétes plus élargie et parce
que 'utilisation d’un seul phage peut mener a ’émergence de souches résistantes, la
derniére partie de ce mémoire a eu pour objectif d’isoler dans ’environnement un
Myoviridae ayant un spectre d’hotes complémentaire a Deep-Blue dans le but de
concevoir un cocktail phagique.

1 Biocontrole

La premiere partie de ce travail vise a évaluer 'efficacité de Deep-Blue a controler
la croissance de souches émétiques de B. cereus dans les aliments afin d’assurer leur
innocuité et d’augmenter leur durée de conservation. Quatre matrices différentes
(milieu LB, lait, riz et riz au lait) ont été contaminées simultanément avec BtB2-4,
Cer057 et Cer074 a raison de 10> CFU/ml ou g et traités avec Deep-Blue & une MOI
de 1000.

Tout au long des expériences de biocontrole, deux températures d’incubation ont
été testées : (i) 7°C, température probable d'un réfrigérateur mal réglé et a laquelle
les souches de B. weihenstenphanensis sont capables de se multiplier et de produire la
toxine émétique, (ii) 20°C, soit la température & laquelle un plat est exposé lorsqu’il
est conservé a l'air ambiant. Ces conditions refletent les mauvaises habitudes des
consommateurs concernant la conservation des aliments.
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1.1 LB

Le potentiel de Deep-Blue a controler BtB2-4, Cer057 et Cer074 a tout d’abord
été évalué dans 20 ml de LB dans un incubateur sans agitation. Les concentrations
en bactéries ont été déterminées par dénombrement des colonies sur boite de Pétri et
les différents résultats sont exprimés en unités logarithmiques (log), une réduction
d’un log correspondant & une élimination de 90% des phages ou bactéries. Notons
qu’afin de pouvoir différencier les trois souches lors des expériences de biocontrole,
nous avons utilisé des mutants résistants a différents antibiotiques.

Incubation a 7°C

La capacité de Deep-Blue a inhiber la croissance de B. cereus a 7°C dans le
milieu LB est représentée a la Fig. II1.1a. Le traitement a engendré des réductions
significatives de 4,6 log, 1,5 log et 3,2 log CFU/ml respectivement pour BtB2-4,
Cer074 et Cer057 par rapport aux controles. De plus, malgré des taux de croissance
tres différents observés dans les controles (une moyenne de 6,4 log CFU/ml pour
BtB2-4 contre 3,1 pour Cer074), les concentrations finales en chacune des bactéries
sont similaires (de l'ordre de 1,6 a4 1,8 log CFU/ml) et inférieures au seuil initial de
contamination.

Il est a noter que la concentration en Cer074 dans le groupe controle n’est pas
significativement différente du taux initial, ce qui suggere que la bactérie n’a pas été
en mesure de croitre dans le milieu apres sept jours a cette température. La souche
a alors été incubée seule pour vérifier la présence potentielle de compétition avec
Cer057 et BtB2-4 mais des résultats similaires ont été obtenus. L’expérience a ensuite
été réitérée avec la souche non mutante et des concentrations supérieures de pres de
2 log ont été obtenues. Il est possible que le mutant utilisé ait été affecté pour sa
croissance a 7°C. Cependant, la croissance de cette bactérie n’a pas été impactée a
cette méme température dans les autres matrices (Fig. I1l.1c,e,g).

Incubation a 20°C

La Fig. III.1b représente les résultats obtenus apres 48 h d’incubation a 20°C
du LB contaminé. Deep-Blue s’est également montré tres efficace sur cette matrice.
En effet, des réductions comprises entre 4 et 4,7 log ont été obtenues pour les trois
souches par rapport au groupe controle. Dans la plupart des cas, on observe que le
traitement a été en mesure de réduire significativement la concentration en bactéries
en deca de la charge initiale sauf pour BtB2-4, probablement a cause de sa croissance
plus importante. BtB2-4 atteint en effet une concentration de 7,4 log CFU/ml dans
le controdle soit 1,5 log plus élevé que Cer057 et Cer(074.
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Milieu LB
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Figure III.1 — Potentiel de Deep-Blue a controler la croissance de BtB2-4, Cer(074 et Cer057 a
7°C et 20°C dans du LB, du lait, du riz et a la surface du riz au lait. La concentration en bactérie
est quantifiée sur une échelle logarithmique & partir de la limite de détection (1 log CFU/ml, g ou
cm?). Une diminution significative par rapport a la concentration obtenue dans le controle (apres
48 h & 20°C ou 7 jours & 7°) selon le test de Student (p<0.05) est indiquée par une étoile. Les
moyennes avec écarts-types sont obtenues sur base des résultats de trois tests.
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1.2 Lait

Le potentiel de Deep-Blue a ensuite été testé dans du lait UHT. Bien qu’aucun
cas d’intoxication émétique lié¢ a l'ingestion de lait contaminé par B. cereus n’ait été
rapporté, cette bactérie est un contaminant fréquent des industries laitieres et une
des principales causes microbiennes d’altération du lait (Kumari et Sarkar, 2016).
Le probleme est d’autant plus important que les souches psychrotolérantes de B.
wethenstephanensis sont susceptibles de croitre aux températures habituelles de
stockage et de conservation du lait. Par ailleurs, le potentiel de production de la
toxine émétique dans cette matrice est particulierement élevé (Ehling-Schulz et al.,
2004b). La démarche expérimentale pour cette matrice est similaire a celle utilisée
pour le LB hormis que dans ce cas ci, la présence potentielle de flore accompagnatrice
a également été investiguée.

Incubation a 7°C

La Fig. III.1c montre les résultats obtenus apres 7 jours de stockage a 7°C du
lait contaminé par les différentes souches et traité par Deep-Blue. Des diminutions
significatives de 3,9 a 5,2 log CFU/ml en fonction de la souche ont pu étre observées
par rapport au groupe contréle. Pour chacune des souches, non seulement le traitement
a induit une réduction du nombre de cellules viables mais la charge finale obtenue
est aussi significativement plus faible que la concentration initiale.

Incubation a 20°C

Comme le montre la Fig. II1.1d, Deep-Blue s’est montré tres efficace dans le
lait a 20°C. En effet, son application a réduit la charge en B. cereus a des niveaux
indétectables apres 48 h de traitement. Cela signifie que le nombre de cellules vivantes
pour chacune des souches est inférieur a la limite de détection, soit & 10 CFU /ml.
Les populations de BtB2-4, Cer057 et Cer074 se sont vues diminuées de 5,2 a 6,5 log
CFU/ml.

La concentration en flore accompagnatrice a la fin du traitement aussi bien a 7°C
qu’a 20°C était également inférieure a la limite de détection.

1.3 Riz

Le riz a ensuite été choisi comme matrice alimentaire car c¢’est I'un des aliments
le plus souvent associé aux intoxications émétiques (environ 95% des cas) (Altayar
et Sutherland, 2006). Deux études de prévalence ont révélé la présence de B. cereus
respectivement dans 37,5% et 56% des plats de riz frit servis dans des restaurants
asiatiques (Chang et al., 2011; Perera et Ranasinghe, 2012). En effet, le riz y est
stocké a température ambiante ce qui permet aux spores ayant résisté a la cuisson
de germer et de proliférer. Par ailleurs, le riz favorise la production de céréulide en
raison de son contenu riche en amidon (Rajkovic et al., 2006).
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Le riz est une matrice solide et bien plus complexe que le LB ou le lait. Il a des
lors été mélangé avec son jus de cuisson et homogénéisé brievement au mixeur de
maniere a obtenir une matrice semi-solide dans laquelle le phage peut se mouvoir
plus aisément et a garantir 'uniformité de la contamination. Au préalable, le riz a
été cuit a 'autoclave afin d’éliminer la flore accompagnatrice dont la croissance a
tout de méme été controlée tout comme pour le lait.

Incubation a 7°C

L’efficacité de Deep-Blue dans le riz a 7°C est illustrée a la Fig. II1.1e. Le phage a
eu une activité lytique performante sur les cellules de BtB2-4 et a atténué sa charge
microbienne de 3,4 log CFU/g. Des réductions moindres mais tout autant significatives
ont été observées pour Cer057 et Cer074 (2,3 et 2,1 ordres de grandeur respectivement).
Cependant, le traitement n’a pas été en mesure de réduire significativement la charge
en bactérie en dessous de la valeur de contamination initiale. Il a néanmoins pu la
maintenir & des concentrations équivalentes, soit environ 103> CFU/g pour chacune
des souches.

Incubation a 20°C

La Fig. II1.1f montre les résultats obtenus apres 48 h de stockage du riz a une
température de 20°C. La diminution la plus importante est une fois de plus accordée
a BtB2-4 avec une différence significative de 4,6 log CFU /g par rapport au groupe
controle. Deep-Blue s’est également montré efficace sur les deux autres souches pour
lesquelles le nombre en cellules viables a été atténué d’environ 3,5-3,6 ordres de
grandeur. Par ailleurs, la population de Cer057 s’est vue réduite a des concentrations
inférieures au seuil initial de contamination.

Tout comme pour le lait, aucune présence de flore externe n’a pu étre détectée
a 7°C. Cependant, sa concentration s’élevait a environ 3 log CFU/g apres 48 h
d’incubation a température ambiante.

1.4 Riz au lait : contamination et traitement en surface

L’objectif de cette derniere expérience de biocontrole est de simuler un cas ou la
bactérie n’est pas présente initialement dans la matrice mais issue de contamination
croisée. En d’autres termes, il s’agit d’évaluer le potentiel de Deep-Blue a diminuer
la contamination d’un aliment par B. cereus lorsque le phage est appliqué a sa
surface. Le choix s’est porté sur une matrice semi-solide, un riz au lait d’une surface
relativement lisse et homogene dont la nature gélatineuse empéche I'inoculum de
s’y infiltrer. Une charge totale de 10® bactéries et 10° phages a été dispersée a la
surface du pot de riz au lait qui a ensuite été placé dans un environnement stérile
pour minimiser le risque de contamination croisée et incubé aux deux températures.
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Incubation a 7°C

La Fig. I1I.1g montre U'efficacité de Deep-Blue a controler la colonisation de la
surface du riz au lait par les différentes souches a 7°C. Bien que les nombres en
chacune des souches soient 2 a 3 log plus élevés que leurs concentrations initiales
respectives, le traitement a permis de diminuer significativement de 1,2 log, 1 log et
1,7 log les concentrations respectives en BtB2-4, Cer074 et Cer057 par rapport au
controle.

Incubation a 20°C

Deep-Blue a pu controler efficacement la croissance de BtB2-4 et de Cer057
a la surface du riz. En effet, apres 48 h a 20°C, les deux souches ont atteint des
concentrations inférieures de 4,3 log par rapport a celles obtenues dans le controle.
Par ailleurs, la concentration surfacique en Cer(057 est pratiquement similaire au
taux initial (1,7 log CFU/cm?), ce qui n’est pas le cas de BtB2-4 dont la croissance
a été plus importante et qui se retrouve donc a un taux plus élevé (4 log CFU/cm?).
Cependant, le traitement n’a visiblement eu aucun effet sur Cer074 pour lequel
aucune différence statistique avec le contrdle n’a été observée. En effet, la bactérie a

atteint une concentration de 6,9 log CFU/cm? aussi bien avec que sans la présence
de phages (Fig. III.1h).

A la fin du traitement, la flore accompagnatrice colonisait la surface a raison de
10> CFU/ecm? & 7°C et était supérieure & 10° CFU/cm? a 20°C.

1.5 Synthese des expériences de biocontrole

Le Tableau III.1 synthétise I'effet de Deep-Blue sur chaque souche dans les diffé-
rentes matrices et aux deux températures d’incubation. Les résultats sont exprimés
en réduction logarithmique par rapport aux concentrations obtenues apres 48 h ou 7
jours dans les échantillons non traités.

Tableau III.1 - Tableau récapitulatif des différentes réductions obtenues aprés
traitement par Deep-Blue a une MOI de 1000. RL signifie réduction logarithmique. Les
couleurs représentent la situation de la concentration obtenue apres traitement par rapport au
seuil de contamination initial. Vert : significativement plus faible. Orange : aucune différence
significative. Rouge : significativement plus élevé.

, o RL[log (CFU/ml, g ou cm?
Température [*C] Bt]_i;Q-gzL( Cerém : Cer057)]

LB 7 4.6 1.5 3.2

20 4.0 4.7
Lait 7 5.2 3.7 4.4

20 6.5 5.6 5.2
Riz 7

20

Riz au lait 7 1.2 1
20 4.4 - 4.3
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1.5.1 Efficacité d’un phage dans une matrice liquide

Deep-Blue s’est montré efficace dans le lait sur les trois souches de B. weihens-
tephanensis et ce aussi bien & 7°C qu’a 20°C. En effet, aux deux températures, le
traitement a pu réduire la charge en bactéries sous le seuil de contamination initial
de 10> CFU/ml, seuil qui correspond & la limite d’acceptabilité d’un aliment et
qui est inférieur a la dose minimale impliquée dans des cas d’intoxication émétique
(généralement 105-107 (Ehling-Schulz et al., 2004b). Malgré la nature plus complexe
du lait, les réductions obtenues sont, de maniere générale, similaires a celles obser-
vées pour le milieu LB et s’averent méme supérieures a 20°C. Cette efficacité est
certainement liée a la nature liquide des deux matrices. En effet, les phages sont
des entités biologiques non mobiles et le seul moyen pour eux de se mouvoir, et
donc d’atteindre leur cible, est par diffusion dans leur milieu environnant ce qui est
grandement facilité en conditions liquides.

1.5.2 Difficultés liées aux matrices solides

Dans le riz, Deep-Blue a pu empécher la croissance de chacune des souches aux
deux températures d’incubation. Cependant, les niveaux de réduction obtenus sont
inférieurs de 1 a 2 ordres de grandeur a ceux observés dans le lait et LB et le traite-
ment n’a pas été en mesure de diminuer la charge en B. wethenstephanensis sous le
seuil de contamination. Cette baisse d’efficacité est vraisemblablement liée a la nature
semi-solide de la matrice testée dans laquelle 'accessibilité aux bactéries est réduite.
En effet, dans ce type de matrice alimentaire, 'interaction initiale phages/bactéries
peut étre entravée par un certain nombre de barrieres. En plus d’impacter négati-
vement sur la diffusion du phage, la présence de certains composés dans la matrice
tels que les protéines, les lipides ou encore ’amidon peut diminuer le potentiel d'un
phage a interagir avec sa cible (Greer, 2005). D’une part, ces composés peuvent
protéger la bactérie et masquer les récepteurs phagiques, et d’autre part, les phages
peuvent étre immobilisés par adsorption dans la matrice et ainsi devenir inactifs
(incapables d’infecter la bactérie hote). Afin de favoriser la rencontre phage/bactérie,
les échantillons auraient pu étre homogénéisés régulierement au fil de I’expérience
mais cela aurait été a 'encontre des conditions réelles de stockage des aliments.

Certes, au vu des résultats, Deep-Blue s’est montré efficace dans le riz semi-solide.
Cependant si le phage avait été appliqué sur cette matrice sans qu’une étape de
dilution n’ait lieu, I'impact des différents facteurs mentionnés plus haut aurait proba-
blement été exacerbé et la réduction induite par le traitement inéluctablement moins
conséquente.

L’application de Deep-Blue a la surface du riz au lait a permis de controler la
croissance bactérienne mais pas de diminuer la concentration en B. weihenstepha-
nensis en dessous du seuil de contamination initial. De la méme maniere que dans le
riz, il est probable que les phages n’aient pas pu se mouvoir de maniere optimale a la
surface du riz au lait, ou 'activité libre de I'eau est relativement faible, et aient donc
été incapables d’atteindre leur cible. Par ailleurs, la présence d'une flore annexe en
forte concentration dans la matrice traitée peut également interférer avec ’action du

44



UCL-ELI-MIAE 2018

phage (Greer, 2005). En effet, une étude a prouvé que le biocontrdle par les phages
était plus efficace pour controler la croissance de S. aureus dans du lait UHT que
dans du lait cru (Garcia et al., 2009). Or malgré les précautions prises, la flore externe
a la surface du riz au lait était particulierement élevée a la fin du traitement, surtout
4 20°C (10° CFU/cm?), ce qui a pu impacter sur l'efficacité de Deep-Blue.

Afin d’améliorer l'efficacité du biocontrdle, deux solutions sont envisagées. La
premiere consiste a appliquer une concentration plus élevée de phages dans la matrice.
La seconde repose sur I'optimisation de la méthode d’application de Deep-Blue.

Choix de 1la MO1

Afin d’optimiser les chances de rencontre avec la bactérie et réduire significative-
ment la contamination dans des matrices solides, les phages devraient étre appliqués
a une MOI plus élevée (Hagens et Loessner, 2010). Les phages ne tireraient alors
plus profit de leurs capacités a se répliquer et a s’auto-propager et agiraient de
maniere passive. Cette activité passive des phages est connue sous le nom de "lysis
from without" au cours de laquelle ’adsorption et I’adhésion d’un nombre élevé de
particules phagiques a la surface d’une bactérie résulte en la lyse de la cellule sans
que le phage ne passe par un cycle de réplication (Carvalho et al., 2012). Une MOI
plus élevée permettrait donc d’augmenter les probabilités que chaque bactérie soit
directement infectée par un phage. Cela conduirait a la lyse de toutes les bactéries
sans nécessité que les phages ne "diffusent" au travers de la matrice pour atteindre
de nouvelles cibles.

Mode d’application des phages

Le mode d’application de Deep-Blue dans le cadre de ce travail n’est probablement
pas adéquat pour une matrice telle que le riz qui est difficile a traiter de maniere
réguliere. Une méthode plus appropriée de traitement serait de pulvériser la suspension
afin que les particules phagiques soient dispersées plus uniformément a la surface des
différents grains de riz. Sharma et al. (2009) ont pulvérisé le produit EcoShield”™
(Intralytix, Inc) a la surface de laitue contaminée. Apres seulement quelques heures,
la population d’E. coli s’est vue diminuée de 1,9 log CFU/cm?. La matrice pourrait
également étre immergée dans une solution contenant le phage. En effet, une réduction
de 2 log CFU/cm? a été obtenue suite & I'immersion une salade durant 2 min dans
une solution d’EcoShield” (Intralytix, Inc) & 10% PFU/ml (Ferguson et al., 2013).
Pour cette deuxieme méthode, le temps d’immersion a dii étre optimisé afin d’obtenir
une réduction significative.

1.5.3 Efficacité de Deep-Blue sur les différentes souches testées

D’une maniere générale, BtB2-4 a tendance a atteindre des concentrations plus
élevées dans le groupe controle (taux de croissance plus élevé). Cependant, Deep-Blue
s’est montré généralement plus efficace en terme de réduction logarithmique sur cette
bactérie que sur Cer074 et Cer057. Cette constatation parait logique étant donné que
BtB2-4 est considéré comme 1’hote préférentiel de Deep-Blue. Au contraire, Cer057
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semble avoir un taux de croissance plus faible notamment a 20°C ou, indépendamment
de la matrice, elle se retrouve a des concentrations inférieures a BtB2-4 de pres de
2 ordres de grandeur. Néanmoins, Deep-Blue est également efficace sur cette B.
wethenstephanensis qui se trouve étre, dans la plupart des cas, la moins abondante
dans la matrice a la fin du traitement. Enfin, 1l semblerait que 'activité lytique du
phage soit moins performante sur Cer074. En effet, les réductions obtenues suite au
traitement sont généralement moindres pour cette bactérie et dans certains cas non
significatives.

Résistance bactérienne aux phages

Le principal désavantage li¢ a 'utilisation de phages est, de maniere similaire aux
antibiotiques, le risque de favoriser I’émergence de souches résistantes ce qui pourrait
impacter sur leur efficacité. Les bactéries peuvent en effet mettre au point diverses
stratégies afin de résister a 'infection par les phages. Celles-ci visent principalement
une des étapes cruciales du cycle du phage (Labrie et al., 2010). La premiere ligne de
défense des bactéries est d’empécher I'étape initiale d’absorption. Pour ce faire, elles
peuvent modifier la structure des récepteurs phagiques présents a leur surface, réduire
leur nombre ou encore les dissimuler & I'aide de polymeres extracellulaires (Pires
et al., 2017). Cependant, la plupart des mécanismes interviennent une fois le génome
du phage intégré dans la bactérie. Par exemple, la majorité des bactéries possede des
systemes de restriction-modification dont la fonction principale est de cliver tout ADN
étranger a la bactérie a I’'aide d’endonucléases. L’ADN peut également étre la cible
d'un autre mécanisme de défense, le CRISPR-Cas. Ce systéme, récemment découvert,
confére aux bactéries une forme d’immunité acquise contre certains phages (Hyman
et Abedon, 2010). Enfin, toute mutation affectant un geéne essentiel au cycle de
reproduction du phage est susceptible de rendre une bactérie résistante (Chatain-Ly,
2014). La baisse d’efficacité de Deep-Blue envers Cer074 pourrait s’expliquer par des
fréquences d’apparition de souches résistantes plus élevées au sein de cette population
bactérienne que pour BtB2-4 et Cer(057.

Néanmoins cette résistance possible aux phages est moins problématique que pour
les antibiotiques. En effet, les phages peuvent a leur tour, par mutation, recouvrer leur
efficacité vis-a-vis de la bactérie cible. Par ailleurs, la fréquence d’apparition de souches

résistantes aux bactériophages serait dix fois moindre que pour les antibiotiques
(Chatain-Ly, 2014).

1.5.4 Influence de la température

Lorsqu’une bactérie se trouve exposée a des conditions défavorables (température
élevée ou basse, déficience en nutriments, etc.) elle peut changer d’état physiologique
ce qui a pour conséquence de la rendre moins susceptible a 'infection par les phages
(Fister et al., 2016). En effet, quand les phages s’attaquent a des bactéries en phase
stationnaire de croissance, la période de latence est plus étendue et le nombre de
virions relachés moindre. Les températures de réfrigération peuvent étre stressantes
pour les bactéries qui vont des lors ralentir leur métabolisme (Fister et al., 2016). Ce
changement de statut physiologique peut expliquer pourquoi a 7°C, les diminutions
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obtenues sont généralement plus faibles qu’a 20°C. Cependant, les souches testées
sont psychrotrophes et peuvent donc croitre a cette température d’ou le fait que
Deep-Blue a tout de méme été en mesure de réduire leur concentration dans la plupart
des matrices. En comparaison, les phages el1/2, pp01, et e4/1c se sont montrés actifs
contre E. coli a des températures optimales de croissance (30 et 37°C) alors qu’a
12°C, température a laquelle la bactérie ne prolifere pas, les cellules n’ont pas pu
étre lysées (O’flynn et al., 2004).
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2 Biofilms

Naturellement, la plupart des especes microbiennes ne vivent pas individuelle-
ment en suspension mais sont regroupées au sein de biofilms. Les biofilms sont des
communautés complexes de micro-organismes, adhérants entre eux et a une surface,
et englobés dans une matrice extracellulaire polymérique. Ce mode de vie pose de
nombreux problemes dans les industries alimentaires ot non seulement les biofilms
sont impliqués dans la détérioration des installations mais constituent surtout une
source récurrente de contamination des aliments par des bactéries pathogenes et
de détérioration. En effet, la matrice confere aux micro-organismes retenus au sein
du biofilms une résistance accrue aux opérations de nettoyage et de désinfection
conventionnelles. La nécessité de développer des moyens de lutte plus efficaces contre
ces structures complexes a entrainé un intérét grandissant pour 'utilisation des
phages comme stratégie de contrdle. Dans cette optique, le potentiel de Deep-Blue,
aussi bien a prévenir la formation de biofilms par des souches émétiques de B. cereus
qu’a les éliminer, a été étudié.

Les biofilms ont été formés dans des conditions bien définies et examinés en temps
réel a 'aide d’un systeéme de cellules a flux. Une suspension bactérienne, composée
de BtB2-4 seul ou des trois souches de B. weihenstenphanensis, a été injectée dans
le systeme avant qu’un milieu de culture soit ajouté en continu pendant 24 h pour
permettre aux bactéries ayant adhéré a la surface de la lamelle en verre de former
un biofilm. Deux traitements ont été testés. Dans le premier, une suspension de
Deep-Blue d’une concentration de 10 PFU/ml a été ajoutée dans le systéme avant
I'injection de bactéries dans le but de prévenir la formation de biofilm. Le second
traitement a consisté quant a lui en I'application de Deep-Blue (107 PFU/ml) durant
les quatre dernieres heures de I'expérience afin d’évaluer la capacité des phages a
éliminer un biofilm de 20 h. Les concentrations respectives en bactéries sur les lames
de verre ont finalement été évaluées.

L’expérience a, dans un premier temps, été réalisée en utilisant un milieu optimal
pour la croissance des bactéries, le LB. Dans le souci de se rapprocher des conditions
rencontrées en industrie, I’ensemble des expériences a ensuite été réitéré avec du lait.
En effet, les spores de B. cereus, apres avoir survécu a la pasteurisation, adhérent a
la surface en acier inoxydable des tanks et des canalisations ou elles peuvent germer
et se multiplier si bien que B. cereus représente plus de 12% de la flore microbienne
constitutive des biofilms en industrie laitiere (Sharma et Anand, 2002).

2.1 Traitement préventif
Milieu LB

L’expérience a dans un premier temps été réalisée avec une suspension uniquement
composée de BtB2-4. La Fig. I11.2a montre que, dans le controle, la bactérie a atteint
une concentration de 5,8 log CFU/mm? alors que, suite a application de Deep-
Blue, elle n’a atteint qu'une concentration de 1,1 log CFU/mm?. La population
en BtB2-4 s’est donc vue diminuée de 4,7 log CFU/mm?. En ce qui concerne les
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biofilms multi-souches, 1'effet de Deep-Blue a tout d’abord été analysé d'un point
de vue macroscopique. La Fig. II1.3b montre que, suite au traitement préventif,
aucun développement bactérien n’est visible sur la lamelle en verre contrairement
au controle sur lequel un biofilm dense a pu étre observé (Fig.I11.3a). En effet, la
concentration en chacune des souches dans la premiere cellule est supérieure a 4 log
CFU/mm? alors que celle dans la cellule traitée est inférieure a 1,5 log CFU/mm?
(Fig. TI1.2b). L’application de Deep-Blue a réduit la charge en BtB2-4, Cer057 et
Cer074 sur la surface de 2,7 & 3,9 log CFU/mm?.

(2) Mono-souche (BtB2-4) (b) Multi-souches
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Figure III.2 - Concentration en bactéries de biofilms formés sur une surface en

verre avec et sans traitement préventif par Deep-Blue. Les controles sont représentés en
orange, les traitements en bleu. Une diminution significative par rapport au controle selon le test de
Student (p<0.05) est indiquée par une étoile. Les moyennes avec écarts-types sont obtenues sur
base des résultats de trois expériences.

Lait

Globalement, la concentration en bactéries dans le biofilm contréle formé dans
le lait est moins élevée que dans le LB (£3 vs £5 log CFU/mm?). Néanmoins,
Deep-Blue s’est tout de méme montré efficace dans cette matrice aussi bien sur le
biofilm mono-souche que multi-souches. Dans le premier, le traitement préventif a pu
réduire significativement la concentration en BtB2-4 d’un ordre de grandeur, soit
90% de bactéries en moins. Dans le second, les populations en BtB2-4, Cer074 et
Cer057 se sont vues diminuées de 1.2, 0.9 et 1.4 log CFU/mm? respectivement. Les
concentrations finales restent cependant assez élevées, de 'ordre de 2 & 2,5 CFU/mm?,
soit plus élevées que celles retrouvées dans le LB suite a 'application de Deep-Blue.
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(a) Controle (b) Traitement préventif

(¢) Traitement curatif

Figure II1.3 — Impact de Deep-Blue sur le développement d’un biofilm formé O/N
par des souches de B. weihenstephanensis & 30°C dans une cellule a flux. (a) Biofilm
mature (contréle) (b) Biofilm soumis & un traitement préventif avec Deep-Blue (c) Effet de
I’application de Deep-Blue durant 4 h sur un biofilm mature

2.2 Traitement curatif

Milieu LB

La Fig. II1.4a montre 'efficacité de Deep-Blue a éliminer un biofilm formé pendant
20 h dans du LB. Dans des expériences préliminaires, Deep-Blue s’était déja montré
efficace contre un biofilm formé uniquement de BtB2-4. En effet, apres 4 h de
traitement, la concentration en bactérie a la surface du verre a été évaluée a 3,7 log
CFU/mm?, soit une réduction de 2,1 ordres de grandeur par rapport au controle
(Hock, non publié). La Fig. II1.3c montre efficacité de Deep-Blue a éliminer un
biofilm mature formé par les trois B. weihenstephanensis. On constate que le phage
a été en mesure de diminuer le nombre de cellules attachées a la surface. En effet,
le traitement curatif a pu réduire significativement la concentration en BtB2-4 et
Cer057 au sein d’un biofilm multi-souches (respectivement 1,9 et 1,7 log CFU/mm?).
Cependant, il s’est montré inefficace contre Cer074 dont la charge n’a pas diminué
sensiblement (Fig. I11.4a).

Lait

Comme le montre la Fig. II1.4b, I’application de Deep-Blue pendant 4 h n’a pas
été en mesure de réduire significativement la charge en B. weihenstephanensis au
sein d’un biofilm formé dans du lait pendant 20 h. Ces résultats montrent que tout
comme pour le traitement préventif, Deep-Blue s’est montré moins efficace pour
éradiquer les biofilms formés dans ce milieu que dans le LB.
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Figure III./, - Concentration en bactéries d’un biofilm formé sur une surface en
verre avec et sans traitement curatif par Deep-Blue. Les contrbles sont représentés en
orange, les traitements en bleu. Une diminution significative par rapport au controle selon le test de
Student (p<0.05) est indiquée par une étoile. Les moyennes avec écarts-types sont obtenues sur
base des résultats de trois expériences.

2.3 Synthese des expériences sur les biofilms

Le Tableau II1.2 synthétise les résultats obtenus suite a ’application de Deep-Blue
comme traitement préventif ou curatif contre des biofilms de B. weihenstephanensis.

Tableau III.2 — Tableau récapitulatif des différentes réductions obtenues dans les
expériences sur les biofilms. Les résultats sont exprimés en réductions logarithmiques. Les
différences non significatives par rapport au controle sont indiquées en gras.

Type de biofilm | Mono-souche Multi-souches
Traitement BtB2-4 BtB2-4 Cer074 Cer057
LB Préventif 4.7 3,9 2,7 3,7
Curatif 2,1 1,9 0,9 1,7
Lait Préventif 0,9 1,2 0,9 1,4
Curatif - 0,7 0,4 0,8

Une premiere constatation est que, aussi bien dans le lait que dans le LB, Deep-
Blue s’est montré plus efficace pour prévenir la formation d’un biofilm que pour
I’éradiquer. En effet, de maniere générale, les réductions en échelle logarithmique
sont environ deux fois plus élevées suite au traitement préventif qu’au curatif. De
maniere similaire, les deux traitements ont eu un effet plus conséquent dans le LB
que dans le lait.

2.3.1 Traitement curatif vs préventif

Afin d’éradiquer un biofilm, les phages doivent pouvoir atteindre les bactéries
qui y sont englobées et s’attacher aux récepteurs spécifiques présents a la surface
bactérienne. Cependant, la nature complexe du biofilm confronte le phage a plu-
sieurs difficultés qui 'empéche d’agir efficacement. La matrice constitue une premiere
barriere a I'initiation du processus d’infection. Cette structure complexe limite la dif-
fusion du phage et diminue son accessibilité a la bactérie hote (Pires et al., 2017). Par
ailleurs, les polymeres qui la composent peuvent masquer les récepteurs phagiques et
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ainsi entraver le processus d’infection. Un deuxieéme frein a 1’éradication des biofilms
par les phages est 1ié a la présence prépondérante au sein de la matrice de cellules
métaboliquement peu actives (e.g. cellules persistantes ou en phase stationnaire) et
donc moins susceptibles d’étre lysées. En effet, comme mentionné précédemment, les
phages infectent préférentiellement les bactéries en phase exponentielle de croissance
(Pires et al., 2017).

Les phages, appliqués de maniere préventive, ne doivent pas faire face a toutes ces
contraintes étant donné qu’ils ont la possibilité d’infecter les cellules avant que celles-ci
ne forment un biofilm et lorsqu’elles sont encore a 1’état planctonique. Cela explique
pourquoi le traitement préventif s’est généralement montré plus efficace que le curatif.

Néanmoins, les phages ont évolué pour surpasser les barrieres imposées par les
biofilms. En effet, certains possedent une activité polysaccharide dépolymérase qui
leur permet de dégrader spécifiquement les polymeres de la matrice. Cette caractéris-
tique constitue un avantage important étant donné qu’elle encourage le processus
d’invasion du phage dans les couches profondes du biofilm ainsi que la dispersion de
la matrice (Labrie et al., 2010). Par ailleurs, les phages sont capables de pénétrer au
sein du biofilm via les canaux au méme titre que l'eau et les éléments nutritifs. Enfin,
la densité en bactéries y est tres élevée ce qui facilite I'action des bactériophages en
permettant une infection rapide et efficace (Harper et al., 2014).

Le traitement curatif, certes en moindre mesure que le préventif, s’est montré
efficace dans le LB. En effet, il a pu réduire d’environ 2 log CFU/mm? le nombre
de cellules de BtB2-4 attachées a la surface en verre dans les deux types de biofilm
(mono- et multi-souches). Ces résultats corroborent ceux obtenus suite a 'utilisation
de ListShield”™ (Intralyx) sur un biofilm de L. monocytogenes mature de deux
jours. En effet, le cocktail phagique a diminué la concentration en bactéries de 1,9 a
2,4 log apres 2 h de traitement (Sadekuzzaman et al., 2017). Le produit Listex?™
(Micreos Food Safety) a, quant & lui, été en mesure de réduire de 3,5 & 5,4 ordres de
grandeur la concentration en L. monocytogenes au sein d’un biofilm mature apres
24 h de traitement (Soni et Nannapaneni, 2010b). Ces résultats sont similaires a
ceux observés pour Deep-Blue dans le traitement préventif et nous amenent a penser
qu’'un traitement curatif appliqué sur une période de temps plus étendue permettrait
probablement d’atteindre des réductions semblables (Soni et Nannapaneni, 2010b).
Par ailleurs, afin d’améliorer 'efficacité du biocontrole, les phages pourraient étre
utilisés en combinaison avec d’autres méthodes de désinfection ou d’élimination des

biofilms.

2.3.2 LB vs Lait

Deux grandes différences ont été observées en fonction du milieu dans lequel les
expériences ont été menées. D’une part, les biofilms formés en ’absence de phages
sont plus conséquents dans le LB que dans le lait. D’autre part, aussi bien le traite-
ment préventif que curatif se sont montrés plus efficaces dans le LB. Une premiere
explication est liée au fait que le lait contient certaines molécules qui pourraient
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interagir avec Deep-Blue par interactions hydrophobes ou ioniques. Les phages pris
au piege seraient alors incapables d’atteindre et d’infecter leur cible (Fister et al.,
2016). D’une maniére similaire, certains composés peuvent masquer les récepteurs
phagiques a la surface de la bactérie la rendant inaccessible aux phages. Gill et al.
(2006) ont montré que I'adsorption de protéines du lait de masse moléculaire élevée
a la surface de S. aureus a induit une baisse de 'efficacité du bactériophage K a
infecter la bactérie. Enfin, les résidus organiques et les minéraux du lait peuvent
s’'insérer dans la matrice et constituent une barriere supplémentaire a franchir pour
les phages (Chmielewski et Frank, 2003).

Concernant les différences de concentrations obtenues au niveau des biofilms
controles, 'explication la plus probable est que le contact des bactéries avec certains
composés chargés tels que les protéines, le phosphate de calcium ou les lipides peut
entraver 'adhésion des cellules a la surface. En effet, Wong (1998) a montré que les
caséines et les albumines présentes dans le lait pouvait réduire de 1,5 log I’adhésion
des cellules de L. monocytogenes sur de 'inox comparé aux concentrations obtenues
dans du PBS. Par ailleurs, le LB est un milieu de croissance optimal. Il parait donc
logique que les bactéries attachées a la surface se soient multipliée plus rapidement
dans ces conditions. Enfin, rappelons que les bactéries n’ont été injectées que durant
20 min lors de cette expérience, un temps de contact plus étendu aurait certainement
abouti en I'adhésion d’un nombre plus élevé de cellules.

2.3.3 Mono-souche vs Multi-souches

Dans le LB, le traitement préventif s’est montré plus efficace pour prévenir la
formation d’un biofilm formé uniquement de BtB2-4 que des trois souches de B.
wethenstenphanensis. En effet, la population de BtB2-4 s’est vue diminuée respective-
ment de 4,7 et 3,9 log CFU/mm? par rapport au controle. Cependant, dans les autres
conditions, aucune différence significative n’a pu étre observée quant a l'efficacité des
phages a agir sur des biofilms mono- ou multi-souches. La présence d’autres bactéries
cibles de Deep-Blue dans un biofilm ne semble donc pas impacter sur son activité
lytique envers une souche (ici BtB2-4). Cependant, les biofilms retrouvés dans la
nature et dans les industries alimentaires, a I'inverse de ceux testés dans le cadre
de ce mémoire, sont généralement composés de plusieurs especes bactériennes. Dans
ce type de biofilm, les bactéries cibles sont entourées par d’autres especes qui la
protegent et risquent de géner 'activité du phage (Sutherland et al., 2004).
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3 Isolement d’'un Myoviridae

Deep-Blue possede une activité lytique contre 74% des 155 souches émétiques
de B. cereus et B. weihenstenphanensis de la collection du laboratoire MIAE (Hock
et al., 2016). Cette proportion, bien qu’assez conséquente, peut s’avérer insuffisante
dans certains cas de contamination (spectre d’hote trop étroit). En comparaison,
P100, le seul phage du produit Listex”™ (Micreos Food Safety), est capable de lyser
plus de 95% des 250 souches de L. monocytogenes impliquées dans des intoxica-
tions alimentaires. Cependant, un phage a spectre d’action élargi n’est pas toujours
disponible. Pour se prémunir de cette contrainte, une solution efficace réside dans
I'utilisation concomitante de plusieurs phages. En effet, 'utilisation d’un cocktail de
phages ayant des spectres d’action complémentaires offre la possibilité d’agir sur une
gamme d’hotes plus étendue. Par ailleurs, 'application d'un cocktail a la place d'un
seul et méme phage pourrait diminuer le risque d’apparition de souches résistantes.

Cette troisieme expérience vise a isoler dans I’environnement un phage apparte-
nant a la famille des Myoviridae et capable d’infecter un panel de souches émétiques
du groupe B. cereus complémentaire a Deep-Blue. L’objectif a long terme est d’éla-
borer un cocktail composé de plusieurs phages ayant un spectre d’action élargi afin
d’augmenter 'efficacité du biocontrole. Pour ce faire, divers échantillons ont été
prélevés et contaminés avec des souches émétiques de B. cereus dans le but de les
enrichir en phages ciblant spécifiquement ces bactéries. Les plaques de lyse claires
obtenues suite au dépot des échantillons sur top agar ont ensuite été soumises a une
PCR avec des amorces MYO1R/F ciblant des régions conservées chez Deep-Blue
ainsi que chez les six Myoviridae infectant Bacillus qui lui sont le plus semblable
au niveau génomique. La raison pour laquelle les Myoviridae ont été choisis pour
cible lors de cette expérience est que la majorité d’entre eux sont des bactériophages
lytiques qui sont les seuls phages appropriés pour le biocontrole.

Les 20 souches émétiques de B. cereus utilisées dans le cadre de cette expérience
ont été sélectionnées sur base de deux caractéristiques. Tout d’abord, elles sont
insensibles a 'activité lytique de Deep-Blue. Cette caractéristique est importante
étant donné que 1’on souhaite isoler un phage ayant un spectre d’action qui lui soit
complémentaire. Ensuite, elles ne contiennent ni IEBH, ni de tectivirus, qui sont des
phages tempérés présents sous forme de prophages chez de nombreuses souches de
B. cereus. Lors de I'étape d’incubation, ceux-ci pourraient initier un cycle lytique
pour s’extraire de la bactérie. Les plaques de lyse obtenues sur le tapis bactérien ne
seraient des lors pas le fruit d’'un phage isolé dans I’environnement mais d’un phage
ajouté conjointement avec les bactéries.

3.1 Nombre de plaques de lyse obtenues par échantillon

Au total, 40 échantillons ont été prélevés et ont été répartis en différentes catégories
selon leur origine dans le Tableau III.3. La présence dans un échantillon d’un phage
ciblant une des souches est révélée par la formation de plaques de lyse sur le tapis
bactérien formé par cette souche. Les plaques ont été classées en deux catégories
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en fonction du type de phage dont elles sont issues : les plaques de lyse claires sont
propres aux phages lytiques tandis que les phages tempérés forment généralement
un halo trouble a I’endroit ou I’échantillon a été déposé. Le Tableau II1.3 recense
le nombre de plaques de lyses obtenues toutes bactéries confondues pour chaque
catégorie d’échantillons.

Tableau III.3 - Echantillons prélevés et plaques de lyses obtenues suite i leur
contamination par des souches émétiques.

Nombre de plaques de lyse Positifs a

Origine Nombre Lytique Tempéré Total MYO1R/F
Déjections animales 6 14 16 30 0
Sols agricoles 5 12 21 33 0
Eaux ) 11 19 30 0
Aliments 5 2 5 7 0
Fumiers ) 16 20 36 0
Composts 3 6 4 10 0
Epuration 3 4 0 4 0
Egouts 3 3 4 7 0
Prairies 3 6 21 27 0
Ensilages 2 2 1 3 0
Total 40 86 105 191 0

Les phages utilisés actuellement pour le biocontrole dans la chaine alimentaire
ont pour la plupart été isolés de ’environnement ou de sources non alimentaires
telles que les eaux usées, les égouts, les déjections, les sols, les fermes ainsi que les
effluents des usines de traitement (Greer, 2005). Les mémes tendances ont pu étre
observées dans le cadre de ce travail. En effet, une proportion plus importante de
phages a été retrouvée dans les déjections animales, les fumiers, les eaux usées ainsi
que dans les sols agricoles et les prairies. Au contraire, les aliments, les ensilages ainsi
que les échantillons issus de stations d’épuration ont rarement engendré la formation
de plaques sur les différents tapis bactériens.

3.2 Nombre de lyses par souche

La Fig. II1.5 indique le nombre d’échantillons ayant révélé la présence de phages
en fonction de chacune des souches émétiques testées. Seules douze B. cereus sur
les vingt sont représentées sur ce graphique. En effet, aucune plaque de lyse n’a pu
étre observée sur les différents tapis bactériens formés par les huit souches absentes
(LH002, MC118, 5958b, 5975¢, 5975a, 5964c, 5965a, 5975b). On remarque que la
proportion de phages lytiques et tempérés dépend de la souche. Certaines souches
telles que F et B1 ont été ciblées par des phages dans la plupart des échantillons.
Cependant, la majorité d’entre eux étaient tempérés. A I'inverse, E57C01 et 120-4 ont
été lysées plus rarement mais toujours par des phages lytiques. Par ailleurs, certains
échantillons ont révélé la présence des deux types de phages mais sur différentes
souches. Il est possible cependant que ce soit le méme phage qui soit a 1’origine des
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différentes plaques de lyse obtenues. En effet, un phage tempéré peut effectuer des
cycles lytiques chez un hote et des cycles lysogéniques chez un autre ce qui explique
pourquoi certaines souches semblent étre infectées principalement par des phages
lytiques.

g
(=1

B Tempére
o —
BT Lytique
5
P
‘:_-.El
=20
2
-
£ 15
8 10
5
€ 5
) I
o |
. Iy ) o o]
R SR S RO CR S
- R s [~ A O 5 &
T ol el A 2 B
A s hd

Figure II1.5 — Nombre d’échantillons ayant révélés la présence de phages par souche
émétique de B. cereus. Les phages lytiques sont représentés en orange, les tempérés en bleu.

Seules 86 PFU issues de phages lytiques ont été soumises a une PCR. En effet,
les phages tempérés ne sont pas appropriés pour la thérapie phagique car ce sont des
vecteurs potentiels de genes de virulence. De plus, ceux-ci, contrairement aux phages
lytiques, ne tuent pas systématiquement leurs hotes mais coexistent avec sur plusieurs
générations. Comme le montre le Tableau I11.3, la PCR ne s’est révélée positive pour
aucune des plaques testées. Une premiere explication a ce résultat réside dans le
fait qu’il est possible que les bactéries sélectionnées soient résistantes a l'infection
par les Myoviridae. En effet, les 20 souches testées sont la cible de phages isolés en
méme temps que Deep-Blue mais aucun d’eux n’appartiennent a cette famille de
bactériophages, raison pour laquelle elles ont été sélectionnées initialement pour cette
expérience. Deuxiemement, certes, la PCR ne s’est révélée positive a aucune des
PFU testées mais il est possible que parmi les plaques de lyse obtenues se trouvaient
tout de méme un ou plusieurs Myoviridae. En effet, il est possible que les amorces
utilisées aient été trop spécifiques. Il s’avérerait donc nécessaire d’optimiser le design
des amorces afin de cibler un plus grand nombre de phages.
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3.3 Optimisation du design des amorces

Pour rappel, les amorces ont initialement été concues sur base de la séquence
complete de Deep-Blue. Suite a une comparaison BLAST au niveau nucléotidique, six
phages ont été sélectionnés suivant leur pourcentage d’identité avec Deep-Blue. Les
différentes séquences génomiques ont été alignées et les amorces congues sur base de
séquences conservées chez ces différents phages. Apres vérification sur PrimerBlast,
un programme permettant d’examiner quels organismes seront ciblés par une paire
d’amorces, seuls les sept Myoviridae utilisés ont pu étre détectés, ce qui représente
une proportion assez faible sur la centaine de Myoviridae infectant Bacillus dont le
génome est actuellement séquencé. Il semble donc que la démarche suivie initialement
pour la conception des amorces n’était pas la plus adéquate étant donné qu’elle
ciblait un nombre trop restreint de phages.

Afin d’optimiser les amorces, au lieu de partir du génome complet de Deep-Blue,
une alternative serait de sélectionner des protéines conservées chez les Myoviridae.
Cet exercice a été réalisé avec la séquence codant pour les protéines de la gaine
contractile de Deep-Blue. En effet, étant présente uniquement chez les Myoviridae,
il est vraisemblable que cela permette de les discriminer par rapport aux Sipho-
viridae et aux Podoviridae. Lors d'une comparaison BLASTp de la protéine de la
gaine de Deep-Blue, on obtient 70 correspondances avec des myovirus de Bacillus
(pourcentage d’identité élevé), soit 10 fois plus de résultats que pour la séquence
génomique complete. Cing phages ayant différents niveaux d’identité avec Deep-Blue
ont ensuite été sélectionnés (Tableau I11.4) et une paire d’amorces a été congue suite
a 'alignement de leurs séquences. Ces amorces, reprises dans le Tableau II1.5, ont la
particularité d’étre dégénérées, c’est-a-dire que certaines positions de leur séquence
ont plusieurs bases possibles (base remplacée par I'iosine ou mélange d’amorces).
Les amorces dégénérées permettent ainsi de cibler un nombre plus important d’orga-
nismes similaires. Dans notre cas, apres vérification sur PrimerBLAST, 48 Myoviridae
infectant Bacillus (sur les 70 détectés lors de I'analyse BLAST) ont été ciblés par
cette paire d’amorce, aucun Siphoviridae et aucun Podoviridae.

Tableau III.4, — Myoviridae sélectionnés suite a4 la comparaison dans BLAST de la
séquence codant pour les protéines de la gaine de Deep-Blue. La E-value obtenue pour
chacun est égale a 0.

Bacillus phage Query cover % Identity % N°d’accession
de la protéine

Deep-Blue 100 100 YP009285508
vBBceMBc431v3 100 94 YP007677123
PK16 100 89 ANY?29422
Bep78 100 85 YP006908049
BigBertha 99 65 YPO008771108
Nemo 99 26 YP009286974
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Tableau II1.5 — Séquences oligonucléotidiques des amorces dégénérées congues ci-
blant le géne de la gaine des Muyoviridae infectant Bacillus. Les bases dégénérées sont
indiquées en gras. R=A ou G, Y=C ou T, M=A ou C, W=A ou T et H=A, C,ou T

Nom Séquence (5’-3) Longueur de ’amplicon
MYOGF  AACCARYTACGMGGATTCGT 455 pb
MYOGR GATRGAWGCAGAHGTGTTACG

D’autres genes conservés chez les Myoviridae pourraient également étre utilisés.
Selon une étude visant a comparer les génomes des phages de Pseudomonas aeruginosa,
les geénes les plus conservés sont ceux impliqués dans la réplication de ’ADN du
phage et la morphologie du virion (Hertveldt et al., 2005). En effet, suite a différentes
comparaisons BLAST, il semblerait que les genes de Deep-Blue encodant pour ’ADN
polymérase I/II, les hélicases I/II ainsi qu'une primase soient conservés chez les
Myoviridae.
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Chapitre IV

Conclusions et perspectives

B. cereus est une bactérie pathogene régulierement incriminée dans des cas d’in-
toxication alimentaire. Le syndrome émétique occasionné par cette bactérie est dii a
une toxine thermostable, le céréulide, dont I'ingestion s’est avérée 1étale a plusieurs
reprises. Le controle de cette bactérie tout au long de la filiere agro-alimentaire s’avere
donc primordial. Cependant, les méthodes de préservation actuelles présentent de
nombreux désavantages et se montrent notamment inefficaces contre les bactéries
sporulantes telles que B. cereus. Par ailleurs, certaines souches de cette bactérie sont
psychrotolérantes ce qui, au vu de la demande croissante des consommateurs pour
des produits réfrigérés et préts-a-manger, constitue un enjeu supplémentaire pour
les industriels. Les bactériophages, dii a leur étroite spécificité, présentent plusieurs
avantages et apparaissent comme des outils propices au contréle des bactéries patho-
genes au sein de la filiere agro-alimentaire.

Le bactériophage Deep-Blue est un candidat prometteur pour I’élaboration d’un
cocktail visant a controler les souches émétiques du groupe Bacillus. En effet, Deep-
Blue ne possede aucune des caractéristiques génétiques propres aux phages tempérés
tels que les genes de maintenance de la lysogénie ou le géne codant pour l'intégrase. Ce
Muyoviridae est spécifique au groupe B. cereus et possede une activité lytique contre
74% des souches émétiques de B. cereus et B. weihenstephanensis du laboratoire
MIAE. Par ailleurs, le phage est stable sous différentes conditions de stockage. En
effet, Deep-Blue tolére une gamme de pH allant de 5 a 10 et reste stable en solution
pendant plusieurs mois a 4°C. Enfin, I’application de Deep-Blue est considérée comme
sans danger étant donné que son innocuité envers les cellules de mammiferes a été
démontrée et que son génome est exempt de séquences codant pour des facteurs
de virulence. Deep-Blue s’est déja avéré efficace pour controler BtB2-4, une souche
émétique psychrotolérante de B. cereus en conditions de laboratoire. Le but de ce
travail était donc d’étudier 'efficacité du phage comme agent de biocontrole de
B. cereus dans les matrices alimentaires ainsi que comme moyen de lutte contre
les biofilms pouvant se former a la surface des installations en IAA. Parallelement,
I’objectif poursuivi consistait en 'isolement d’autres candidats pouvant étre intégrés
au sein d'un cocktail avec Deep-Blue.
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Le premier objectif de ce mémoire visait a évaluer la capacité de Deep-Blue
a controler la croissance de trois souches psychrotolérantes de B. cereus (BtB2-4,
Cer057 et Cer074) dans différentes matrices alimentaires contaminées artificiellement.
Chaque matrice a été traitée par Deep-Blue a une MOI de 1000 et incubés a 7°C et
20°C. Ces deux températures ont été choisies car les cas d’intoxications émétiques
sont fréquemment liés au stockage inapproprié des aliments a ’air ambiant et parce
que les souches psychrotolérantes de B. cereus peuvent se multiplier et produire le
céréulide dans les produits réfrigérés. Dans un premier temps, deux matrices liquides
(LB et lait) ont été testées. Elles ont vu leur concentration en B. cereus diminuer
considérablement par rapport au controle suite a ’application de Deep-Blue aussi bien
a température ambiante qu’a température de réfrigération. En plus de controler la
croissance des bactéries, le traitement a pu réduire leur concentration sous le seuil de
contamination initial. I1 a méme été en mesure de rendre indétectable la présence de
B. cereus dans le lait apres 48h a 20°C. De la méme maniere, Deep Blue s’est montré
efficace dans le riz ou il a pu inhiber la croissance de B. cereus. Cependant, les réduc-
tions décimales obtenues étaient moindres que dans les matrices liquides et la charge
finale en bactéries restait supérieure au niveau initial d’inoculation. Il semblerait que
cette baisse d’efficacité soit liée a la nature plus complexe de la matrice qui limite la
diffusion des particules phagiques, matrice sur laquelle les phages peuvent également
s’adsorber et devenir inactifs. Cette limitation pourrait étre contrée par I’application
d’une solution plus concentrée en phages. En effet, 'efficacité du traitement dans
une matrice solide dépend principalement de la quantité initiale de phage ajoutée et
non pas de la quantité de nouveaux phages produits car ceux-ci sont incapables de se
mouvoir correctement pour atteindre une nouvelle cible. Par ailleurs, une optimisation
de la méthode d’application des phages permettant d’augmenter I'uniformité du
traitement et la probabilité de rencontre avec les bactéries devrait étre envisagée.
Dans cette optique, il serait intéressant de réitérer ’expérience de biocontrdle en
immergeant le riz apres sa cuisson dans une solution contenant Deep-Blue. Enfin,
la derniere matrice étudiée consistait en ’application de Deep-Blue a la surface du
riz au lait. La croissance bactérienne a pu étre ralentie mais la concentration en
B. weihenstephanensis est restée largement supérieure a la contamination initiale,
notamment a 7°C. La présence dune flore externe en forte concentration ainsi que les
mémes raisons énoncées pour le riz peuvent étre mises en cause ici. Notons que lors
de ce travail, les phages ont été appliqués conjointement avec les bactéries. Or il serait
intéressant d’étudier la capacité de Deep-Blue a protéger contre la contamination des
denrées alimentaires par B. cereus et donc d’appliquer le phage en prévention avant
contamination avec les bactéries. Cette expérience aurait pour avantage d’évaluer le
réel potentiel de Deep-Blue comme conservateur alimentaire.

Le deuxieme objectif était d’évaluer la capacité de Deep-Blue a lutter contre les
biofilms. Pour ce faire, une suspension bactérienne, composée de BtB2-4 seul ou
des trois souches de B. weihenstephanensis, a été injectée dans une cellule a flux
et un milieu de culture (LB ou lait) a été ajouté en continu pendant 24 h pour
permettre la formation d'un biofilm sur une surface en verre. Deux traitements
ont été testés : un préventif et un curatif. Dans le LB, le premier traitement s’est
avéré efficace pour prévenir la formation d’un biofilm (réduction d’environ 4 log
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CFU/mm? par rapport au contrdle). De la méme maniére, suite a I'application de
Deep-Blue durant 4h sur un biofilm déja formé, la densité bactérienne s’est vue
diminuée de 2 log en moyenne. Bien que cette expérience ait démontré le potentiel de
Deep-Blue a éradiquer un biofilm, les réductions obtenues sont moindres que celles
du traitement préventif. Cette baisse d’efficacité est sans doute liée a la présence
d’une matrice complexe qui constitue un frein a la destruction des biofilms par les
bactériophages. 11 est possible qu'une application de Deep-Blue sur une période
de temps plus étendue permette au phage de dégrader davantage cette matrice et
d’atteindre sa cible. Par ailleurs, afin d’améliorer I'efficacité du traitement curatif, les
phages pourraient étre utilisés en combinaison avec d’autres méthodes de désinfection
ou d’élimination des biofilms. En effet, I’application au préalable d’enzymes ou d’'un
traitement mécanique aurait pour conséquence de fragiliser le biofilm et de permettre
aux phages d’accéder plus aisément aux bactéries cibles. Zhang et Hu (2013) ont
montré que 'effet d’un phage combiné avec du chlore était plus efficace que chacun
des traitements appliqués seuls pour éradiquer un biofilm formé par P. aeruginosa.
Les mémes observations ont été faites pour le lait bien que, de maniere générale, le
potentiel de Deep-Blue comme agent de désinfection s’est avéré moindre dans cette
matrice que dans le LB. Au dela du fait que le LB soit un milieu optimal, cela peut
étre lié a la présence de molécules dans le lait qui peuvent, d'une part, interagir
avec le phage et, d’autre part, apporter une protection supplémentaire aux bactéries
retenues au sein du biofilm. En outre, 'obtention de biofilms moins denses dans
cette matrice pourrait également expliquer cette baisse d’efficacité. Il faut garder a
I’esprit que la formation d’un biofilm dépend de nombreux facteurs et les systémes
expérimentaux actuels ne permettent pas d’appréhender ’ensemble des processus qui
régulent leur dévelopement. Néanmoins, afin d’obtenir un biofilm plus conséquent, la
surface en verre aurait pu étre remplacée par de I'inox. En effet, Hayrapetyan et al.
(2015) ont montré que B. cereus formait des quantités de biofilm plus importantes
sur de 'acier inoxydable. En outre, I'utilisation de cette surface permettrait de nous
rapprocher des conditions retrouvées en IAA. Une autre solution aurait été de faire
passer le lait avant I'ajout de bactéries afin de créer un film de conditionnement et de
faciliter I’adhésion des cellules. Par ailleurs, les spores de B. cereus par leur caractere
hydrophobe ont un plus grand potentiel d’adhésion que les cellules en croissance et
sont donc plus propices a initier la formation d'un biofilm. C’est d’ailleurs préféren-
tiellement sous cette forme que B. cereus s’attache aux surfaces des tanks et des
canalisations en industrie laitiere (Kumari et Sarkar, 2016). Enfin, il est & noter que
Deep-Blue a été autant efficace sur des biofilms formés d’une seule que de plusieurs
souches de B. cereus. Cependant, les biofilms rencontrés en IAA sont généralement
formés par plusieurs especes. Il serait donc intéressant de réitérer les expériences
sur des biofilms formés de B. cereus conjointement avec d’autres especes bactériennes.

Le dernier objectif de ce travail était d’isoler dans ’environnement un phage
lytique de la famille des Myoviridae et infectant un spectre d’hote complémentaire a
Deep-Blue dans le but de concevoir un cocktail de phages capable de couvrir une
gamme d’hotes plus étendue. Pour ce faire, des échantillons ont été enrichis avec des
souches émétiques insensibles a Deep-Blue et les plaques de lyse obtenues ont été
soumises a une PCR utilisant une paire d’amorces ciblant une région conservée du
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génome de sept myovirus infectant Bacillus. Malheureusement, aucun Myoviridae
n’a pu étre détecté par cette technique ce qui peut s’expliquer par un mauvais design
des amorces qui seraient trop spécifiques. Une solution serait donc d’optimiser la
conception des amorces afin de cibler un plus grand nombre de phages notamment en
utilisant des amorces dégénérées qui permettraient une plus grande flexibilité. Une
paire d’amorces ciblant la gaine contractile des Myoviridae, absente chez les autres
phages, a donc été congue et leur spécificité vérifiée. Celle-ci permet de détecter 48
Myowviridae infectant Bacillus contre 7 pour les amorces utilisées initialement. Par
ailleurs, d’autres genes tels que ceux encodant des ADN polymérases ou des hélicases
semblent également conservés chez les Myoviridae. Plusieurs paires d’amorces pour-
raient des lors étre congues et utilisées parallelement afin d’augmenter la probabilité
d’isoler un nouveau Myoviridae.

En conclusion, les expériences menées avec Deep-blue dans le cadre de ce travail
ont montré le potentiel du phage a controler activement les souches psychrotolérantes
de B. cereus dans les denrées alimentaires. Par ailleurs, 1'efficacité de Deep-Blue en
tant qu’agent anti-microbien en matiere de lutte contre les biofilms a été prouvée.
Ces résultats renforcent 'idée que Deep-Blue est un candidat réel a ’élaboration d’un
produit phagique destiné a prévenir les intoxications émétiques liées a la présence de
B. cereus dans les aliments. Ce travail s’inscrit dans le cadre du développement de
nouvelles méthodes de préservation et de désinfection faisant appel a des composés
naturels et visant a pallier aux désavantages des méthodes conventionnelles qui ne
répondent plus aux attentes des consommateurs. Il est fort probable qu’a 'avenir
I'utilisation des phages constituera une partie intégrante des stratégies d’intervention
en matiere de salubrité mises en ceuvre au sein de la filiere agro-alimentaire, de la
production primaire aux produits alimentaires finaux.
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Evaluation du potentiel du phage Deep-Blue pour le biocontréle
des souches émétiques du groupe Bacillus cereus dans la filiere
agro-alimentaire

Présenté par Mathilde Tournay

Résumé

Chaque année, les souches émétiques du groupe B. cereus sont respon-
sables de nombreuses intoxications alimentaires. Bien que les symptomes
occasionnés soient généralement bénins, certains cas mortels ont été
rapportés et leur contrdle constitue des lors une préoccupation majeure.
Cependant, les méthodes conventionnelles de préservation des aliments
présentent des inconvénients importants et ne sont pas toujours efficaces
contre ces pathogenes si bien que la mise en place d'alternatives s'avere
indispensable. Dans ce contexte, |'utilisation des bactériophages, ces
virus capables d'infecter spécifiquement les bactéries, comme moyen de
biocontrole offre de nombreux avantages et suscite un intérét croissant
depuis quelques années.

Ce travail avait pour objectif d'évaluer le potentiel du phage Deep-Blue a
controler trois souches émétiques psychrotolérantes de B. cereus a deux
niveaux de la filiere agro-alimentaire : tout d'abord, dans les produits finis
en tant que biopréservateur, ensuite, comme agent de désinfection des
biofilms pouvant se former a la surface des installations. Finalement, le
dernier objectif visait a isoler d'autres Myoviridae pouvant étre intégrés
au sein d'un cocktail phagique.

Dans un premier temps, différentes matrices ont été contaminées
artificiellement et traitées par Deep-Blue. Les résultats montrent que
le phage a pu réduire la concentration en B. cereus sous le seuil de
contamination initial dans du LB et dans du lait. Par ailleurs, le traitement
a été en mesure de controler la croissance des bactéries dans du riz et a la
surface du riz au lait. Ensuite, le potentiel de Deep-Blue comme agent
antimicrobien contre des biofilms de B. cereus formés dans du LB et du
lait a été appréhendé a I'aide d'un systeme de cellule a flux au sein duquel
les bactéries peuvent adhérer. Deux traitements ont été appliqués : un
préventif et un curatif. Deep-Blue s'est montré efficace pour prévenir la
formation de biofilms a la fois dans le LB et le lait et des réductions allant
jusqu'a 4 log CFU/mm? ont pu étre obtenues par rapport au biofilm non
traité. Le traitement curatif a permis quant a lui de diminuer la densité
bactérienne de 2 log CFU/mm? dans le LB mais aucun effet significatif
n'a pu étre observé dans le lait. Le dernier objectif visait a isoler des
Myoviridae en combinant la technique de I'enrichissement des échantillons
en bactéries cibles suivie d'une PCR utilisant des amorces spécifiques a
des phages similaires a Deep-Blue. Cependant, aucun Myoviridae n'a pu
étre isolé. Néanmoins, 'optimisation du design des amorces devraient
permettre a I'avenir de cibler un nombre plus important de phages.

Ce travail a démontré le potentiel du phage Deep-Blue aussi bien comme
agent de préservation des aliments qu'en matiere de lutte contre les
biofilms. Deep-Blue constitue un candidat propice a |'élaboration d’un
cocktail destiné a diminuer la prévalence des d'intoxications alimentaires
liées a la présence de B. cereus au sein de la filiére agro-alimentaire.
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