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UNIVERSITE MOHAMMED V DE RABAT
FACULTE DE MEDECINE ET DE PHARMACIE - RABAT

DOYENS HONORAIRES :

1962 — 1969 : Professeur Abdelmalek FARAJ

1969 — 1974 : Professeur Abdellatif BERBICH

1974 — 1981 : Professeur Bachir LAZRAK

1981 — 1989 : Professeur Taieb CHKILI

1989 — 1997 : Professeur Mohamed Tahar ALAOUI
1997 — 2003 : Professeur Abdelmajid BELMAHI
2003 — 2013 : Professeur Najia HAJJAJ - HASSOUNI

ADMINISTRATION :

Doyen . Professeur Mohamed ADNAOUI

Vice Doyen chargé des Affaires Académiques et estudiantines
Professeur Mohammed AHALLAT

Vice Doyen chargé de la Recherche et de la Coopération
Professeur Taoufig DAKKA

Vice Doyen chargé des Affaires Spécifiques a la Pharmacie
Professeur Jamal TAOUFIK

Secrétaire Général : Mr. Mohamed KARRA

1-ENSEIGNANTS-CHERCHEURS MEDECINS

ET

PHARMACIENS
PROFESSEURS :
Décembre 1984
Pr. MAAOUNI Abdelaziz M¢édecine Interne — Clinigue Royale
Pr. MAAZOUZI Ahmed Wajdi Anesthésie -Réanimation
Pr. SETTAF Abdellatif pathologie Chirurgicale
Novembre et Décembre 1985
Pr. BENSAID Younes Pathologie Chirurgicale
Janvier, Février et Décembre 1987
Pr. CHAHED OUAZZANI Houria Gastro-Entérologie
Pr. LACHKAR Hassan Médecine Interne
Pr. YAHY AOUI Mohamed Neurologie

Décembre 1988
Pr. BENHAMAMOUCH Mohamed Najib Chirurgie Pédiatrique
Pr. DAFIRI Rachida Radiologie




Décembre 1989

Pr
Pr

Pr. OUAZZANI Taibi Mohamed Réda

. ADNAOUI Mohamed
. CHAD Bouziane

Janvier et Novembre 1990

Pr
Pr
Pr
Pr
Pr

Février Avril Juillet et Décembre 1991

. CHKOFF Rachid

. HACHIM Mohammed*
. KHARBACH Aicha

. MANSOURI Fatima

. TAZI Saoud Anas

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

AL HAMANY Zaitounia
AZ70UZI Abderrahim
BAYAHIA Rabéa
BELKOUCHI Abdelkader

BENSOUDA Yahia
BERRAHO Amina
BEZZAD Rachid
CHABRAOUI Layachi
CHERRAH Yahia
CHOKAIRI Omar
KHATTAB Mohamed
SOULAYMANI Rachida
TAOUFIK Jamal

Décembre 1992

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

AHALLAT Mohamed
BENSOUDA Adil
BOUIJIDA Mohamed Najib
CHAHED OUAZZANI Laaziza
CHRAIBI Chafiq
DEHAYNI Mohamed*

EL OUAHABI Abdessamad
FELLAT Rokaya

GHAFIR Driss*

JIDDANE Mohamed
TAGHY Ahmed

ZOUHDI Mimoun

ars 1994

M
Pr
Pr
Pr
Pr

Pr

. BENJAAFAR Noureddine
. BEN RAIS Nozha

. CAOUI Malika

. CHRAIBI Abdelmjid

. EL AMRANI Sabah

BENCHEKROUN Belabbes Abdellatif

Médecine Interne —Doyen de la FMPR
Pathologie Chirurgicale
Neurologie

Pathologie Chirurgicale
Médecine-Interne
Gynécologie -Obstétrique
Anatomie-Pathologique
Anesthésie Réanimation

Anatomie-Pathologique

Anesthésie Réanimation —Doyen de la FMPO
Néphrologie

Chirurgie Générale

Chirurgie Générale

Pharmacie galénique

Ophtalmologie

Gynécologie Obstétrique

Biochimie et Chimie

Pharmacologie

Histologie Embryologie

Pédiatrie

Pharmacologie — Dir. du Centre National PV
Chimie thérapeutique V.D a la pharmacie+Dir du
CEDOC

Chirurgie Générale V.D Aff. Acad. et Estud
Anesthésie Réanimation

Radiologie

Gastro-Entérologie

Gynécologie Obstétrique

Gynécologie Obstétrique

Neurochirurgie
Cardiologie
Médecine Interne
Anatomie
Chirurgie Générale
Microbiologie

Radiothérapie
Biophysique
Biophysique

Endocrinologie et Maladies Métaboliques Doyen de la

FMPA
Gynécologie Obstétrique




Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

EL BARDOUNI Ahmed
EL HASSANI My Rachid
ERROUGANI Abdelkader
ESSAKALI Malika
ETTAYEBI Fouad
HADRI Larbi*

HASSAM Badredine
IFRINE Lahssan

JELTHI Ahmed
MAHFOUD Mustapha
RHRAB Brahim
SENOUCI Karima

Mars 1994

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

ABBAR Mohamed*
ABDELHAK M’barek
BELAIDI Halima
BENTAHILA Abdelali
BENYAHIA Mohammed Ali
BERRADA Mohamed Saleh
CHAMI Ilham
CHERKAOUI Lalla Ouafae
JALIL Abdelouahed
LAKHDAR Amina
MOUANE Nezha

Mars 1995

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

ABOUQUAL Redouane
AMRAOUI Mohamed
BAIDADA Abdelaziz
BARGACH Samir

CHAARI Jilali*

DIMOU M’barek*

DRISSI KAMILI Med Nordine*
EL MESNAOUI Abbes
ESSAKALI HOUSSYNI Leila
HDA Abdelhamid*

IBEN ATTYA ANDALOUSSI Ahmed
OUAZZANI CHAHDI Bahia
SEFIANI Abdelaziz
ZEGGWAGH Amine Ali

Décembre 1996

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

AMIL Touriya*

BELKACEM Rachid
BOULANOUAR Abdelkrim

EL ALAMI EL FARICHA EL Hassan
GAOUZI Ahmed

MAHFOUDI M’barek*

OUADGHIRI Mohamed
OUZEDDOUN Naima

ZBIR EL Mehdi*

Traumato-Orthopédie
Radiologie

Chirurgie Générale- Directeur CHIS
Immunologie

Chirurgie Pédiatrique
Médecine Interne
Dermatologie

Chirurgie Générale
Anatomie Pathologique
Traumatologie — Orthopédie
Gynécologie —Obstétrique
Dermatologie

Urologie

Chirurgie — Pédiatrique
Neurologie

Pédiatrie

Gynécologie — Obstétrique
Traumatologie — Orthopédie
Radiologie

Ophtalmologie

Chirurgie Générale
Gynécologie Obstétrique
Pédiatrie

Réanimation Médicale
Chirurgie Générale
Gynécologie Obstétrique
Gynécologie Obstétrique
Médecine Interne
Anesthésie Réanimation
Anesthésie Réanimation
Chirurgie Générale
Oto-Rhino-Laryngologie
Cardiologie - Directeur HMI Med V
Urologie
Ophtalmologie
Génétique
Réanimation Médicale

Radiologie
Chirurgie Pédiatrie
Ophtalmologie
Chirurgie Générale
Pédiatrie
Radiologie
Traumatologie-Orthopédie
Néphrologie

Cardiologie




Novembre 1997

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

ALAMI Mohamed Hassan
BEN SLIMANE Lounis
BIROUK Nazha
ERREIMI Naima
FELLAT Nadia
HAIMEUR Charki*
KADDOURI Noureddine
KOUTANI Abdellatif
LAHLOU Mohamed Khalid
MAHRAOUI CHAFIQ
TAOUFIQ Jallal

YOUSFI MALKI Mounia

Novembre 1998

Pr
Pr
Pr
Pr
Pr
Pr

. AFIFI RAJAA

. BENOMAR ALI
.BOUGTAB Abdesslam
. ER RIHANI Hassan

. BENKIRANE Majid*

. KHATOURI ALI*

Janvier 2000

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

ABID Ahmed*

AIT OUMAR Hassan

BENJELLOUN Dakhama Badr.Sououd
BOURKADI Jamal-Eddine

CHARIF CHEFCHAOUNI Al Montacer
ECHARRAB EI Mahjoub

EL FTOUH Mustapha

EL MOSTARCHID Brahim*

ISMAILI Hassane*

MAHMOUDI Abdelkrim*
TACHINANTE Rajae

TAZI MEZALEK Zoubida

Novembre 2000

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

AIDI Saadia

AJANA Fatima Zohra
BENAMR Said

CHERTI Mohammed
ECH-CHERIF EL KETTANI Selma
EL HASSANI Amine

EL KHADER Khalid

EL MAGHRAOUI Abdellah*
GHARBI Mohamed El Hassan
MAHASSINI Najat
MDAGHRI ALAOUI Asmae
ROUIMI Abdelhadi*

Gynécologie-Obstétrique
Urologie

Neurologie

Pédiatrie

Cardiologie

Anesthésie Réanimation
Chirurgie Pédiatrique
Urologie

Chirurgie Générale
Pédiatrie

Psychiatrie

Gynécologie Obstétrique

Gastro-Entérologie
Neurologie — Doyen de la FMP Abulcassis
Chirurgie Générale
Oncologie Médicale
Hématologie
Cardiologie

Pneumophtisiologie
Pédiatrie

Pédiatrie
Pneumo-phtisiologie
Chirurgie Générale
Chirurgie Générale
Pneumo-phtisiologie
Neurochirurgie
Traumatologie Orthopédie- Dir. Hop. Av. Marr.
Anesthésie-Réanimation Inspecteur du SSM
Anesthésie-Réanimation

Meédecine Interne

Neurologie

Gastro-Entérologie

Chirurgie Générale

Cardiologie

Anesthésie-Réanimation

Pédiatrie Directeur Hop. Chekikh Zaied
Urologie

Rhumatologie

Endocrinologie et Maladies Métaboliques
Anatomie Pathologique

Pédiatrie

Neurologie




Décembre 2000

Pr.

ZOHAIR ABDELAH*

Décembre 2001

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

BALKHI Hicham*
BENABDELIJLIL Maria
BENAMAR Loubna
BENAMOR Jouda
BENELBARHDADI Imane
BENNANI Rajae
BENOUACHANE Thami
BEZZA Ahmed*
BOUCHIKHI IDRISSI Med Larbi
BOUMDIN El Hassane*
CHAT Latifa

DAALI Mustapha*
DRISSI Sidi Mourad*

EL HIJRI Ahmed

EL MAAQILI Moulay Rachid
EL MADHI Tarik

EL OUNANI Mohamed
ETTAIR Said

GAZZAZ Miloudi*
HRORA Abdelmalek
KABBAJ Saad

KABIRI EL Hassane*
LAMRANI Moulay Omar
LEKEHAL Brahim
MAHASSIN Fattouma*
MEDARHRI Jalil
MIKDAME Mohammed*
MOHSINE Raouf
NOUINI Yassine
SABBAH Farid

SEFIANI Yasser

TAOUFIQ BENCHEKROUN Soumia

Décembre 2002

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

AL BOUZIDI Abderrahmane*
AMEUR Ahmed *

AMRI Rachida

AOURARH Aziz*

BAMOU Youssef *
BELMEJDOUB Ghizlene*
BENZEKRI Laila
BENZZOUBEIR Nadia
BERNOUSSI Zakiya
BICHRA Mohamed Zakariya*
CHOHO Abdelkrim *

ORL

Anesthésie-Réanimation
Neurologie
Néphrologie
Pneumo-phtisiologie
Gastro-Entérologie
Cardiologie

Pédiatrie

Rhumatologie
Anatomie

Radiologie

Radiologie

Chirurgie Générale
Radiologie
Anesthésie-Réanimation
Neuro-Chirurgie
Chirurgie-Pédiatrique
Chirurgie Générale
Pédiatrie Directeur. Hop.d’Enfants
Neuro-Chirurgie

Chirurgie Générale
Anesthésie-Réanimation
Chirurgie Thoracique
Traumatologie Orthopédie
Chirurgie Vasculaire Périphérique
Meédecine Interne

Chirurgie Générale

Hématologie Clinique

Chirurgie Générale

Urologie Directeur Hopital Ibn Sina
Chirurgie Générale

Chirurgie Vasculaire Périphérique
Pédiatrie

Anatomie Pathologique
Urologie

Cardiologie
Gastro-Entérologie
Biochimie-Chimie
Endocrinologie et Maladies Métaboliques
Dermatologie
Gastro-Entérologie
Anatomie Pathologique
Psychiatrie

Chirurgie Générale



Pr. CHKIRATE Bouchra

Pr. EL ALAMI EL FELLOUS Sidi Zouhair
Pr. EL HAOURI Mohamed *

Pr. FILALI ADIB Abdelhai

Pr. HAJJ1 Zakia

Pr. IKEN Ali

Pr. JAAFAR Abdeloihab*

Pr. KRIOUILE Yamina

Pr. LAGHMARI Mina

Pr. MABROUK Hfid*

Pr. MOUSSAOUI RAHALI Driss*
Pr. OUJILAL Abdelilah

Pr. RACHID Khalid *

Pr. RAISS Mohamed

Pr. RGUIBI IDRISSI Sidi Mustapha*
Pr. RHOU Hakima

Pr. SIAH Samir *

Pr. THIMOU Amal

Pr. ZENTAR Aziz*

Janvier 2004

Pr. ABDELLAH EI Hassan

Pr. AMRANI Mariam

Pr. BENBOUZID Mohammed Anas
Pr. BENKIRANE Ahmed*

Pr. BOUGHALEM Mohamed*
Pr. BOULAADAS Malik

Pr. BOURAZZA Ahmed*

Pr. CHAGAR Belkacem*

Pr. CHERRADI Nadia

Pr. EL FENNI Jamal*

Pr. EL HANCHI ZAKI

Pr. EL KHORASSANI Mohamed
Pr. EL YOUNASSI Badreddine*
Pr. HACHI Hafid

Pr. JABOUIRIK Fatima

Pr. KHARMAZ Mohamed

Pr. MOUGHIL Said

Pr. OUBAAZ Abdelbarre*

Pr. TARIB Abdelilah*

Pr. TUAMI Fouad

Pr. ZARZUR Jamila

Janvier 2005

Pr. ABBASSI Abdellah

Pr. AL KANDRY Sif Eddine*
Pr. ALLALI Fadoua

Pr. AMAZOUZI Abdellah

Pr. AZ1Z Noureddine*

Pr. BAHIRI Rachid

Pédiatrie

Chirurgie Pédiatrique
Dermatologie
Gynécologie Obstétrique
Ophtalmologie

Urologie

Traumatologie Orthopédie
Pédiatrie

Ophtalmologie
Traumatologie Orthopédie
Gynécologie Obstétrique
Oto-Rhino-Laryngologie
Traumatologie Orthopédie
Chirurgie Générale
Pneumophtisiologie
Néphrologie

Anesthésie Réanimation
Pédiatrie

Chirurgie Générale

Ophtalmologie

Anatomie Pathologique
Oto-Rhino-Laryngologie
Gastro-Entérologie
Anesthésie Réanimation
Stomatologie et Chirurgie Maxillo-faciale
Neurologie
Traumatologie Orthopédie
Anatomie Pathologique
Radiologie

Gynécologie Obstétrique
Pédiatrie

Cardiologie

Chirurgie Générale
Pédiatrie

Traumatologie Orthopédie
Chirurgie Cardio-Vasculaire
Ophtalmologie

Pharmacie Clinique
Chirurgie Générale
Cardiologie

Chirurgie Réparatrice et Plastique
Chirurgie Générale
Rhumatologie
Ophtalmologie
Radiologie
Rhumatologie




Pr. BARKAT Amina

Pr. BENYASS Aatif

Pr. BERNOUSSI Abdelghani
Pr. DOUDOUH Abderrahim*
Pr. EL HAMZAOUI Sakina*
Pr. HAJJI Leila

Pr. HESSISSEN Leila

Pr. JIDAL Mohamed*

Pr. LAAROUSSI Mohamed
Pr. LYAGOUBI Mohammed
Pr. NIJAMANE Radouane*
Pr. RAGALA Abdelhak

Pr. SBIHI Souad

Pr. ZERAIDI Najia

Décembre 2005
Pr. CHANI Mohamed

Avril 2006

Pr. ACHEMLAL Lahsen*

Pr. AKJOUJ Said*

Pr. BELMEKKI Abdelkader*
Pr. BENCHEIKH Razika

Pr. BIYI Abdelhamid*

Pr. BOUHAFS Mohamed El Amine
Pr. BOULAHY A Abdellatif*
Pr. CHENGUETI ANSARI Anas
Pr. DOGHMI Nawal

Pr. FELLAT Ibtissam

Pr. FAROUDY Mamoun

Pr. HARMOUCHE Hicham
Pr. HANAFI Sidi Mohamed*
Pr. IDRISS LAHLOU Amine*
Pr. JROUNDI Laila

Pr. KARMOUNI Tariq

Pr. KILI Amina

Pr. KISRA Hassan

Pr. KISRA Mounir

Pr. LAATIRIS Abdelkader*
Pr. LMIMOUNI Badreddine*
Pr. MANSOURI Hamid*

Pr. OUANASS Abderrazzak
Pr. SAFI Soumaya*

Pr. SEKKAT Fatima Zahra
Pr. SOUALHI Mouna

Pr. TELLAL Saida*

Pr. ZAHRAOUI Rachida

Octobre 2007
Pr. ABIDI Khalid
Pr. ACHACHI Leila

Pédiatrie

Cardiologie

Ophtalmologie

Biophysique

Microbiologie

Cardio logie (mise en disponibilité)
Pédiatrie

Radiologie

Chirurgie Cardio-vasculaire
Parasitologie

Rhumatologie

Gynécologie Obstétrique
Histo-Embryologie Cytogénétique
Gynécologie Obstétrique

Anesthésie Réanimation

Rhumatologie

Radiologie

Hématologie

O.R.L

Biophysique

Chirurgie - Pédiatrique
Chirurgie Cardio — Vasculaire
Gynécologie Obstétrique
Cardiologie

Cardiologie

Anesthésie Réanimation
Médecine Interne
Anesthésie Réanimation
Microbiologie
Radiologie

Urologie

Pédiatrie

Psychiatrie

Chirurgie — Pédiatrique
Pharmacie Galénique
Parasitologie
Radiothérapie
Psychiatrie
Endocrinologie
Psychiatrie

Pneumo — Phtisiologie
Biochimie

Pneumo — Phtisiologie

Réanimation médicale
Pneumo phtisiologie



Pr.
Pr.
Pr.

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

ACHOUR Abdessamad*
AIT HOUSSA Mahdi*
AMHAJIJI Larbi*

AOUFI Sarra

BAITE Abdelouahed*
BALOUCH Lhousaine*
BENZIANE Hamid*
BOUTIMZINE Nourdine
CHARKAOUI Naoual*
EHIRCHIOU Abdelkader*
ELABSI Mohamed

EL MOUSSAOUI Rachid
EL OMARI Fatima
GHARIB Noureddine
HADADI Khalid*
ICHOU Mohamed*
ISMAILI Nadia
KEBDANI Tayeb
LALAOUI SALIM Jaafar*
LOUZI Lhoussain*
MADANI Naoufel

MAHI Mohamed*
MARC Karima
MASRAR Azlarab
MRABET Mustapha*
MRANI Saad*

OUZZIF Ez zohra*
RABHI Monsef*
RADOUANE Bouchaib*
SEFFAR Myriame
SEKHSOKH Yessine*
SIFAT Hassan*
TABERKANET Mustafa*
TACHFOUTI Samira

TAJDINE Mohammed Tarig*

TANANE Mansour*
TLIGUI Houssain
TOUATI Zakia

Décembre 2007

Pr. DOUHAL ABDERRAHMAN

Décembre 2008

Pr

ZOUBIR Mohamed*

Pr TAHIRI My El Hassan*

Chirurgie générale
Chirurgie cardio vasculaire
Traumatologie orthopédie

Parasitologie

Anesthésie réanimation Directeur ERSM
Biochimie-chimie

Pharmacie clinique
Ophtalmologie

Pharmacie galénique

Chirurgie générale

Chirurgie générale

Anesthésie réanimation
Psychiatrie

Chirurgie plastique et réparatrice
Radiothérapie

Oncologie médicale
Dermatologie

Radiothérapie

Anesthésie réanimation
Microbiologie

Réanimation médicale
Radiologie

Pneumo phtisiologie
Hématologique

Meédecine préventive santé publique et hygiéne
Virologie

Biochimie-chimie

Médecine interne

Radiologie

Microbiologie

Microbiologie

Radiothérapie

Chirurgie vasculaire périphérique
Ophtalmologie

Chirurgie générale
Traumatologie orthopédie
Parasitologie

Cardiologie

Ophtalmologie

Anesthésie Réanimation
Chirurgie Générale



Mars 2009

Pr. ABOUZAHIR Ali*

Pr. AGDR Aomar*

Pr. AIT ALI Abdelmounaim*
Pr. AIT BENHADDOU EI hachmia
Pr. AKHADDAR Ali*

Pr. ALLALI Nazik

Pr. AMINE Bouchra

Pr. ARKHA Yassir

Pr. BELYAMANI Lahcen*
Pr. BJIJOU Younes

Pr. BOUHSAIN Sanae*

Pr. BOUI Mohammed*

Pr. BOUNAIM Ahmed*

Pr. BOUSSOUGA Mostapha*
Pr. CHAKOUR Mohammed *
Pr. CHTATA Hassan Toufik*
Pr. DOGHMI Kamal*

Pr. EL MALKI Hadj Omar
Pr. EL OUENNASS Mostapha*
Pr. ENNIBI Khalid*

Pr. FATHI Khalid

Pr. HASSIKOU Hasna *

Pr. KABBAJ Nawal

Pr. KABIRI Meryem

Pr. KARBOUBI Lamya

Pr. L’KASSIMI Hachemi*

Pr. LAMSAOURI Jamal*

Pr. MARMADE Lahcen

Pr. MESKINI Toufik

Pr. MESSAOUDI Nezha *

Pr. MSSROURI Rahal

Pr. NASSAR Ittimade

Pr. OUKERRAJ Latifa

Pr. RHORFI Ismail Abderrahmani *

PROFESSEURS AGREGES :
Octobre 2010

Pr. ALILOU Mustapha

Pr. AMEZIANE Taoufig*

Pr. BELAGUID Abdelaziz

Pr. BOUAITY Brahim*

Pr. CHADLI Mariama*

Pr. CHEMSI Mohamed*

Pr. DAMI Abdellah*

Pr. DARBI Abdellatif*

Pr. DENDANE Mohammed Anouar
Pr. EL HAFIDI Naima

Pr. EL KHARRAS Abdennasser*

M¢édecine interne

gy e b g
Pédiatre IS Sty
Chirurgie Générale T
Neurologie ﬂi et
Neuro-chirurgie g
Radiologie Ll
Rhumatologie

Neuro-chirurgie
Anesthésie Réanimation
Anatomie
Biochimie-chimie
Dermatologie

Chirurgie Générale
Traumatologie orthopédique
Hématologie biologique

Chirurgie vasculaire périphérique
Hématologie clinique

Chirurgie Générale

Microbiologie

Médecine interne

Gynécologie obstétrique

Rhumatologie

Gastro-entérologie

Pédiatrie

Pédiatrie

Microbiologie Directeur Hopital My Ismail
Chimie Thérapeutique
Chirurgie Cardio-vasculaire
Pédiatrie

Hématologie biologique
Chirurgie Générale
Radiologie

Cardiologie
Pneumo-phtisiologie

Anesthésie réanimation
Médecine interne
Physiologie

ORL

Microbiologie
Médecine aéronautique
Biochimie chimie
Radiologie

Chirurgie pédiatrique
Pédiatrie

Radiologie



Pr. EL MAZOUZ Samir

Pr. EL SAYEGH Hachem
Pr. ERRABIH Ikram

Pr. LAMALMI Najat

Pr. MOSADIK Ahlam

Pr. MOUJAHID Mountassir*
Pr. NAZIH Mouna*

Pr. ZOUAIDIA Fouad

Mai 2012

Pr. AMRANI Abdelouahed

Pr. ABOUELALAA Khalil*

Pr. BELAIZI Mohamed*

Pr. BENCHEBBA Driss*

Pr. DRISSI Mohamed*

Pr. EL ALAOUI MHAMDI Mouna
Pr. EL KHATTABI Abdessadek*
Pr. EL OUAZZANI Hanane*

Pr. ER-RAJI Mounir

Pr. JAHID Ahmed

Pr. MEHSSANI Jamal*

Pr. RAISSOUNI Maha*

Février 2013

Pr. AHID Samir

Pr. AIT EL CADI Mina

Pr. AMRANI HANCHI Laila

Pr. AMOUR Mourad

Pr. AWAB Almahdi

Pr. BELAYACHI Jihane

Pr. BELKHADIR Zakaria Houssain
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Introduction




Depuis la plus haute antiquité, les micro-organismes étaient utilisés
empiriquement pour produire et conserver les aliments, vin et produits laitiers

¢tant les témoins d’une telle pratique.

L’avancement des connaissances en matiere de microbiologie, biologie
moléculaire et biotechnologie a permis d’¢largir le champ d’application des

micro-organismes dans le cadre d’une exploitation industrielle a grande échelle.

Parmi les micro-organismes exploités, on trouve des bactéries a potentiel
surprenant, opérant comme des usines, il suffit de leur offrir les bonnes
conditions de culture pour qu’elles produisent, avec parfois quelques

modifications génétiques pour optimiser cette production.

Le genre Bacillus, ’'un des groupes de bactéries a grand intérét médical,
abritant des espéces redoutables causant des pathologies dangereuses comme le
Bacillus anthracis agent de la maladie charbonneuse, abrite aussi des especes
saprophytes dont Bacillus subtilis, une bactériec a Gram positif fortement

exploitée en microbiologie industrielle.

Bactérie ubiquitaire, en forme de batonnets et formant des structures
particulieres de résistance appelées endospores. C’est une bactérie-modele par

ses caractéristiques particulieres et par I’intérét économique qu’elle présente.

L’objectif de ce travail est de donner dans un premier temps les
caractéristiques relatives a cette bactérie en matiere de morphologie, génome,
conditions de culture, et dans un second temps présenter les différentes

applications témoignant de son importance dans le monde de I’industrie.



Historique




I. HISTORIQUE :

Le genre Bacillus et certaines de ses espéces portent une place importante

dans I’histoire de la bactériologie. Ce genre fait partie des principaux groupes de

bactéries a intérét médical.
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Figure 1 : Principaux groupes de bactéries a intérét médical [1]



Christian Ehrenberg a décrit Vibrio subtilis en 1835, ce qui rend subtilis
parmi les épithétes des especes bactériennes toujours utilisé, méme si Vibrio
donne au bactériologiste une image de bacille incurvée, ce terme est dérivé du
mot latin voulant dire « agiter ».

Ferdinand Cohn I’a renommé Bacillus subtilis en 1872 en I’incluant, a coté

de deux autres espéces, dans un nouveau genre qu’il a proposé en cette méme

année : Bacillus. La proposition de ces especes a ¢€té basée sur la forme des
cellules.
Cohn avait illustré les spores de B. subtilis dans une publication datée de

1875 et a démontré leur importance comme forme de résistance en 1876 [2].

Historiquement considérée aérobie stricte jusqu’en 1998, prouvé capable de

se développer en milieu anaérobie en présence de nitrate comme accepteur final
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Figure 2 : Schémas de quelques bactéries figurant dans un dictionnaire du XXeéme siccle [3]



La figure est prise d’un dictionnaire du XXe si¢cle et montre 1’intérét que

portaient les scientifiques de I’époque a certaines bactéries dont Bacillus subtilis

Son caractére non pathogéne a poussé les scientifiques a 1’étudier
intensivement au point d’établir la séquence complete de son génome ainsi que
la détermination de plusieurs sous-especes dont la séparation ne peut étre faite

que par des techniques tres élaborées.



Caracteres de

Bacillus subtilis




II. CARACTERES DE BACILLUS SUBTILIS:
1. Classification :

Le genre Bacillus appartient a I’embranchement des Firmicutes, classe des

Bacilli, ordre des Bacillales, Famille des Bacicacaes.

Il comprend 268 espéces réparties en 3 groupes sur la base de la

morphologie de I’endospore et du corps bactérien.

Bacillus subtilis appartient au second groupe avec son endospore

ellipsoidale non déformante.

Bacillus subtilis fait partie d’un groupe taxonomique complexe dont les
membres sont difficilement différenciables phénotypiquement, on a donc
recours a des méthodes moléculaires comme la MALDI-TOF qui permet de
distinguer les protéines produites par ces bactéries ainsi que le contenu cellulaire

en acides gras permettant de les différencier.

La figure suivante montre les membres du complexe Bacillus subtilis.
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Figure 3 : Dendrogramme représentant les membres du complexe Bacillus subtilis [4]



Au-dela de I’espece B. subtilis, on trouve des sous especes difficilement

différenciables et & un niveau supérieur de classification on trouve des souches.

L’analyse au laboratoire a démontré I’existence de plusieurs sous especes a
propriétés tres rapprochées dont la différenciation ne peut étre faite que par des

méthodes spécifiques.

Les méthodes de classification utilisées dans la séparation et I’identification

des especes sont :

- Les méthodes phénotypiques basées sur la morphologie, ne suffisent

pas pour donner des résultats concluants.

- Les méthodes génotypiques plus pointues, basées sur I’analyse des
séquences de geénes permettant de trancher avec évidence entre les
especes. On y trouve des méthodes de biologie moléculaire comme
la réaction en chaine par polymérase (PCR), I’¢lectrophorése en

champs pulsé.

Les sous espeéces sont au nombre de 3 : B.subtilis sous espece subtilis,
B.subtilis sous espéce spizizenii et B.subtilis sous espece inaquosorum. Ces 2
derni€res sous especes peuvent étre classées séparément de I’espece Bacillus
subtilis, c’est ce qu’a conclu une étude réalisée par Hana Yi et al en étudiant les

génomes des deux sous espece et en le comparant a celui de B.subtilis [5].

Concernant les souches, elles sont obtenues grice aux mutations,

spontanées ou provoqueées.

Une souche dérive d’une cellule issue d’une colonie parfaitement isolée

avec des modification génétiques au cours des divisions contrairement au clone.

La souche la plus connue est Bacillus subtilis 168.
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2. Ftude du germe :

2.1. Morphologie :

Bacille a Gram positif, gros, droit, mobile par des cils péritriches, capsulé,
en forme de batonnets de 2um de diamétre et dont la longueur peut atteindre
7um, formant des spores ellipsoidales ou cylindriques en position centrale,

paracentrale ou subterminales dans le corps bactérien.

Figure 4 : Coloration de Gram de Bacillus subtilis [6]
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Les cellules sont soit isolées soit groupées en paires ou chaines.

(N

Figure 6 : Endospore de B. subtilis vue au microscope €lectronique [8]

12



2.2. Structure :

La paroi bactérienne est constituée de 10 a 20 couches de peptidoglycane,
polymere du N-acétyl-glucosamine li¢é a I’acide N-acétyl-muramique, et de
I’acide teichoique (polymere de glycerol-phosphate ou ribitol phosphate selon
I’espece) quand le phosphore est disponible sinon on trouve [’acide

teichuronique.

C’est la paroi qui confere a la bactérie sa rigidité.

NAceéwyl - D - Glucosamine Acide NAcétyl - D - Muramique
(GleNAEg) (MurNAc)

8

HCH
H

L - Alanine

I
(L-ala) i S T
H
-
- i
sl e B =C=(CH2);-C=0
HO H
1ot
Acide D, L - 0 -
Diaminopimélique a’c - ﬁ: =(CHals 'cl: ~§=e
{L-lys) HO NH: H
N-H
D - Alanine 0=c-{l:-CH;
(D-ala) !
H
Unité de liaison M=n

Figure 7 : Représentation de ’unité répétitive de base constituant le peptidoglycane [1]
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Des ¢éléments structuraux comme les pilis, les exo polysaccharides et les
flagelles sont exposés a la surface cellulaire et contribuent a la modulation des

interactions avec les surfaces et les cellules hotes.
2.3. Caracteéres culturaux :

Les colonies sont larges (2 a 4 mm), leur morphologie est variable entre les
différentes souches et parfois dans la méme souche ce qui donne un aspect de

culture mixte.

Une colonie de Bacillus subtilis est de forme ronde a irrégulicre, les bords
varient de 1’aspect ondulé a fimbrié, elle peut étre plate, soulevée ou légerement
convexe , de couleur blanche, blanc cassé ou créme, translucide a opaque a

texture mate ou brillante, séche ou mucoide.

Figure 8 : Photographie d une colonie de Bacillus subtilis sur gélose [8].
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Capable de pousser en milieux salés simples en présence d’ammonium,
urée ou acides aminés tel I’arginine, glutamine, glutamate, asparagine ou
I’aspartate comme source d’azote, de glucose ou autres sucres simples comme

source de carbone et de phosphate comme source de phosphore [9].

Un exemple de milieu favorable a la croissance de B. subtilis est le milieu

minimum salé de Spizizen dont la composition pour un litre est la suivante [10] :

(NH4)2S04 02¢g
K2HPO4 l4g
KH2PO4 06g
Citrate trisodique 2HO2 Olg
MgS04 7H20 0.2g

Elle peut croitre entre 10 et 55°C avec un optimum entre 28 et 30°C. La
croissance se fait & pH entre 5.5 et 8.5. Des valeurs de pH élevées peuvent étre

tolérées.

C’est une bactérie aérobie pouvant se développer en anaérobiose par

fermentation en présence de nitrate comme accepteur final d’électrons [11].

Les milieux de culture usuels permettent la croissance de la plupart des

espeéces du genre Bacillus.
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2.4. Caracteéres biochimiques :

Le tableau suivant résume les caractéres biochimiques de B.subtilis

Tableau I: Caractéres biochimiques de Bacillus subtilis [12]

Catalase +
Citrate +
Gaz -
Gelatinase +
Indole -

Rouge de méthyle -

Réduction de nitrate en nitrite +
Oxydase Variable
Uréase -
Réaction de Voges-Proskauer +

La bactérie est capable de fermenter plusieurs carbohydrates, le tableau
suivant présente certains produits fermentables et d’autres non fermentables par

cette espece :
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Tableau II : Sources de carbone utilisables par Bacillus subtilis [12]

Arabinose +
Amidon +
Arabitol -
Cellobiose +
Fructose +
Galactose Variable
Glucose +
Glycérol +
Glycogene +
Inositol +
Inuline variable
Lactose variable
Mannose +
Mannitol +
Maltose +
Raffinose +
Rhamnose -
Ribose +
Sorbitol +
Sucrose +
Tréhalose +
Xylose +
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2.5. Génome [13] :

Le génome et les protéines issues de son expression sont établis a I’aide des

sciences suivantes :

- La génomique qui est définie comme 1’étude de I’ensemble du matériel
génétique d’un étre vivant. Plus précisément, la génomique est
I’analyse des génomes des organismes d’un point de vue anatomique

(séquence et organisation) et physiologique (expression et régulation).

- La protéomique désignant la science qui étudie les protéomes, c’est-a-
dire ’ensemble des protéines d’une cellule ou d’un organisme a un

moment donné et sous des conditions données.

Le génome de B.subtilis est constitué¢ d’un seul chromosome circulaire avec
4214630 pb et un pourcentage de 43.5% en GC.

L’origine et la terminaison de réplication sont attachés aux pdles cellulaires
qui fournissent la stabilit¢ nécessaire a la répartition des chromosomes apres

réplication sur les cellules filles [14].

Au total, 4100 genes ont été identifi¢ dont 271 sont indispensables a la

survie de la bactérie.
Certains genes sont impliqués dans des aspects fonctionnels qui sont :
- Le traitement d’informations.
- La syntheése de I’enveloppe cellulaire.
- La détermination de la forme cellulaire.
- La réplication et la division.

- L’énergétique cellulaire.
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Le tableau suivant détaille les génes indispensables a la survie de B. subtilis

[15]

Tableau III : Liste des génes indispensables a la survie de Bacillus subtilis [15]

Métabolisme d’ADN
Machinerie basique de réplication
Packaging et ségrégation
Méthylation

Métabolisme d’ARN

Machinerie basique de transcription
Modification d’ARN
Régulation
Synthése des protéines
Protéines ribosomaux
Aminoacyl-ARN; synthétase
Facteurs de translation
Modification et pliage des protéines
Translocation des protéines
Enveloppe de la cellule
Lipides membranaires
Paroi cellulaire

Forme cellulaire et division

Glycolyse

Voies respiratoires

Isoprenoides
Menaquinone
Biogenése des cytochromes
Thioredoxine

Nucléotides

Cofacteurs
CoA

Folates

NAD
S-adenosylmethionine
Complexe Fer-Sulfure

Autres

Inconnus

Total

271
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Les fonctions de certains geénes restent inconnues malgré les différentes

¢tudes d’inactivation des genes effectuées.

Le patrimoine génétique de B. subtilis lui permet de s’adapter a différentes

conditions.

Une série de réponses transitionnelles sont initiées par la bactérie pour
maintenir ou restaurer la croissance dans les conditions de stress [16]. Ces
réponses incluent I’activation d’enzymes  (protéases, polysaccharidases...), le
chimiotactisme et la motilité, la compétence qui est la capacité de la bactérie a

capter I’ADN de son environnement.

Si ces mesures ne permettent pas de restaurer la croissance, la sporulation

se déclenche.

Parmi les stress encourus par la bactérie, on trouve le stress osmotique
résultant des variations osmotiques de I’environnement, pour y faire face, la
bactérie est munie de genes controlant la synthése ou le captage de substances

osmo-protectrices comme la glycine bétaine.

On trouve également des génes controlant 1’adaptation aux changements de
température appelés heat shock inducible genes ou geénes induits par le choc de

température.

B. subtilis est connue par son aptitude a utiliser de nombreux substrats,
cette aptitude est liée a son génome codant pour plus de 77 transporteurs et une
multitude d’enzymes permettant la dégradation des substances utilisées
(amylases, arabinases, cellulases...). L’expression de ces génes est stimulée par
les substrats présents dans son environnement ce qui lui confére un grand
pouvoir d’adaptation [17].
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Le patrimoine génétique de cette bactérie est susceptible a des
modifications soit par mutation ou encore par apport exogeéne d’ADN d’autres

bactéries par transformation.

Cette dernicre est définie comme un transfert génétique au cours duquel un
fragment bi caténaire, libre, nu et en solution est capté par une bactérie

réceptrice compétente avant d’étre éventuellement intégré au génome.

La transformation entraine l'acquisition de nouveaux caractéres génétiques
stables et transmissibles et nécessite un état particulier de la bactérie réceptrice

appelé « compétence ».

Cet état n'apparait qu'a certains stades de la division cellulaire et seulement
chez une fraction de la population bactérienne. La transformation peut étre
provoquée artificiellement suite a un traitement chimique ou enzymatique de la

paroi bactérienne avant sa mise en contact avec 'ADN.
2.6 Bacillus subtilis et la signalisation

Les bactéries utilisent une machinerie cellulaire sophistiquée pour détecter
les variations de I’environnement et coordonner une réponse appropriée pour

faire face a ces changements.

Des récepteurs localisés a la surface cellulaire reconnaissent une variété de
ligands qui déclenchent des cascades génétiques conduisant a 1’activation ou la

répression de certains génes.
L’un des aspects de signalisation cellulaire est le quorum sensing :
Le quorum sensing est un mécanisme par lequel les bactéries évaluent leur

densité de population. Cela leur permet d’adopter de nouveaux comportements.
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Une molécule, I’auto-inducteur, est sécrétée en permanence par les
bactéries. Cette molécule diffuse librement dans le milieu et peut passer a

travers la paroi et la membrane bactérienne.

Lorsque la population est plus importante, la concentration en auto-
inducteur augmente. A grande concentration, cet auto-inducteur forme un

complexe avec un facteur de transcription présent normalement dans la bactérie.

Le complexe facteur de transcription/auto-inducteur formé active un gene.
Ceci induit la production d’un signal qui confére a la population de nouvelles
propriétés. Propriétés qui varient selon I’espece de bactéries, la nature de I’auto-

inducteur, le géne activé...

Parmi ces propriétés, on trouve I’activation de virulence chez les espéces

pathogenes, ou encore la formation de biofilms.

Chez B. subtilis, I’auto-inducteur est une hormone appelée ComX, cette
hormone s’accumule au fur et a mesure que la densit¢ de la population
augmente, a un certain seuil, ’accumulation de cette hormone induit une
cascade complexe de réactions qui aboutit soit & I’induction de cannibalisme
quand le milieu manque en nutriments, soit a la formation d’un biofilm quand le

milieu est riche en nutriments.

Le quorum sensing permet donc la communication entre les bactéries d’un
coté, et d’un autre coté il permet le controle de la population en orientant son
comportement vers la sporulation, le cannibalisme ou la formation de biofilm en
utilisant des signaux qui ne sont que des molécules informatrices, comme

exemple de molécules on trouve les facteurs sigma.
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B. subtilis  utilise différents facteurs sigma sous des conditions
environnementales différentes pour réguler un grand nombre de phénomenes
physiologiques. Ces facteurs sont le SigA produit au cours de la croissance
bactérienne, SigB dont la production est induite par les situation de stress, SigD
responsable de la synthése des flagelles et du chimiotactisme, SigH impliqué
dans I’initiation de la sporulation, Sigl régulateur du catabolisme de certains
acides aminés et SigW, facteur extra cytoplasmique dont la production est

induite par le stress causé par les produits antimicrobiens synthétisés par

d’autres bacilles [18].
Les différents comportements et les molécules intervenantes sont :
1- La sporulation [19] :

De nombreux microorganismes procaryotes et eucaryotes peuvent produire
des spores, que ce soit pour leur reproduction ou pour leur protection face a des
conditions environnementales drastiques. Il existe quatre catégories de spores :
les arthrospores ou conidies, produites par les actinomycétes ; les kystes,
produits par certaines bactéries a Gram négatif ; les exospores, observées chez

certaines cyanobactéries et les endospores qu’on retrouve chez Bacillus subtilis.

Les endospores sont des structures cellulaires dont la formation et la

maturation ont lieu a ’'intérieur de la cellule mére.

En réponse a des conditions défavorables, ces bactéries ont la capacité de
former par enkystement des endospores métaboliquement inactives qui peuvent

survivre sous cette forme plusieurs années.
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Ces spores sont caractérisées par une forte résistance aux perturbations de
I’environnement tels les traitements thermiques a plus de 140°C, les rayons UV

et v, le manque de nutriments.

Quand les conditions redeviennent favorables, ces spores vont germer
permettant a la bactérie de retourner a I’état végétatif, se multiplier et coloniser

le milieu environnant.

C’est la structure particuliére des spores qui leur confere la résistance, en
effet les spores sont formées de plusieurs couches superposées les unes aux
autres et caractérisées par des propriétés différentes : un manteau protéique, un
cortex fait de peptidoglycanes, deux membranes phospholipidiques et, enfin, le
protoplaste contenant le matériel génétique et possédant une faible teneur en

eau. La figure suivante montre la structure générale d’une spore.

Paroi de la cellule
germante g ‘

Membrane Manteau
externe Cortex

Membrane Protoplaste
interne

Exosporium —— =
[absent chez B.subtilis)

~1lpm

Figure 9 : Représentation schématique des constituants des spores a gauche et a droite

photographie de la spore de B.subtilis vue sous microscopie électronique [19].
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Le processus de sporulation est déclenché par plusieurs facteurs, le premier
¢tant le manque de nutriments essentiels a la survie, il vise a minimiser
la consommation de 1’énergie en entrant dans un état de quiescence en attendant

I’amélioration des conditions externes tout en préservant 1’espece.

Le bon déroulement des différentes étapes de la sporulation conditionne

la résistance de la spore.

La sporulation prend de 7 a 10h a 37°C, elle commence par
la phosphorylation du facteur SpoOA. Le facteur de transcription SpoOA
et notamment son degré de phosphorylation qui gouverne la décision de I’entrée

en sporulation mais également d’autres stratégies de survie.

En effet, un faible degré de phosphorylation conduira plutét a la formation
de biofilms ou a du cannibalisme alors qu'un degré élevé entrainera

la sporulation. Ces phosphorylations sont sous le controle de kinases.

Le cannibalisme qui se manifeste par la lyse de cellules qui ne sont pas
encore entrées en sporulation, via différentes enzymes, permet de libérer des
nutriments. Ceci va permettre aux cellules ayant initi€é la sporulation
de continuer a croitre plutdot que de terminer la sporogenése ou de réaliser
une sporulation efficace au moment opportun. Ainsi, le cannibalisme,
permettrait de retarder le recours a la sporulation ou I’optimisation de celle-ci

en fonction des conditions de I’environnement des bactéries.

La sporulation est un processus long et couteux en énergie nécessitant
un autre facteur de transcription, le facteur Sigma H. Celui-ci, en partenariat
avec Spo0A, serait impliqué dans la division cellulaire asymétrique qui

conduirait a la sporulation.
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Spo0OA agit aussi en activant d’autres genes spécifiques clés de la
sporulation, notamment ceux impliqués dans D’activation de facteurs sigma

spécifiques a la sporulation.

La sporulation se déroule en 7 étapes nécessitant chacune I’intervention de

facteurs sigma spécifiques a coté du fameux sigma H.

La figure suivante représente les différentes phases de la sporulation tout en

précisant les facteurs intervenants.

Etape VI-VII

Figure 10 : Schéma des différentes phases de la sporulation

et les facteurs intervenants dans chaque étape [19].
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L’endospore est une structure métaboliquement dormante capable de
survire dans des environnements extrémes. Leur longévité est estimée en

centaines d’années.

De nombreux facteurs sont responsables de leur robustesse. Ces facteurs

incluent la déshydratation du core de la spore et le compactage du génome.

Le processus de sporulation commence par une division asymétrique de la
cellule végétative, cette division conduit a une cellule de petite taille appelée
pré-spore et une cellule de plus grande taille appelée cellule mére. Suite a cette
division, le septum de scission s’incurve et la pré-spore devient complétement
incorporée dans la cellule mére ou elle continue son développement en
synthétisant le cortex et 1’enveloppe puis la spore mature est libérée dans

I’environnement.

La formation de la spore est accompagnée par I’induction des opérons du
sdp ou sporulation delay protein et du skf ou sporulation killing factor. Ces 2

peptides toxiques sont impliqués dans le phénomeéne de cannibalisme [18].

Le retour a I’état végétatif correspond a un processus appelé germination.
Ce processus prend place quand les conditions de I’environnement sont
favorables au développement, ce qui implique la présence de nutriments en

quantité suffisante.
2- Formation de biofilms [20-22] :

Parmi les réponses aux changements environnementaux, on trouve la

formation de biofilms.
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Les biofilms sont des communautés bactériennes dont la composition est
complexe. Leur impact dans la nature est remarquable, les biofilms de bactéries
bénéfiques préviennent les infections dues aux bactéries pathogeénes au niveau
de la plaque dentaire. Par contre, les biofilms de bactéries pathogenes se formant

sur les dispositifs médicaux peuvent causer de sérieux problemes de santé.

IIs forment un réservoir des bactéries, et leurs conférent une résistance

face aux différents traitements d’élimination.
Le cycle de vie d’un biofilm passe par plusieurs étapes :

- Initiation.
- Maturation.

- Dissolution.
Ces différentes étapes nécessitent des modulateurs spécifiques.

Les biofilms matures sont caractérisés par leur architecture hétérogéne qui
sépare la communauté microbienne en secteurs avec des microenvironnements

spécifiques.

La formation du biofilm est due en partie majeure a I’existence de cellules
capables de secréter une matrice qui fixe les cellules ensembles et adhere
I’ensemble a une surface qui peut étre solide ou liquide, cette matrice
extracellulaire est composée d’exo polysaccharides et d’une protéine appelée

TasA, et représente 5% de la masse totale du biofilm.

B. subtilis est un modele de différenciation cellulaire. Au sein d’un biofilm
on trouve 3 catégories de cellules dont chacune assure un role nécessaire au

maintien de I’homéostasie de la communauté. Ces catégories sont :

28



Les cellules spécialisées dans la synthése et sécrétion des constituants de la

matrice extracellulaire, constituant fondamental du biofilm.

- Les cellules mobiles qui perdent leur mobilit¢ au cours de la

différenciation.

- Les cellules spécialisées dans la sporulation, assurant la continuité et le
maintien de I’espéce.

Au sein du biofilm, ces cellules sont réparties de facon stratégique. La

figure suivante schématise un biofilm en montrant la répartition des cellule.

g—»@&..l@_

i Cellule mobile
@ Cellule sporulante

D Cellule produisant la matrice
extracellulaire

Couche protectrice

Figure 11 : schéma de la répartition des cellules au sein d’un biofilm avec images réelles
du biofilm (B) en milieu solide et (C) en milieu liquide [22].
La différenciation cellulaire démarre suite a une cascade complexe de
signaux. Ces signaux regroupent des systémes autocrines et paracrines pour
réussir la formation du biofilm. Ces signaux sont représentés dans la figure

suivante qui montre la complexité de la cascade.
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Figure 12 : Cascade signalétique montrant la succession de signaux responsables
des différents comportements de la bactérie [22].

La survie du biofilm nécessite la collaboration des sous populations qui le
constitue et le maintien des bonne conditions du milieu environnant. Il existe des
substances qui sont capables de bloquer la formation du biofilm. Parmi ces
substances, on trouve ’acide gras cis-2-decenoique produit par Pseudomonas
aeruginosa. On trouve €galement des substances produites par B.subtilis elle-
méme, il s’agit d’un cocktail d’acides aminés produits au cours des derniers
stades du développement du biofilm. Ce cocktail provoque le détachement des
fibres de protéines présents dans la matrice extracellulaire permettant la fuite des

cellules hors du biofilm [23].

Le systéme de signalisation est marqué par une hétérogénéité dans la
production et dans la réponse aux signaux de différenciation parmi les cellules

constituant la population de B.subtilis.
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On note comme exemple les cellules sécrétrices de surfactine, tensioactif.
Ces cellules constituent une partie de la population. Ces mémes cellules sont
insensibles a I’action de la surfactine qu’elles produisent. Il s’agit d’un systéme

de signalisation paracrine unidirectionnel [23].
2.7. Critéres de différenciation :

I existe des critéres permettant de différencier B. subtilis de ses proches du

méme genre. Ces critéres sont regroupés dans le tableau suivant.

Tableau IV : Diagnostic différentiel de quelques Bacillus [24] :

Caracteres de différenciation B.cereus B.licheniformis B.subtilis
Mobilité Variable + +
Anaérobiose + + +
Gaz en glucose B + -
Hydrolyse de I’amidon + + +
Voges-Proskauer + + +
NO3->NO2 + + +
Culture a 50°C 5 + +
Lécithinase + B B
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3. Aspects épidémiologiques :
3.1. Réservoir :

Beaucoup de bactéries n’ont pas de limites géographiques de distribution,
cette possibilité est due a leurs spores résistantes qui voyagent sous forme

d’aérosol permettant la dissémination des germes.

Ces spores vont germer lorsque les conditions environnementales sont

favorables.

Les membres du complexe B. subtilis peuvent s'adapter & de nombreux
environnements et y prospérer. En général, les espeéces de Bacillus ont été
isolées de divers habitats, notamment des milieux terrestres (sol et végétation) et
des milieux aquatiques. Des especes de Bacillus ont également été isolées
d'animaux, en tant que partie transitoire de la flore intestinale humaine, en tant
que contaminants d'aliments crus et transformés. La grande variété
d'environnements exploités par le genre Bacillus refléte la grande variation

physiologique observée parmi les especes de ce genre.
3.2. Modes de transmission :

Les bactéries du genre Bacillus sont ubiquitaires dans 1’environnement et

sont par conséquent de potentiels contaminants dans le monde de microbiologie.

Elles peuvent étre isolées de toutes sortes de prélevements : nourritures,

prélevements cliniques humains.

La transmission est faite essenticllement par ingestion d’aliments

contamingés.
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Une autre voie de transmission serait ’infiltration de 1’organisme a travers
les plaies et les microtraumatismes ou encore par I’intermédiaire des dispositifs

prosthétiques contamings.

Les germes infectants peuvent étre d’origine endogene, c’est-a-dire que le
malade s’infecte avec ses propres germes a la faveur d’un acte invasif ( porte
d’entrée) ou en raison d’une fragilité particuliere, comme ils peuvent étre
d’origine exogeéne, apportés par I’environnement du patient ( dans

I’alimentation, le personnel soignant, le matériel médical...)
3.3. Facteurs favorisants :

Quand les circonstances le permettent, n’importe quel germe peut

provoquer une maladie.

Les bactéries saprophytes dont fait partie Bacillus subtilis ne sont pas
pathogeénes dans les conditions normales, leur pathogénicité se manifeste sous

I’action de facteurs favorisants qui sont :

- L’immunodépression : le systéme immunitaire joue un rdle important dans
la prévention des infections, quand ce systéme est déprimé, la survenue
d’infections est évidente.

- La taille de DI’inoculum: un petit nombre de microorganismes est
incapable de provoquer une infection. Il faut en général un certain nombre
d’agents infectieux pour venir a bout des défenses immunitaires locales.

- L’age.

- L’importance des procédures invasives de diagnostic ou de traitement.

- Le défaut d’application des reégles d’hygiéne et d’asepsie.
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4. Physiopathologie de I'infection [25] :

L’infection & B. subtilis survient surtout en milieu hospitalier dans le cadre
d’infections nosocomiales. Ces infections restent limitées a certains patients
dont I’état immunitaire favorise I’installation comme ceux atteints de malignités

hématologiques [26].

L’infection peut étre provoquée par la bactérie donnée comme probiotique
surtout chez les immunodéprimés ou des cas de septicémie récurrente a B.

subtilis ont ét¢ enregistrés [27].

Par sa nature ubiquitaire et par un manque d’hygiéne ou un défaut de
stérilisation, la bactérie peut €tre transmise du matériel médical (dispositifs

médicaux) en contact avec une plaie ou inséré dans le corps humain.

Des cas d’hypersensibilit¢ provoqués par les enzymes protéolytiques
produits par cette bactérie ont été rapportés [28]. Cette hypersensibilité se
manifeste par une pneumopathie et prend place dans les milieux professionnels
utilisant les enzymes de cette bactérie dans leur travail comme I’industrie des

détergents.

L’aspect médical le plus significatif en terme d’incidence des infections a

Bacillus est la toxi-infection alimentaire.

Il s’agit d’une intoxication résultant de I’ingestion d’aliments contaminés.
L’aliment peut alors jouer un réle passif de simple véhicule pour le germe, ou un
role actif en permettant la multiplication des germes ou la production de toxines

par eux.
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Plusieurs facteurs interviennent : un délai élevé entre la cuisson et la
consommation de I’aliment, une température ambiante dépassant en général

20°C dans les lieux de préparation avec des temps de refroidissement lents.
Les bacilles ou spores ingérées peuvent germer et coloniser I’ intestin.

Les études montrent que les souches de B. subtilis produisent des toxines
instables et stables a la chaleur. Parmi les toxines produites, certaines sont
semblables a la toxine émétique (céréulide) de B. cereus, elles comportent
¢galement une entérotoxine hémolytique BL (Hbl) et une entérotoxine non
hémolytique (Nhe). Un composant cytotoxique non émétique stable a la chaleur

a également été signalé chez certaines souches de B. subtilis.

Les geénes du complexe de toxines Hbl et des toxines diarrhéiques BceT ont
¢été décelés dans des isolats cliniques et alimentaires de B. subtilis. 11 semble que
le milieu de croissance influe sur la production de toxines; en effet, davantage de
souches produisent la toxine Hbl lorsqu’elles sont cultivées dans du lait
maternis€ pour nourrisson plutét que dans du bouillon d'infusion cceur-cervelle.
La production de toxines n'est pas liée a la source de l'isolat (clinique ou

environnementale).

Le tableau suivant résume les métabolites toxiques produits par B. subtilis :
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Tableau V : Métabolites toxiques produits par B. subtilis [25]

Substance

Activités

Références

Composante cytotoxique non
émétique thermostable et
substance cytotoxique instable

a la chaleur

Activité cytotoxique

De Jonghe et al, 2010

Entérotoxine hémolysine BL

(Hbl)

Provoque la diarrhée

Rowan et al, 2001

Substances protéolytiques et

lipolytiques

Lyse des protéines et des lipides

De Jonghe et al, 2010

Toxine émétique putative

Provoque des nausées et des

vomissements

From et al, 2005

5. Manifestations cliniques:

Cliniquement, les manifestations pathologiques sont en fonction du siege

de ’infection qui peut étre 'un des suivants :

- Cerveau et tissus adjacents.

- Tissu oculaire.

Tissu pulmonaire.

- Derme et tissus mous.

- Le tableau clinique imputable a B. subtilis est le suivant :

- Meéningite : Inflammation des méninges suite a une infection

microbienne.
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Otite : Inflammation de I’oreille moyenne due a une infection

microbienne.

Mastoidite : Inflammation du mastoide suite a une infection

bactérienne.

Infection wurinaire : Prolifération microbienne associée a une
réaction inflammatoire touchant I’appareil urinaire.

Septicémie : Réponse inflammatoire généralisée due a la présence
de bactéries dans le sang.

Pneumonie : Se définit comme une infection respiratoire aigué
affectant les poumons. Ceux-ci sont constitués d’alvéoles qui se
remplissent d’air quand une personne en bonne santé respire. En cas

de pneumonie, les alvéoles sont remplies de pus et de liquide, ce qui

rend la respiration douloureuse et limite I’absorption d’oxygene.

Endocardite : Infection d’une ou plusieurs valves cardiaques, plus
rarement de I’endocarde pariétal, par un micro-organisme une

bactérie le plus souvent.
Abces de l'orbite : Inflammation limitée a 1’ orbite.

Panophtalmie ou ophtalmie purulente : Infection de I’ensemble des

tissus de 1’ ceil.
Kératite : Inflammation de la cornée.

Iridocyclite : Inflammation de I’iris et du corps ciliaire.
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Les symptomes majeurs de la toxi-infection alimentaire sont d’ordre

gastro-intestinal :
- Nausées, vomissement.
- Diarrhée.
- Fievre.
Le délai entre I’ingestion de D’aliment contaminé et I’apparition des
symptomes est de 16 a 24h.

Les symptomes de I’intoxication sont rapidement résolutifs ce qui rend

difficile la documentation des intoxications alimentaires a Bacillus.

les symptomes d'intoxication alimentaire provoquée par B. subtilis peuvent
apparaitre dans un délai de 10 minutes a 14 heures (2,5 heures en moyenne)
avec des vomissements importants. Les aliments en cause sont souvent des plats
a base de viande, de fruits de mer, de patisserie et de riz. Des intoxications
alimentaires liées a B. subtilis ont également été associées a la consommation de
pain moisi (filant) dans lequel la concentration de B. Subtilis était d’environ 10°

ufc/g.

38



6. Diagnostic bactériologique :

Le diagnostic bactériologique est un ensemble de moyens permettant de

confirmer I’étiologie d’une infection d'origine bactérienne.

Ces moyens diagnostiques sont répartis entre diagnostic direct et diagnostic

indirect.

Le diagnostic direct consiste en la mise en évidence de la bactérie elle-
méme apres culture et isolement permettant son identification. Cependant, la
culture n’est pas toujours possible dans certains cas, comme la disparition de
I’agent causal de D’infection peu apres ’apparition des symptdmes ou sous
I’effet d’une antibiothérapie hative ou encore la difficulté de culture de certaines
bactéries ( nécessité d’un milieu de culture particulier, culture lente...), dans ces
cas on a recours a d’autres méthodes de diagnostic direct comme la recherche

d’antigénes bactériens ou la recherche de séquences génomiques spécifiques.

Le diagnostic indirect consiste en la mise en évidence de la réponse de
l'organisme a l'infection par la présence d'anticorps spécifiques. On a recours a
ce type de diagnostic quand la bactérie est difficilement cultivable. Dans le cas

de B. subtilis qui est de culture aisée, ce type de diagnostic n’a pas de place.

Les bactéries du genre Bacillus sont rarement impliquées dans des
infections et sont surtout isolées comme contaminants des milieux de culture
d’ou la nécessité de bien analyser les circonstances de leur isolement afin de

comprendre la signification de leur présence.
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6.1. Prélevement :

Les résultats des examens bactériologiques dépendent pour une grande part

des conditions de prélévements et de transport.

La recherche des bactéries peut étre effectuée dans différents prélévements

qui varient en fonction du siege de I’infection.

Méningite Diarrhée Infection urinaire Pneumonie
PL (LCR) Coproculture ECBU expectoration ou
+ (selles) (Uri prélevement
, rines) )
hémoculture bronchique +
(sang) hémocultures

Figure 13 : Schéma montrant les types de prélévements en fonction du site d’infection
PL : Ponction lombaire
ECBU : Examen cytobactériologique des Urines
LCR : Liquide céphalorachidien
Le prélevement doit étre effectué avec du matériel stérile a usage unique en

respectant les régles d’asepsie.

Toute contamination du prélévement peut entrainer des erreurs
d’interprétations, les contaminations peuvent provenir de la flore commensale
du patient ou encore de I’environnement extérieur. Il faut donc réaliser le

prélévement avec un maximum de précautions afin d’éviter ces contaminations.

Le prélevement doit étre effectué avant toute antibiothérapie pour éviter les

faux négatifs. Il doit étre acheminé sans délai au laboratoire de bactériologie.
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6.2. Culture [29]:

Bacillus subtilis se développe bien a 37°C et a un temps de dédoublement
de 30min. Il faut utiliser une boite de culture ayant au moins 5 fois le volume du

milieu de culture et toujours utiliser des opercules permettant le passage de I’air.
Les milieux de culture utilisables sont :

Luria-Bertani (LB).

Difco sporulation medium (DSM).

Mueller-Hinton.

Milieu chimiquement défini.
6.3. Identification :

L’identification d’une espéce bactérienne présente dans un prélévement
quelconque fait appel a des méthodes phénotypiques et des méthodes

moléculaires.

Le traitement correcte d’une infection ou tout autre pathologie dépend de
son bon diagnostic. En bactériologie, les méthodes de diagnostic sont au nombre

de trois :
6.3.1. Méthodes phénotypiques :

Consistent en un recueil d’une série d’informations correspondant aux
caractéres de la bactérie (mobilité, coloration, caractéres biochimiques),

I’analyse de ces informations dans leur totalité permet d’identifier la bactérie.

41



Le recueil d’informations commence par un examen a 1’état frais qui donne
la mobilité¢ de la bactérie, ensuite on procéde a la culture qui permet de donner
les caracteéres de la colonie ( aspects et caractéres culturaux). Elle est effectuée

sur milieu solide afin de bien isoler les bactéries.

La coloration de Gram, basée sur la perméabilité¢ de la paroi bactérienne a
I’alcool, permet une orientation vers les caractéres a rechercher. Elle facilite la
visualisation des bactéries quand elles sont présentes. Elle donne la forme, le

groupement et le Gram.

L’interprétation d’une culture positive se fait en fonction du site de

prélevement et du contexte clinique.

Les caractéres biochimiques sont évalués en utilisant des galeries basées
sur I’étude de la fermentation de sucres et la recherche de I’équipement

enzymatique.

Les caractéres biochimiques jouent un rdle essentiel dans cette

identification car ils permettent de différencier les especes.

Le tableau suivant regroupe les principales caractéristiques biochimiques

de B. subtilis et d’autres bacillus concernant la fermentation de certains sucres.
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Tableau VI : Quelques caracteres biochimiques de plusieurs especes de Bacillus [25]

Espece Bacillus D-xylose Mannose Inositol Mannitol ONPG
B. anthracis - - = - -
B. cereus - - - - -
B. licheniformis 4+ + e +
B. subtilis + + + + +

6.3.2. Tests Rapides d’orientation diagnostic (TROD) :

Basés sur la recherche d’antigénes bactériens ou anticorps le résultat est

obtenus dans un temps plus rapide que la technique de référence (de quelques

minutes a quelques heures).

Les antigenes recherchés sont soit des constituants de 1’agent pathogéne,

flagelles, pili ou protéines de surface, soit des antigénes solubles ou diffusibles

retrouvés au siege de I’infection ou a distance, dans les liquides biologiques en

particulier, soit des toxines bactériennes.

Ces tests sont adaptés aux situations d’urgence ou dans le cas d’épidemies.

Ils ne sont pas utilisés dans le diagnostic d’infections a B. subtilis.

6.3.3. Les méthodes de biologie moléculaire :

La biologie moléculaire présente un grand intérét dans le diagnostic car elle

permet de le confirmer.
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6.3.3.1. Biologie moléculaire dans le diagnostic :

L'identification des bactéries, isolées a partir de prélévements biologiques,
pendant des années, a été¢ basée uniquement sur des critéres morphologiques et
biochimiques. Le développement des techniques de biologie moléculaire a partir
des années 1990 a permis d'introduire ces approches au sein des laboratoires
d'analyse biologique. Leur intérét dans l'identification des bactéries s'est accru
au fil des années. Elles permettent d'obtenir un résultat en quelques heures dans
les situations d'urgence (identification et typage du germe, et détection des
résistances antibiotiques) ou d'identifier un micro-organisme si les systémes
utilisés en routine (approche biochimique) sont pris en défaut. De plus, dans des
prélévements biologiques, elles rendent possible la caractérisation des bactéries
si la culture est restée négative, si les bactéries recherchées sont des bactéries
intracellulaires strictes (pour lesquelles la culture est réservée a des laboratoires
spécialisés) ou des bactéries encore incultivables a ce jour. Le géne ciblé est

fonction des informations disponibles sur l'isolat bactérien et/ou sur le patient.

Le recours aux méthodes de biologie moléculaire ne se fait pas de maniere
systématique. On fait appel a ces méthodes quand les autres méthodes ne
permettent pas d’identifier avec certitude 1’espéce bactérienne a 1’origine de

I’infection.

A co6té de leur vocation diagnostic, ces méthodes ont d’autres buts a

vocation épidémiologique et qui sont aussi importants que le diagnostic :

- Détection de portage de bacilles multi résistants.

- Typage moléculaire.
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L’intérét de I’usage de ces méthodes se résume en leur haute spécificité et
leur sensibilit¢ remarquable d’une part et d’autre part par la rapidité de leur

exécution.

Le principe en est simple puisqu'il consiste a amplifier un géne entier ou
non avec des amorces spécifiques puis le résultat est révélé par électrophorése
sur gel, ou par hybridation ou encore séquencé et comparé avec ceux déposés

dans des banques.

La méthode de biologie moléculaire utilisée est la PCR, bonne méthode
d’identification bactérienne, cependant, le recours & I’ADN ribosomal 16s pour
¢tablir des amorces spécifiques aux especes recherchées n’aboutit pas a de bons

résultats dans le cas des especes dont les séquences sont rapprochées.
6.3.3.2. Biologie moléculaire dans la recherche :

Une technique beaucoup plus spécifique est MALDI-TOF : Matrix-
Assisted Laser Desorption Ionisation - Time of Flight. Cette méthode est utilisée
surtout pour aider a la classification des espéces et sous espéces.Le résultat est
obtenu par comparaison du profil protéique de la cellule bactérienne entiere avec

les spectres de référence.

La technique consiste en ['utilisation d’une matrice avec laquelle on
mélange notre échantillon. La matrice absorbe la lumiére ultraviolette produite
par le rayonnement laser et la convertit en chaleur, suite a cela, une partie de la
matrice se réchauffe rapidement et s’évapore en emportant avec elle les particule

de I’échantillon.
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Figure 14 : Schéma montrant la transformation de I’échantillon en particules ionisables [30]

Les particules de I’échantillon sont ionisées par la suite et une différence de
potentiel s’établit entre la lame portant 1’échantillon ionisé et le sol ce qui attire

les particules ionisées vers un détecteur placé a distance de la lame contenant

I”échantillon.
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Figure 15 : Schéma montrant la migration des particule vers le détecteur [30]
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La vitesse de migration des différentes particules est mesurées, elle dépend
uniquement du rapport masse/charge de I’ion ce qui permet une identification

précise de chaque constituant cellulaire.
6.4. Antibiogramme :

Apres détermination de I’espéce bactérienne incriminée dans une infection
quelconque et avant de passer au traitement, il est impératif de déterminer
I’antibiotique capable de [D’éliminer. Ceci est réalis¢ a [’aide d’un

antibiogramme.

On dispose de plusieurs technique de laboratoire pour déterminer la
sensibilité des microorganismes aux agents antimicrobiens dont la méthode de
diffusion sur disques de Kirby-Bauer, le test de détermination de la
concentration minimale inhibitrice (CMI) au moyen de bandelettes imprégnées

d’un gradient exponentiel continu de I’antibiotique, ou les méthodes de dilution.
6.4.1. Principe :

L'antibiogramme a pour but de déterminer la Concentration Minimale

Inhibitrice (CMI) d'une souche bactérienne vis-a-vis de divers antibiotiques.
6.4.2. Techniques classiques
s Méthodes de dilution

Les méthodes de dilution sont effectuées en milieu liquide ou en milieu
solide. Elles consistent a mettre un inoculum bactérien standardisé au contact de
concentrations croissantes d'antibiotiques. En milieu liquide, 1'inoculum
bactérien est distribu¢ dans une série de tubes (méthode de macro dilution) ou de
cupules (méthode de micro dilution) contenant l'antibiotique. Aprés incubation,
la CMI est indiquée par le tube ou la cupule qui contient la plus faible

concentration d'antibiotique ou aucune croissance n'est visible.
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En milieu solide, l'antibiotique est incorporé dans un milieu gélosé coulé en
boites de Petri. La surface de la gélose est ensemencée avec un inoculum des
souches a étudier. Apres incubation, la CMI de chaque souche est déterminée
par Il'inhibition de la croissance sur le milieu contenant la plus faible
concentration d'antibiotique. La méthode de dilution en milieu gélosé, réalisée
avec une gamme de concentrations en progression géométrique de raison 2 est la

méthode de référence.
s Méthodes de diffusion : antibiogramme standard

Les méthodes de diffusion ou antibiogrammes standards sont les plus
utilisées par les laboratoires de diagnostic. Des disques de papier buvard,
imprégnés des antibiotiques a tester, sont déposés a la surface d'un milieu
gélosé, préalablement ensemencé avec une culture pure de la souche a étudier.
De¢s l'application des disques, les antibiotiques diffusent de maniére uniforme si
bien que leurs concentrations sont inversement proportionnelles a la distance du
disque. Apres incubation, les disques s'entourent de zones d'inhibition circulaires
correspondant a une absence de culture. Lorsque la technique est parfaitement
standardisée, les diameétres des zones d'inhibition dépendent uniquement de la
sensibilité du germe. A la limite des zones d'inhibition, il existe dans la gélose

des concentrations d'antibiotiques égales aux CMI.
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6.4.3. Interprétation de I’antibiogramme :

Trois catégories cliniques ont été retenues pour l'interprétation des tests de

sensibilité in vitro : Sensible (S), Résistant (R) et Intermédiaire (I).

Les souches catégorisées S sont celles pour lesquelles la probabilité
de succes thérapeutique est forte dans le cas d'un traitement par voie
systémique avec la posologie recommandée dans le résumé des

caractéristiques du produit (RCP).

Les souches catégorisées R sont celles pour lesquelles il existe une
forte probabilité d'échec thérapeutique quels que soient le type de

traitement et la dose d'antibiotique utilisée.

Les souches catégorisées I sont celles pour lesquelles le succes
thérapeutique est imprévisible. Ces souches forment un ensemble
hétérogéne pour lequel les résultats obtenus in vitro ne sont pas

prédictifs d'un succes thérapeutique.

En effet, ces souches :

Peuvent présenter un mécanisme de résistance dont l'expression in
vitro est faible, avec pour conséquence leur classement dans la
catégorie S. Cependant, in vivo, une partie de ces souches apparait

résistante au traitement ;

Peuvent présenter un mécanisme de résistance dont l'expression n'est
pas suffisante pour justifier un classement dans la catégorie R, mais
suffisante pour favoriser I'apparition d'une résistance in vivo en cours

de traitement ;
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- Peuvent présenter un mécanisme de résistance dont I'expression n'est
pas suffisante pour justifier un classement dans la catégorie R, mais
suffisamment faible pour espérer un effet thérapeutique dans
certaines conditions (fortes concentrations locales ou posologies
accrues) ; la catégorie intermédiaire est aussi une zone tampon qui

tient compte des incertitudes techniques et biologiques.
6.4.4. Antibiotiques a tester :

Les antibiotiques a tester sont ceux couramment employés dans le
traitement des infections notamment 1’amoxicilline, I’ampicilline, 1’amikacine,
la doxycycline, la vancomycine, la levofloxacine, la streptomycine,
I’erythromycine et la tobramycine. La liste peut s’allonger pour inclure d’autres

antibiotiques car le profil de résistance de cette bactérie est imprévisible.

Une étude portant sur la sensibilit¢ de B. subtilis isolée a partir de pain
préparé traditionnellement a 1’égard de certains antibiotiques [31]. Les résultats

sont rapportés dans le tableau suivant :
Tableau VII : Sensibilité de B. subtilis a certains antibiotiques [31]

Antibiotique % Résistance
Chloramphénicol 0
Clindamycine 0
Erythromycine 0
Gentamycine 0
Kanamycine 0
Streptomycine 100%
Tétracycline 0
Vancomycine 0
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7. Traitement [32] :

En termes de traitement, concernant les intoxications alimentaires, il
n’existe pas de traitement spécifique. On a recours au traitement

symptomatique : réhydratation et antispasmodiques.

Pour les infections des tissus profonds provoquées par des protheses
contaminées, I’enlévement de ces prothéses est essentiel pour assurer la

guérison.

Le choix de I’antibiothérapie optimale doit faire suite a un antibiogramme.

Il existe plusieurs antibiotiques efficaces dans les infections a B. subtilis.

B. subtilis est sensible a la vancomycine, clindamycine, fluoroquinolones,
aminosides, carbapénémes et présente une sensibilit¢ variable aux

céphalosporines et pénicillines.

Si la bactérie isolée est résistante aux bétalactamines, les infections graves
sont traitées alors par la clindamycine ou la vancomycine avec ou sans

association aux aminosides.

En cas d’infection oculaire, le recours aux antibiotiques intra vitraux et une
vitrectomie a ¢été rapporté. Concernant les kératites, elles sont traitées
topiquement en utilisant une fluoroquinolone. La vision est préservée quand les

Iésions ne touchent pas la partie centrale de la cornée et sont traitées tot.
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8. Prévention [32] :

L’éducation et la sensibilisation des vendeurs et des consommateurs jouent

un role important dans la prévention des intoxications alimentaires a B. subtilis.

Il existe des guides de bonnes pratiques de préparation et de conservation
des aliments qu’il est impératif de suivre pour éviter toute contamination

possible.

La cuisson adéquate des aliments et leur consommation immeédiate sont des
mesures primordiales permettant d’éviter les intoxications alimentaires. Si les
aliments ne sont pas consommés immeédiatement il faut les réfrigérer ce qui

prévient la synthése des toxines car le froid bloque le métabolisme des Bacillus.

Le respect des regles d’hygiéne, par le personnel para médical et médical

ainsi que les patients, est crucial pour prévenir les infections a B. subtilis.

La prévention des infections nosocomiales est basée sur la désinfection
efficace des surfaces et des dispositifs médicaux. Plusieurs produits de
désinfections sont disponibles mais ne sont pas tous efficaces dans I’élimination

des spores de B. subtilis.

Les spores de B. subtilis sont résistantes a un grand nombre de composés
chimiques létaux pour des cellules végétatives. Pour certains agents chimiques,

la destruction des spores se fait via des dommages a I’ADN (acide nitrique,

formaldéhyde,...).

Cependant pour un grand nombre de composés chimiques elle se fait par
perturbation des couches de la spore. Les agents oxydants comme 1’hypochlorite

de sodium (eau de Javel), le dioxyde de chlore (ClO,), ’'H,O, et d’autres
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décontaminants commerciaux, sont responsables de modifications irréversibles
au niveau de la membrane interne de la spore. Ces modifications rendent le
développement de la spore. L’ozone aqueux est un autre agent qui cause

I’inactivation des spores via des perturbations similaires aux agents oxydants.

Les acides et les bases fortes (HCI et NaOH), ainsi que 1’éthanol sont

d’autres composés chimiques décrits comme inactivateurs des spores.

L’efficacité des désinfectants dépend de plusieurs facteurs notamment
I’inoculum bactérien initial, la température, la présence de substances

interférentes, le pH, la nature de la surface, la présence d’un biofilm bactérien.

Le Glutaraldéhyde a 2% en solution alcaline permet de réduire en 6 log une

population de B. subtilis en 3 heures.

L’hypochlorite de sodium a la concentration de 100 a 200 ppm en chlore
actif permet de réduire de 5 log une population de B. subtilis en moins de 10

minutes.

Le peroxyde d’hydrogeéne est sporicide a des concentrations de 10 a 20% et

sa sporicidie augmente avec I’¢lévation de la température.

L’utilisation d’hypochlorite de sodium associ¢ au peroxyde d’hydrogeéne

est plus efficace dans la désinfection que leur utilisation séparée [33].

Le bon entretien et la décontamination réguliére des lentilles de contact

permettent de prévenir les kératites.
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Applications de

Bacillus subtilis
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III. APPLICATIONS DE BACILLUS SUBTILIS :

B. subtilis, bactérie modele par ses caractéristiques remarquables incluant

la transformabilité de son génome, posséde diverses applications.

Ces applications se partagent entre le domaine médical et le domaine agro-

alimentaire.

A travers cette partie du présent travail, on va ¢lucider de manicre

synthétisée ces différentes applications.

Les utilisations de B. subtilis dans le domaine médical varient entre la
production de certaines substances thérapeutiques et la vectorisation d’autres

substances.

1. Production d’antimicrobiens [34-36] :

4 a 5% du génome de B. subtilis est consacré a la production
d’antibiotiques. B. subtilis est capable de produire plus d’une vingtaine
d’antibiotiques de structures variées. Ces composés antimicrobiens sont soit
peptidiques soit non peptidiques avec une prédominance des substances
peptidiques qui sont caractérisées par une structure rigide généralement
résistante 4 la dégradation par les peptidases et les protéases ainsi qu’a

I’oxydation.
Les antimicrobiens synthétisés se répartissent en :
1.1. Composés peptidiques non ribosomaux :

La syntheése non ribosomale de peptides antimicrobiens fait intervenir des
complexes multienzymatiques catalysant toutes les étapes de syntheése y compris
la sélection et la condensation des résidus d’acides aminés. Ces composés

constituent plusieurs groupes :
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- Le groupe de I’iturine : composé de lipopeptides cycliques, on y trouve les
iturines A, C, D et E, Bacillomycine, mycosubtiline...,ces produits possédent
une activité antimicrobienne contre des bactéries a Gram positif et Gram négatif,

des moisissures et des levures.
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Figure 16 : Structures de quelques molécules du groupe des iturines avec A :

iturine A, B : Mycosubtiline, C : Bacillomycine [36]
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- Les fengycines : il s’agit de décapeptides cycliques, possédant une forte
activité antifongique surtout contre les champignons filamenteux. Ils permettent

la protection des plantes contre les champignons pathogenes.
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Figure 17 : Structure de la fengycine A, groupe des fengycines [36]

-Les surfactines : Famille de lipopeptides, il s’agit d’heptapeptides
cycliques. Ces molécules possedent diverses activités, formant de puissants
tensioactifs, émulsifiants, moussants, antiviraux, antimycoplasmiques, larvicides

et antibactériens.
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- Autres composés peptidiques non ribosomaux : Il existe plusieurs peptides
antimicrobiens dont la structure et I’activité différent de ceux listés plus haut.

Ces produits incluent la bacilysine, amicoumacine, diketopiperazine...
1.2. Composés peptidiques synthétisés par la voie ribosomique :

Les peptides antimicrobiens synthétisés par la voie ribosomique sont

appelés bactériocines.

La biosynthése des bactériocines implique le plus souvent des groupes de
geénes ou clusters comportant une ou plusieurs unités de transcription. Les
clusters de genes impliqués dans la biosynthése des bactériocines sont formés de
trois groupes de génes. Un groupe renfermant un géne de structure codant le
peptide précurseur et un géne d’immunité codant une protéine d’immunité

impliquée dans la protection de la souche productrice contre sa propre
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bactériocine. Le deuxiéme groupe de génes rassemble un geéne codant un
transporteur impliqué dans le transport de la bactériocine vers le milieu
extracellulaire ainsi que chez quelques bactériocines, un geéne codant une
protéine accessoire impliquée dans le transport de la bactériocine, et enfin un
gene codant une protéine de fonction inconnue. Le dernier groupe de geénes est
impliqué dans la régulation de la biosyntheése des bactériocines et regroupe un
gene codant une protéine kinase membranaire et un géne codant un activateur

transcriptionnel.

Une fois dans le milieu extracellulaire, la bactériocine interagit avec la
membrane plasmique de la bactérie cible via des interactions électrostatiques.
L’effet antimicrobien se traduit généralement par la formation de pores dans la
membrane de la bactérie cible. Différents mécanismes d’action sont connus, le
plus courant consiste en une perméabilisation de la membrane de la bactérie
cible. Ce phénoméne se traduit par la formation de pores transitoires ou
permanents provoquant la dissipation d’ATP, d’ions K+, Na+,... et la mort de la
bactérie cible. La bactériocine peut également interagir soit directement avec la
membrane plasmique ou bien via un récepteur membranaire. D’autres effets
antimicrobiens moins fréquents sont €galement rencontrés comme 1’inhibition

de la synthése d’acides nucléique et de la synthése de la paroi bactérienne [37].

Les composés peptidiques possédant une liaison Thio éther sont appelés
lantibiotiques car ils ont une molécule de lanthionine dans leur structure. La
formation de lanthionine fait suite a des modifications post transcriptionnelles

survenant dans la structure de la substance produite.
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Il existe plusieurs types de lantibiotiques, ils sont répartis selon leur

structure en type A et type B.

Le type A est formé de 21 a 38 acides aminés, a structure linéaire. Le
mécanisme d’action est la formation de pores voltages dépendant au niveau de la

membrane cytoplasmique des cellules cibles.

On y trouve la subtiline et I’ericine. Ils possédent une forte activité

antimicrobienne et sont utilisés comme conservateurs alimentaires.

Le type B présente une structure globulaire. Agit en inhibant la synthése de
la paroi bactérienne. On y trouve la mersacidine actifs contre les streptocoques,

les bacilles et les staphylocoques.
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Figure 19 : Structure de A : Subtiline et B : Ericine [36]

A coté de ces deux types, on trouve des composés inhabituels qui sont la
sublancine et la subtilosine A possédant une structure macrocyclique avec une
molécule de lanthionine et deux disulfides au lieu de 3 molécules de lanthionine

et dont I’activité est similaire au type B.
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L’activité antimicrobienne dépend fortement des ponts de lanthionine qui
stabilisent la conformation structurelle importante pour 1’activité biologique et la

stabilité [38].

Ces bactéries possedent des mesures protectrices a 1’égard des substances
qu’elles produisent. Ces mesures se résument en la présence de transporteurs
spécifiques qui conduisent les substances de leur lieu de production directement
au milieu extracellulaire, ou encore la présence de lipides membranaires qui

interférent avec le mécanisme de formation des pores.
1.3. Autres composés antimicrobiens non peptidiques :

Plusieurs composés antimicrobiens non peptidiques ont été décrits comme

des polykétides et des phospholipides.

Parmi ces composés on trouve la difficidine, bacillaene, bacilysocine et

autres actifs contre le bactéries a Gram positif.

Les substances antimicrobiennes produites par Bacillus subtilis sont

présentées dans le tableau suivant :
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Tableau VIII : Substances produites par B. subtilis et les activités qui y sont attribuées [31]

Substance Activité Référence
Ericine A et S, Sublancine 168, | Antibactériens actifs contre Abriouel et al, 2011
Subtiline B, Subtilisine A et Al, | plusieurs pathogénes comme
Mersacidine, Bétacine Helicobacter pylori
Mycobacilline, subtiline, Antimicrobiens pouvant inhiber des
bacilysine, bacillomycine, organismes compétiteurs incluant Katz et Demain, 1977
fongistatine, bulbiformine, des bactéries a Gram positif et Gram

subsporine, bacilline, bacillocine, | négatif, des levures et des
mycosubtiline, fongocine, iturine, | moisissures.

néocidine, eumycine

Subtiline, éricine, mersacidine, Antimicrobiens, phéromones
sublancine 168, subtilosine, impliqués dans la détection de la Stein, 2005
surfactine, iturine, bacillomycine, | taille de la population possédant
mycosubtiline, fengycine, ¢galement une activité de facteur de
plipastatine, corneybactine, destruction.

bacilysine, bacilysocine,
amicoumacine, mycobacilline,

rhizocticine, difficidine

Subtiline -Peptide antimicrobien
-Influe sur la formation de pores Abriouel et al, 2011
dans la membrane cytoplasmique
-Produite en plus grande quantité
quand les nutriments manquent afin
d’éliminer les espéces compétitrices

et accroitre les éléments nutritifs

Surfactine Lipopeptide agissant comme Liet al, 2010
surfactif et un puissant antimicrobien

Substance thermostable Inhibe la croissance de nombreuses Sorokulova et al, 2008

antimicrobienne résistante a la bactéries

protéase

62




La production de peptides antimicrobiens est régulée de facon dépendante a
la densité cellulaire. On peut donner 1’exemple de la subtiline dont la production

est autorégulée [39].

Certains composés antimicrobiens produits par B. subtilis ont des
utilisations bien connues tandis que les perspectives d’utilisation des autres sont
en cours d’étude, parmi ces perspectives, on trouve la possibilité¢ de les utiliser
comme alternatifs aux antibiotiques actuels posant des problémes de résistance

[35].

L’évolution de I'utilisation de ces substances nécessite 1’amélioration du
rendement et une bonne extraction/purification ce qui exige une maitrise des

cultures.
2. Production d’acide hyaluronique [40] :

L’acide hyaluronique est un polymére d’acide glucuronique lié par des
liaisons osidiques avec du glucosamine possédant un groupement N acétylé. Ce
polymere a été découvert en 1934 dans I’humeur vitré des bovins et tire son nom

du grec « hyalos » qui signifie verre ou vitreux.

Ce polymere existe naturellement dans le derme et I’épiderme humain et

est responsable de la rétention d’eau.

Industriellement, ce polymére a été extrait dans un premier temps des

crétes de coq. Il est & présent produit par fermentation bactérienne.

Plusieurs bactéries sont capables de produire ce polymere soit
naturellement (Streptococcus spp) ou suite a des modifications génétiques.

Parmi ces bactéries, on trouve B. subtilis.
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Chez B. subtilis, 1a production d’acide hyaluronique n’est possible qu’apres
une modification génétique qui consiste en I’insertion du géne hasA présent chez
Streptococcus equisimilis et qui code pour I’enzyme hyaluronane synthétase

nécessaire a la production de I’acide hyaluronique [41].

Le recours a la recombinaison génétique pour assurer la production de
I’acide hyaluronique par d’autres bactéries comme B. subtilis permet d’éviter la
présence d’endotoxines produites par Streptococcus spp dans le produit ce qui

limite ses utilisations médicales.

L’acide hyaluronique produit possede divers applications qui dépendent
essentiellement du poids moléculaire du produit qui est un parametre
déterminant de la qualité. La fermentation bactérienne produit un mélange
d’acides hyaluroniques de poids moléculaires variés. La production d’acide

hyaluronique d’un méme poids moléculaire constitue un challenge pour les

industriels [42].
Parmi les applications de I’acide hyaluronique, on trouve :

- En rhumatologie [43, 44] : I’acide hyaluronique est utilisé pour traiter des
pathologies ostéo-articulaires. Dans le cas de D’arthrose, la dégradation de
I’acide hyaluronique du liquide synoviale, la diminution de sa concentration et
de son poids moléculaire fait qu’il ne joue plus son rdle de lubrifiant et
d’amortisseur des chocs articulaires ce qui a pour conséquence une
inflammation et détérioration du cartilage. L’injection d’acide hyaluronique
dans une articulation arthrosique permet de restaurer les fonctions lubrifiantes et

absorbantes de chocs du liquide synovial.

64



- En ophtalmologie, I’acide hyaluronique est utilis¢ sous forme de gel, en
tant qu’agent protecteur. Ses propriétés viscoélastiques permettent son
utilisation aprés les interventions chirurgicales de D’ceil pour aider a la

cicatrisation et a la régénération.

- En odontologie, ’acide hyaluronique est également employé par les

dentistes pour accélérer la cicatrisation des gencives.

- En médecine esthétique, il est utilisé dans la cicatrisation des plaies et
surtout comme produit de comblement des rides en remplacement du collagéne,

car les risques d’allergies sont moindres et I’effet dure plus longtemps.

- En cosmétique, 1’acide hyaluronique entre dans la composition de crémes,
gels, masques, laits, sérums, principalement en raison de ses propriétés

hydratantes.
3. Production d’enzymes :

B. subtilis est connue pour la production de deux enzymes importantes
industriellement : ’amylase et la protéase. Il s’agit de métabolites dont la

production est associée a la croissance.

La production de ces deux enzymes est affectée par plusieurs facteurs
physicochimiques dont le type et la composition du substrat, le temps et le
température d’incubation, le pH, la concentration et le type des sources de
carbone et nitrate. La présence d’amidon dans le milieu induit la production
d’amylase permettant de dégrader I’amidon présent afin de produire des sucres
facilement assimilables. La production de protéase survient quand la cellule

entre dans la phase post-exponentielle de son cycle de vie. Cette production est
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attribuée au besoin d’obtention de nutriments afin d’assurer la survie de la

population ou bien au besoin de renouvellement des protéines cellulaires.

Une étude récente réalisée par Blanco et al a prouvé la possibilité¢ de
production simultanée des deux enzymes en cultivant la bactérie dans les

déchets de brasseries de maniére efficiente [45].
Les enzymes produits posseédent divers applications industrielles :

L’amylase est utilisée dans les détergents pour sa capacit¢ a dégrader
I’amidon, cette méme propriété permet son utilisation dans 1’industrie
alimentaire pour produire les sucres, éliminer le trouble di a la présence
d’amidon dans les jus de fruits et de légumes ainsi que dans I’industrie des
textiles en particulier dans le désencollage des tissus visant a éliminer 1’amidon
utilis¢é pour renforcer les fibres et éviter leur dégradation lors du tissage. 1l
intervient également dans I’industrie du papier en permettant de moduler les

caractéristiques du papier en ce qui concerne la viscosité [46].

Les protéases sont utilisées dans les détergents, elles sont aussi utilisées
comme additifs dans les aliments pour animaux pour améliorer la digestion des

protéines ainsi que pour attendrir les viandes en boucherie [47].
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4. Traitement des eaux usées :

Dans le traitement des eaux, les bactéries sont utilisées dans les bassins de
décantation pour activer le processus de purification de 1’eau par la méthode des
boues activées. Le procédé de boues activées utilise des bactéries aérobies qui se
nourrissent de la matiere organique dans les boues des eaux usées. Parmi les

bactéries utilisées, on trouve B. subtilis [48].

Le principe du procédé a boues activées repose sur le constat suivant : un
effluent, dans lequel on insuffle de I’air, est le lieu du développement progressif
d’une flore bactérienne et cela au détriment des matieres organiques polluantes

appelées substrat.

L’azote ammoniacal et les phosphates sont utilisés en tant que nutriments
car ils entrent dans la composition des composés cellulaires (protéines,
membrane cellulaire, ADN). L’oxygeéne dissous est également indispensable au
développement des bactéries aérobies. Suivant la composition de I’effluent a
traiter, il sera nécessaire de rajouter I’un ou plusieurs de ces composants afin de

favoriser le métabolisme des bactéries.

Le procédé de traitement est dit « a boues activées » car I’ensemble des
conditions favorables a une activité maximale des bactéries est mis en ceuvre :
un apport en oxygene suffisant, un apport en nutriment si I’effluent ne contient
pas tous les composés nécessaires au développement des bactéries, une agitation
permanente afin de favoriser le contact entre bactéries et pollution, une

concentration élevée en bactérie pour augmenter I’efficacité du traitement [49].

Une autre méthode de traitement utilisant des bactéries est celle des lits
bactériens qui utilise des supports ou sont fixées les bactéries qui forment un
biofilm. Les eaux usées arrivent par un systeme de distribution dans le lit

bactérien qui dégrade les substrats présents dans 1’eau [50].

67



5. Production d’aliments traditionnels [51] :

Historiquement, la premicre utilisation de B. subtilis est la préparation d’un
aliment traditionnel japonais : le Natto. C’est un plat a base d’haricots cuits a la

vapeur et fermentés pendant une journée en présence d’une bactérie : B. subtilis

variété natto.

Figure 20 : Photographie d’un plat de Natto [52].

L’implication de B. subtilis dans la production du natto a été¢ découverte en

1906. La bactérie a ét€ nommé Bacillus natto dans ce temps.

Le natto est préparé traditionnellement en laissant fermenter des haricots de

soja soigneusement déposés dans des pailles de riz. Ces pailles sont les

fournisseurs des bactéries responsables de la fermentation notamment B.

subtilis.
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Figure 21 : Photographie du natto préparé traditionnellement [53]

L’utilisation d’un inoculum de culture cellulaire pure fournit un résultat

meilleur, c’est ce que font les producteurs contemporains.

Le natto posséde une valeur nutritionnel ¢élevée avec sa composition en

protéines, minéraux et vitamines ainsi qu’avec sa bonne digestibilité.

Il a une action favorable sur plusieurs pathologies, comme 1’intolérance aux
protéines laitiéres ou il constitue une bonne alternative en apportant les protéines
et le calcium nécessaires a I’organisme. son effet sur la prévention du cancer a

¢été le syjet de plusieurs études.

I posséde également wune action sur I’hypercholestérolémie et
I’hypertension artérielle qu’il tend a réduire par la présence d’enzymes

notamment la nattokinase.
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Le tableau suivant rapporte la composition nutritionnelle par 100g de

natto :
Tableau IX: Composition nutritionnelle de natto par 100g [54]
Energie (Kcal) 166
Eau (g) 58.1
Protéines (g) 18.8
Lipides (g) 1.1 (peut atteindre 11g)
Acides gras saturés (g) 0.16
Acides gras mono-insaturés (g) 0.24
Acides gras polyinsaturés (g) 0.61
Cholestérol (mg) 0
Glucides (g) 20.2
Fibres (g) 5.4
Minéraux
Calcium (mg) 217
Fer (mg) 8.6
Magnésium (mg) 115
Potassium (mg) 729
Sodium (mg) 7
Vitamines
B1 (mg) 1.16
B2 (mg) 1.19
B6 (mg) 0.13
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6. Formation de biofilms utiles [55] :

B. subtilis est connue pour la complexité des biofilms qu’elle forme quand

les conditions du milieu environnant sont favorables.
Ces biofilms, par leur propriétés, ont plusieurs utilités :

Ils sont utilisés comme agent de bio-controle en évitant I’installation de
bactéries pathogenes pour les plantes ainsi que les insectes. Cette activité est due

essentiellement aux composés antimicrobiens produits par la bactérie.

Ils sont également utilisés pour prévenir la corrosion d’acier en évitant le
développement des bactéries a 1’origine de la corrosion notamment les bactéries

réductrices de sulfates.
7. Indicateur biologique de stérilisation [56] :

Les spores trés résistantes de B. subtilis sont utilisées comme indicateur

biologique pour valider les procédures de stérilisation.

Les indicateurs biologiques sont des préparations de microorganismes
spécifiques ayant une résistance stable et définie a un procédé de stérilisation.
Les microorganismes valables pour cette utilisation sont les bactéries

sporogenes car ils sont plus résistants par rapport aux autres microorganismes.

Ces indicateurs peuvent assister dans la qualification de la performance
d’un équipement de stérilisation ainsi qu’a I’établissement d’un procédé de

stérilisation valide pour un article donné.

Les indicateurs biologiques sont utilisés également dans le monitoring des
cycles de stérilisation et dans la revalidation périodique des procédés de
stérilisation.
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Les indicateurs biologiques sont toujours d ’actualité pour la stérilisation a

I’oxyde d *éthyleéne et pour les procédés au plasma.

L objectif de ces indicateurs est de montrer que 1 ’effet létal attendu est

atteint, vis a vis d une population connue de micro-organismes référents.

Les procédures communes de décontamination et de stérilisation utilisent

des températures élevées, des produits chimiques ou des radiations ionisantes.

Afin d’assurer Iefficacité et la validit¢ de ces procédures, des standards

biologiques de controle sont nécessaires.

Les spores bactériennes sont fréquemment utilisées comme indicateurs
biologiques de stérilit¢ a cause de leur résistance élevée aux procédures de
stérilisation, par conséquent, un procédé qui neutralise ces spores assure une

¢limination compléte des autres microorganismes.

La distribution spatiale des spores sur la surface du systeme est un facteur
important qui affecte le résultat final, car les spores constituant la couche la plus
interne dans les distributions multicouches ne seront pas atteints par effet

bouclier ce qui diminue considérablement I’efficacité du traitement [57].
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8. Application dans le diagnostic de certaines pathologies :

Le dépistage systématique a la naissance permet le traitement précoce et la
prise en charge de pathologies dont le pronostic n’est pas forcément favorable en

cas de retard de diagnostic.

Parmi ces pathologies, on trouve la phénylcétonurie qui est une maladie
due a P’accumulation de phénylalanine dans I’organisme par défaut de son
hydroxylation en tyrosine. Ce défaut résulte de la mutation du géne codant pour

I’enzyme hydroxylase.

En l'absence de diagnostic néonatal, les symptomes de cette maladie se
développent en quelques mois et peuvent étre de trés légers a séveres. lls
incluent un retard de développement graduel, un retard de croissance,
microcéphalie, convulsions, tremblements, eczéma, vomissements et odeur de
moisi. Les patients non traités développent un déficit intellectuel, des troubles
du comportement et de la motricité (hyperactivité). Les patients ont souvent la

peau et les cheveux clairs, résultat d'un déficit en tyrosine [58].

Le diagnostic de cette maladie est fait a I’aide du test de Guthrie. Il s’agit
d’une méthode d’inhibition bactériologique développée en 1963 par Guthrie et
Susi [59].

Le principe de ce test repose sur I'utilisation d’une culture bactérienne dont

le développement dépend de la présence de phénylalanine.

Les bactéries sont ensemencées sur gélose en présence d’un inhibiteur de

croissance bactérienne notamment la 3-2-thienylalanine.
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Le sang est recueilli sur des disques de papier buvard par ponction du talon.

Les disques sont ensuite transférés sur le milieu préparé précédemment.

La présence d’un exces de phénylalanine neutralise 1’action de I’inhibiteur

ce qui permet la croissance bactérienne.

Figure 22 : Schéma du test de Guthrie [60]

C’est un test semi-quantitatif dont les tests positifs (présentant une
hyperphénylalaninémie) sont marqués par la taille de la zone de croissance

bactérienne sur 1’agar autour du disque.
Cette méthode permet un screening de mass pour la phénylcétonurie.

La bactérie utilisée pour effectuer ce test est Bacillus subtilis .
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9. Application dans la recherche en tant qu’hote de
bactériophages :

L’¢étude scientifique des bactériophages est I’enjeu majeur permettant leur

application dans le domaine médical et industriel.

L’utilisation de Bacillus subtilis comme hote pour ces bactériophages

favorise 1’étude de ces phages et de leur interaction avec la bactérie.

De nombreuses études portant sur les bactériophages ont utilisé B. subtilis
comme hote. On cite I’exemple d’une étude faite par Fernandes et al qui a
permis de déterminer les ¢léments clés régissant I’entrée du phage dans la
bactérie [61] ou encore une étude réalisée par Farley et al qui a caractérisé le
processus entier de I’infection de la bactérie par le phage @29 en visualisant les
modifications structurelles atteignant le phage lors de ’adsorption et lors du

transfert du génome a la bactérie [62].
10. Application en vaccinologie :

Des souches recombinées de B. subtilis peuvent étre utilisées sous forme
végétative ou sporulée comme véhicule sure et de faible colt pour certains

vaccins.

La transformabilité facile de Bacillus subtilis fait qu’elle soit utilisée

comme véhicule pour certains vaccins.

L’emploi de spores de B. subtilis renforce I’'immunogénécité des vaccins

protéiques adsorbés a leur surface ou simplement mélangés avec eux.

L’efficacité de la bactérie est prouvée également dans le cas de vaccin

ADN.
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Le principe de ces vaccins consiste en I’insertion d’un géne codant pour un
antigéne a intérét vaccinal dans un plasmide bactérien, le plasmide est ensuite
produit par les bactéries, puis il est extrait et purifi¢ pour pouvoir étre injecté par

voie intramusculaire ou intradermique.

Les vaccins a ADN sont le résultat dune découverte fortuite. En 1988, une
équipe de chercheurs de 1'Universit¢ du Wisconsin en collaboration avec la
societé Vical travaillait sur la pénétration de I'ADN de plasmide dans les
cellules, dans un but de thérapie génique. A leur grande surprise, de I'ADN
"nu" (qui n'est inclus dans aucun organisme) simplement injecté en solution
saline dans les cellules musculaires, s'est montré capable de s'exprimer,
produisant les protéines correspondantes, mais sans s'intégrer au génome

humain. C'est sur cette capacité que repose le principe de la vaccination a ADN.

L'antigéne viral provoque une double réponse immunitaire. D'une part, la
production d'anticorps capables, lors d'une infection, de reconnaitre
spécifiquement cet antigéne sur le virus; d'autre part, l'apparition de

lymphocyte T cytotoxiques dont le role est de détruire les cellules infectées par
le virus [63].

L’antigéne produit est souvent sous sa forme originelle et donc semblable a
celui synthétisé lors d’une infection. De plus il est produit durablement par la

cellule évitant le recours aux rappels pour certains vaccins [64].

Les spores de B. subtilis jouent le role d’adjuvant dans la formulation de
vaccins @ ADN. Leur Co-administration avec ces derniers permet I’amélioration
de la réponse immunitaire au vaccin en participant a 1’activation des cellules
dendritiques et en induisant la migration des cellules pro-inflammatoires vers le
site d’injection. De méme, I’utilisation de cette approche pour ’'HPV a induit

I’activation d’antigéne spécifique T CDS8 [65].
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Les spores de B. subtilis peuvent remplacer les microparticules en or dans

I’administration de ’ADN vaccinal chez la souris [66].

Cependant, la voie injectable n’est pas la seule voie d’administration de

vaccin pour laquelle B. subtilis a prouvé son intérét.

Il existe également la voie intranasale, étudiée chez la souris en utilisant les
spores de B. subtilis exprimant par recombinaison génétique un antigene

tétanique et qui a prouvé son efficacité, sa sécurité et sa stabilité [67].

B. subtilis représente une alternative simple, efficace et low cost dans la

formulation des vaccins.
11. Application comme probiotique :

On trouve dans le tube digestif des milliards de bactéries appartenant a
plusieurs espéces. La présence de ces bactéries favorise le développement du

systéme immunitaire.

L’équilibre de la flore bactérienne est fondamental car s’il est rompu,

plusieurs troubles vont affecter I’organisme.

L’apport exogéne de ces bactéries permet de restaurer 1’équilibre. Cet
apport fait recours aux probiotiques qui veut dire étymologiquement « pour la

vie ».

Les probiotiques sont définis par ’OMS comme Microorganisme s vivants
qui, lorsqu’ils sont administrés en quantité¢ adéquate , confeérent un bénéfice pour

la santé de I’ hote au-dela de I’effet nutritionnel premier.
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Une bactérie «probiotique» doit :
- Appartenir a la flore commensale
- Avoir un métabolisme actif
- Ne pas étre pathogeéne ou carcinogene
- Survivre dans I’aliment et le tractus intestinal

Tous ces prérequis sont disponible chez B. subtilis, De plus, Cette bactérie
produit une substance métabiotique : L’amicoumacin A, un antibiotique qui

inhibe la prolifération d’ Helicobacter pylori .

Les préparations probiotiques contenant les bactéries du genre Bacillus
notamment B. subtilis et B. clausii préviennent les déséquilibres intestinaux

comme la diarrhée quand elles sont utilisées en prophylaxie.

Une diminution de la durée des infections respiratoires chez les enfants
ainsi qu'une diminution des symptomes du cdlon irritable chez les adultes ont

¢té rapportées.

La sécurité de consommation d’aliments fermentés par B. subtilis et les
bénéfices apportées par ces aliments ont motivé ['utilisation de B. subtilis

comme probiotique.

L’usage de B. subtilis a également prouvé son efficacité chez les animaux.
Elle est utilisée comme complément alimentaire dans les aliments pour poissons,

pour poulets et beaucoup d’autres.
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12. Détection des résidus d’antibiotiques dans le lait et les

produits laitiers [68] :

La sensibilité de B. subtilis a plusieurs familles d’antibiotiques notamment
les aminosides, les quinolones et les macrolides fait qu’elle soit utilisée comme
indicateur de la présence de résidus de ces antibiotiques dans le lait et les

produits laitiers.

Les échantillons de lait et produits laitiers sont chauffés a 80°C de 5 a 10
min pour ¢liminer les lysozymes et les germes présents. Ensuite, ces
¢chantillons sont recueillis dans des disques stériles qu’on dépose dans des

boites contenant une culture de B. subtilis et qu’on incube pendant 24h a 30°C.

La présence des résidus d’antibiotiques est mise en évidence par
I’inhibition de la croissance des bactéries qui se manifeste par une zone claire

autour des disques contenant des traces d’antibiotiques.

Il est fondamental d’utiliser une culture pure de la bactérie pour assurer la

validité des résultats.
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Exigences relatives d
Cutilisation de Bacillus subtilis
en industrie
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IV. EXIGENCES RELATIVES A I’UTILISATION DE
BACILLUS SUBTILIS EN INDUSTRIE :

I est impératif de connaitre les caractéristiques phénotypiques,
génotypiques et biologiques d'un micro-organisme afin de le différencier des
organismes pathogeénes et/ou toxigénes apparentés ou des autres organismes
nuisibles pour la santé végétale, animale, humaine et pour l'environnement. Par
conséquent, l'identification précise du ou des micro-organismes actifs constitue
une composante fondamentale de toutes les ¢évaluations d'innocuité des
suppléments microbiens réglementés. De plus, les conclusions relatives a
lI'innocuité du produit ou a ses répercussions sur la sant¢ humaine ou sur
l'environnement sont valides seulement si le ou les micro-organismes actifs sont

1dentifiés correctement.

La ou les méthodes choisies doivent étre bien décrites dans la littérature
scientifique et conformes a celles qui sont actuellement utilisées dans le
domaine de l'identification et de la classification taxonomique microbienne. Ces
méthodes doivent aussi permettre 1'identification des organismes aux niveaux du
genre, des especes et, si possible, de la souche. La robustesse, la précision et la
validit¢ des méthodes utilisées pour identifier le micro-organisme constituent

des caractéristiques essentielles dans I'évaluation de l'innocuité du produit.

Les forces et les faiblesses des diverses méthodes d'identification doivent
étre prises en considération, de sorte que les méthodes choisies se completent les
unes les autres, ayant pour résultat une identification concluante et définitive du
micro-organisme et permettant une différenciation nette de l'organisme par
rapport aux autres especes et souches pathogeénes et/ou toxigenes étroitement
apparentées. Les méthodes couramment utilisées pour l'identification et la

confirmation de la classification taxonomique des micro-organismes sont :
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¢ Analyse phénotypique :
= (Caracteres morphologiques :
- La forme,
- La taille,
- Les caractéristiques superficielles et la pigmentation,
- Les caractéristiques des parois cellulaires (coloration de Gram),
- Les caractéristiques de sporulation,
- Les mécanismes de motilité et
- Les autres inclusions cellulaires et caractéristiques ultra
structurales.
= (Caractéristiques biochimiques, physiologiques et métaboliques
= Composition des esters d'acides gras méthylique : On peut identifier
les micro-organismes en analysant les profils des acides gras de cellules entiéres
ou des membranes cellulaires a l'aide de la chromatographie en phase gazeuse
ou de la spectrométric de masse. Les données sur le type, le contenu, la
proportion et la variation du profil des acides gras servent a identifier et a
caractériser le genre et l'espéce en les comparant aux profils d'acides gras
d'organismes connus.
¢ Analyse moléculaire: L'identification a l'aide de méthodes
moléculaires repose sur la comparaison de séquences d'acides nucléiques (ADN,
ARN) ou de profils protéiques d'un micro-organisme avec les données
documentés d'organismes connus. Les méthodes moléculaires sont considérées
comme suffisamment sensibles pour permettre une détection a des
concentrations faibles de micro-organismes viables ou non viables a la fois dans

les cultures pures et dans les échantillons complexes.
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Dans le cas de l'utilisation de B. subtilis comme engrais ou comme
supplément alimentaire pour animaux, 1’industriel est exempté de I’exigence de
fournir des données completes d’innocuité. Cependant, il est tenu d’effectuer

une identification allant jusqu’a la souche.

Le ministere de la santé et celui de I’environnement canadien a réalisé une
¢valuation de la toxicité de plusieurs souches de B. subtilis (ATCC 6051A,
ATCC 55405, ATCC 6051T, ATCC 55406) et a prouvé I’innocuité de ces
organismes en montrant qu’ils n’ont aucun risque sur 1’environnement ou sur

I’homme [25].

Aux états unis, La FDA ( Food and drugs administration) a inscrit B.
subtilis dans la liste GRAS (Generally recognized as safe). Cette liste regroupe
toutes les substances ayant ét¢ longtemps utilisées dans I’alimentation et cette

utilisation n’a causé aucun probléme.

A c6té de ca, plusieurs €tudes démontrant son innocuité ont été réalisé, le

tableau suivant les résume :
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Tableau X : Etudes effectuées sur I’homme pour prouver I’innocuité de B. subtilis [69]

Etude ( référence)

Patients

Groupes de traitements

Effets indésirables (EI)

Lietal., 2012

Sujets agés présentant une
constipation fonctionnelle
(n=97)

1- Lactulose
2- B. subtilis
3- Lactulose+ B. subtilis

Pas de différence statistique entre
les E.I de ces différents groupes

Lietal, 2012

Patients présentant une
constipation fonctionnelle
(n=216)

1- Lactulose+ placebo
2- Lactulose+ B. subtilis +
Enterococcus faecium

Non rapportés dans le résumé (
article en chinois)

Sohn et al, 2012

Sujets présentant
syndrome du c6lon
irritable ( n=228)

1- Tianeptinet B. subtilis+
Streptococcus faecium

2- Amitriptyline+ B. subtilis+ S.
faecium

Aucun effet indésirable grave dans
les deux groupes. Des E.I comme la
sécheresse buccale et la
constipation ont été
significativement réduits dans le
groupe 1 par rapport au groupe 2

Lee et al, 2010

Sujets avec constipation
qui subissent la coloscopie
(n=211)

1- Placebo+ Sodium phosphate
2- B. subtilis et S. faecium+
Sodium phosphate

Les EI liés a la préparation a la
coloscopie et les symptomes post
endoscopiques sont plus fréquents
chez les patients sous le groupe 1
de traitement que chez le second
groupe.

Park et al , 2007

Patients infectés par
Helicobacter pylori
(n=352)

1- Inhibiteur de la pompe a
proton et trithérapie antibiotique
2- Inhibiteur de la pompe a
proton et trithérapie
antibiotique+B. subtilis et S.
faecium

Diarrhée et autres EI ont été plus
communs dans le groupe 1 par
rapport au 2.

Kim et al , 2006

Patients présentant le
syndrome du colon
irritable (n=40)

1- Placebo
2- B. subtilis et S. faecium

Groupe 2 bien toléré et sans effets
indésirables.

Pushkarev, 2005

Patients présentant une
infection urinaire ( n=36)

1- Thérapie conventionnelle
2- B. subtilis

Aucun EI rapporté dans le résumé (
article en russe)

Zhao et al, 2004

Patients cirrhotiques
(n=50)

1- Bifidobacterium,
Lactobacillus acidophilus et
Enterococcus

2- B. subtilis et Enterococcus
faecium

Aucun EI rapporté.

Vukovic, 2001

Patients présentant une
entérite a Salmonella
(n=63)

1- Placebo
2- B. subtilis

Aucun EI rapporté.

Gracheva et al, 1996

Patients a infections
entériques aigues

B. subtilis et B. licheniformis

Bien tolérée par les patients, aucun
EI observé.
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Conclusion

85



Les applications diverses et variées de Bacillus subtilis possedent une
importance indéniable sur le point scientifique et économique d’ou la nécessité
de continuer les études sur cette bactérie tout en la préservant des détournements
d’usage car des études approfondies peuvent ouvrir la porte a de nouvelles

exploitations ou du moins a une meilleure maitrise des applications actuelles.

L’¢étude des substances produites par B. subtilis et de leurs activités peut
aboutir a la mise sur le marché de nouveaux médicaments antibiotiques et/ ou
antifongiques qui vont renforcer 1’éventail des produits actuellement disponibles
et faire face au probléme de résistance qui a pris une grande ampleur ces
derniéres années, ou encore a 1’amélioration du rendement en maitrisant les

étapes de la production.

La maitrise des souches utilisées dans ces différentes applications est
cruciale du fait que certaines applications nécessitent 1’utilisation de souches
pures possédant des caractéristiques particulieres comme un profil particulier de
sensibilité¢ aux antibiotiques en cas d’utilisation dans la détection de résidus

d’antibiotiques.

Le recours aux modifications génétiques visant a €liminer ou inactiver les
genes responsables de la production des toxines et autres produits non souhaités
est indispensable quand la bactérie est utilisée dans la production de substances
particulieres afin d’assurer d’une part la sécurité et 1’innocuité des produits
obtenus et d’autre part leur pureté. Ces modifications nécessitent une
connaissance préalable du génome de la bactérie pour assurer I’efficience de

I’opération.
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RESUME

Titre : Bacillus subtilis : Caracteres et applications

Auteur : Soraya Bouhairi

Rapporteur : Pr Yassine Sekhsokh

Mots clés : Bacillus subtilis, signalisation, exploitation, industrie, recherche

Bacillus subtilis, bactérie ubiquitaire a Gram positif, catalase positive, aérobie pouvant
se développer en anaérobiose, mobile par des flagelles peritriches, formant des spores tres

résistantes dont I’élimination efficace nécessite des conditions particuliéres.

Malgré le fait qu’il s’agisse d’une bactérie a faible potentiel pathogene, elle peut donner
lieu a de redoutables infections dans certains cas ou encore étre a ’origine d’une intoxication
alimentaire d’ou I'importance de I’application des recommandations en matiere d’hygi¢éne et

stérilisation afin d’éviter ces risques.

C’est une bactérie modele trés ¢étudiée dont le génome, entierement séquencé, est

facilement transformable au laboratoire.

Sa culture aisée et sa maniabilit¢ ont permis son exploitation dans divers domaines ce

qui lui confeére une valeur économique et scientifique trés importante.

Les applications de B. subtilis concernent plusieurs domaines notamment le domaine
médical, agro-alimentaire, €écologique. Elle occupe également une place importante dans

I’industrie des détergents et du tannage.

Ce travail met ’accent sur les caractéristiques de B. subtilis et présente de maniere
concise les différentes applications marquant 1’exploitation de cette bactérie tout en spécifiant

les exigences réglementaires relatives a certaines de ces exploitations.
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ABSTRACT

Title : Bacillus subtilis : Caracteristics and applications

Author : Soraya Bouhairi

Supervisor : Pr Yassine Sekhsokh

Key words : Bacillus subtilis, signaling, exploitation, industry, research

Bacillus subtilis, ubiquitous Gram positive bacterium, catalase-positif, aerobic that can
also grow in anaerobiosis, moves using peritichous flagella, formes extremely resistant spores

requiring special conditions in order to be eliminated.

Despite the fact that it is a bacterium with a low pathogenous potential, it can lead to
some serious infections in certain cases or be the origin of food poisoning wich shows the
importance of applying the recommandations concerning hygiene and sterilization to avoid

those risks.

It is a model bacterium studied extensively whose entirely sequenced genome is easily

tranformed in the laboratory.

Its easy culture and handling has allowed its exploitation in various sectors wich gives

it a very important economic and scientific value.

The applications of B. subtilis concerne many sectors specially the medical sector, the
agro-food industry and the environmental sector. It also holds an importante place in the

detergents and tanning industries.

This work emphasizes the caracteristics of B. subtilis and concisly presents the different
applications marking the exploitation of this bacterium while specifying the regulatory

requirements of some of these exploitations.
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