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Introduction

Le biofilm est le mode de vie universel et prédominant pour les bactéries, dans lequel ces
dernieres adhérent les unes aux autres a des surfaces vivantes ou inertes, adaptant leur
métabolisme et leur physiologie aux conditions difficiles de leur milieu naturel afin de résister

aux agressions extérieures (Dufour et al., 2010 ; Tremblay et al., 2014 ; Jamal et al., 2018).

La premiére description des bactéries agrégees a été démontrée par Anthony van
Leeuwenhoek en observant la présence des microorganismes issus d’un échantillon de grattage
de sa propre surface dentaire en 1683. Au bout d'un an, Leeuwenhoek a présenté un manuscrit
qui est largement considéré comme la premiére publication scientifique sur les biofilms (Sauer
et al. ,2007; Baudin, 2017 ; Tasse, 2017).

De 1880 a la fin du 20e siecle, ce mode de vie des bactéries a été progressivement oublié. Suite
a la recherche de Henrici et Zobell en 1932, le développement progressif des bactéries présent
sur la surface des lames plongées dans un aquarium a été démontré. Ces bactéries sont

majoritairement adhérées sur une surface pour croitre.

Cette découverte a ouvert la porte a une nouvelle recherche qui a été dirigée par Claude Zobell
En 1943, il a prouvé qu'une trés petite quantité des nutriments organiques adsorbés sur le verre
avec une concentration de matiere organique peut favoriser la formation de colonies
bactériennes attachées aux surfaces ce qui est connue a présent comme le biofilm (Costerton,
2004 ; Roux et Ghigo, 2006 ; Pantaléon, 2015 ; Salaiin, 2015).

Le biofilm est une structure complexe formée par I'agrégation de divers micro-organismes
promus par la matiere polymere qu'ils excretent. Les biofilms offrent de nombreux avantages
pour la survie et la reproduction des écosystemes bactériens, mais posent également d'énormes
problemes pour I'nomme et ses activités industrielles (Alnnasouri, 2010). En effet, deux types
des biofilms sont distingués ; ceux dont I’impact est néfaste (biofilms négatifs) et d’autre dont

I’effet est benéfiqgue nommes biofilms positifs.

Les microorganismes ont le don d'acquérir les nutriments nécessaires a leur croissance et a leur
propagation avec une dépense énergétique minimale. Une fagon d'y parvenir est de produire
des exo-polymeéres pour la formation de biofilm, ce qui offre plusieurs avantages aux bactéries ;
protection des cellules immobilisées contre les modifications spontanées de I'environnement

comme la température, le séchage, le pH, le stockage d’énergie (Alnnasouri, 2010).



Les bactéries lactiques formatrices de biofilm interviennent dans plusieurs utilisations dans
différents domaines y compris I’agroalimentaire pour la production d'éthanol dans des réacteurs
disposés verticalement et dans lesquels des levures Saccharomyces cerevisiae sont
immobilisées sous forme de biofilm (Chung et Park 1983 ; Demirci et al., 1997 ; Todd et Gerald,
2001).

Ils sont utilisés également dans la production du vinaigre et d’acide acétique (Bailey et Ollis
1986), d’autre part ils interviennent dans le traitement biologique des eaux résiduaires. Les
microorganismes jouent un role essentiel dans 1‘épuration des eaux via leur capacité a dégrader
les polluants (de nature C, N et P) (Alnnasouri, 2010).

D’autre part ’EPS élaboré lors de la maturation des biofilms peut étre utilisé dans plusieurs
procédés de fermentations. On retrouve notamment la symbiose qui subsiste entre les levures
et les bactéries lactiques dans la production de kefir, les boissons alcoolisées, levain ou encore
de cornichons (Pollard et Woodley, 2007). Les EPSs sont aussi utilisés dans la lutte contre la

pollution, dans la biodétoxification de milieux contaminés (Guezennec, 2001)

Les biofilms peuvent avoir aussi des effets négatifs sur les humains ou leurs activités. De
nombreuses études ont montré que les bactéries présentes dans les biofilms sont moins sensibles
a l'action des nettoyants et des désinfectants que celles a I'état libre (Laithier et al, 2005).
D’autres part, les biofilms des espéces pathogénes, peuvent causer de graves problémes de santé
; tel est le cas au niveau du systéeme digestif et respiratoire, lors des infections pulmonairesou
d'actes médicaux comme a la naissance ou le systéme respiratoire est soumis a la colonisation
par des bactéries présentes dans le milieu environnant mais aussi par la flore maternelle
(Dominguez-Bello et al., 2010).

Un autres aspect des biofilms négatifs consiste dans la contamination des équipements de
Iindustrie alimentaire et donc dans la dégradation de la qualité des aliments (contamination,

mauvais go(t) (Alnnasouri, 2010).

La formation de biofilm se produit généralement en réponse a une pression environnementale,
telle ’indisponibilité en oxygéne ou en nutriment (Branger et al., 2007). Selon Agnes et al.

(2006), la maturation d’un biofilm s’effectue en cing grandes étapes :

La premiere est designée par le conditionnement de la surface qui consistait en la formation du
film primaire et le transport des micro-organismes pres de la surface, la base sur laquelle le

biofilm se développe et se fixe



Le film de conditionnement, par sa composition de plusieurs substances (protéines, glucides
et minéraux), va modifier les propriétés physico-chimiques des surfaces de contact afin de
stimuler I’adhésion microbienne (Branger et Garrett., 2007), cette étape est suivie par le
transport des micro-organismes pres de la surface sous influence des propriétés dynamiques du
milieu ainsi que les propriétés physico-chimiques du support. En effet ; différents appendices
bactériens tels que les cils et les flagelles sont également nécessaires (Rodney et al., 2002 ;
Agnes et al., 2006 ; Branger et al., 2007; Percival et al., 2011).

La seconde étape consiste en 1’adhésion, selon Baillif et al. (2010) elle s’effectue en deux

phases :

L’adhérence réversible qui se produit lorsqu’une proportion des cellules sera adsorbée a la
surface suite aux interactions entre les charges du milieu liquide et la surface solide, cette
attraction correspond aux forces de Van der Waals et a la répulsion électrostatique (Grderes et
al., 2014). Avant le conditionnement d'un substrat il est susceptible que les bactéries se libérent
de la surface car les forces d'attraction sont inférieures aux forces répulsives (Garrett et al.,
2008) , par contre I’adhérence irréversible englobe la fonction de surface, la direction
bactérienne, conditions de température et pression et 1’énergie qui sont des variables
environnementales locales, Au fur et a mesure que les bactéries se multiplient leur adhésion
deviennent plus forte (Garrett et al., 2008 ; Philips et al., 2011).

Une fois fixes, les micro-organismes se divisent et forment des micro-colonies (Agnés et al.,
2006; Philips et al., 2011), elles aboutissent a la sécrétion d’une matrice environnante appelée
substances de polymeres extracellulaires, cas des EPSs, il s’agit d’une matrice protectrice qui

protégent le biofilm initial (Philips et al., 2011 ; coll, 2014).

Le biofilm se développe et mdrit (Maturation de biofilm), s'épissant jusqu'a ce qu'il devienne
macroscopique dans des conditions environnementales optimales e sa structure devient

complexe (Branger et al., 2007; Tremblay et al., 2014).

La derniére étape est la phase de dispersion, appelée aussi phase planctonique. En effet ; sous
I’effet du vieillissement du biofilm, ainsi que certaines carences ou stress, les cellules
microbiennes se séparent du biofilm et se dispersent en se détachant pour adhérer a de nouvelles
surfaces et en donnant naissance a un nouveau biofilm (Branger et al., 2007; Tremblay et al.,
2014).



Notre étude a pour but d’évaluer le biofilm total de Streptococcus thermophilus, une bactérie

d’intérét humain et de déterminer certaines de ses propriétés adhésives.



PARTIE EXPERIMENTALE



CHAPITRE |
MATERIEL ET METHODES



I. 1. Objectif

Cette étude a pour but d’étudier le pouvoir adhésif d’une souche lactique d’intérét
industriel: S. thermophilus & travers 1’évaluation de sa capacité de formation de biofilm et de la
sécrétion de métabolites (EPS) liés a ce phénomene. Le but visé a été abouti en adoptant ces

objectifs :

e Identification macro et microscopique de la souche testée ;

e Evaluation du potentiel adhésif : étude de la cinétique de croissance et

d’agrégation ;

e Etude du pouvoir sécrétoire d’EPS dans des conditions optimales ;

e Estimation quantitative et qualitative de biofilm totale

1.2. Lieu et durée de travail

Cette étude a été effectuée durant la période allant du 29 Janvier 2023 au 23 Février 2023

dans les laboratoires de microbiologie et de biochimie au sein de la faculté des sciences de la

nature et de la vie de "université IBN KHALDOUN de Tiaret.

1.3. Matériel

1.3.1. Souche bactérienne

La souche bactérienne testée S. thermophilus CNRZ 447, est une souche lactique d’une

grande importance industrielle de provenance de France (tableau N 01).

Tableau 1 : Origine et caractéres de la souche testée.

- Cocci

Souche bactérienne Origine Caractéeres Référence
-Catalase négative
-Gram positive

Streptococcus thermophilus INRA -Aérobie CNRZ 447




1.3.2. Matériel et produits

Tableau02 : Matériel et produits utilisés lors de notre expérimentation.

Matériel et produits utilisés

Appareillage

Agitateur magnétique thermique. [VELP. SCIENTIFICA]
Autoclave.[WEBECO]

Bain marin. [MEMMERT]

Balance analytique [SARTORIUS]

Microscope optique [FEICA]

Spectrophotométre [JENWAY]

Vortex [TECHNO-KARTELL]

Incubateur [MEMMERT]

Verrerie et autres

Boites de Pétri.
Tubes & essai.
Béchers.
Lames.

Cuve.

Ecouvillons

Milieux de culture

Gélose MRS.
Gélose M17.

Produits chimiques

Et colorants

Acide sulfurique pure.
Acide acétique a 30%.
Cristal violet.
Glucose.

Saccharose.

Phénol.

Ethanol pure.
Fuschine.

Lugol. Violet de gentiane.

Autres

Barreaux magnétiques.
Bec-bunsen.

Micropipettes. Microplaque.




1.4. Méthode

1.4. 1. Protocole expérimental

Les étapes de I’expérimentation suivies pour aboutir a notre objectif sont résumées dans
la figure ci-dessous.

[ La souche bactérienne ]

i

Vérification de la pureté et preé-identification

(Macroscopique) < JL > (Microscopique)

C Standardisation de I’'inoculum [0.5 Mac-Farland] )

[ Cinétique de croissance ]

Evaluation du pouvoir adhésif [auto-agrégation]

[ Production et extraction d’EPS j

[ Evaluation de la formation de biofilm ]

Méthodes Détection de la Méthodes
d’évaluation en formation de d’évaluation de
Microplaque blofllm [rouge Congo]

Méthodes
d’évaluation en
tubes

Figure 01 : Protocole expérimental.




1.4. 2. Identification et vérification de la pureté

La souche testée a été conservée plus d’une année, cela a exigé la confirmation de sa
pureté par examen microscopique (coloration de Gram) et macroscopique (étude de I’aspect des

colonies apreés culture de 24h a 42°C sur gélose M17).

1.4. 3. Préparation de I’inoculum [0.5 Mac Farland]

La préparation de I’inoculum a été faite selon le protocole décrit par Andrew et al.
(2008). Des colonies bien distinctes ont été prelevees a partir d’une culture jeune de 18h al’aide
d’une pipette Pasteur stérile, le contenu a été déchargé dans un volume de milieu M17, et la

suspension a été ensuite ajustée a I’échelle 0.5 Mac Farland (DO~ 0.08 et 0,13).

1.4. 4. Cinétique de croissance

Dans des tubes a essai contenant 2,25ml de milieu M17 liquide, une quantité de la
suspension bactérienne de S. thermophilus, ajustée a une longueur d'onde de 578 nm, a été
ajoutée. L’incubation a été faite a une température de 42°C. Chaque heure, la densité optique a

été lue afin de mesurer la croissance de la souche bactérienne.
1.4. 5. Evaluation du pouvoir adhésive (auto-agréation)

L’auto-agrégation a été réalisée par la technique modifiee de Kos et al. (2003). La
suspension bactérienne a été inoculée sur gélose appropriée. Apreés incubation de 18 a 37°C,
ringage et centrifugation a 5000 g pendant 15 min, la biomasse bactérienne a été recupérée et
ajustée & 108 germes/ml. Une décantation de cette biomasse a été faite en utilisant le PBS.

Le pourcentage d’agrégation a été calculé chaque heure lors d’une décantation de S5h

en appliquant la formule suivante :

%=(1-At/A0).100

Ao= Absorbance a To

At= Absorbance aprés 1h, 2h.... 5h



1.4. 6. Extraction I’EPS

Les étapes de I’extraction d’EPS sont résumées dans la figure ci-dessous.

[ Culture de 24h ]

—|—> Bain marin a 80°C/15min 1

A

Centrifugation 5000g/15min | 2

V

Culot + surnagent J

et Jeter le culot et ajouter 135ml
Congélation -80°C/12h —|—>
gelat 2l d’éthanol au surnagent 1
Centrifugation 12000g/20min/4°C | 3 4J—:7
Phase éthanol + nouveaux
Culot
—|_> Ajout de 28.5ml d’éthanol sur le

Congélation -20°C/12h 2 fe— ] nouveau culot 1

Centrifugation 12000g/15min/4°C | 3 ‘_l

[ EPS Précipité ]
| Dissolution dans 2ml d’eau
distillée stérile

[ Suspension d’EPS ]

Figure 02 : Etapes d’extraction des EPS

Apreés extraction, la concentration en EPS a été déterminée par la méthode d’acide sulfurique-

phenol démontrée par Gerchakov et Hatchery (1967).



1.4.7. Détermination phénotypique du biofilm

1.4.7.1 Méthode du Rouge Congo

Une gélose a base de rouge Congo a été préparée en ajoutant une quantité du colorant
au milieu de culture (MRS et M17) a raison de 0,1 %. Aprés autoclavage, les boites Pétri ont

été coulées et inoculées a la surface par une suspension de S. thermophilus. Elles ont été ensuite
incubées pendant 24h & 42°C, les bactéries formatrices de biofilm (biof+) apparaissent en noir

(Saad et al., 2017). ’analyse ce fait par observation visuelle

1.4.7.2 Méthodes de cristal violet

L’évaluation de la production de biofilm S. thermophilus a été faite a 1’aide de la
technique standard de coloration par Cristal violet (Djordjevic et al., 2002).

Une série de tubes a essai a été remplie par 2,25 ml de M17 liquide et inoculée par un
inoculum de S. thermophilus (DO = 0,11) a raison de 0,25 mL, Les tubes ont été incubés a 42°C
pendant 24h et 48h. Apres incubation, ils ont été vidés et rincés 3 fois a I’eau distillée.

Un volume de 2,5 ml de cristal violet a été versé dans chaque tube. Aprés incubation
de 15 min a la température de laboratoire, le colorant a été rejeté et une prise de photos a été
faite. Pour quantifier le biofilm, 2.5ml d'acide acétique (30 %) ont été ajouté et la DO a été prise

par la suite a 450 nm.

1.4.7.3 Estimation de biofilm sur microplaque (test de cristal violet)

Dans une microplaque de 96 puits, 250ul de suspension bactérienne de S. thermophilus
ont été ajoutés. La microplaque a été incubée a une température de 42°C pendant 24h. Aprés
incubation, elle a été rincée 3 fois par I'eau distillée et remplie par le cristal violet puis a été
incubée pendant 15min a la température de laboratoire I’analyse ce fait par observation visuelle
(O'Toole, et Kolter, 1998).

10



Chapitrell.
RESULTATS ET DISCUSSION



I1.1 Résultats de la vérification de la purete de S. thermophilus

11.1.1 Etude morphologique

L’observation macroscopique et microscopique a permet de visualiser 1’aspect

morphologique de la souche étudiée (la figure 03).

r S. thermophilus ﬁ

Aspect Aspect
Microscopique Macroscopique
-Cellules colorées en violet -Colonies rondes, lisses, de

(Gram +). couleur crémeuse.

-Forme de coque regroupée
en langue chaine.

Figure 03 : Etat morphologique macro et microscopique de S. thermophilus.

Streptococcus thermophilus est une bactérie sous forme de coque a Gram positif. Il s’agit d’une
espece thermophile avec un optimum de croissance a 43°C, elle apparait sous forme ronde, en
chainettes plus ou moins longues (Holzapfel et Wood ,2012). Ces caractéristiques confirment

que la souche étudiée est S. thermophilus.
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11.3. Cinétique de croissance

La croissance sert a la conversion du substrat en biomasse et/ou en produit,
depuis la premiere description de Buchanan (1918), il est classique de distinguer
plusieurs phases dans la croissance des cultures bactériennes. Ces phases sont
caractérisees par certaines valeurs ou variations de la vitesse de multiplication de la

culture

1- la phase stationnaire initiale ou phase de latence.

2- la phase d'augmentation de la vitesse de croissance.

3- la phase de diminution de la vitesse de croissance.

4- la phase stationnaire maximale ou il y a arrét de la croissance.
5- la phase de début de décroissance.

6- la phase de décroissance.

Les résultats de la cinétique de croissance de S. thermophilus sont
représentés dans lafigure 40.

10 LogDO

9 -

8 -

7 -

6 . 4

5 -

4 -

3 -

2 -

1 -

0 ‘ ‘ ‘ Temps (h)
1h 2h 3h 4h 5h 18h  24h

Figure 04 : Courbe d’évolutions de la DO en fonction
du temps.

La figure 04, montre les différentes variations de 1’évolution de la population
bactérienneou une augmentation plus ou moins faible a été marquée dans 1’intervalle
du temps d’1h a 4h, aprés 18h on remarque une accélération dans la croissance
jusqu’a 24h. L’allure de la courbe obtenue est caractéristique des ferments lactiques
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thermophiles (Boubakeur et al., 2015). Pour la dégradation de la courbe a 5h ¢’est

un probleme dans le spectrophotometre lors de la lecture .

Le phénomeéne d’adhésion, qui permet aux bactéries de coloniser un habitat
et de se maintenir bien aussi sur une surface, joue un réle important dans les
résistances aux conditionsenvironnementales : 1’osmolarité de milieu, la température,
la concentration en oxygeéne (Beloinet al. 2008 ; Auger, 2012). Ce phénoméne est
conditionné par une bonne agrégation (Kos et al.,2003). Les résultats de 1’auto-

agrégation sont démontrés dans la figure ci-apres.

120

AG%

100 - B

80 -

40 -

20

Temps (h)

Figure 05 : Courbe de pourcentage d’agrégation en fonction de temps.

13



11.4. Evaluation du pouvoir adhésif [auto-agrégation]

D’apres les résultats illustrés sur la figure 05, on remarque qu’apres 1h le pouvoir
d’adhésion commence a prendre un parcours d’augmentation a une valeur de
pourcentage qui égale a 40%,plus le temps s’écoule plus le pourcentage d’auto-
agrégation augmente. Ces résultats concordent parfaitement avec d’autres travaux
(Kos et al., 2003 ; Khadem et al., 2020 ; Boubakeur et al., 2016 et 2022).

Selon kos et al. (2003), I’adhésion est conditionnée par une bonne agrégation
bactérienne (auto et Co-agrégation).

Le phénomene d’adhésion permet aux bactéries de coloniser un habitat et de s’y
mainteniret procure aux espéces un avantage écologique, en effet, les cellules
bactériennes sont directement en contact avec leur substrat ce qui évite la diffusion
des enzymes dans le milieu extérieur (Akers et al., 2015), et ce qui explique les
tendances des bactéries a s’agréger. Ce phénomene est trés variable d’une souche a
autre et au sein de la souche elle-méme ; il est influencé par plusieurs parameétres :
la nature de la surface notamment, les conditions environnementales impliquant le
pH, I"osmolarité du milieu, la température, la concentration en oxygéne et en

nutriments et hydrodynamique du fluide (Beloin et al., 2008, Auger, 2012).
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I1.4. Corrélation entre croissance et I’agrégation

Les résultats de corrélation entre la croissance et I’agrégation suivie pendant 4h

sontreprésentés dans la figure suivante.
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Figure 06 : Corrélation entre croissance et I’agrégation.

Les deux graphes A et B ont abouti a la présentation C de la figure 06, qui démontre une
corrélation parfaite entre 1’agrégation et la croissance. Plus elle est idéale la croissance plus
I’agrégation augmente, il est donc évident que la croissance de la bactérie affect positivement
la capacité d’agrégation [Effet hautement significatif (Sig=0.000041)]. Ces résultats sont en
accord avec ceux réalisés par Boubakeur et al. (2022) ou ils ont démontré que S. thermophilus

a tendance de s’agréger si le nombre de germe issu de la croissance est important.
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11.5. Extraction et évaluation de la production d’EPS
Les EPSs constituent un éelément important dans le processus de formation
de biofilm chez les microorganismes dans différents habitats (Wolfaardt et al. 1999). Les

résultats de production des EPSs par S. thermophilus en milieu M217sont illustrés

dans la figure 07.

M cellule bactérienne

W EPS

Figure 07 : Pourcentage des EPS produits et nombre des cellules S. thermophilus.

H Ag%
M EPS

Figure 08 : Pourcentage d’auto-agrégation et production d’EPS.




La figure 07 montre que la quantité d’EPS est trois fois plus importante que le
nombre descellules bactériennes. Selon les résultats de khallil (2010), et les travaux
de Boubakeur et al (2018) et par comparaison des résultats on peut dire que S.
thermophilus peut produire une bonne quantité d’EPS peu importe la quantité des

cellules impliquée dans la formation de biofilm.

La figure 08 représente le pourcentage d’agrégation et le pouvoir de formation de
biofilm qui est directement influé¢ par la quantité d’EPSs produite. Plus le biofilm
mature se forme plus la production d’EPS est importante, dans notre étude la
production des EPS est dissociée aux phénomeénes d’agrégation de la souche. Kos et
al (2003) et Khalil (2010), ont rapporté que I'agrégation est corrélée a la propension
de s'organiser en biofilm. Kumar et al. (2007), ont montré que la production d’EPS
est affectée quantitativement par les facteurs environnementaux plus que la capacité

d’agrégation des cellules.

11.6. Résultats de la formation de biofilm

11.6.1 Méthode du rouge Congo

La gélose additionnée de rouge Congo révele le pouvoir sécrétoire d’une
substance polysaccharidique, elle permet aussi d’identifier les bactéries formatrices

de biofilm. Ces derniéres apparaissent sous lI'aspect d'un point noir sur le milieu.

Sur les deux milieux MRS et M17, on a observé que la colonie
bactérienne apparaisse a peine les premiéres heures, par ailleurs un changement de

couleur du milieu aprés 24h a 37°C a été remarqué.

Tableaux 03 : Capacite formatrice de biofilm dans [M17/MRS]

Capacité formatrice de biofilm Aspect chromatique de gélose rouge Congo

-Faible [MRS CR] -Rouge, trés rouge.

-Moyen [M17 CR] -Couleur bordeaux.
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Milieu MRS CR Milieu M17 CR
Formation de Formation de
biofilm biofilm

\\ (Négative) (positive) /

Figure 09 : Formation de biofilm dans le milieu [Rouge Congo de M17 et MRS].

La figure 09 représente le test de gélose au rouge Congo pour la détection de
la formation de biofilm, en mettant en évidence la production des EPS qui est aussi
nomme "Slime" (Freeman et al., 1989). D’apres la littérature les souches productrices
de “’Slime’” sontcelles qui donnent des colonies noires séches, d’autre part les
colonies rouge lisses/séches et roses lisses/seches sont considérées comme étant non
productrices de biofilm (Freeman et al., 1989; Arciola et al., 2001; Darwish et
Asfour, 2013).

Certaines études montrent que les colonies noires lisses et rouges seches sont
dues a uneformation moyenne de biofilm. Darwish et Asfour (2013) ; Kos et al.
(2010) ont indiqué que les colonies roses claires sont non productrices de biofilm
alors que les colonies rose foncées sont modérément productrices de “’slime’’, ceci
aboutit a ce que les phénotypes (noir secs, noire lisse, rouge sec et rose sec) sont

donnés par des bacteries susceptibles de former le biofilm.
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11.6.2. Méthode d’évaluation au cristal violet sur microplaque

Les résultats de I’évaluation de la formation de biofilm par S.
thermophilus sontreprésentés dans la figure 10.

A2

A4

/ Image d’observation\ /Irnage d’observaion dm

de coté dessus

Biofilm (+) / Biofilm (-) Biofilm (+) / Biofilm (-)
\ " \_ J

Figure 10 : Test de coloration au cristal violet sur microplaque.

Les résultats obtenus démontrent la capacité la souche de s’organiser en biofilm. Au début,
la bactérie se fixe sur une surface en polystyrene (plaque 96 puits), se multiplie et génere
un biofilm bactérien. Le CV est utilisé pour colorer les structures polysaccharidiques des
bactériesqui sont intégrées dans le biofilm. Apreés le processus, le lavage a I'eau distillée
élimine I'excésde colorant et de bactéries planctoniques. Par observation et analyse visuelle
les résultats obtenu ont montré que les puits A2 et A4 présentaient une formation de biofilm
robuste. D'aprés des études réalisées par Diaz et al. (2016), certaines bactéries lactiques
comme Entreococcus durans, Lactbacillus brevis etcurvatus ont rapporté que I’adhérence

est entre forte et faible, de plus Gomez et al. (2016) ont montré que les especes des bactéries

ey




lactiques ont une fort potentiel de formation de biofilm surles microplagues en polyptere, ce

qui comparable aux résultats présentés dans la figure 10.

11.6.3.Evaluation de la formation de biofilm sur tube

Les résultats de 1’évaluation de biofilm sur tubes sont montrés dans la
figure N 11. llest bien évident que la propension de biofilm obtenue aprés 48h
d’incubation est plus importance que celle enregistrée aprés 24h d’incubation, en
effet, le temps a affecté considérablement le biofilm formé [Effet hautement
significatif (Sig=0.00002)].

7,5 -

~
1

6,5 -

Nombre de cellules formant le biofilm (Log N)

Temps (h)

Log N/24h LogN/48h

Figure 11 : Nombre de cellules bactériennes formant le biofilm en fonction du temps

Selon Bakir et Ali (2016), cette technique est trés utile mais présente un
inconvénient qui est la difficulté de visualiser la qualité de biofilm formé, faible ou
consistant, de plus certaines études ont démontré que cette méthodes n’est pas trés
recommandée pour identifier les souches formatrices de biofilm mais elle reste
meilleure que la technique de la gélose au rouge Congo (Christensen et al., 1995;
Mathur et al., 2006; Hassan et al., 2011).










Conclusion



Conclusion

Le mode de vie préféré des bactéries est celui ou la population bactérienneest
enracinée dans un systeme de support (état sessile) plutét que d’étre libre dans le milieu
environnemental (état planctonique). La capacité de se fixer a une surface est une tactique
de survie qui permet aux bactéries de s’installer et de coloniser les surfaces vivantes et
non vivantes. Une fois fixées a un support, les bactéries vont établir et faire murir un

biofilm.

Ce travail avait pour ambition d’étudier la capacité de formation de biofilmpar
une bactérie d’intérét industriel -Streptococcus thermophilus- en prenant en compte leur
propriétés biologiques et physicochimiques afin d’estimer son pouvoiradhésif lié a son

aptitude de produire des exo-polysaccharides sur n’importe quelle surface.

L’allure de la courbe de la croissance qui a tendance a s’augmenter permet d’avoir
une trés bonne agrégation bactérienne de la souche étudiée. Le biofilm produit est
fortement lié aux différents phénomenes étudiés a savoir la croissance, I’agrégation et la
production des EPSs, par contre 1’agrégation n’aboutit pasforcément a une meilleure
production d’EPS.

De nouveau outils et approches devraient étre adoptés pour mieux cerner les différentes
corrélations qui pourraient exister entre les différentes étapes de formation de biofilm.
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Annexe 11 Composition des milieux de culture

[Milieu MRS]

[Milieu M17]




[Milieu hyper-saccharose]

Triston 10g
Saccharose 50g
Kh2PO4 59

pH 6.5

[Pour 1L de PBS]

Chlorure de sodium 8¢

Chlorure de potassium | 0.2g

Phosphate d’osidique 1.15¢g

Phosphate 0.29

(Mono-potassique)

32




Annexe 111 Eléments de I’expérimentation

I11-1-Coloration de cristal violet

B-Test de cristal violet quantification de biofilm dans les tubes
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Résumé

Un biofilm est une communauté de micro-organismes qui adherent a une surface. Selon

les effets associés, les biofilms peuvent étre considérés comme bénéfiques ou nocifs.

Dans cette etude, nous nous sommes intéressées a 1’étude de biofilm formé par une souche
lactique d’intérét technologique et fonctionnel a travers 1’application de trois méthodes
aboutissant toutes a 1’évaluation phénotypique et ou quantitative dubiofilm total et
aussi 1’étude des corrélations possibles entre le biofilm et d’autres aptitudes impliquées

lors de I’installation de ce phénome dont I’adhésion et la production d’EPS.

Les résultats obtenus montrent que la souche testée est dotée d’une capacité de formation

de biofilm, ainsi la propension dépend du parametre -temps d’incubation-

D’autres part, S. thermophilus est capable de produire plus d’EPS peu importe la charge
cellulaire impliquée dans la formation de biofilm. Ces résultats sont encourageants et
sembles étre utiles s’ils sont appliqués en technologie utilisant les biofilms des bactéries

lactiques.

Mots clés : Biofilm. Adhésion. Exopolysaccharides. Croissance

Abstract

A biofilm is a group of microorganisms that adhere to a surface. Depending on the associated
effects, biofilms may be considered beneficial or harmful.

In this study, we looked at the study of biofilm formed by a lactic strain of technological and
functional interest through the application of three methods all leading to the phenotypic and
quantitative evaluation of the total biofilm and also the study of possible correlations between
the biofilm and other abilities involved in the installation, including adhesion and EPS
production.

The results obtained show that the strain tested has a biofilm formation capacity, so the
propensity depends on the parameter -incubation time -

On the other hand, S. thermophilus is able to produce more EPS regardless of the cellular charge
involved in biofilm formation. These results are encouraging and seem to be useful if applied
in technology applying lactic bacteria biofilms.

Keywords : Biofilm. Adhesion. Exopolysaccharides. Growth
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