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Résumé

Dans leur environnement naturel, la majorité des micro-organismes adhérent aux surfaces biotiques
ou abiotiques. Cette dualité micro-organisme-surface est conditionnée par les propriétés du substrat,
les propriétés de la surface bactérienne, et les conditions de I’environnement. L’adhésion
microbienne conduit a la formation de biofilms qui sont fréquemment nuisibles en milieux
industriel. Pseudomonas spp capable de former des biofilms dans les divers systemes industriels,

posant par la suite une contamination des produits transformés.

Dans ce travail, 10 souches de Pseudomonas spp ont été collectées d’équipements d’usine laitiere.
Ces souches font I’objet de 1’é¢tude de leurs productions des enzymes extracellulaires et leurs

capacités a former le biofilm par différentes techniques.

Nos résultats de 1’activité hydrolytique extracellulaire révelent que 90% des souches étaient
protéase et lipase positive et 10 % des souches étaient lecithinase positives. Les résultats de
technique RCA (Rouge Congo Agar) ont révélée que les 10 souches ne produisent pas le slime. La
capacité des bactéries a former un biofilm a été évaluée par la technique TCP. Cette technique a
révélée que toutes les souches ne sont pas capables de former un biofilm. Les résultats obtenus
nous ont permis de montrer qu’il y a une association entre la non production de slime et la non

capacité de former de biofilm par ces souches.

Mots clés : Pseudomonas ssp, biofilm, slime, activité enzymatique : lecithinase, protéolytique, et

lipolytique .



Abstract

In their natural environment, the majority of microorganisms adhere to biotic or abiotic surfaces.
This microorganism-surface duality is conditioned by the properties of the substrate, the properties
of the bacterial surface, and the conditions of the environment. Microbial adhesion leads to the
formation of biofilms that are frequently harmful in industrial environments. Pseudomonas spp able
to produce biofilms in various industrial systems, subsequently posing a contamination of the

transformed products.

As part of this work, 10 strains of Pseudomonas spp were collected from dairy plant equipment.
These strains are the subject of the study of their production of extracellular enzymes and their
capacity to form the biofilm by different techniques.

Our results of extracellular hydrolytic activity reveal that 90% of the strains were protease and
lipase positive and 10% of the strains were lecithinase positive. RCA (Congo Red Agar) results
revealed that the 10 strains do not produce slime. The ability of bacteria to form a biofilm was
assessed by the TCP technique. This technique revealed that not all strains are able to form a
biofilm. The results obtained allowed us to show that there is an association between the non

production of slime and the non capacity to form biofilm by these strains.

Key words: Pseudomonas ssp, biofilm, slime, enzymatic activity:lecithinase, protéolytique, and
lipolytique .
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Introduction Générale

Dans l'industrie alimentaire les bactéries pourraient étre en mesure de fixer et a former des
biofilms sur la surface de la transformation des aliments (Langoni et al.,2008 ; Aung et al.,2011) et
qui sont particuliérement connus par leurs effets négatifs sur la santé. Parmi leurs impacts négatifs
les plus connus, on peut citer les contaminations de produits alimentaires, la bio détérioration des
matériaux (en particulier la bio corrosion, etc). (Klinger et al.,2005).

La détérioration de lait résultant de la contamination des produits laitiers avec des micro-
organismes psychrotrophes entraine des pertes significatives pour l'industrie alimentaire et une
préoccupation particuliére de l'industrie laitiere (Dogan et Boor, 2003). Le lait est généralement
stocké a basse température pendant 2 & 5 jours avant le traitement thermique (DeJonghe et al., 2011
; Baur et al., 2015 ).Au cours du stockage, la microflore psychrotrophes peut réduire la qualité du
lait cru (Lafarge et al., 2004 ; Xin et al., 2017)Pseudomonas a €té identifié comme psychrotrophes
prédominant associée au lait, ce qui en fait I'un des plus importants groupes bactériens dans
I'industrie laitiere ( Wiedmann et al.,2000; Marchand et al., 2009). Ce mémoire entre dans ce
contexte. Il a pour objectif de caractériser les souches de Pseudomonas spp par la recherche des
enzymes extracellulaires et aussi de déterminer la capacité des bactéries a former des biofilms.

Le travail comporte trois grandes parties :

1. Une mise au point bibliographique traitant du biofilm, ses étapes de formation, les problemes
causes par le biofilm en industrie agroalimentaire ainsi que d’élimination de biofilm.

2. Une partie expérimentale comprenant : La mise en évidence d’activités hydrolytiques
extracellulaires : Les activités lecithinase, protéolytique et lipolytique, la détection de la capacité de
ces souches de Pseudomonas spp isolées a partir des canalisations d’une usine laitiére, a former de
biofilm par 2 méthodes expérimentaux : RCA et TCP.

3. Une troisiéme partie rend compte des résultats expérimentaux obtenus. Enfin, nous présenterons
les principales conclusions de ce travail.



Partie |
Synthese bibliographique




Partie I Synthese bibliographique

Partie | : Synthese bibliographique

I.1. Historique :

La découverte des biofilms microbiens est attribuée a I’inventeur du microscope, Antoni
Van Leeuwenhoek, le premier qui observa vers 1683 avec cet appareil des communautés
microbiennes adhérées a la surface des dents (Roux et Chigo, 2006).

En 1978, Costerton et ses collaborateurs ont proposé les premieres hypothéses sur les
mécanismes impliqués dans I'adhésion des microorganismes. lls ont proposé pour la premiére fois
la théorie de «biofilms», qui a expliqué les mécanismes par lesquels les microorganismes adhérent
auxsurfaces vivantes et inertes et les avantages accumules par cette niche écologique (Branger et
al.,2007 ; ChalvetdeRochemonteix, 2009 ; KaraTerki, 2014).

Plus récemment, les études sur les biofilms étaient développées dans divers
domainesindustriel, environnementale et médicale. Beaucoup de travaux dans les deux dernieres
décennies ont compté sur les outils tels que : la microscopie électronique a balayage (MEB) ou les
techniques de cultures microbiologiques standards pour la caractérisation des biofilms (Donlan,
2002).

La figure ci-dessous montre les différentes étapes de formation de biofilm proposé par
Zobell en 1943.

Figure 1: Schématisation de biofilm par Zobell, 1943



Partie I Synthese bibliographique

1.2. Définition :

Les biofilms bactériens sont généralement définis comme des agrégats de cellules de
bactériennes attachés a une surface et enrobés d’une matrice polymérique (Hall-Stoodley et
al.,2004 ; Muhsin et al., 2015). Les bactéries peuvent tout aussi bien adhérer a une surface
biotique, qu’a une surface abiotique (Mubhsin et al.,2015).Ainsi, le biofilm est défini comme étant
une association de microorganismes, dans laquelle les cellules se collent I’'une a 1’autre sur une
surface recouvrée par une matrice de substances extracellulaires polymériques produites par les
bactéries elle mémes (Costerton et al.,1999 ; Hall-Stoodley et al., 2004 ; Muhsin et al., 2015).
I.3.Caractéristiques des Pseudomonas

Les caractéristiques des Pseudomonades sont décrites dans 1’ouvrage « Bergey’s » (Garrity,
2005). Ce groupe renferme des bacilles a Gram négatif, droits ou légerement incurves, de 0,5 a 1,0
um de diamétre sur 1,5 a 5,0 um (ou plus) de longueur, non sporulés. Ces bactéries sont trés
généralement mobiles grace a un ou plusieurs flagelles polaires.

Dans leur grande majorité, elles produisent des sidérophores : pyocyanine, pyorubine,
chlororaphine, oxyphénazine. Certaines de ces molécules sont considérées comme caractéristiques
d’espéce telle la pyocyanine, pigment vert-bleu de P. aeruginosa, Ces bactéries sont aérobies, a
métabolisme strictement respiratoire. Globalement, toutes sont capables de se multiplier a 28°C et
pour des valeurs de pH supérieures a 4,5. Néanmoins, certaines sont considérées psychrophiles et
d’autres thermophiles. Leur caractéristique majeure reste toutefois la diversité et la pluralité des
substrats carbonés qu’elles sont capables d’utiliser et leur richesse en enzymes hydrolytiques
(protéases, lipases, estérases, etc.).Cette description restrictive des caractéristiques prédominantes
de ces micro-organismes masque 1’extréme diversité phénotypique qui régne au sein du seul genre
Pseudomonas. En effet, si plus de 150 espéces ont maintenant été différenciées grace a I’apport des
techniques de la phylogénétique moléculaire, nombreux sont les auteurs qui décrivent
I’extraordinaire pouvoir adaptatif de ces germes faisant de chaque isolat un micro-organisme
original. Le remarquable potentiel genétique et physiologique adaptatif de ces bactéries se traduit
par des propriétés de résistance a de nombreux antibiotiques, a certains agents chimiques et
physiques (biocides, sels de bore, de chrome et métaux lourds, rayonnements ultraviolets, etc.), aux
bactériophages et a certaines bactériocines. D'aprés ( Spierset al., 2000) cette capacité d’adaptation

est responsable de la distribution universelle de ces especes dans les environnements .

1.3. Le biofilm de Pseudomonas spp en industrie laitiére
De nombreux microorganisme rencontrés dans 1’environnement laitiers peuvent développer
des biofilms a n’importes quel stade de la chaine de production. Les analyses microbiologiques des

surfaces des équipements ont montré que les bactéries adhérées sur ces dernieres proviennent de la

3
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ferme (Huck et al.,2008; Gad, 2018). Les Pesudomonas ont 1’aptitude de former de biofilms dans
les équipements de fabrication de produit laitier.

Les Pseudomonas ont cette capacité de produire des polymeres extracellulaires qui
permettent leur adhésion aux matériaux des canalisations de lait de la machine a traire (Wang et
Jarayao ,2001) .De maniére générale dans I’industrie agroalimentaire les bactéries sont 100 a 1000
fois plus résistantes aux méthodes de désinfection usuelles quand elles sont sous forme de biofilm
et non sous forme planctonique (Jahid et Ha ,2012).

L’efficacité des traitements des surfaces dépend de différents facteurs que sont : la fréquence
de traitement, le type de produit utilisé pour le nettoyage et la désinfection, le temps de contact, la
température d’application, le pH, la charge bactérienne et 1’age du biofilm (Jahid et Ha ,2012).

Les résultats de 1’étude réalisée par Laithier et al. (2004) montrent que les biofilms sont
présents a tous les niveaux dans les ateliers fromagers fermiers : machine a traire, tank a lait, bac de
caillage et les moules.

P. aeruginosa, comme d’autres bactéries a Gram négatif, produit des agrégats structurés ou
biofilms maintenue par une matrice (khalilzadeh, 2009). Cette derniere est composée
majoritairement d’un mélange comprenant en proportions des alginates (exopolysaccharide), ainsi
que des protéines et des rhammnolipides (Pecastings, 2010 ; Ben Haj Khalifa et al.,2011 ;
Barakat, 2012).

Dés que la bactérie a réussi a s’implanter, elle devra y survivre et ce malgré la présence des
défenses de I’hote innées et acquises, et d’événements répétes d’antibiothérapie pour réussir la
formation de biofilms (Ben Haj Khalifa et al.,2011).

La formation d’un biofilm mature chez P. aeruginosa a lieu 5 a 7 jours et s’effectue en 5

étapes (Soussereau, 2012).

1.3.1 les étapes de formation du biofilm

Les bactéries semblent initier la formation d’un biofilm en réponse a une pression
environnementale (Annous et al.,2009), telle que le manque d’oxygene et de nutriments ou la
présence d’un traitement (Vu et al., 2009).

Les biofilms peuvent se développer sur une grande variété de surfaces incluant les tissus
vivants, les dispositifs médicaux, ou tout autre support retrouve dans le sol ou dans les milieux

aquatiques et/ ou sur les équipements de I’industrie agroalimentaire (Talaro, 2008).

1.3.1.1 Attachement réversible des bactéries »

Dans un premier temps, les cellules bactériennes sous forme planctonique vont venir
s’associer a une surface biotique ou abiotique par I’intermédiaire de transport passif (ex :

sédimentation) ou alors de transport actif en faisant notamment intervenir des structures

4
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particuliéres de la surface de la bactérie tels que : flagelles chez Pseudomonas aeruginosa, et PNAG
ou PIA qui présent la molécule d’adhésion la plus importante chez les staphylocoques (Goetz et
al.,2016).

Il s’en suivra une adhésion réversible correspondant a un attachement faible des cellules
bactériennes a la surface déclenchée, lorsque les microorganismes arrivent sur le support a une
certaine distance, et faisant intervenir des forces non covalentes ou des interactions faibles de type
forces de Van der Waals et liaisons électrostatiques (Bos et al.,1999 ; Akbas, 2015 ; Goetzet
al.,2016).

1.3.1.2. Adhésion irréversible

Dans un deuxiéme temps, grace a la sécrétion d’exopolyméres par les bactéries qui leur
permettant de renforcer leur fixation au support, I’adhésion devient irréversible (Branger et
al.,2007). Dans ce cas, interviennent des interactions fortes et de courte distance qui apparaissent
lorsque la distance devient inférieure a 3 nm, et comprennent les interactions hydrophobes, acides-
base de Lewis, la formation de dipdle, les liaisons covalentes et les interactions d'’hydrogéne
(Malek, 2013 ; Akba,2015).

1.3.1.3. Formation des micro-colonies et production d’EPS

Durant cette étape, lorsque les bactéries sont irréversiblement attachées a la surface sera
définitif, elles vont s’agréger entre elles et se diviser en utilisant les nutriments présents dans le film
de conditionnement et I'environnement liquide. Ce ciméne a la formation des microcolonies qui
s’élargissent et s'unissent pour former une couche cellulaire couvrant la surface (Otto, 2013 ;
Mogha et al., 2014 ; Goetz et al., 2016). Il y aura alors une phase durant laquelle la densité
bactérienne atteint un certain seuil, qui permettra au quorum sensing de participer a la maturation du
biofilm (Otto, 2013). Une fois l'intensité de ses signaux abouti un niveau précise, les mécanismes
génétiques contrélant la production d'EPS sont activés (Costerton et al.,1999). Ces EPS jouent un
role immense dans la protection des biofilms contre les agressions extérieures, qu’elles soient
mécaniques, physiques, chimiques ou cellulaires ainsi que dans I'ancrage de cellules a la surface
(Lebeaux et al.,2014 ; Mogha et al., 2014).

1.3.1.4. Maturation du biofilm

Par la suite la croissance exponentielle de biofilm se traduisant par une augmentation
favorable de son épaisseur jusqu’a la formation d’un film hétérogene tridimensionnel (Costerton et
al.,1995). Le biofilm mature se caractérise par la formation des canaux aqueux, qui vont entrainer la
séparation des microorganismes d'une part, et permettant 1’acheminement d’oxygeéne et de

nutriments dans les parties enfuies du biofilm d'autre part, ainsi que I'évacuation des déchets (figure
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03). Le biofilm se développe, s'‘épaississant jusqu'a devenir macroscopique, en présence des

conditions optimales (Filloux etVallet, 2003).

1.3.1.5. Détachement et dispersion du biofilm

Une fois la taille maximale du biofilm atteinte, les bactéries jointes afin de survivre et
coloniser de nouveaux créneaux doivent pouvoir se détacher et se disperser du biofilm (Mogha et
al.,2014). Le détachement de cellules de surface peut étre régulé par le quorum sensing, et qu’a
également ceci aura une influence sur les différentes étapes de la formation du biofilm (Tremblay
et al.,2014 ; Akbas,2015). Principalement, les cellules filles sont détachées en premier du biofilm,
suite a divers facteurs tels que : perturbation mécanique (ex : forces de cisaillement), les
dynamiques des fluides, une dégradation enzymatique de la matrice extracellulaire (ex : DNase)
(Mogha et al.,2014 ; Goetz et al., 2016). Le détachement de biofilm a été divisé en trois processus :
érosion, abrasion et sloughing :
1. L'érosion : est le résultat des forces de cisaillement en milieu liquide.
2. L'abrasion (la collision de particules) : Se réfere au détachement continu de cellules simples ou
bien des petits groupes cellulaires et affecte la surface totale du biofilm.
3. Sloughing : Correspond a la perte instantanée des grandes parties du biofilm, affectant non
seulement le biofilm entier mais aussi la surface de biofilm (Mogha et al.,2014).

La figure ci-dessous montre les différentes étapes de formation de biofilm.
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Figure 2: Schéma présentant les étapes du développement du biofilm

(Yannick et al., 2014).
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1.4. Composition du biofilm

Le développement de 1’architecture des biofilms est en grande partie lié a la production de la
matrice extracellulaire par les bactéries du biofilm, incluant des protéines, des enzymes, des
polysaccharides, des acides nucléiques (ARN, ADN), des lipides, des glycolipides et des cations
(voir Tableaul) (Flemming et Wingender, 2010). En plus de ces composants, 1’eau est le
composant majeur, avec plus de 97%, responsable du flux des nutriments a I’intérieur de la matrice
du biofilm (Sutherland, 2001). La composition de la matrice varie selon 1’espéce bactérienne et les

conditions de croissance (Yannick et al.,2014).

Tableau 1 : Composition d’un biofilm bactérien (Mubhsin et al.,2015).

Composeés Pourcentage dans la matrice

Cellules microbiennes 2-5%

Protéines 1-2%
Polysaccharides <1-2
ADN/ARN <1-2%

Eau Supérieur & 97%

La figure ci-dessous montre les différents composants du biofilm.

Qs Exopolysaccharides o otéines

‘ Cellules bactériennes '—\/ Acides nucléiques

Figure 3:Composition du biofilm (Lister et al., 2014)

1.4.1 Les microorganismes
Un biofilm est composé de communautés complexes des bactéries au sein desquelles on peut

trouver des multiples especes attachées a différents materiels (Akbas, 2015).
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Dans des conditions naturelles, les biofilms mono espéce sont relativement rare dans le
milieu industriel en raison pression de la sélection exercer par les conditions de processus
technologique (Sutherland, 2001 ; Malek et al.,2013). En effet, la plupart des biofilms sont
souvent composés de différents types de microorganismes : bactéries, algues, protozoaires, mycetes,
dans lequel chaque groupe exécutant des fonctions métaboliques spécialisées (Branger et al.,2007 ;
Alnnasouri, 2010).

1.4.2 La matrice(EPS)

La formation de la matrice est un processus dynamique qui dépend de la disponibilité
nutritive, la synthése et la sécrétion de matiére extracellulaire (Flemming et al.,2016). Cette matrice
peut étre constituée non seulement de polysaccharides, mais elle comprend aussi des protéines, des
acides nucléiques, des agents tensioactifs, des lipides, des glycolipides et des cations. Cette
composition est variée selon 1’espéce bactérienne et les conditions de croissance (Tremblay et
al.,2014). Elle fournit aux microorganismes des avantages structurels et fonctionnels, tels que :

1. L’hydratation.

2. La capture de ressources.

3. La capacité digestive.

4. La protection et la résistance aux agents antimicrobiens.

5. Les interactions réciproques intercellulaires qui peuvent améliorer la

capacité du métabolisme de cellules dans le biofilm (Flemming et al.,2016).

I.5.Facteurs favorisant la formation d’un biofilm

La formation d’un biofilm est un phénomeéne complexe, sous I’influence de nombreux
facteurs : caractéristiques du substrat sur lequel les bactéries vont se fixer, forces s’exergant dans le
milieu aqueux (hydrodynamique du fluide), caractéristiques du milieu et propriétés de la surface des
cellules (Donlan, 2002).

1.5.1 Caractéristiques de la surface

N’importe quel matériau en contact avec un fluide contenant des bactéries est un support
potentiel pour la formation d’un biofilm. La rugosité, les propriétés chimiques d’une surface et la
présence préalable de films protéiques influent sur ’attachement des bactéries a cette surface et a la
formation d’un biofilm (DeChalvetet De Rochemonteix, 2009).

1.5.1.1 Rugosité de la surface :
Plus une surface est rugueuse, plus la colonisation de cette surface par des microcolonies est

importante (Characklis, 1990). Les surfaces rugueuses sont colonisées de fagon préférentielle car
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les forces répulsives sont moindres et la surface de fixation est augmentée, grace a la présence
d’aspérités (Donlan, 2002).

Néanmoins, certaines souches sauvages de bactéries colonisent aussi des surfaces lisses. Les
biofilms auront ainsi tendance a se former au niveau des aspérités des matériaux, formant des
recoins propices aux proliférations bactériennes et moins sensibles aux agents désinfectants ou

antiseptiques (Donlan et Costerton, 2002)

1.5.1.2. Propriétés physico-chimiques de la surface :

Les propriétés physico-chimiques de la surface peuvent exercer une influence sur le taux
d’attachement et sur son ampleur. Les micro-organismes se fixent plus facilement a des surfaces
hydrophobes et non polarisées comme le Téflon ou d’autres matiéres plastiques, que sur des

matériaux hydrophiles comme le verre ou les métaux (Bendinger, 2003).

1.5.1.3. Présence de films protéiques sur la surface :

La présence de polyméres sur un matériau modifie les propriétés physico-chimiques de sa
surface, et a une influence directe sur 1’attachement de bactéries a cette derniére.

En effet, la présence préalable sur un biomatériau d’un film protéique comme le sang, les
larmes, ’urine, la salive, le liquide interstitiel et les sécrétions respiratoires influence 1’attachement

de bactéries a sa surface, et favorise la formation de biofilms (Nobbs, 2009).

1.5.2. Caractéristiques du milieu :

La formation et la dispersion d’un biofilm nécessitent des équipements enzymatiques précis
et des entités structurales particulieres, dont I’activation dépend de facteurs environnementaux clefs
(O’Toole et al.,2000; Donlan, 2002 ; Martinez, 2007 ; Goller, 2008):

a. La température : est importante non seulement parce qu'elle affecte ’activité métabolique et
enzymatique des bactéries, mais aussi parce qu'elle influence certains paramétres physicochimiques
(pH, activité ionique, agitation thermique et solubilité des gaz) ainsi que les propriétés de surface
des microorganismes. La température de croissance peut avoir un effet significatif sur la mobilité
cellulaire et la production de flagelles et, ainsi sur I’adhésion (Dumas, 2007).

b. Le pH : du milieu environnant modifie la charge de surface des microorganismes ainsi que celle
des supports solides suite au déplacement des équilibres d’ionisation (protonation/déprotonation)
des groupements fonctionnels exposés selon leur pKa (Hamadi et al., 2004) ce qui peut avoir
comme conséquence une réduction ou une augmentation des interactions électrostatiques répulsives
défavorables a 1’adhésion (Boutaleb, 2007).
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c¢. Concentration en oxygeéne, concentration en fer, osmolarité, présence d’ions spécifiques.

d. Sources de carbone disponibles : elles ont une influence sur la formation d’un biofilm et sur sa
maturation (Martinez, 2007).

e. Concentrations en nutriments : dans un milieu statique, la concentration en nutriments doit étre
¢levée pour qu’il puisse y avoir formation d’un biofilm ; ce n’est pas le cas pour un milieu
hydrodynamique (Spormann, 2008).

f. Concentrations en certains cations : I’augmentation de la concentration de plusieurs cations
(sodium Na+, Calcium Ca2+, ion ferrique Fe3+) influence I’attachement de Pseudomonas
fluorescens sur des surfaces en verre, en réduisant les forces répulsives s’exergant entre les bactéries
chargées négativement et la surface de verre (Fletcher, 1988).

g. Hydrodynamique du fluide : selon la position du matériau dans un fluide, il sera plus ou moins
exposé a des turbulences. La zone de moindres turbulences, a 1’écart des flux laminaires, est appelée
zone de fixation. C’est précisément dans cette zone qu’il est plus facile pour les micro-organismes
de se fixer sur une surface, puisqu’ils sont moins soumis aux forces exercées par le fluide (Donlan,
2002).

1.5.3. Propriétés des cellules :

L’hydrophobicité de la surface de la cellule, la présence de fimbriae et de flagelles, et la
production d’exopolysaccharides influencent 1’attachement des bactéries sur une surface.
L’hydrophobicité d’une surface est importante dans 1’adhésion des micro-organismes a cette
derniere. Moins les matériaux sont polarisés, plus les liaisons hydrophobes deviennent importantes
(Donlan, 2002).

La plupart des bactéries sont chargées négativement et présentent a leur surface des zones
hydrophobes. Plusieurs éléments structuraux des bactéries interviennent dans leur attachement a une
surface : flagelles, fimbriae, polysaccharides. Il peut y voir des compétitions ou des coopérations
entre cellules lorsque plusieurs especes de bactéries sont concernées. Les polymeéres apolaires situes
a la surface des cellules comme les fimbriae, certaines proteines, et les acides mycoliques
(composants de certaines bactéries Gram positives) semblent s’attacher de fagon prédominante a
des surfaces hydrophobes. Les exoploysacchardies et les lipopolysaccharides sont plus importants
dans les mécanismes d’attachement a des surfaces hydrophiles (Donlan, 2002).

La synthese de fimbriae de type | par des bactéries est un processus complexe gouverné par
les statuts nutritionnels des cellules (stimulation de la synthése si déficit carboné ou en acides
aminés chez les souches uropathogénes d Escherichia coli) et par les conditions environnementales
(pas de syntheése si pH bas ou température basse). L’expression des curli est sous le controle de

cascades de phosphorylation. Les conditions environnementales répriment ou stimulent I’expression
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de genes codant pour des caractéeres de motilité. La synthése de curli est stimulée dans les
conditions environnementales suivantes : faibleosmolarité, basse température, faible disponibilité

du du milieu en azote, phosphate, fer et croissance ralentie (Goller, 2008).

1.6.Biofilm dans I’industrie laitiére

La capacité de certains micro-organismes a former des biofilms continue d’entrainer un
probleme majeur pour différentes industries. Cependant toutes les branches de lindustrie
alimentaire, y compris les secteurs des produits laitiers sont remis en cause par les probléemes des
biofilms en libérant des bactéries quicompromettent la sécurité et la qualité du produit fini (Parkar
et al.,2004 ; Srey et al., 2013). En effet, les principales sources de contamination des produits
laitiers sont souvent dues au manque de désinfection d'équipement et/ou au mauvais nettoyage
(Srey et al.,2013).

Dans les conditions favorables, un biofilm dans un environnement de traitement de lait se
développe initialement par le biais de I'accumulation de la matiere organiquesur une surface en
métal, qui est alors colonisée par les bactéries (Marchand et al., 2012), bien que le lait est
considéré comme un meilleur milieu pour la croissance des micro-organismes en raison de son pH
(presque neutre) et sa large variété en éléments nutritifs disponibles, ainsi que la présence des
stimulants de croissance (Mogha et al., 2014). Le biofilm laitier se développe trés rapidement (8-12

h), avec des nombres bactériens souvent supérieurs a 10° bactérie/cm? (Malek, 2013).

1.7.Problémes liés aux biofilms dans les industries laitieres :

La formation de biofilm pose des probléemes dans beaucoup de branches de I'industrie
alimentaire (Poulsen ,1999). En industrie laitiere, les biofilms se forment habituellement sur les
surfaces qui sont en contact avec des fluides, et peuvent étre une source de contamination
bactérienne responsable de la réduction de la durée de conservation des produits et de la
transmission de maladies (Carpentier et Cerf, 1993 ; Zottola et Sasahara, 1994 ; Dunne,2002 ;
Agarwal et al., 2006). Ils peuvent en effet servir de niche a des especes pathogénes comme Listeria
monocytogenes (Wong, 1998) et causent alors de séveéres problémes de santé publique (Cerf,
2002). La formation des biofilms sur les équipements d'industrie laitiere peut mener a des
problemes d'hygiéne et a des pertes économiques (Bremer et al., 2006; Zhao et Liu,2006 ;Gram
et al., 2007).

Les biofilms sont plus résistants aux agents antimicrobiens comparés aux cellules
planctoniques ce qui fait de leur élimination a partir des équipements de traitement des denrées
alimentaires un défi important (Simdes et al.,2006 ; Simdes et Vieira, 2009). Des études ont
montré que les micro-organismes organises en biofilm sur une surface sont plus résistants aux

antibiotiques et aux désinfectants, que les cellules planctoniques, cette résistance dépend de leur

11
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activité métabolique et augmente avec I'age du biofilm (Mattila- Sandholm et Wirtanen, 1992 ;
Zottola et Sasahara ,1994 Lechevallier et al., 1998 ; Costerton et al ., 1995), I'état de la matrice
d'exopolymeres, la surface et les conditions de croissance (Muatapha etLiewen,1989 ;Frank et
Koffi,1990). Généralement, les microorganismes vivant dans les biofilms sont beaucoup plus
résistants aux désinfectants que des micro-organismes dans une culture planctonique. La résistance
accrue est provoquée par plusieurs facteurs. Le glycocalyx limite la diffusion et peut causer la
désactivation des désinfectants. La densité de la suspension bactérienne a l'intérieur du biofilm et
I'état physiologique de cellules affectant la production des enzymes dégradantes sont également
impliqué (Vidal et al.,1997 ; Wirthlin et al., 2005).

Les micro-organismes dans les biofilms peuvent catalyser des réactions chimiques et
biologiques (sulfate-réductases ou les bactéries productrices d'acide) causant ainsi la corrosion des
canalisations et des tanks de stockage. Ils peuvent également réduire I'efficacité de transfert de
chaleur si les biofilms deviennent suffisamment épais (Costerton et Lappin-Scott, 1989 ; Vieira et
al.,1993 ; Mittelman, 1998). Dans les biofilms, la concurrence pour les nutriments a comme
conséquence une insuffisance nutritive, a également un réle important dans la plus grande résistance
des biofilms aux traitements antimicrobiens (Berg et al.,1982 ; Jones et Pickup, 1989). Certaines
études ont montré que les bactéries portées par les aliments étaient plus résistantes aux divers
désinfectants. Cette résistance est encore plus grande dans des biofilms agées (plus de 24 h) que
dans des biofilms jeunes (Anwar et al., 1990 ; Frank et Koffi, 1990 ; Lee et Frank, 1991 ;
Wirtanen et Mattila-Sandholm, 1992).

Compte tenu des différents facteurs décrits précédemment, les micro-organismes adhérents
et/ou en biofilms sont trés difficiles & éliminer et sont donc une source récurrente de contamination
des aliments dans le secteur agro-alimentaire et les biofilms formé sur les canalisations ou d'autres
surfaces dans I'environnement de traitement des denrées alimentaires sont identifiées comme source
potentielle pour I'intoxication alimentaire (Allion, 2004). La résistance des biofilms aux traitements
conventionnels augmente la nécessité de développer de nouvelles stratégies de prévention (Singh et
al.,2002 ; Simoes et al., 2009).

1.8. Elimination de biofilm
Dans I’industrie agroalimentaire I’attachement microbien aux surfaces des équipements est
rapide, par conséquent, il impossible de nettoyer et de désinfecter assez souvent pour eviter
I’attachement. Néanmoins une fréquence suffisante de désinfection devrait permettre d’éviter la
maturation du biofilm et I’accumulation des résidus de produit. (Houdet et Michels,2010).
L’objectif principal d’un processus de nettoyage est I’élimination des résidus de produits, qui

est un premier point critique dans 1’élimination, et le contréle de biofilms. En effet, 1’¢limination
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incompléte des residus alimentaires favorise la ré-adhésion des bactéries et la formation du film
conditionnement point de départ d’un nouveau biofilm. En outre, les désinfectants sont moins
efficaces lorsque des particules alimentaires ou de souillure sont présentes sur les surfaces (Sinde et
Carballo, 2000). De mémes les méthodes de nettoyage standard utilisées dans de nombreuses
industries agroalimentaires, tel que le nettoyage standard utilisées dans de nombreuses industries
agroalimentaires, tel que le nettoyage acido-alcalin du CIP n’est pas suffisant pour éliminer la
matrice organique de biofilm. Les parametres des processus cinétique efficaces, comprennent des
formulations appropriées, concentrations, temps, température et doivent étre optimisés pour cibler
I’élimination d’un biofilm (Parker et al ,2004). Celle-ci est également considérablement facilitée
par I’application de force mécanique (comme le brossage et le frottement) de la surface pendant le

nettoyage (Houdt et Michiels., 2010 ; Malek, 2013).
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Partie Il : Matériel et méthodes

I1.1. Lieu d’étude
Cette étude est realisée au niveau de deux laboratoires pédagogiques ; Laboratoire de
Microbiologie et laboratoire de biochimie au niveau de 1’université de Djilali Bounaama Khemis-

Miliana.la durée du stage pendant deux mois.

11.2. Origine des souches

L’étude a été réalisée sur 10 souches appartenant au genre Pseudomonas spp isolées lors de
travaux antérieurs. Ces souches ont été isolées a partir des canalisations pré et post pasteurisation du
lait cru de I’'usine laitiére Arib. Les prélévements ont été effectués aux niveaux des canalisations

(circuits fermées) apres 1’application du systeéme CIP.

11.3. Revivification des souches
Les souches ont été conservées dans des tubes eppendorf, contenant du bouillon Luria
Bertani additionné du glycérola -18°C., sont revivifiées dans des tubes a essais contenant 7ml du

bouillon nutritif, et incubées pendant 24h a 30°C.

11.4. Vérification de la pureté des souches
La purification des souches a été réalisée par des passages alternés sur le bouillon nutritif et
la gélose nutritive. Les boites ont été incubées a 30°C pendant 24h. Généralement trois passages

alternés sont effectués.

11.5. Caractérisation des souches
I1.5.1. Mise en évidence d’activités hydrolytiques extracellulaires :

Les activités lecithinase, protéolytique et lipolytique ont été recherchées.

I1.5.1.1. Détermination de ’activité lecithinase :

Ce test a été réalisé en cultivant la souche sur une gélose nutritive contenant 10 % de
solution de jaune d’ceuf (voir annexe 1). L’incubation se fait pendant 5 jours a une température de
30°C.

La présence de cette activité est détecte par la présence de colonies entourée par des zones

opaques.
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11.5.1.2. Détermination de P’activité protéolytique :

L’hydrolyse de la caséine a été¢ étudiée sur un milieu gélosé contenant 5% de lait écrémé
(Vanderzant et al., 1992) (voir annexe 1) . Aprés 72 heures d’incubation a 30°C, on ajoute une
solution d’HCL (IN), la présence de cette activité est détectée par un halo clair autour de la strie
indiquant 1’hydrolyse de la caséine, par contre un résultat négatif ne montre aucune zone

d’hydrolyse autour de la culture.

I1.5.1.3. Détermination de I’activité lipolytique : Hydrolyse du Tween 80

Ce teste a été réalisé par I’ensemencement de la souche en strie sur gélose nutritive
contenant de Tween 80 (voir annexe 1) pendant 3 jours a une température de 30°C.

En cas de réaction positive, il se forme un halo opaque autour de la strie hydrolysant le

Tween 80, dl a la précipitation des acides gras.

11.5.2. Evaluation de la formation de biofilm par Pseudomonas spp
11.5.2.1. Méthode du Rouge Congo Agar (RCA)

La caractérisation phénotypique de la production de slime a été réalisée par culture des
isolats de Pseudomonas spp sur le milieu RCA. Cette technique proposée par Freeman et al. (1989)
requiert 1’utilisation d’un milieu solide préparé d’un bouillon cceur cervelle (BHIB) additionné de
5% de saccharose et de Rouge Congo.

Le colorant Rouge Congo interagit directement avec certains polysaccharides bactériens
formant un slime et donnant des colonies noires sur milieu RCA, contrairement aux colonies non

productrices qui restent rouge.

11.5.2.2. Formation de biofilm sur microplaque( TCP) :

La capacité de formation de biofilm par Pseudomonas spp a été mesurée dans des
microplaques en polystyréne a 96 puits. Chaque souche a été testée dans 5 réplicas apres
I’inoculation d’une culture standardisée dans du TSB additionnée de 0.2% de glucose. Les puits de
contrble négatifs contiennent TSB additionnée de 0.2% de glucose non inoculé. Des échantillons
(200pL) ont éte distribués dans des puits et les microplaques ont été incubées a 30 C° pendant 24 et
48 h.

Les cellules planctoniques ont été €liminées de chaque puits par 1’enlévement de la culture
bactérienne et des ringages avec de I’eau distillée stérile (trois fois). On évacue I’excés de
I’humidité en tapotant les microplaques sur des serviettes et on séche les plaques pendant
15minutes.

La formation de biofilm a été quantifiée par dosage au cristal violet, comme indiqué par
(Sabaeifard et al., 2014).
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L’absorbance a 590 nm a été mesurée et les souches ont été regroupées dans :
D0s90<0.1, non producteurs (NP).
DOsg0[0.1-1.0] faibles producteurs (WP) .
DOsg0[1.1-3.0] producteurs modérés (MP) et DOsgp>3.0, producteurs puissants (SP).
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I11.1. Caractérisation des souches

Partie 111 ; Résultats et discussion

I11.1.Mise en évidence d’activités hydrolytiques extracellulaires :

Les activités hydrolytiques extracellulaires de 10 souches Pseudomonas spp ont été évaluées.

Les résultats de 1’activité hydrolytique extracellulaire sont donnés par le tableau 02.

Tableau 2 : Résultats expérimentaux d’activités hydrolytiques extracellulaires de

Pseudomonas

Souche Numéro de Saison de Site L’activité L’activité Activité
prélévement prélevement  prélevement protéolytique lipolytique  lécéthinase

Pseudomonas 1 Saison froide  Avant + + -
spp3 pasteurisation
Pseudomonas 1 Saison froide  Avant + + -
spp4 pasteurisation
Pseudomonas 1 Saison froide  Avant + + =
spp5 pasteurisation
Pseudomonas 1 Saison froide  Avant + + -
spp7 pasteurisation
Pseudomonas 3 Saison froide  Avant + + =
sppl pasteurisation
Pseudomonas 3 Saison froide  Avant + + -
spp3 pasteurisation
Pseudomonas 3 Saison froide  Avant + + -
spp5 pasteurisation
Pseudomonas Saison froide  Avant + + -
spp6 pasteurisation
Pseudomonas 3 Saison froide  Avant + + =
spp7 pasteurisation
Pseudomonas 1 Saison Avant - - +
sppl4 chaude pasteurisation

Les activités hydrolytiques extracellulaires ont révélé que celles-ci sont présentes chez les

souches testées. .Ces activités sont variables et reflétent les potentialités propres a chaque souche.

Nos résultats révelent que 90% de Pseudomonas spp, étaient positives pour la protéase, 90% étaient

lipase positive et 10% étaient positives pour la lecithinase (voir figure 4).
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Figure 4: Résultats de la mise en évidence activités hydrolytiques extracellulaires. L activité
protéolytique

Les bactéries psychrotrophes du lait cru sont essentiellement des bactéries & Gram négatif, se
multipliant a une température inférieure a 7°C et dont le genre le plus représentatif est
Pseudomonas (Law, 1979). Les Peudomonas y représentent 51% des bactéries psychrotrophes
(Reinheimeret al., 1990).

Les Pseudomonas sont des bactéries non seulement mésophiles mais aussi psychrotrophes, ce
qui explique leur développement a des températures de 30°C (température optimale de
croissance)(Rajmohanet al., 2002) et allant jusqu’a 4°C. Par ailleurs, un pH compris entre 4 et 5
ralenti leur développement, tout comme une activité de ’eau inférieur a 0,98 ; en effet, les

Pseudomonas sont trés exigeants en eau libre (Bornert, 2000).

La dégradation des composants du lait par diverses activités enzymatiques associées a la
contamination de produits laitiers par Pseudomonas spp peut réduire la durée de conservation du

lait transformé.

Les enzymes impliquées sont des enzymes protéolytiques et lipolytiques dites
thermorésistantes qui dégradent les fromages (Arslan et al., 2011, Costa et al., 2001).Les
premieres dégradent la caséine du lait, ce qui altére la coagulation et engendre 1’amertume si
présents en grandes quantités. Le second type d’enzymes transforme les triglycérides en acides gras

libres, a I’origine des autres défauts de gout (Arslan et al., 2011) .
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Comme les bactéries psychrotrophes entrent genéralement dans la contamination des
produits laitiers transformés dans les processus de traitement du lait-post -pasteurisation dans une
usine (Moseley, 1980 et Ralyea et Boor, 1998), ces microbes peuvent ne représenter qu’une petite
fraction de la flore initiale du lait transformé. La détérioration bactérienne se produit lorsque les
conditions de croissance pendant le stockage réfrigéré permettre aux microbes psychotrophes de se

multiplier et de devenir la microflore dominante (Cousins et Bramley, 1981).

En plus de la capacité de Pseudommonas spp de se développer en grand nombre pendant le
stockage réfrigére, beaucoup de ces souches produisent également des lipases extracellulaires
thermostables, et des lecithinase qui peuvent encore contribuer a la détérioration du lait
(Champagne et al., 1994 ;cousin, 1982 ;Shah, 1994 ; Sorhaug et stepaniak, 1997). Beaucoup de
ces enzymes restent actives, méme apres des étapes de de traitement thermique qui peuvent détruire
les organismes qui produisent ces enzymes (Garcia et al., 1989 ; Mayerhofet al., 1973 ; Sorhaug
et Stepaniak, 1997). La dégradation des composants du lait par diverses activités enzymatiques
peut réduire la durée de conservation du lait transformé. Par ex exemple, la digestion de la caséine
par les protéases peut conduire a un gout amer et a la coagulation et a la geélification du lait. Les
lipases hydrolysent la tributyrine et les matieres grasses du lait pour donner des acides gras libres,
qui donnent au lait un goQt rance amer, et savonneuses. La lecithinase dégrade les membranes des
globules gras du lait et augmente la sensibilité des matiéres grasses du lait a I’action des lipases
(Cousin,1998 ;Cox,1993 ;Shah, 1994). Les produits hydrolytiques des matiéres grasses et des

protéines du lait diminuent la qualité organoleptique des produits a base de laitiers liquide.

Dogan et Boor (2002), ont examinés338 Pseudomonas, 51% ont été identifiées comme P.
fluorescens. Ces résultats sont conformes aux observations antérieures indiquant que P. fluorescens
est I'organisme prédominant dans le lait réfrigéré. La présence de ce microbe dans les échantillons
de lait transformés reflete probablement la présence de P. fluorescens dans I'environnement de
transformation des produits laitiers, ainsi que son temps de genération a des températures de
réfrigération (Cousin, 1982. CravenetMacauley, 1992. IngrahametStokes, 1959). ribotypie de
42Pseudomonas isolats ont révélé différents profils de ribotype. Ce grand nombre de différents
ribotypes indique la diversité considérable écologique de Pseudomonas spp dans I'environnement
de transformation des produits laitiers. Ces résultats montrent que ribotypage fournit une methode
fiable pour différencier les souches de Pseudomonas ayant un potentiel de détérioration des produits

laitiers.

Des recherches antérieures ont montré que les bactéries psychrotrophes Gram-négatives

telles que Pseudomonas ne survivent pas a la pasteurisation commerciale (Cousin.1982). Par
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conséquent, la présence de bactéries a Gram-négatives dans le lait pasteurisé fraichement indique

généralement la contamination des post-pasteurisations (Cousin, 1982).

Dogan et Boor (2002), ont montré que les souches de P.fluorescens ont été positives pour
toutes les activités enzymatiques alors que la plupart des souchesde P. putida (87,5%) ont été

négatifs pour I'ensemble des activités enzymatiques.

Ces résultats correspondent a ceux de Wiedmann et al. (1999.) En ce que la majorité des
souches de P. fluorescens ont la protéase extracellulaire, lipase, et I'activité Lécithines toutes les
souchesde P. putida sont genéralement négatives pour toutes les activités enzymatiques. Nous
concluons que P. fluorescens est un organisme d'altération importante des produits laitiers

transformés.

Le potentiel de détérioration de Pseudomonas spp est du sa capacité a se multiplier a des
températures de réfrigération et aussi en raison de leur capacité a produire des protéases
thermostables et des lipases (Sgrhaug et Stepaniak, 1997). Une étude a montré que les
isolatsdePseudomonas spp ne montrent pas d'activités protéolytiques et lipolytiques a 4 ° C, alors a
20 ° C, les isolats de P. aeruginosa et P. fluorescens a montré ces activités. Cette constatation est

d'accord avec les conclusions de Dogan et Boor (2003).

Mohammed et al (2015), ont montré que Pseudomonas aeruginosa a été jugé prédominant
du genre Pseudomonas spp suivi par Pseudomonas fluorescens. Le dénombrement total était de
(3,50 + 0,085) x 10* ufc / ml. Sur 10 isolats de Pseudomonas spp. Qui ont été examinés pour les
activités protéolytiques et lipolytiques; deux isolats présentaient une activité protéolytique, alors
que trois avaient une activité lipolytique et cing isolats présentaient les deux.

Les métalloprotéases sont les principales protéases produites par Pseudomonas( Ertanet al.,
2015) et ont une importants dans le processus de détérioration des aliments, en particulier dans le
lait, parce que la disponibilite du calcium, il est difficile de dénaturer les protéases, conférant une
plus grande résistance thermique(Ertan et al., 2015, Stoeckel et al., 2016). Dansle lait UHT,
I'nydrolyse de la caséine par métalloprotéases provoque un effet gélifiant (Matéos et al.,2015,
Stuknyté et al., 2016). De plus, ils représentent 60% du commerce mondial des enzymes (Kuddus
et Ramteke, 2012), en insistant sur I'importance de la connaissance des genres et espéces de micro-
organismes qui produisent ces protéases en raison de leur potentiel biotechnologique. L’activité
lipolytique des micro-organismes du genre Pseudomonas, en particulier de l'espece P. fluorescens

est également important pour les processus industriels et chimiques (Hakiminia et al.,2013).
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Cependant, ces lipases agissent negativement sur la qualité du lait et ses dérivés, et on sait peu sur

I'activité lipolytique d'autres Pseudomonas spp .

111.2.Evaluation de la formation de biofilm par la méthode RCA :

Le rouge Congo agar est basée sur les caractéristiques phénotypiques, tels que la
morphologie des colonies et la couleur des colonies. Sur ce milieu, les souches qui produisent des
colonies noires sont considérees comme formatrices de biofilm, ou productrices de slime. A
I'inverse, les souches qui produisent des colonies rouge lisse, sont considérés comme non

formatrices de biofilm ou non productrices de slime (Cucarella et al., 2001).

Cette technique qualitative consiste a 1’ensemencement des souches testées pour leurs
capacité a produire un biofilm sur milieu Rouge Congo (Freeman et al.,1989) ; (Chaieb et al.,
2005). C’est une méthode indirecte qui permet de distinguer entre les souches productrices de slime

de celles qui n’en produisent pas, en se basant sur la composition de la couleur de leurs colonies.

L’évaluation de couleur des colonies, selon Satorres et alcarazen (2007) ; Les colonies des
souches non productrices sont de couleur rose rouges tandis que celle qui ont la capacité a produire
un slime sont de couleur noires a surface ou presque noire (Nasr et al, 2012).Les colonies des
souches de phénotype variable donnaient des colonies a centre noir et a contour rouge a centre
rouge et a contour noir (Touati et al, 2007).

Plusieurs auteurs ont rapporté la capacité des bactéries a former des biofilms sur les
matériaux couramment utilisés dans le secteur alimentaire y compris le secteur laitier, tel que 1’acier
inoxydable, le verre et le caoutchouc (Hamadi et al.,2014) , la gélose au Rouge Congo (RCA) sont
parmi les systémes les plus couramment utilisés pour 1’é¢tude de la capacité de 1’organisme a
produire des biofilms. Les résultats obtenus nous ont permis de constater que les 10 souches de
Pseudomonas spp ne produisent pas le slime et montre un phénotype négatif dans le milieu (voir

figure 5).
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Figure 5:Phénotype de production de slime par les souches sur milieu RCA

Le slime est définie comme la substance polymérique extracellulaire, également connu sous le
nom d’exo-polysaccharides (EPS).Sur le milieu RCA, les souches exprimant le PIA (polysaccharide
intercellularadhesin) donnent des colonies noires avec une surface rugueuse contre des colonies de
couleur rouge et a surface lisse pour les souches PIA négatif (Chaieb et al.,2005). Le Rouge Congo
interagit directement avec certains polysaccharides bactériens formant un slime et donnant des
colonies noires, contrairement aux colonies non productrices qui restent rouge (Rewatkar et
Wadher, 2013 ; Kara Terki, 2014).

La véritable nature de slime et les causes de sa formation sont complexes, et de nombreux
facteurs interagissent pour créer les conditions necessaires a la formation de slime. Des facteurs tels
que le pH, la température et les niveaux de nutriments organiques jouent un réle important dans le

développement de slime (Chaudhary et al.,1998).

Le slime est composé de macromolécules, glycoprotéines, polysaccharides et de
peptidoglycanes, la structure chimique exacte n'est pas bien définie. Dans des études antérieures, il
a éte également montré que le contenu en hydrates de slime joue un réle important dans I'adhérence

bactérienne (Sakarya et al.,2004).

En plus, les microorganismes qui produisent ces exo-polysaccarides sont plus résistants a la
dessiccation, a la prédation et aux produits chimiques (Ophiretal., 1994). Cependant, ces molécules
sont également importantes dans la formation de biofilms sur les surfaces puis qu’elles sont

impliquées dans les premiéres étapes de la formation de biofilms.
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Plusieurs auteurs signalent que la méthode de rouge Congo agar semble étre moins efficace
pour détecter la formation de biofilm in vitro (Hassan et al., 2011 ;Ruzicha et al., 2004 ; Taj et al.,
2012).
saha et al (2018), ont constaté que seulement 39 (29.1%) des 134 souches de Pseudomonasaeruginosa

isolées des échantillons cliniques ont été productrice de slime par la méthode rouge congo.

Asim et al (2010), ont trouvé que parmis les 80 isolats de Pseudomonasaeruginosa isolé a partir de

divers échantillons cliniques seulement 75 % produire de slime.

Oncel et al (2010), ont indiqué que sur les 10 isolats de P.aeruginosa uniguement 60% produire de slime et

40% non produire de slime.

Arslan et al (2011), ont constaté que sur 32 Pseudomonasssp isolées a partir de 140 échantillons de

fromage blanc faites maison aucune ne produit le slime.

La méthode TCP semble étre plus efficace que la méthode de Rouge Congo dont Hassan et
al. (2011) estime que la méthode TCP est une méthode de criblage la plus fiable, sensible et

reproductible pour la détection de la formation du biofilm.

111.3 Formation de biofilm par microplaque :
Le protocole d’essai TCP décrit par Christensen et al.,(1985) est le plus largement utilisé et a

été considéré comme la norme d’essai pour la détection de la formation de biofilm.

La formation de biofilm dans les microplaques de titration a 96 puits, est analysée par une
simple observation a 1’ceil nu des puits apreés une coloration au cristal violet. Cette coloration est
considérée comme 1’une des techniques indirectes d’estimation de la production de biofilm sur des
différents types de substrats (Djordjevic et al.,2002). La coloration développée reflete directement

la masse du biofilm, et sa solubilisation permet de la quantifier (Musk et al.,2005).

Aprés 24 heures et 48 heures d’incubation a une température de 30 °C, la formation des
biofilms a été exprimée en DO mesurées a 590 nm. Les résultats obtenus (Figure3) ont permis de
mettre en évidence la capacité de formation de biofilms de toutes les souches de Pseudomonas

isolées sur une surface hydrophobe (polystyrene) aprés culture.

D’apres les résultats de Bellifa et al. (2013) ; KaraTerki et al, (2013), la technique TCP reste

la meilleure technique pour le dépistage de la formation du biofilm in vitro.
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Elle permet une détermination quantitative pour comparer et examiner l'adhésion de
différentes souches (Racha et al.,2012) .

Les 10 souches ont été testees pour leur capacité de produire du biofilm in vitro. Ceci par la
méthode quantitative de coloration au cristal violet sur microplaque 96 puits en polystyrene. Les
valeurs moyennes de densités optiques (DO) obtenues par un lecteur d’absorbance pour
microplaques, ont été converties en histogramme (voir figure 6). La valeur moyenne des puits de
contrdle (sans biofilm) est égale a 0,05. D’apres I’analyse de ’histogramme et par comparaison des
différentes valeurs de DO pour chacune des souches étudiées, il s’est avéré que les 9 souches sont
présentant une DO> 0.05 aprés 24 heures d’incubation elle peut étre considérée comme non
producteur de biofilm par apport (Sabaeifard et al.,2014). L’absorbance a 590 nm a €té mesurée

et les souches ont été regroupées dans :

D0s90<0.1, non producteurs (NP) .
DOsg0[0.1-1.0] faibles producteurs (WP) .
DOsgo[1.1-3.0] producteurs modéres (MP) et DOsgp>3.0, producteurs puissants (SP).

De méme que pour la formation de biofilm, aucune amélioration dans la croissance de souches n’a
été obtenue apres changement le temps d’incubation apres 48h. Donc elle peut étre considérée

comme non productrice de biofilm.
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Figure 6 : la formation de biofilm par les souches de Pseudomonas spp apreés 24 heures et 48
heures d’incubation.

La méthode TCP est la méthode fiable pour quantifier un biofilm in vitro que la méthode de

RCA(Hou et al., 2012). Dans ce contexte plusieurs travaux ont aboutira ce méme résultats citant
:FillouxetValleten2003 qui ont essayé d’étudier le biofilm de Pseudomonasaeruginosa in vitro .
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P. aeruginosa, une bactérie aérobie stricte, forme des biofilms a I’interface air-liquide (Filoux
etVallet, 2003), ce qui correspondant ici a la position des anneaux violets. Les travaux de Musk et
al. (2005) ont montré que cette bactérie est capable de former des biofilms avec une densité

cellulaire importante localisée a I’interface air — liquide.

La détection du biofilm par les méthodes TCP semble plus fiable.

Nos résultats est en concordance avec ceux d’Oli et al. (2012), ou ils montrent que la
technique TCP est la plus fiable pour la détection de la formation de biofilm chez des souches

cliniques.

La capacité d'adhérer a des surfaces solides et la formation consécutive d'une communauté de
biofilm bactérien organisé sont des étapes importantes dans la mise en place de  Pseudomonasspp.
Dans les usines de fabrications laitiéres il est bien connu que le passage de 1’état planctonique a un
mode de biofilm est un processus complexe, qui se produit en réponse a des changements de

conditions environnementales (O'Toole et al.,2000).

Rossi et al .(2016) ont montré que la majorité des souches de P. fluorescens isolé a partir de
produits laitiers et les usines de fabrication de produits laitiers sont capable de former un biofilm
dans des puits de plaques de microtitration, avec des variations liées a la biodiversité des souches.
Comme la premiére étape de la formation de biofilms est l'adhésion des bactéries sur les surfaces,
I'nypothese que les souches ont montré une bonne capacité a créer des interactions hydrophobes
avec des surfaces de polystyréne. Cependant, Lemos et al. (2014) ont suggéré que les propriétés
physiques et chimiques de surface ne sont pas le principal facteur de régulation du processus
d'adhésion initiale pour P. fluorescens.

Coban et al. (2009) a testé la capacité des isolats de P. aeruginosa a former le biofilm chez
des patients atteints de fibrose kystique, la production de biofilm a été détectée par la méthode TCP

dans 33,3% des échantillons testés.

L’¢tude d’Oncel et al.(2010) a révélé que 60% des isolats de P. aeruginosa de

rhinosinusite chronique produit des biofilms bactériens par la méthode de TCP.

Dans la nature P. aeruginosa existe rarement sous forme planctonique, libre, mais plutét
sous la forme de biofilm (Méar, 2014). En 2014, Saxena et ses collaborateurs ont montré que sur
80 souches de Pseudomonas, isolées a partir de crachat, seulement 16 souches ont été des bonnes

formatrices de biofilm par contre 47 ont donné une formation faible.
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Toutes les bactéries en générale et P. aeruginosa en particulier résident de maniére
prédominante sous la forme d’un biofilm (Nagant, 2013). Cette bactérie est I’'une des bactéries les

plus étudiées dans le contexte des biofilms (Musk et al.,2005).

Rossietal (2016) ont observé que la formation de biofilms par les souches de P.
fluorescens a été promu a 10 ° C: les souches généralement ne produisent pas le biofilm a 30 °C
ont été plutét faibles producteurs ou particulierement modérée a 10 ° C. Il est admis que la
formation de biofilms est renforcée par la mobilité des cellules, en particulier quand elle est
médiatisee par flagelles, et dans certaines conditions environnemental les flagelles sont nécessaires
pour la formation de biofilms dans P. fluorescens (Robleto et al.,2003). Ainsi, I'hypothése que la
capacité de formation de biofilm pourrait étre due a des appendices de surface bactérienne qui peut
étre en fonction de la température comme dans le cas de L. monocytogenes. A cet égard,
I'intégration de plusieurs signaux différents a partir de I'environnement pourrait jouer un réle dans la
formation de biofilm, ainsi que d'autres événements tels que phénotypique et génotypique lors de la
production de biofilm et la libération des EPS (Simdes et al.,2010). la formation de biofilm est un
phénomene complexe sous I’influence de nombreux facteurs parmi lesquels: la surface, le milieu et
les microorganismes (Branger et al.,2007). Il est admis que les micro-organismes se fixent plus
facilement sur des surfaces hydrophobes et non polarisées comme le téflon ou d’autres maticres

plastiques que sur des matériaux comme le verre ou les métaux (Liesseiyamba, 2012).

D'autre part, la diminution rapide de la capacité de formation de biofilm que nous avons
observé a 30 ° C aprés 48 h d'incubation pourrait étre attribuée a la perte de exopolymeres du
biofilm et en particulier de exopolysaccharides, ce qui laisse supposer qu'un processus actif de
détachement se produisait, probablement médiée par la dégradation enzymatique (Allison et
al.,1998). Ces observation ne sont pas en accord avec celles rapporté par Nagant (2013), qui
indiquent que lors de la détection de la formation de biofilm chez P. aeruginosa en fonction du
temps, que la formation de biofilm varie entre souches et que les valeurs d’absorbances CV de

toutes les souches étudiées augmentent aprés une longue incubation en particulier 48 heures.

De ce fait et a fin de détecter et de quantifier les biofilms formés in vitro, la méthode de RCA
semble étre moins efficace (Beliffa, 2014) par contre la méthode de coloration au CV peut étre la
plus adaptés et la plus fiable (Hou et al.,2012).

Des études montre que la méthode de coloration au CV a permis de mettre évidence une
formation de biofilm variable chez 1’ensemble de souches étudiées en comparaison avec la méthode

de RCA qui a permis de detecter la formation de biofilms. Ces résultats sont semblables a ceux
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rapportés par plusieurs travaux traitant les biofilms de P. aeruginosa tels que 1’étude de
FillouxetVallet (2003).
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Conclusion

La formation de biofilm est I’un des problémes majeurs en milieu industriel. Plus précisément
dans l'industrie laitiére, la capacité des bactéries a s'attacher aux surfaces de contact d’équipement
laitiere fournit un réservoir de contamination pour les agents pathogénes avec des conséquences sur

la santé humaine.

A I'heure actuelle, les biofilms de Pseudomonas spp sont considérés comme la principale
cause de la détérioration microbienne du lait et produits laitiers, et la principale raison de pertes
économiques importantes dans l'industrie laitiere. On outre, La capacité d’une souche a former du
biofilm est reconnue comme étant un important facteur de virulence chez de nombreuses espéeces

bactériennes.

Dans cette étude, la capacité des souches de Pseudomonas spp a produire des enzymes
extracellulaire et la capacite de formation du biofilm a été évalué par les méthodes suivantes :
Rouges Congo Agar (RCA), méthode TCP.

Nos résultats révelent que 90% de Pseudomonas spp, étaient positives pour la protéase, 90%
étaient lipase positive et 10% étaient négatives pour la lecithinase. La méthode classique la plus
souvent utilisée pour détecter la production de slime phénotypiquement est RCA qui réalisée sur un
milieu solide le rouge Congo agar. Nos résultats révelent toutes les souches sont non productrices
de slime. N’importe quel matériau en contact avec un fluide contenant des bactéries est un support
potentiel pour la formation d’un biofilm, qui a été influencé par I’adhésion des micro-organismes
sur une surface telle en polyéthylene. Dans notre travail, La formation de biofilm de ces souches sur
microplaque a été évaluée. D’apres les résultats obtenus toutes les souches n’ont pas pu former un

biofilm.

Les résultats obtenus nous ont permis de montrer une association entre le slime,

I’hydrophobicité et la capacité d’adhérer et former le biofilm sur I’acier inoxydable.

Pour étre accompli, ce travail mérite d‘étre poursuivi par une identification des souches par

les techniques de biologie moléculaires.

Afin de minimiser 1‘impact sur [‘environnement, il serait intéressant d‘explorer des techniques
alternatives permettant de inhiber I’adhésion bactériens sur la surface qui ont en contact avec les

aliments serait également une voie a prospecter.
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Annexe 1:

Bouilloncoeur-cervelle (BHIB) :

Infusion de cervelle de veau............cccceevvevvcieieennenn, 12.5g
Infusion de coeur de boeuf ..., 50 ¢
PEPLONE ... 10.0g
GIUCOSE....ceiieee s 20 g
Chlorure de Sodium ........ccccoevieiiieceece e 20 g
Phosphatase di sodique.............cccevveieeieiieieere e 5 ¢
pH=7.4

Préparation : 37g par litre d’eau distillée. Stérilisation a 1’autoclave a 120°C, 20min.

LuriaBertaniliquide (LB)

TIYPLONE oo 109
EXtrait de [eVUre ... 05¢
NACH .. 059
Eau distillée......cooveiiiece 1000 ml
BoullionTSB

TIYPIONE . 179
Peptone papainique de Soja...........ccccveveeieireesieenene. 39
GlUQOSE. ...t 2.5¢
SelS DIlTAINES ... 1.5¢
Chlorure se SOdIUM..........cccviiiiiiiieec e 59
Phosphate dipostassique..........cccccvevveiiieeciie e, 49
NOVODBIOCING ... 0,020g
Eau distillée........ccovvveececeeee e 1000ml
Bouillonnutritif

PEPIONE ... 10g
EXtrait de [eVEUT ... 5¢
Chlorure de Sodium ........ccccoviiieviee e 5¢

Bau diStillé@ ... 1000ml
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Le gélosé Tween 80

PEPIONE ... 109
Chlorure de SOdium ........ccccovevieiieeceece e 5¢

Chlorure de calicium ..........ccccevviieiieeie e 0.1g
AGAN i 259

Gélose a lait écrémé
GEIOSE .. s 15¢
Lait BCTEME ...t e e e e e 01L

Gélose ordinaire au jaune d’ceuf

PEPIONE ...t 10g
Extrait de vainde ..o 05g
NACH ... 059
AAAT i 159

10% jaune d’ceuf stérile

Milieu Rouge Congo Agar (RCA)

BHIB . 3749
Saccharose. .......oovvuiiiiii i, 50g
N 10g
Rouge Congo......ovvvniiiiiiiiiii i 08¢g
Eaudistillée ..o 1000 ml
pH=7,4

Stérilisation a ’autoclave : 121°C pendant 15 minutes

Gélose nutritive :

PEPIONE .. 159
Extrait de viande ... 10g
EXtrait de [eVEUT ... 029
NACH .. 05g
AT e 209
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Cristal violet :
Cristal violet

Eau distillée
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