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Résumé : 

         Les biofilm laitiers comportent un écosystème microbien (microbiote) complexe qui 

inclut des microorganismes pathogènes ou d’altération. Ces micro-organismes indésirables  

sont responsables de rejet des produits, même des maladies d’origine alimentaire. Le but de 

cette étude est d’identifier une collection de souches isolées des canalisations post et pré 

pasteurisation d’une industrie laitière par la technique  MALDI-TOF et d’évaluer la capacité à 

former un biofilm sur des surfaces en polystyrène par la technique TCP. Les 41 souches  

identifiée par MALDI-TOF  était composée : Enterobacter cloacae(17), Enterobacter 

xiangfangensis(1), Enterococcus faecium(7), Enterococcus casseliflavus(5), Bacillus 

cereus(7),Bacillus subtilis(1), Acinetobacter schindleri(2),Raoultella ornithinolytica(1). 

L’évaluation de la capacité des souches à former  le biofilm montre que 25 souches sont 

incapables, 11 faiblement , 03 modérément formatrice du biofilm, et 02 souches sont 

fortement formatrices du biofilm. L’identification de la microflore des canalisations post et 

pré pasteurisation présente sur les surfaces en acier inoxydable  a révélés  une biodiversité 

bactérienne. Enfin, Cette étude souligne que la connaissance des microorganismes attachés 

aux surfaces laitières peut aider au développement de stratégies pour améliorer les paramètres 

opérationnels optimaux (Temps / T C°) pour les processus de pasteurisation. 

Mots clés : Biofilm, TCP, MALDI-TOF, polystyrène, pasteurisation. 

  



 
 

Abstract: 

        Dairy biofilms have a complex microbial ecosystem (microbiota) that includes 

pathogenic or spoilage microorganisms. These un wanted microorganisms are responsible for 

product rejection, even food borne illnesses. The aim of this studyis to identify a collection of 

strains isolated from post and pre-pasteurization pipelines of a dairy industry by the MALDI-

TOF technique and to assess the ability to form a biofilm on polystyrene surfaces by the TCP 

technique.The 41 strains identified by MALDI-TOF consisted of: Enterobacter cloacae (17), 

Enterobacter xiangfangensis (1), Enterococcus faecium (7), Enterococcus casseliflavus (5), 

Bacillus cereus (7), Bacillus subtilis (1), Acinetobacter schindleri (2 ), Raoultella 

ornithinolytica (1).The assessment of the capacity of the strains to form biofilm shows that 25 

strains are incapable, 11 weakly, 03 moderately biofilm-forming, and 02 strains are strongly 

biofilm-forming. The identification of the microflora of the post and pre-pasteurization pipes 

present on the stainless steel surfaces revealed bacterial biodiversity. Finally, this study 

underlines that knowledge of microorganisms attached to dairy surfaces can help the 

development of strategies to improve the optimal operation al parameters (Time / T C °) for 

pasteurization processes. 

Keywords: Biofilm, TCP, MALDI-TOF, polystyrène, pasteurization. 

  



 
 

 ملخص  :                                                                                                                   

المسببة    الدقيقة  الكائنات  يتضمن  )ميكروبيوتا(  معقد  ميكروبي  بيئي  نظام  على  الألبان  لمنتجات  الحيوية  الأغشية  تحتوي 

التالفة. هذه المنقولة   للأمراض أو  المنتج ، وحتى الأمراض  الدقيقة غير المرغوب فيها هي المسؤولة عن رفض  الكائنات 

 بالغذاء. الهدف من هذه الدراسة هو تحديد مجموعة من السلالات المعزولة من أنابيب ما بعد البسترة وما قبل البسترة في  

MALDI-TOF صناعة الألبان باستخدام تقنية   كوين غشاء حيوي على أسطح البوليسترين باستخدام  وتقييم القدرة على ت     

التي حددتها  41السلالاث  تتكون MALDI-TOF من:                                                                          . TCP 

Enterobacter cloacae(17), Enterobacter xiangfangensis(1) , Enterococcus faecium(7) ,                          

Enterococcus casseliflavus(5) , Bacillus cereus(7) ,  Bacillus subtilis(1) , Acinetobacter 

schindleri(2) , Raoultella ornithinolytica(1).                            

سلالة تكون   03سلالة ضعيفة ، و    11سلالة غير قادرة ، و    25يظُهر تقييم قدرة السلالات على تكوين غشاء حيوي أن   

سلالة تشكل غشاءً حيويًا بقوة. كشف تحديد البكتيريا الدقيقة لأنابيب ما بعد البسترة الموجودة    02غشاء حيويًا معتدلًا ، و  

الدراسة هذه  تؤكد   ، أخيرًا  البكتيري.  البيولوجي  التنوع  عن  للصدأ  المقاوم  الفولاذ  أسطح  الحية   على  الكائنات  معرفة  أن 

الدقيقة المرتبطة بأسطح الألبان يمكن أن تساعد في تطوير استراتيجيات لتحسين المعلمات التشغيلية المثلى )الوقت / درجة  

                                                                                                                          مئوية( لعمليات البسترة.

  الكلمات الرئيسية  Biofilm , TCP , MALDI-TOF ، بوليسترين، بسترة.                                                      
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Introduction  générale : 

En industrie laitière, la contamination disséminée à partir des surfaces industrielles est 

largement reconnue. L’environnement des laiteries est propice au développement des 

biofilms. La nature des espèces qui composent ces écosystèmes microbiens est largement 

influencée par les conditions des processus technologique (Malek ,2013). 

         la qualité et la sécurité des produits laitiers et de réduire considérablement leur durée de 

conservation (Austin et Bergeron, 1995; Chmielewski et Frank, 2003; Salustiano et al., 

2009). En raison de leur résistance aux traitements thermiques et aux agents antimicrobiens, 

les biofilms développés sur les chaînes de transformation laitière sont également difficiles à 

éliminer même avec des procédures de nettoyage et de désinfection acceptables (Bore et 

Langsrud, 2005; Bremer et al., 2006; Brooks et Flint, 2008) . De plus, une recontamination 

bactérienne des surfaces des chaînes de transformation des aliments a été signalée à nouveau 

lors des procédures de nettoyage en place, en raison du phénomène de ré adhésion (le Gentil 

et al., 2010). Un problème récurrent dans l'industrie laitière est la qualité microbienne du lait 

pasteurisé. Ce produit est exposé à des traitements thermiques moyens qui n'assurent pas la 

destruction complète à la fois les bactéries d’altération et les bactéries pathogènes. Malgré 

l'amélioration de la technologie laitière, la contamination du lait pasteurisé, en particulier par 

les bactéries aérobies sporulantes, demeure une barrière biologique spécifique qui limite la 

durée de conservation et la qualité du produit (Novak et al., 2005 ; Huck et al., 2007 ; 

Ranieri et al ., 2009). De nombreuses études ont été menées à travers le monde pour résoudre 

ce problème afin de prolonger la durée de conservation du lait pasteurisé. Cependant, le 

facteur limitant varie d'un pays à l'autre en fonction des conditions du processus. Différentes 

sources potentielles de contamination du lait pasteurisé sont signalées: le lait cru (Lin et al., 

1998; Bartoszewicz et al., 2008 ; Ranieri et Boor, 2009), les surfaces des équipements 

(Sharma et Anand, 2002; Svensson et al., 2004 ; Salutiano et al., 2009) et les matériaux 

d'emballage (Simon et Hanson, 2001; Zygoura et al., 2004 ; Petrus et al., 2010).  

          Ce mémoire entre dans ce contexte. Il a pour principal objectif : est d’identifier la 

microflore bactérienne qui contamine les canalisations pré et post-pasteurisation du lait d'une 

usine laitière et de déterminer la capacité de ces bactéries à former des biofilms sur des 

surfaces en polystyrène. 

         Ce mémoire  est structuré en trois  parties: 
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1. Une mise au point bibliographique traitant du biofilm, ses étapes de formation, les 

problèmes causés par le biofilm en industrie agroalimentaire ainsi que des procédés de control 

et d’élimination de biofilm. 

2. Une partie expérimentale comprenant : l’identification d’une collection de souches isolées à 

partir des canalisations d’une usine laitière, et la détection de la capacité de ces souches à 

formé des biofilms par 02 méthodes expérimentaux : MALDI TOF , TCP . 

3. La troisième partie consacrée aux résultats et discussion donne des résultats très pertinents 

et très clairement argumentés. Ce travail s’achève par une conclusion générale qui permettra 

de tirer quelques perspectives de prolongement à ce travail. Les futures recherches devraient 

se concentrer sur la structure ainsi que le comportement des communautés bactériennes des 

canalisations des usines laitières. 
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Partie I : Synthèse bibliographique : 

I.1 .Historique:   

          La découverte des biofilms microbiens est attribuée à l’inventeur du microscope, 

Antoni Van Leeuwenhoek, le premier qui observa vers 1683 avec cet appareil des 

communautés microbiennes adhérées à la surface des dents (Roux et Chigo, 2006). 

          En 1932, Henerici observa des communautés bactériennes fixées sur des lames de verre 

placées dans un aquarium. Selon cet auteur, la plupart des bactéries vivant en milieu aqueux 

ne sont pas sous la forme planctonique, mais plutôt elles sont organisées sous forme de 

communautés sessiles fixées à une surface (Trautner et al ., 2009). 

          En 1978, Costerton et al., ont proposé les premières hypothèses sur les mécanismes 

impliqués dans l'adhésion des microorganismes. Ils ont proposé la théorie de «biofilms», qui a 

expliqué les mécanismes par lesquels les microorganismes adhérent aux surfaces vivantes et 

inertes et les avantages accumulés par cette niche écologique (Branger et al ., 2007 ; Chalvet 

de Rochemonteix, 2009 ; Kara Terki, 2014). 

          Plus récemment, les études sur les biofilms étaient développées dans divers domaines 

industriel, environnementale et médicale. Beaucoup de travaux dans les deux dernières 

décennies ont compté sur les outils tels que : la microscopie électronique à balayage (MEB) 

ou les techniques de cultures microbiologiques standards pour la caractérisation des biofilms 

(Donlan, 2002). 

 

Figure 01 : Représentation shématique de la structure tridimensionnelle d’un biofilm  

(Rosyn ,2016). 
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2 .Définition: 

          Le biofilm est un ensemble de microorganismes, formé de la même espèce ou d’espèces 

différentes qui forment une communauté. Il est constitué d’un ensemble de cellules et de 

micro-colonies associées entre elle et à des surfaces biotiques ou abiotiques (Myriam , 2012). 

L’adhérence de ces micro-organismes à une surface est marquée par la sécrétion d’une 

matrice adhésive et protectrice qui lie fortement le biofilm à cette surface (Phillips et al ., 

2010). 

          Ces surfaces peuvent prendre plusieurs formes ; minérales (roche) ou organiques (peau, 

tube digestif des animaux, racines et feuilles des plantes), industrielles (canalisation, surface 

alimentaires) ou médicales (prothèse, cathéter, valves cardiaques) (Branger et al ., 2007; 

Bellifa, 2014). 

          Le biofilm est une  structure dynamique en évolution constante, constitue le mode de 

vie majoritaire des micro-organismes, par opposition à l’état planctonique, libre et isolé dans 

l’environnement (Espinasse et al ., 2010).         

 

Figure 02 :biofilm sur les appareils du production de lait (Amgar, 2012). 

 3. Les étapes de formation des biofilms : 

         Les bactéries semblent initier la formation d’un biofilm en réponse à une pression 

environnementale (Annous et al ., 2009), telle que le manque d’oxygène 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 retrouvé dans le sol ou dans les 

milieux aquatiques (Talaro, 2008). La formation de biofilm commence lorsque des cellules 

planctoniques hautement mobiles adhèrent à une surface. Les cellules subissent des  

changements physique qui imliquent une régulation négative de l’appareil de motilité et des 
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facteurs de virulence tout en régulant positivement la production d’une matrice extracellulaire 

riche en exopolysaccharides (Eve Maunders et Martin Welch,2017).On distingue 

généralement cinq étapes de formation de biofilm (Talaro, 2008). 

Figure  03: Cycle de vie d’un  biofilm et les facteurs influençant sa forme (Toyofuku et al., 2016). 

3.1 Etape 01 : Le conditionnement de la surface : 

          Le conditionnement de surface est la première étape de la formation du biofilm ,au 

cours de laquelle cette surface est le siège d’une adsorption spontanée de composés du milieu 

(molécules organiques et ions) dans les premiers instants suivant l’immersion (La Barre et 

Haras, 2007). Ceci conduit à la formation d’un film de conditionnement qui modifie les 

propriétés physico-chimiques de la surface externe du matériau en modifiant la charge nette et 

l’énergie libre de surface. Ce conditionnement permet d’influencer défavorablement le 

comportement des bactéries approchant ces surfaces, ou au contraire de créer des micro-

niches favorables à l’adhésion et aux interactions spécifiques (La Barre et Haras, 2007). 

 3.2 Etape 02 : transport des cellules bactériennes vers la surface : 

          Le transfert des bactéries vers la surface est le résultat de phénomènes de nature 

physicochimique et biologique. 

Plusieurs facteurs physiques peuvent expliquer ce transfert : 

• les mouvements browniens ou transport diffusif. 

• la sédimentation, qui est liée à la différence de gravité entre la cellule bactérienne et le fluide 

dans lequel elle se trouve. . 

           le transport convectif, dû aux caractéristiques hydrodynamiques du fluide environnant 

(régime statique, turbulent ou laminaire). Ce type de transport semble être particulièrement 

important pour l’attachement des cellules. Un régime d’écoulement turbulent favoriserait 
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l’adhésion en augmentant la probabilité de la rencontre entre une cellule bactérienne et une 

surface (Squinazi ,2013). 

          Le facteur biologique prédominant dans la phase de transfert est la chimiotaxie. Ce 

système permet à la bactérie de reconnaître dans son environnement des substances chimiques 

attractives, dont les nutriments, ou répulsives et d’orienter son déplacement sur de courtes 

distances. L’activité flagellaire est alors modifiée de manière à orienter le déplacement 

bactérien vers les zones favorables (Pratt et al ., 1998). 

 3.3 Etape 03 : Adhésion  réversible et adhésion irréversible : 

 3.3.1 Adhésion primaire réversible et non spécifique : 

          L'adhésion réversible est un phénomène au cours duquel les cellules s'adhèrent à une 

surface (Madoda, 2014) avec une intervention des mécanismes comme le chimiotactisme et 

la mise en place d'appendices générateurs de mouvement tels que les flagelles (Cournet, 

2010) et elle est facilitée par les adhésines qui sont des récepteurs membranaires (Madoda, 

2014). Ce phénomène d'adhésion microbienne aux surfaces est conditionné par un certain 

nombre de facteurs, y compris les espèces de bactérie, la composition de la surface des 

cellules, la disponibilité des éléments nutritifs,... (Alnnasouri, 2010). Au cours de cette 

adhésion, les bactéries établissent des interactions faibles avec la surface conditionnée telles 

que les forces de Van der Walls, les forces acide-base de Lewis et les forces électrostatiques 

(Planchon, 2006 ; Parot, 2007 ; Othmani, 2014 ; Madoda, 2014 ;Aye, 2015). De nombreux 

facteurs environnementaux comme le pH (Potentiel d’hydrogène), la température, l'osmolarité 

du milieu, la viscosité et les charges ioniques vont également influer sur cette étape 

(Othmani, 2014) qui ne dure que 4 à 10 heures selon les bactéries (Boutaleb, 2007). 

 3.3.2 Adhésion permanente irréversible et spécifique : 

               L'adsorption irréversible est une adhésion permanente des bactéries avec une 

augmentation des capacités d'ancrage et perte de motilité flagellaire (Irimes, 2010). Des 

interactions de plus fortes énergies sont mises en jeu durant cette phase qui sont les liaisons 

hydrogènes,les liaisons covalentes ou interactions hydrophobes fortes (Parot,2007 ; 

Othmani,2014 ;Aye,2015) grâce aux macromolécules de surface bactérienne: les 

polysaccharides, les protéines et les lipo-polysaccharides (Aye, 2015). Cette phase est plus 

lente que la phase d'adsorption réversible (Boutaleb, 2007) avec production d'EPS 

(ExoPolymeric Substances) qui vont renforcer l'adhésion des bactéries, les protéger de l'action 

d'agents antimicrobiens et aussi faciliter le piégeage des éléments nutritifs indispensables pour 

leur croissance (Othmani, 2014). 
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       Différents appendices bactériens sont nécessaires à l’adhésion des bactéries tout en 

n’étant pas indispensables au maintien du biofilm. Pour les bactéries à Gram-négatif, il s’agit 

des pili, des curli, des capsules et du glycocalix et pour les bactéries à Gram-positif, ce sont 

les acides teichoïques, l’acide mycolique, la capsule et le glycocalix (Van Houdt et  

Michiels, 2005).  

           Les pili de type I et les flagelles sont essentiels à l’attachement initial à la surface et les 

pili de type IV ont un rôle dans le déplacement de la bactérie sur la surface. (La Barre et 

Haras, 2007). 

 3.3.2.1 Substances polymériques extracellulaires (EPS) : 

          Les substances polymériques extracellulaires sont des biopolymères  produits par divers 

microorganismes : archées, bactéries et eucaryotes. Dans le cas des systèmes qui nous 

intéressent, les EPS sont des biopolymères d’origine microbienne dans lesquels les micro-

organismes du biofilm sont incorporés. Ces EPS sont soupçonnées de jouer un rôle important 

dans le développement du biofilm. Les EPS sont caractérisées par leur apparence gélatineuse. 

Ils sont responsables de la morphologie, la structure, la cohésion et l’intégrité fonctionnelle 

des biofilms. Leur composition  détermine la plupart de leur propriétés physico-chimiques et 

biologiques (Wingender et al.,1999). Les EPS contribuent également de maniére 

signiificative à la pathogénicité, à la résistance aux antifongique, à la protection contre le 

systéme immunitaire de l’hote et à l’intégrité structurale des microbes (Payal Gupta et 

al.,2019). 

          Les substances polymériques extracellulaires bactériennes (EPS) comportent des 

protéines, des acides nucléiques, des lipides simples, des phospholipides, des substances 

humiques, des homopolysaccharides et des hétéropolysaccharides, ces derniers sont en 

particulier à base de glucose, de fructose, de mannose, de galactose, de pyruvate, d'acide 

glucoronique et mannuronique (Jorand et al., 1998 ; Sand et Gehrke,1999 ;Flemming et 

al.,2007). 

          La composition de la matrice varie selon l’espèce et les conditions de croissance 

(Hatroubi et al., 2014 ; Muhsin et al., 2015). 

3.4  Etape 04 : La maturation du biofilm : 

          L’architecture complexe du biofilm se met en place avec la formation de canaux aqueux 

et de pores entre les microcolonies, permettant l’acheminement d’oxygène et de nutriments 

nécessaires à la croissance des micro-organismes, ainsi que l’élimination des déchets (Auger, 

2012). La production et la sécrétion d’enzymes ou de toxines provoque la dégradation des 
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tissus environnants de l’hôte et permet ainsi la libération de nutriments (Jacobsen et al., 

2008). 

 3.5  Etape 05 : Détachement des cellules : 

          Lorsque l’épaisseur maximale du biofilm est atteinte, des formes planctoniques sont 

relarguées dans le milieu extérieur. Cette dernière étape se produit lors du vieillissement du 

biofilm, ou lors de certains stress ou carences. En 2003, Davey a également rapporté que la 

production de biosurfactants (rhamnolipides) pourrait aussi favoriser la dispersion des cellules 

de la matrice du biofilm. La dispersion des cellules du biofilm mature pourrait aussi être sous 

l’influence du système de communication intercellulaire où une augmentation de la 

concentration en molécules inductrices serait responsable de la régulation de la production 

d’enzymes de dégradation de la matrice extracellulaire (lyase) (Stoodley et al., 2002).  Par 

exemple, La dispersion des biofilms de Pseudomonas aeruginosa est la plus étudiée (Goller, 

2008). Pour ces derniers, une augmentation de la concentration en carbone, citrate, glutamate 

ou glucose, entraîne un détachement massif de plus de 80% des cellules constituant le biofilm 

(Sauer, 2004). Aussi les Streptococcus spp peut synthétiser des enzymes qui hydrolysent ses 

liaisons avec les protéines de surface. Retournant à l’état planctonique dans le liquide, les 

bactéries peuvent coloniser alors des milieux plus propices (Bouchard, 2015). 

 

Figure 04:mécanismes de détachement du biofilm (Alfred et al.,2008). 

4. Communication cellulaire : Quorum Sensing : 

           Durant la formation du biofilm plusieurs espèces bactériennes sont capables de 

communiquer entre elles par le mécanismes du quorum sensing (QS) (Naves et al., 2010; 

Gad, 2018). C’est un système qui stimule l’expression cordonnée avec d’autres cellules et la 

réponse dépend de la densité de leur population  locale. Pendant le QS, les molécules signales 

se fixent à des récepteurs bactériens conduisant ainsi à un changement dans l’expression des 
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gènes chez la cellule réceptrice. Cela est constaté chez les mono-espèces bactériennes et aussi 

chez les hétéro-espèces (Miller et Bassler, 2001). 

          Le mécanisme de QS chez les Gram négatifs implique la production des petites 

molécules inductrices appartenant à la familles des N-acyles homo-sérines lactones ou 

molécules acylées (AHLs) (Fuqua et al., 1994; Fuqua et Greenberg, 2002; Czajkowski et 

Jafra, 2009). 

           La voie de communication cellulaire chez les bactéries à Gram positif fait impliquer 

des molécules signales peptidiques, dont la protéine précurseur est secrétée dans le milieu 

extracellulaire et commencent à s’accumuler. Une  fois le taux d’accumulation atteint une 

concentration seuil, une zone d’auto-induction est créée. Les molécules peptidiques ″signal" 

interagissent avec l’histidine kinase portée par un récepteur membranaire (Kleerebezem et 

al., 1997; Waters et Bassler, 2005; Bose et Ghosh, 2016). 

5. Composition du biofilm : 

           Le développement de l’architecture des biofilms bactériens est en grande partie lié à 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 (Flemming et Wingender, 2010). En plus de ces composants, 

l’eau est le composant majeur, avec plus de 97%, responsable du flux des nutriments à 

l’intérieur de la matrice du biofilm (Sutherland, 2001). La composition de la matrice varie 

selon l’espèce bactérienne et les conditions de croissance (Yannick et al., 2014). 

Tableau 01 : Composition d’un biofilm bactérien (Muhsin et al., 2015). 

           Composés     Pourcentage dans la matrice 

          Cellules microbiennes                     2-5% 

                 Protéines                     1-2% 

            Polysaccharides                     <1-2% 

            ADN/ARN                     <1-2% 

               Eau                     Supérieur à 97% 
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6. Facteurs favorisant la formation d’un biofilm : 

          La formation d’un biofilm est un phénomène complexe, sous l’influence de nombreux 

facteurs qui peuvent être répartis en trois catégories : 

- Les caractéristiques des surfaces à coloniser. 

- Les conditions environnementales. 

- Les propriétés bactériennes (Branger et al., 2007). 

6.1 Caractéristiques de la surface : 

          N’importe quelle surface en contact avec un fluide contenant des bactéries est un 

support potentiel pour la formation d’un biofilm (Chalvet de Rochemonteix, 2009). 

 6.1.1 Géométrie de la surface : 

          La géométrie de la surface externe du support, à savoir sa forme tridimensionnelle, sa 

porosité, ses irrégularités de surface, détermine la localisation de l’adhésion bactérienne. 

(Campanac, 2002). 

           Les bactéries colonisent préférentiellement les supports poreux et se regroupent en 

général au niveau des aspérités, des ruptures de courbure, des coins. L’accumulation des 

biofilms à la surface des supports se réalise de fait dans les zones où la circulation des fluides 

environnants est freinée par les frottements sur les parois (Campanac, 2002). Par exemple 

Lactobacillus fermentum et Lactobacillus acidophilus adsorbées sur des surfaces en verre 

produisaient des biosurfactants capables de réduire de 77% le nombre de cellules adhérées 

d’Enterococcus faecalis (Velraeds et al., 1996). 

 6.1.2 Rugosité de la surface du support : 

          Plus une surface est rugueuse, plus la colonisation de cette surface par des micros-

colonies est importante. Néanmoins, certaines souches bactériennes colonisent aussi des 

surfaces lisses (Characklis, 1990 ; Donlan et Costerton, 2002). Hilbert et al., (2003) ont 

montré que la rugosité n'avait pas affecté de manière significative l'attachement à la surface 

d'acier inoxydable dans la gamme de la valeur Ra (rugosité moyenne arithétique) de 0.01 à 0.9 

μm /pour des espèces de Pseudomonas, de Listeria monocytogenes et de Candida lipolytica. 

Boulangé-Petermann et al.,(1997) n'ont trouvé aucun rapport clair entre le paramètre de 

rugosité et le nombre de Streptococcus thermophillus adhérées à des surfaces d'acier 

inoxydable ayant des valeurs de Ra entre 0.015 et 1.04 μm. L'adhérence microbienne sur la 

surface d'acier inoxydable est probablement régie par divers facteurs physiques, chimiques, et 

biochimiques (Ortega et al., 2010). 
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 6.1.3  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 à des 

surfaces hydrophobes et non polarisées comme le Téflon ou d’autres matières plastiques, que 

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

 6.1.4  Présence d’un film protéique sur la surface : 

          La présence de polymères sur un support modifie les propriétés physico-chimiques de 

sa surface, et a une influence directe sur l’attachement de bactéries à cette dernière. En effet, 

la présence préalable sur un biomatériau d’un film protéique comme le sang, les larmes, 

l’urine, la salive, le liquide interstitiel et les sécrétions respiratoires influence l’attachement de 

bactéries à sa surface, et favorise la formation de biofilms (Nobbs, 2009). Par exemple, 

Staphylococcus aureus et Staphylococcus epidermidis expriment à leur surface des molécules, 

les MSCRAMM11 capables de se lier aux molécules adhésives des matrices protéiques, 

comme le fibrinogène ou la fibronectine (Patti, 1994).  

6.2  Influence des conditions environnementales : 

          Les facteurs environnementaux tels que la température, la concentration bactérienne, 

l’existence de flux, la qualité et la quantité des substances nutritives environnantes affectent 

l’adhésion bactérienne et la formation d’un éventuel biofilm. Ainsi, certaines souches 

bactériennes incapables de s’organiser en biofilm in vivo, peuvent présenter cette faculté in 

vitro dans des conditions expérimentales propices. De même, une souche bactérienne isolée à 

partir d’un biofilm développé à la surface d’un dispositif biomédical peut, in vitro, perdre 

cette propriété du fait de conditions expérimentales trop éloignées des conditions 

physiologiques (Baillif et al., 2010). 

6.2.1 Forces hydrodynamiques d’un flux : 

         Les forces hydrodynamiques sont considérées comme étant les facteurs 

environnementaux les plus susceptibles d’affecter l’adhésion bactérienne et le développement 

du biofilm bactérien (Baillif et al., 2010 ; Bellifa, 2014). 

          En effet, la répartition bactérienne sur un support est modelée par l’intensité d’un flux : 

si celui-ci est laminaire, les bactéries auront tendance à s’organiser en agrégats amorphes 

alors qu’en cas d’écoulement turbulent, elles auront plutôt tendance à adopter une disposition 

en fins serpentins placés dans le sens du courant (Baillif et al., 2010). Pseudomonas 

aeruginosa pourrait être éloignée du support s'il existe une simple agitation ou une 

modification de sa composition ou une modification de la température. Des différents types de 
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forces s'exercent entre la surface du support et la bactérie elle-même: les forces d'attraction de 

Van der Waals, les forces électrostatiques (Zadeh, 2009; Cournet, 2010; Rasamiravaka et 

al., 2014) . 

6.2.2  La température : 

          Elle est importante non seulement parce qu'elle affecte l’activité métabolique et 

enzymatique des bactéries, mais aussi parce qu'elle influence certains paramètres 

physicochimiques (pH, activité ionique, agitation  thermique et solubilité des gaz) ainsi que 

les propriétés de surface des microorganismes (Dumas, 2007). Par exemple, la température 

optimale de croissance de S. aureus est comprise entre 30 et 37°C (Beaudry, 2011) . Dans le 

cas d'une bactérie marine Deleya Marianna, on a observé une adhérence maximale à une 

surface hydrophile à 25°C  c'est-à-dire à la température optimale de la croissance, alors que 

l'adhérence était plus faible à 19°C et à 37°C (Shea et al., 1991). De même, la température de 

l’adhésion sur le polystyrène,de P. fluorescens, E. cloacae et Chromobacterium sp était 

maximale entre 20°C et 30°C, tandis que, l’adhésion de Flexibacter sp était maximale à 20°C 

et diminue progressivement avec l’augmentation de la température.(McEldowney et 

Fletcher., 1988 ) . Aussi les biofilms formés par A. flavithermus et G. stearothermophilus se 

forment principalement à  des températures élevées compris entre 40–65 °C (Sadiq et al., 

2017). 

6.2.3 Le pH : 

          Le pH du milieu environnant modifie la charge de surface des microorganismes ainsi 

que celle des supports solides ce qui peut avoir comme conséquence une réduction ou une 

augmentation des interactions électrostatiques répulsives défavorables à l’adhésion (Hamadi 

et al., 2004 ; Boutaleb, 2007). L. monocytogenes est capable de se multiplier à des pH de 4,6 

à 9,6, à l’optimum thermique. Cependant, des variations de croissance ont été observées en 

fonction de la nature du milieu et de l’acide ainsi que de sa concentration (Pearson et Marth, 

1990 ; Augustin et al., 2005). De même, Pseudomonas fragi a montré une adhérence  

maximale sur des surfaces d'acier inoxydable à la gamme de pH optimale pour son 

métabolisme c'est-à-dire des pH de 7 à 8 (Stanley, 1983). 

6.2.4 Composition du milieu : 

          La composition du milieu nutritif, tant au niveau qualitatif que quantitatif, est capable 

de moduler l’adhésion bactérienne (Bellifa, 2014).Ainsi la présence de calcium et de 

magnésium  semble faciliter l’adhésion réversible de la bactérie à un support. La synthèse du 

slime est favorisée par un excès de carbone, une addition de glucose, ou une déplétion en 

nitrogène, potassium et phosphate (Baillif et al., 2010). 
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          La concentration en nutriments joue un rôle majeur : un milieu riche en substrats 

favorise l’adhésion et la croissance bactériennes. En cas d’appauvrissement du milieu 

environnant les bactéries encore planctoniques auront tendance à être attirées par le biofilm 

qui représente alors une réserve en substrats (Bellifa, 2014). Par exemple ,la plupart des 

souches de S. thermophilus sont capables de croitre en présence d’un mélange de glutamine, 

de méthionine, de leucine, d’isoleucine, de valine et d’histidine, comme seules sources 

d'acides aminés, il est probable que les voies de biosynthèse des autres acides aminés sont 

entièrement fonctionnelles (Hols et al., 2005). 

 6.3 Influence des propriétés bactériennes : 

          Pour une surface donnée, l’adhésion bactérienne sera en fonction de l’espèce 

bactérienne et même de la souche bactérienne utilisée du fait de caractéristiques 

physicochimiques différentes. Toute modification des caractéristiques de surface des 

microorganismes peut entraîner une augmentation ou une diminution de l’adhésion 

bactérienne (Baillif et al., 2010). 

          L’hydrophobicité de la surface de la cellule, la présence de fimbriae et de flagelles, et la 

production d’EPS influencent l’attachement des bactéries sur une surface (Donlan, 2002). 

        Cerca et al., (2005) ont trouvé que l’adhésion de souches de S. epidemidis était plus 

forte aux surfaces hydrophobes qu’aux surfaces hydrophiles. L’augmentation de 

l’hydrophobicité du téflon et de l’acier inoxydable a induit l’augmentation l’adhésion des 

spores de B. cereus (Shakerifard et al., 2009). 

          La plupart des bactéries sont chargées négativement et présentent à leur surface des 

zones hydrophobes. Les polymères apolaires situés à la surface des cellules comme les 

fimbriae et certaines protéines semblent s’attacher de façon prédominante à des surfaces 

hydrophobes. Les EPS et les lipo-polysaccharides(LPS) sont plus importants dans les 

mécanismes d’attachement à des surfaces hydrophiles (Donlan, 2002). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Partie I                                                                      synthèse bibliographique 
 

14 
 

Tableau 2. Facteurs et propriétés impliqués dans la formation des biofilms (Donlan, 2002). 

Propriétés de la       

surface /support  

 

Propriétés du milieu  

 

  

Propriétés de la  cellule  

 

➢ Texture de la surface  

➢ Rugosité de la 

surface  

➢  Hydrophobicité de 

la surface  

➢  Présence d’un film 

conditionnant à la 

surface  

 

➢ Vitesse du flux  

➢  pH  

➢  Température  

➢  Cations présents 

dans le milieu  

➢  (Ca2+, Na2+, 

Fe3+…)  

➢  Concentration en 

Fer et en nutriments  

➢ Sources de carbone 

disponibles  

➢  Disponibilité en 

oxygène dans le  

milieu  

➢ Présence d’agents     

anti-microbien 

➢  Hydrophobicité de 

la surface des 

cellules  

➢  Présence 

d’appendices 

(fimbriae, flagelles)  

➢  Molécules de 

surface  

 

  

7. Le biofilm en industrie laitière : 

          La capacité de certains micro-organismes à former des biofilms continue de constituer 

un défi majeur pour différentes industries. Presque toutes les branches de l'industrie 

alimentaire, y compris les secteurs des produits laitiers sont remises en cause par le problème 

des biofilms. En effet les principales sources de contamination des produits laitiers sont 

souvent dues à un mauvais nettoyage et de désinfection de l'équipement (Srey et al .,2013). 

Dans les usines de productions laitières, la formation de biofilms peut avoir lieu dans 

différentes sites de la chaine de transformation du lait (Parkar et al.,2004),ceci comprend les 

réservoirs de stockage du lait, et les canalisations, autour des joints. De même les surfaces de 

contact du produit dans les appareils de traitement telles que les pasteurisateurs et des 

évaporateurs (Figure 05), sont considéré comme une source importante de contamination du 

produit dans la ligne de transformation du lait. La croissance des biofilms laitiers conduit à 
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l'augmentation des possibilités de contamination microbienne des produits laitiers 

transformés. Ces biofilms peuvent contenir des micro-organismes pathogènes et de 

détérioration (Parkar et al.,2004). 

          Les bactéries dans les biofilms sont protégées contre les désinfectants en raison de la 

coopération multi spécifique et de la présence des substances polymériques extracellulaires 

(EPS), qui favorise leur survie et leur contamination ultérieure des produits laitiers 

(Marchand et al .,2012). En effet, les biofilms sont composés d'espèces spécifiques qui sont 

bien adaptés pour survivre à des facteurs d'extrinsèque (chaleur, froid) et d'intrinsèques (pH, 

sel) qui sont associés à la transformation du lait (Marchand et al.,2012). 

          Les biofilms laitiers sont dominés par les bactéries, les substances polymériques 

extracellulaires (EPS) et les résidus de lait, pour la plupart des protéines et de phosphate de 

calcium. La formation de biofilms sur les équipements de l'industrie laitière peut conduire à 

de graves problèmes d'hygiène et de pertes économiques en raison de la détérioration des 

aliments et à la dépréciation d'équipement. Les micro-organismes dans les biofilms catalysent 

des réactions chimiques et biologiques responsables de la corrosion des métaux dans les 

tuyauteries et les réservoirs, et ils peuvent réduire l'efficacité de transfert de chaleur si les 

biofilms deviennent suffisamment épaisses: échangeurs à plaques et des pipelines. (Simôes et 

al.,2010). 

 

Figure 05: Equipement laitiers. (A) : tanks de stockage du lait, (B) : système de canalisation 

(lactoducs), (C) : un échangeur thermique à plaque (Malek ,2013). 

7.1 La microflore bactérienne du biofilm en industrie laitière : 

          La flore constitutive du biofilm en industrie laitière peut-être variée et comprendre de 

nombreuses espèces aussi bien Gram+ que Gram-, telles que Streptococcus, Staphylococcus, 

Listeria, Pseudomonas et certaines entérobactéries (Burgess et al., 2010). Néanmoins certains 

groupes de bactéries sont considérés comme inféodés au biofilm dans l’environnement des 

laiteries en raison de conditions sélectives et propices à la croissance de ces taxons. Il s’agit 
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notamment de Steptococcus thermophilus (Flint et al .,1997), des bacilles thermophiles  

(Parkar et al., 2004 ; Rueckert et al., 2005 ; Seale et al., 2008 ; Burgess et al.,2010 ) et des 

membres du groupe B.cereus (Wijman et al., 2007 ; Shaheen et al.,2009 ;Salutiano et al., 

2010 ; Didouh et al., 2015).  

          La variation de la flore est due à des pression sélectives , la chaleur, les résidus 

alimentaires, le pH et l'activité de l'eau. Les bactéries qui forment le biofilm sur l'acier 

inoxydable, peuvent être former d'une monocouche dans les usines qui régulièrement font des 

cycles de nettoyage au niveau des sites ou’ les forces de cisaillement sont élevées (Burgess et 

al.,2010). 

          Les bactéries dans les biofilm sont protégées contre les désinfectants en raison de la 

coopération  multi spécifique et de la présence des substances polymériques extracellulaires 

(EPS), qui favorise leur survie et leur contamination ultérieure des produits laitiers 

(Marchand et al .,2012). En effet, les biofilms sont composés d'espèces bactériennes 

spécifiques qui sont bien adaptés pour survivre à des facteurs d'extrinsèque (chaleur) et 

d'intrinsèques (pH, sel) qui sont associés à la transformation du lait (Marchand et al.,2012). 

          Il est bien documenté que les bactéries fréquemment  rencontrées dans l'environnement 

laitier capables de former des biofilms appartiennent au genre Enterobacter , Listeria (Vilar 

et al., 2007), Bacillus spp., y compris l’espèce B. cereus  (Fernandes et al., 2014 ; Didouh et 

al., 2015), Pseudomonas spp., incluant P. fluorescens (Aswathanarayan et Vittal, 2014), 

Serratia spp, Staphylococcus sciuri et Stenotrophomonas maltophilia (Cleto et al.,2012), 

Staphylococcus epidermidis et Staphylococcus aureus (Michu et al., 2011 ;Lee et al., 2014 ), 

Klebsiella (Garedew et al., 2012), Proteus, Citrobacter, Shigella, Escherichia, Edwardsiella, 

Aeromonas, Plesiomonas, Moraxella,), Enterococcus spp., y compris Enterococcus faecalis, 

Enterococcus faecium,» L.monocytogenes (Latorre et al., 2010 ; Fernandes et al., 2015), 

Bacillus licheniformis et Lactobacillus paracasei (Dat et al., 2012). 

8. Problèmes liés aux biofilms dans les industries laitières : 

           La formation de biofilm pose des problèmes dans beaucoup de branches de l'industrie 

alimentaire (Poulsen ,1999). En industrie laitière, la persistance des équipements est due à la 

formation de spores et de biofilms. Ces derniers sont impliqués dans les problèmes de 

contamination croisée qui affectent la qualité des produits transformés et limitent leur durée 

de conservation (Malek, 2019). Ils peuvent en effet servir de niche à des espèces pathogènes 

comme Listeria monocytogenes (Wong, 1998) et causent alors de sévères problèmes de santé 

publique (Cerf, 2002). La formation des biofilms sur les équipements d'industrie laitière peut 
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mener à des problèmes d'hygiène et à 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 à partir des équipements de traitement des 

denrées alimentaires un défi important (Simöes et al., 2006 ; Simöes et Vieira, 2009). Des 

études ont montré que les micro-organismes organisés en biofilm sur une surface sont plus 

résistants aux antibiotiques et aux désinfectants, que les cellules planctoniques, cette 

résistance dépend de leur activité métabolique et augmente avec l'âge du biofilm (Mattila- 

Sandholm et Wirtanen, 1992 ; Zottola et Sasahara ,1994 ;Costerton et al.,1995 

Lechevallier et al., 1998), l'état de la matrice d'exopolymères, la surface et les conditions de 

croissance (Muatapha et Liewen,1989 ;Frank et Koffi,1990). Généralement, les micro-

organismes 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 à l'intérieur du biofilm et l'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 l'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 rôle 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 âgées (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 très difficiles à 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 l'environnement de traitement des denrées alimentaires 

sont identifiées comme source potentielle pour l'intoxication alimentaire (Allion, 2004). La 
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résistance des biofilms aux traitements conventionnels augmente la nécessité de développer 

de nouvelles stratégies de prévention (Singh et al., 2002 ; Simoes et al., 2009). 

9. Elimination de biofilm : 

         Dans l’industrie agroalimentaire l’attachement  microbien aux surfaces des équipements 

est rapide, par conséquent, il impossible de nettoyer et de désinfecter assez souvent pour 

éviter l’attachement.  Néanmoins une fréquence suffisante de désinfection devrait permettre 

d’éviter la maturation du biofilm et l’accumulation des résidus de produit. (Houdet et 

Michels ,2010). 

          L’objectif principal d’un processus de nettoyage est l’élimination des résidus de 

produits, qui est un premier point critique dans l’élimination, et le contrôle de biofilms. En 

effet, l’élimination incomplète des résidus 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 mêmes 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 

paramètres des processus cinétique efficaces, comprennent des formulations appropriées, 

concentrations, temps, température et doivent être optimisés pour cibler l’élimination d’un 

biofilm (Parker et al ,2004). Celle-ci est également considérablement facilitée par 

l’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 II : Matériel et méthodes 

           Dans ce travail, nous essayeront d’étudier  le potentiel de formation de biofilm des 

souches isolées de la région de Tlemcen au niveau d’une laiterie GIPLAIT,  par la méthode de 

plaque de culture de tissu (TCP). Les souches ont été identifiées et caractérisées  par la 

technique MALDI-TOF. 

          Ce travail a été réalisé au niveau d’unité de bactériologie du laboratoire d’analyse 

médicale ABADNI  de AIN- DEFLA durent la période allant de 20 février jusqu’au 22 mars 

2020, au niveau des laboratoires pédagogique de l’université de DJILALI BOUNAAMA 

khemis miliana. 

II.1.  L’identification bactérienne des isolats par la technique MALDI-TOF MS : 

          L'identification des espèces bactériennes a été réalisée par spectrométrie de masse 

(MALDI-TOF MS) selon la procédure de Bezzini et Greub, (2010). Une suspension 

bactérienne cultivées (300 μL) a été précipité avec 900 µL d'éthanol (96% vol / vol) et 

centrifugé pendant 5 min à 10 000 x g. Le culot a été remis en suspension dans 50 μL d'acide 

formique à 70% (vol / vol), suivi par l'ajout de 50 μL d'acétonitrile, le mélange est mis en 

centrifugation pendant 5 min à 10000 × g, puis 1,5 μL du surnageant a été déposé sur un MTP 

384 plaque poli en acier TF et séchée à l'air. L'extrait séché a été recouvert de 2 μL d'une 

solution saturée d'acide α-cyano-4-hydroxycinnamique (dans une solution à 50% 

d'acétonitrile, 2,5% d'acide trifluoroacétique) et laissé sécher à l'air à une température 

ambiante. L'analyse des spectres et des données a été acquise respectivement avec un 

instrument Ultraflex et le logiciel Biotyper 3.1. 

   II. 2.  Evaluation de la formation de biofilm in vitro : Méthode de culture sur microplaque 

(TCP) sous différents conditions : 

           La production de biofilms sur la surface polystyrène a été déterminée en utilisant des 

microplaques PS à 96 puits, en suivant la méthode quantitative décrite par Stepanović et al, 

(2000) avec des modifications mineures. 

          Afin de comparer la capacité des souches isolées à former des biofilms sur des surfaces 

de polystyrène avec différents milieux, toutes les souches ont été soumises à un test de 

biofilm sur des surfaces de PS en présence de bouillon nutritif recommandée dans de 

nombreuses méthodes standardisées d’analyses des aliments, des laitages, de l’eau et d’autres 

produits. ou bouillon tryptone de soja. Pour mesurer le potentiel de formation de biofilm des 
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souches à différentes températures, toutes les souches ont été soumises à un essai de biofilm 

sur les surfaces PS à 37° C et 55° C, respectivement. 

II. 2.1.Souches bactériennes et des conditions de croissance : 

          Les souches isolées  qui ont été maintenues à -80 °C dans du TSB contenant 50% 

glycérol mélangé et cultivé en TSB à 37 ° C pendant 18 h pour atteindre la phase stationnaire. 

Les organismes étaient récoltés  par centrifugation à 2350 g, 4 °C pendant 10 min, puis lavé 

deux fois par une solution saline stérile tamponnée au phosphate (PBS, pH 7,4) et remis en 

suspension dans du BN stérile frais et TSB (concentration finale d'environ 106 UFC / ml) 

selon les éléments suivants expériences. 

         Un volume de 200 μl de la suspension bactérienne est déposé dans les puits de 

microplaques en polystyrène stériles de 96 puits en forme "U",chaque culture bactérienne a 

été utilisé en 3 fois pour assure une exactitude des résultats. Parallèlement, un même volume 

de 200 μl du TSB additionné à 1% ou du BN non ensemence est déposé dans trois puits et 

servant comme contrôle négatif, la microplaque est incube à 37ºC pendant 24h sans agitation.  

Après la durée d’incubation, Les puits ensemencé de la microplaque sont ensuite vidés et la 

suspension bactérienne est éliminée. Suivie de 3 rinçages par le Phosphate Buffered Saline 

(PBS pH=7.4) afin d’éliminé les bactéries non adhéré, puis la microplaque est séché à une 

température ambiante en position inversé pendant 30 min.  

          Les puits de la microplaque séchées sont ensuite coloré par 200μl de Crystal violet à 

1% dans chaque puit, après 15min le colorant Crystal violet est éliminé et les puits sont rincé 

3 fois à l’eau distillé stérile pour éliminer toute trace de colorant non fixé, les plaques sont 

ensuite séché à une température ambiante en position inversé. Enfin les puits sont remplit 

encore une fois avec 200μl d’éthanol à 95% pour le processus de solubilisation du Crystal 

violet contenu dans le biofilm formé dans les puits.  

          La densité optique est mesuré à 600nm par le lecteur de microplaque (ELISA) (model 

SafasmonacoMP96) couplé a un ordinateur. 

          les souches compte tenu de leur pouvoir adhérent, ont été classées en quatre catégories : 

non adhérentes, faiblement adhérentes, modérément adhérente et hautement adhérente 

(Stepanović et al., 2000; Stepanović et al, 2007):  

*aucune production de biofilm (DO570≤ODcontrol) 

* faible (DOcontrol <DO570≤2DOcontrol) 

* modérée (2DOcontrol <DO570≤4DOcontrol) 
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* forte productrice de biofilms (DO570> 4DOcontrol) 

 

Figure 06 :Formation de biofilm en microplaque (Bellifa,2014). 
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Partie III : Résultats et Discussion : 

Dans la présente étude, la possibilité de contamination  bactérienne  au niveau des 

surfaces des lignes de transformation du lait de vache a été étudiée. L'objectif de notre étude 

est de caractériser la microflore bactérienne au niveau des canalisations post et pré –

pasteurisation des canalisations de lait de vache pat la technique MALDI-TOF et leurs 

capacités à former des biofilms. 41 isolats ont été obtenus à partir de 6 prélèvements réalisés 

au niveau d’une laiterie GIPLAIT. La répartition des isolats en fonction des sites de 

prélèvements est donnée par le tableau 03. 

Le tableau 03  ci-dessous présente les résultats des prélèvements de la saison chaude. 

Tableau 1 : Répartition des isolats obtenus de différents sites de prélèvement au niveau de la 

laiterie pendant la saison chaude. 

D’après nos résultats, on remarque la dominance des bactéries à Gram négatif par 

apport aux bactéries à Gram positif. Cette dominance est représentée par du genre 

Numéro du 

Prélèvement 

Nombre 

d’isolats 
Les espèces avant pasteurisation 

Les espèces  

après pasteurisation 

1 et 2 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

24 

isolats 

 

 

Enterobacter xiangfangensis(1) 

Enterobacter cloacae(8) 

Enterococcus faecium(4) 

Acinetobacter schindleri(2) 

Bacillus cereus(4) 

Bacillus subtilis(1) 

Enterococcus casseliflavus(1) 
 

Enterococcus casseliflavus(1) 

Enterococcus faecium(1) 

Enterobacter cloacae(1) 
 

 

 

 

 

 

 

 

3 et 4 
11 

isolats 

Enterobacter cloacae(4) 

Enterococcus faecium(1) 

Enterococcus casseliflavus(1) 

Bacillus cereus(1) 
  

Bacillus cereus(1) 

Enterococcus casseliflavus(1) 

Raoultella ornithinolytica(1) 

Enterobacter cloacae(1) 
 

5 et 6 
06 

isolats      

 
Bacillus cereus(1) 

Enterobacter cloacae(1) 
 

Enterobacter cloacae(2) 

Enterococcus faecium(1) 

Enterococcus casseliflavus(1) 
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Enterobacter présenté par les espèces suivantes : Enterobacter cloacae, Enterobacter 

xiangfangensis  suivi par  le genre  Acinetobacter  présenté par l’espèce Acinetobacter 

schindleri.  

Nos résultats sont en concordance avec Salmeron et ses collaborateurs ,(2002) qui 

ont trouvé une dominance des bactéries à Gram négatif présenté par le  genre Enterococcus  

(24 souches),  et une absence totale des genres Lactobacillus et Pediococcus dans les 

échantillons étudiés. Avec une présence presque équivalente des genres Lactococcus  et 

Leuconostoc (6 souches pour chaque genre). Cette composition n’est pas  trouvée dans la 

bibliographie. 

 Belemberki et Douha,(2019) ont trouvé la dominance des bactéries à Gram négatifs 

par rapport aux bactéries à Gram positifs. Cette dominance est représentée par le genre 

Myroides/Chryseobacterium indologenes avec  3 biotype différents (17 isolats),  suivi par  le 

genre Aeromonas présenté par l’espèce Aeromonas salmonicida spp salmonicida (3 biotype) 

(6 isolats) et le genre Enterobacter présenté par l’espèce Enterobacter cloacae (4 biotype) (6 

isolats).   

Zoua et Liua ,(2018) ont isolé quarante-cinq souches qui on été identifié comme 

Acinetobacter spp.(8) Bacillus spp.(22), Clostridium spp. (1), Enterobacter spp. (2), 

Microbacterium oxydans.(1), Micrococcus spp. (2), Moraxella spp. (2), Pseudomonas spp. 

(2),Serratia marcescens (3) et Staphylococcus epidermidis (2).  

Cherif –antar  et al.,(2015)  ont isolé soixante-dix isolats à Gram-positifs qui ont été 

identifiés comme Enterococcus faecalis (33), Bacillus cereus (26), Staphylococcus hominis 

(8), Staphylococcus saprophyticus (2) et Staphylococcus epidermidis-Staphylococcus aureus 

(1) espèce. Cinquante-cinq isolats à Gram-négatifs ont été identifiés à l'espèce Escherichia 

coli (18), Klebsiella pneumoniae (13), Acinetobacter calcoaceticus (6), Serratia marcescens 

(6), Enterobacter spp. (5), Pseudomonas aeruginosa (4), Escherichia vulnérais (2) et Proteus 

mirabilis (1). Ces résultats sont en concordance avec nos résultats. 

L’étude de Rückert et al.,(2004)  a permis  d’identifier  comme  espèces  majoritaires: 

Anoxybacillus flavithermus à (43%), suivi par Bacillus licheniformis à (37%) et Geobacillus 

stearothermophilus à (11%).   

Nos résultats montrent que : 

-La persistance de l’espèce Bacillus cereus  le long de la saison chaude par sa présence 

au niveau des canalisations post et pré-pasteurisation. Ce genre bactérien  est  responsable  de  

l’altération  des  produits  laitiers.  Les espèces les  plus incriminées sont Bacillus 
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licheniformis, Bacillus cereus, Bacillus subtilis. Cette altération est due principalement aux 

activités enzymatiques des souches contaminants les produits et qui peuvent introduire des 

anomalies dans le lait (la coagulation du lait) (Christieans et Zagorec, 2013). Ces  bactéries  

sporulées  présentent une  très  forte  résistance  aux  traitements  thermiques, comme la 

pasteurisation. Elles peuvent être extrêmement difficiles à éradiquer d’une laiterie (Flint et 

al., 1997).  Les spores sont résistantes à la chaleur, à la perturbation mécanique et à une 

grande variété de produits chimiques (Ponce et al., 2008) ce qui rend très difficile leur 

destruction dans les produits laitiers par les procédés de fabrication (Gleeson et al., 2013). 

Plusieurs études ont montrés que les bactéries aérobies sporulées appartenant au genre 

Bacillus et aux genres étroitement apparentés ont été liées de façon répétée à la détérioration 

du lait cru et pasteurisé et des produits laitiers (Meer et al.,  1991 ;Ternstro¨m et al., 1993 ; 

Crielly et al.,  1994; Cosentino et al., 1997 ; Cempirkova., 2002 ;). Même dans le lait 

stérilisé , des dégâts causés par des espèces de Bacillus ont été signalés, bien que cela soit 

principalement causé par des enzymes protéolytiques et lipolytiques thermostables ou par la 

recontamination du lait stérilisé pendant le traitement (Westhoff  et al., 1981 ;Chen et al, 

2003 ; Janstova et al., 2004). 

           -La persistance de l’espèce Enterobacter cloacae  le long de la saison chaude par sa 

présence au niveau des canalisations post et pré-pasteurisation. 

            -La persistance de l’espèce Enterococcus faecium , Enterococcus casseliflavus  le long 

de la saison chaude par sa présence au niveau des canalisations post et pré-pasteurisation .  

La flore de contamination est l’ensemble des microorganismes contaminant le lait, de 

la récolte jusqu’à la consommation. Elle peut se composer d’une flore d’altération, qui 

causera des défauts sensoriels ou qui réduira la durée de conservation des produits, et d’une 

flore pathogène dangereuse du point de vue sanitaire (Vignola, 2002).  

Les contaminations par divers microorganismes peuvent provenir de l’environnement : 

Entérobactéries, Pseudomonas, Flavobacterium, Microcoques, Corynébactéries ,Bacillus, 

etc., par l’intermédiaire du matériel de traite et de stockage du lait, par le sol, l’herbe ou la 

litière. Des contaminations d’origine fécale peuvent entrainer la présence de Clostridium, 

d’entérobactéries coliformes et, éventuellement, d’entérobactéries pathogènes : Salmonella, 

Yersinia. Ceci explique l’importance d’un contrôle rigoureux du lait (Leyral et Vierling, 

2007).        
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Ces bactéries sont parmi celles qui résistent mieux dans les conditions défavorables. 

Les coliformes résistent à la réfrigération, à la congélation, au chauffage, à la salaison et à la 

dessiccation (Cuq, 2007).  La présence des entérocoques dans les aliments d’origine animale 

indique généralement une contamination d’origine fécale ou bien que l’aliment est fabriqué 

dans des mauvaises conditions d’hygiène (Hammad et al., 2015). Néanmoins, des études 

antérieures ont souligné que les fromagers ainsi que l’équipement de leurs fabrications étaient 

les sources principales de contamination de ce produit par les entérocoques et que la 

contamination du lait cru par des entérocoques d’origine bovine est faible (Hammad et al., 

2015). Des études récentes confirment la contamination par les entérocoques d’une large 

gamme de produits alimentaires, incluant les fromages, les saucisses, le lait et les céréales 

(Yilmaz et al., 2016). Les différentes espèces varient en fonction l'aliment, du mode de 

fabrication et de l'origine des matières premières: on note une prédominance d'E. faecium 

dans les fromages, d'E. faecalis dans les poissons, et des 2 espèces dans les viandes, mais on 

retrouve également, en plus petite proportion, de nombreuses espèces telles que E. durans, E. 

hirae, E. casseliflavus. La présence de ces entérocoques dans les aliments s'explique par le 

fait que ce genre bactérien, particulièrement robuste, est parfois capable de survivre à la 

pasteurisation, et pourrait même se multiplier à des températures de 6°C dans certains 

aliments (Lavigne et al., 2005). 

De plus, il est démontré que des Enterococcus faecium supportent de fortes 

concentrations de sel et de nitrites ainsi qu'un pH acide, au delà même des niveaux appliqués 

dans la production alimentaire habituelle. ( Houben , 2003).  

          -La persistance du genre enterobacter le long de la saison chaude par sa présence soit  

au niveau des canalisations post ou pré-pasteurisation.   

         Certaines bactéries ou groupes bactériens mis en évidence peuvent être considérés 

comme témoins de contamination d’origine fécale et indiquent la présence possible de germe 

pathogène (Sutra et al., 1998).  Parmi eux, nous avons : les coliformes, Il s’agit d’un groupe 

disparate non défini sur le plan taxonomique qui comprend les genres Escherichia (avec 

espèces coli, intermedium, freudii), Citrobacter, Enterobacter et Klebsiella (Cuq, 2007). 

Leur développement est freiné par l’abaissement du pH et leur croissance stoppée 

lorsque le pH est inférieur à 4,5. Ils sont peu résistants à la chaleur (Le Minor et Richard, 

1993). 

-La présence du genre Raoultella uniquement dans les canalisations pré-pasteurisation.  
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-La présence du genre Acinetobacter uniquement dans les canalisations post 

pasteurisation. 

On conclu que  le protocole standard de pasteurisation  appliqué est insuffisant dans 

cette laiterie non seulement pour l’élimination des bactéries à Gram positif (Bacillus) mais 

également pour certaines bactéries à Gram négatif (Enterobacter). Par conséquent, il peut être 

nécessaire de développer des approches pour réduire la contamination dans les élevages 

laitiers et par la suite dans le lait cru ou de mettre en œuvre des paramètres de pasteurisation 

température-temps conformément aux charges microbiennes présentes dans le lait cru. 

Sachant que par le biais de méthodes de typage et caractérisation, une relation entre les agents 

pathogènes provenant des excréments de vaches et l’environnement et ceux contaminant le 

lait pasteurisé a été observée par VanKessel et al., (2011). 

          La capacité de formation de biofilm d’un macrobiote varié composé à la fois des 

bactéries à Gram positif et de Gram négatif sur les microplaques de titration dans la présence 

de TSB et/ou BN à 37 °C et/ou 55°C.  

Le protocole d’essai TCP décrit par Christensen et al.,(1985) est le plus largement 

utilisé  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 à 96 puits, est analysée par une 

simple observation à l’oeil nu des puits après une coloration au cristal violet. Cette coloration 

est considérée comme l’une des techniques indirectes d’estimation de la production de biofilm 

sur des différents types de substrats (Djordjevic et al.,2002).  

          Cette technique de quantification est une méthodes  indirectes d’estimation de la 

production de biofilm sur différents types de support (Djordjevic et al., 2002). La coloration 

adsorbée est directement corrélée à la densité du biofilm formé, et sa solubilisation  permet  

une quantification de celui-ci (Musk et al., 2005). 

            D’après 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. Elle 

permet une détermination quantitative pour comparer et examiner l'adhésion de différentes 

souches (Racha et al.,2012) . 

La capacité de formation de biofilm des 41 souches cultivées sur (polystyrène) PS en  

présence de BN à 37 °C et 55 °C est montrée sur la figure08 et la figure 09 respectivement. 
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Des biofilms sur de PS en présence de TSB à 37°C et 55°C, respectivement.  

 

Figure 7:Capacité des souches bactériennes à former des biofilms dans le milieu BN à une  

température de 37°C. 

 

Figure 8: Capacité des souches bactériennes à former des biofilms dans le milieu BN à une 

température de 55°C. 
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Figure 09:Capacité des souches bactériennes à former des biofilm dans le milieu TSB à une 

température de 37°C. 

  

 

Figure 10: Capacité des souches bactériennes à formes de biofilm dans le milieu TSB à une 

température de 55°C. 
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La figure 11 ci-dessous présente les résultats de répartition des souches bactériennes selon 

leurs capacités à former des biofilms sur le polystyrène. 

 

Figure 11 : répartition des souches bactériennes selon leurs capacités à former des biofilms 

sur le polystyrène. 

            En outre, les résultats des tests de formation de biofilms sur des surfaces PS en 

présence de TSB et BN montré que La DO570 du contrôle était égale à 1,51± 0,54. 

La plupart des souches ont montré une faible capacité à former des biofilms sur PS en 

présence de NB à la fois à 37 °C et 55 °C (Fig .07 et Fig.08). A’ 37 °C, sur le total des 

souches, une seule souche appartenant d’  Enterococcus faecium a montré une forte capacité à 

former des biofilms sur PS dans la présence de NB, et deux  souches ont montré une capacité 

modérée à former des biofilms sur PS dans les mêmes conditions. Le reste des souches ont 

montré des capacités faibles ou l’incapacité à former des biofilms sur PS sous les mêmes 

conditions. 

Dans le cas de 55 °C (Fig.08),  deux souches appartenant à Acinetobacter schindleri et 

Bacillus cereus  ont montré une forte capacité à former des biofilms sur PS en présence de 

BN. Onze (11) souches ont montré une faible capacité à former de biofilm sur PS . Le reste 

des souches ont montré  l’incapacité  à former des biofilms sur PS dans les mêmes conditions.  

De même, dans le cas du TSB, la plupart des souches présentaient une faible capacité 

de formation de biofilm sur PS à 37 °C et 55 °C (Fig.09 et Fig. 10). À 37 °C, Bacillus cereus 

a montré une forte capacité a former de biofilm sur PS en présence du TSB avec une DO570 de 

0,723667. Onze souches (11) ont montré une faible capacité de formation de biofilm. Deux 
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souches d’Enterobacter cloacae ont  montré une capacité modérée de formation de biofilm 

sur PS en présence de TSB .  Le reste des souches a montré  l’incapacité  à former des 

biofilms sur PS dans les mêmes conditions.  

Dans le cas de 55 °C (Fig.10), une seule souche d’Enterobacter cloacae a montré une 

faible capacité à former des biofilms sur PS en présence de TSB.  Le reste des souches a 

montré  l’incapacité  à former des biofilms sur PS dans les mêmes conditions. 

Les bactéries ont montré des capacités de formation de biofilm plus élevées  dans le milieu 

BN par rapport à TSB  sur PS à 55C°. 

Nos résultats  ont montré que la formation de biofilm est plus importante  à 37C° par rapport à 

55C°. 

la plupart des  souches ont montré l’incapacité de formation du biofilm (absence de 

formation) avec un pourcentage de (64%), de plus (29,33%) des souches sont faiblement 

formatrice de biofilm , (5,33%) sont moyennement formatrice de biofilm ,le reste des souches 

(1,33%) ont montré une forte capacité de former un biofilm. Nos résultats sont en 

concordance avec celle de Zoua et Liua. (2018) qui ont trouvé que (71%) des souches ont 

montré l’incapacité ou faible formation de biofilm sur les surfaces PS.  

En 2013, Ouchar et  ses collaborateurs ont trouvé que parmi les (50) souches 

étudiées, 12 (24%) ont montrée une faible production, 16 (32%) une production modérée, 10 

(20%) une forte production, pour un total de 38 (76%) souches productrices et 12 (24%) 

souches non productrices. 

Cherif –Antar  et al.,(2015)  ont trouvé que , sur une collection de 38 souches, 27 

souches ont été considérées comme non productrices de biofilm sur les surfaces en 

polystyrène. 

Parmi les six souches de Bacillus spp, cinq souches de Bacillus cereus, deux ont 

montré une incapacité de formation de biofilm (absence de formation)  sur le PS en présence 

de BN et TSB, et deux souches ont  montré une faible capacité  à  former de biofilm sur PS en 

présence de BN, une souche montré une capacité moyenne à former des biofilms. Une souche 

de Bacillus  subtilus a montré une faible capacité à former de biofilm.   
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           Zoua et Liua. (2018) , ont trouvé que parmi les treize  souches de Bacillus cereus 

,neuf  souches  ont montré un biofilm  faible et quatre  souche  ont montré  un biofilm modère  

dans les mêmes conditions appliquées dans notre étude.  

Ouchar et ses collaborateurs. (2013), ont trouvé que sur les 12 souches de Bacillus 

cereus, 3 (25%) présentent une faible production, 4 (33,33%) une production modérée, 

2(16,67%) une forte production et 3 (25%) non productrices, pour un total de 9 (75%) souches 

productrice. 

              De plus, parmi les six souches d’Enterococcus spp. Cinq souches d’Enterococcus 

faecium, trois ont montré une incapacité à former de biofilm, deux ont montré une faible 

capacité à former de biofilm. Une souche d’Enterococcus casseliflavus présente une 

incapacité à former de biofilm. Une étude menée par Kubota et al. (2008) sur la capacité 

d’adhésion de quarante-six souches, appartenant aux différents genres de bactéries lactiques, 

dont Lb. plantarum, Lb. brevis, Lc. lactis et En. faecium, a révélé qu’elles étaient capables 

moyennement ou fortement à former des biofilms sur microplaques de polystyrène; et ceci 

après 24 à 48 h d’incubation à 35°C, sous des conditions aérobies et anaérobies. 

Les deux souches d’Acinetobacter schindleri ont montré une capacité faible à former 

des biofilms sur le PS en présence de BN à 37C°. Zoua et Liua. (2018) qui ont trouvé que 

parmi les huit souches d’Acinetobacter spp , une souche isolée de la surface intérieure du 

tanks du lait  pasteurisé  ont montré une incapacité à former de biofilm sur le PS à 37 °C en 

présence de NB, et une souche a montré une forte capacité à former des biofilms sur PS dans 

les mêmes conditions. Le reste d'entre eux ont montré de faibles capacités à former des 

biofilms sur PS dans les mêmes conditions appliquées dans notre étude. 

           Parmi les vingt-et-un souches de Enterobacter spp, seize souches de Enterobacter 

cloacae, une seule souche a montré une capacité modérée à former des biofilms sur PS, dix 

souches ont montré une faible capacité à former de biofilm, cinq souches ont montré des 

incapacités à former des biofilms sur PS. Parmi les cinq souches d’Enterobacter 

xiongfangensis , une seule souche a montré une faible capacité  à former des biofilms , quatre  

souches ont montré des incapacités   à former des biofilms sur PS.   

E. cloacae est également liée à la sécurité alimentaire en raison de sa forte capacité de 

formation de biofilm (Wang et al., 2017 ; Liu et al., 2018 ; Ramos-Vivas et al., 2019 

;Zurob et al., 2019).  
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Raoultella ornithinolytica montré une incapacité à  former de biofilm sur le PS. 

Nos résultats montrent que les bactéries à Gram négatif tels que le genre enterobacter 

et Acinetobacter presenté par les espèces Enterobacter cloacae, Enterobacter xiongfangensis , 

Acinetobacter schindleri ont une capacité à former des biofilms par rapport aux bactéries à 

Gram positif de genre Bacillus et Enterococcus. 

.
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Conclusion et perspective :  

  Le lait et les produits laitiers renferment une flore microbienne naturelle et/ou 

additionnelle. L'origine des contaminations par les bactéries pathogènes varie en fonction de 

la nature du produit et de son mode de production et de transformation. La contamination du 

lait par les germes pathogènes, des flores de contamination diverses liées à des manutentions 

soit être endogène (poudre du lait) ou exogène (équipements de l'usine laitier) en appelle cette 

communauté microbienne * un biofilm*qui se forme sur toutes les types de surfaces des 

systèmes technologiques dans l'industrie laitière. L’ensemble des procédés de traitement et de 

transformation du lait peut freiner la multiplication des germes éventuellement présents ou au 

contraire favoriser leur développement. 

         Dans cette étude, on a réalisé un ensemble d’analyses microbiologiques et moléculaires 

de la microflore qui contaminent les canalisations pré et post-pasteurisation de lait et 

déterminer leur potentiel de production de biofilm. Une diversité microbienne spécifique très 

élevée a été trouvée parmi les bactéries isolées. La microflore identifiée était composée : 

Enterobacter cloacae , Enterobacter xiangfangensis , Enterococcus faecium , Enterococcus 

casseliflavus , Bacillus cereus ,  Bacillus subtilis , Acinetobacter schindleri , Raoultella 

ornithinolytica . La capacité des souches a formé du biofilm à été évalué par la méthode TCP.       

Les résultats montre que la plus grande partie des souches ne sont pas capables de former un 

biofilm (63%) et (29%) sont faiblement formatrice du biofilm,(05%) sont moyennement  

formatrice du biofilm, et (03%) sont fortement formatrice du biofilm sur le TCP. 

         La formation de biofilm est l’un des problèmes majeurs en milieu industriel. Plus 

précisément dans l'industrie laitière, la capacité des bactéries à s'attacher aux surfaces de 

contact d’équipement laitière fournit un réservoir de contamination pour les agents 

pathogènes avec des conséquences sur la santé humaine. 

          Nos données suggèrent clairement que le lait cru est un foyer potentiel important des 

bactéries d'altération. La présence d'un grand nombre de bactéries à Gram négatif devrait être 

prise en compte pour la mise en œuvre de fortes procédures d’hygiène. Afin de minimiser le 

risque de formation de biofilm et d’intoxication alimentaire du à la présence des bactéries qui 

ont été présent au niveau du biofilm et qui vont devenir présents au niveau de l’aliment, il 

serait intéressant d‘explorer des techniques qui permet d’inhiber l’adhésion bactériens sur la 

surface qui ont en contact avec les aliments serait également une voie à prospecter. 

         Les principales perspectives de notre travail  sont : 
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✓ L’étude de la thermorésistante des souches appartenant au genre Bacillus et 

l’identification et la quantification des enzymes lipolytiques et protéolytique. 

✓ La caractérisation moléculaire des isolats bactériens de cette étude notamment les  

souches thermorésistantes. 

✓ L’étude de la thermorésistante des souches afin d’optimiser les paramètres de 

pasteurisation les plus adéquats dans l’élimination des micro-organismes. 

✓ La mise en place du dystème HACCP afin de réduire les sources de contamination.
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ANNEXES: 

Annexes 01 : 

BoullionTSB 

Tryptone ..................................................................... 17g 

Peptone papainique de Soja ........................................ 3g 

Glugose ....................................................................... 2.5g 

Sels biliaires ............................................................... 1.5g 

Chlorure se sodium ..................................................... 5g 

Phosphate dipostassique ............................................. 4g 

Novobiocine ............................................................... 0,020g 

Eau distillée ................................................................ 1000ml 

Bouillon nutritif 

Peptone ....................................................................... 10g 

Extrait de leveur ......................................................... 5g 

Chlorure de sodium .................................................... 5g 

Eau distillée ................................................................ 1000ml 

Cristal violet : 

Cristal violet ...............................................................  2g 

Eau distillée ................................................................ 100ml 

PBS 

Chlorure de sodium..................................................... 8g 

Chlorure de potassium................................................  2g 

Phosphate disodique.................................................... 1.44g 

Phosphate monopotassique.......................................... 0.24g 

Eau distillé.................................................................... 1L 

 

 


