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Résumé :  

La formation de biofilms par des bactéries pathogènes sur les canalisations de fabrication des 

produits laitiers constitue une menace importante à la sécurité de l’industrie laitière. L'objectif 

de cette étude était d'évaluer la diversité de la microflore adhérée aux surfaces des 

canalisations post et pré-pasteurisation et sa capacité à former des biofilm sur des surfaces en 

polystyrène. Cinquante neuf isolats ont été obtenus à partir de 6 prélèvements réalisés d’une 

laiterie GIPLAIT durant la saison froide. L’identification des souches a été faite par la 

technique MALDI-TOF. Parmi les 59 souche étudiées : 39 ont été affilées au genre  Bacillus 

,7 au genre  Enterococcus ,2 au genre Staphylococcus , 4 au genre Enterobacter et 1  au genre 

Leclercia. La plupart des souches ont montré l’incapacité à former des biofilms sur PS en 

présence de BN où TSB dans différentes température (ex, 37 ° C et 55 ° C), seulement 

Enterococcus faecium a montré une capacité modérée à former  des biofilms sur PS en 

présence de BNet Enterobacter clocacae a montrée  une faible capacité de formation  de 

biofilm sur  PS en présence de TSB . 

                         Mots clés : Biofilm, BN,TSB, MALDI-TOF ,PS , TCP. 

Abstract: 

The formation of biofilms by pathogenic bacteria in the manufacture of dairy products poses a 

significant threat to the safety of the dairy industry.The objective of this study was to evaluate 

the diversity of the microflora attached to various surfaces of the raw milk processing lines to 

form a biofilm, Fifty nine isolates were produced from 6 samples taken from a GIPLAIT 

dairy cold saison. Strain identification was done by MALDI-TOF. Biofilm production by 

bacterial strains was created on polystyrene (PS) surfaces by the crystal violet staining 

method. In particular, the effects of temperatures (eg, 37 ° C and 55 ° C) and growth media 

(eg, BN and TSB) on biofilm production by these species were explored. Among the 59 

strains studied, 39 were affiliated to the genus Bacillus, 7 to the genus Enterococcus, 2 to the 

genus Staphylococcus, 4 to the genus Enterobacter and 1 to the genus Leclercia. Most strains 

showed the inability to form biofilms on PS in the presence of BN or TSB in different 

temperatures (eg, 37 ° C and 55 ° C), only Enterococcus faecium showed moderate ability to 

form biofilms on PS in the presence of BN. and Enterobacter clocacae showed a low capacity 

for biofilm formation on PS in the presence of TSB. 

Keywords: Biofilm, BN, TSB, MALDI-TOF, PS,TCP . 



 

 

  : الملخص

 ذهه من الهدف كان. انالألب صناعة لسلامة كبيرًا تهديداً للأمراض المسببة البكتيريا بواسطة الحيوية الأغشية تكوين يشكل

 تم ، حيوي شاءغ لتشكيل الخام الحليب تصنيع لخطوط المختلفة بالأسطح المرتبطة الميكروفلورا تنوع تقييم هو الدراسة

 بواسطة ةالسلال تحديد تم. تلمسان منطقة في GIPLAIT ألبان منتجات من مأخوذة عينات 6 من عزلة 95 على الحصول

MALDI-TOF البوليسترين أسطح على البكتيرية السلالات بواسطة البيوفيلم إنتاج تقييم وتم (PS )طريقة ةبواسط 

 درجة 37 المثال، سبيل على) الحرارة درجات تأثيرات استكشاف تم الخصوص، وجه على. البنفسجي البلوري التلوين

 هذه طةبواس الحيوية الأغشية إنتاج على( TSB و BN ، المثال سبيل على) النمو ووسط( مئوية درجة 55 و مئوية

 2 و ، Enterococcus جنس إلى 7 و ، Bacillus جنس إلى تنتمي منها 39 دراستها، تمت سلالة 59بين من. الأنواع

 السلالات معظم أظهرت . Leclercia جنس إلى 1 و ، Enterobacter جنس إلى 4 و ، Staphylococcus جنس إلى

 ، المثال سبيل على) مختلفة حرارة درجات في TSB أو BN وجود في PS على الحيوية الأغشية تكوين على القدرة عدم

 الأغشية تكوين على معتدلة قدرة Enterococcus faecium أظهر في حين ،( مئوية درجة 55 و مئوية درجة 37

 نتكوي على منخفضة قدرة أظهرالذي   clocacae Enterobacter بالاظافة الى  . BN وجود في PS على الحيوية

 .TSB وجود في PS على الحيوية الأغشية

  MALDI-TOF, TCP,BN,TSB, PSةالانسج زراعة تقنية ,بيوفيلم : الكلمات الرئيسية
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Introduction générale 

 

La contamination microbienne de la surface des équipements utilisés en industrie 

agroalimentaire est à l’origine de problèmes d’altération de la qualité des produits 

alimentaires , ainsi que de la perte ou la diminution des rendements et l’augmentation des 

couts de production. Ces microorganismes peuvent non seulement entrainer l’altération et la 

dégradation prématurée des produits au cours de la fabrication, mais également se trouver 

aussi dans le produit fini et par conséquent être la cause potentielle de toxi– infections 

alimentaires. 

Cette contamination est due à l’adhésion bactérienne aux surfaces des équipements qui 

favorisant la formation de biofilms qui résistent aux agents antimicrobiens. Ce qui entraine à 

des difficultés dans leur élimination par les systèmes de nettoyage /désinfection à partir des 

tuyaux et des canalisations, ce qui constituer un vrai problème en l’industrie laitière.  

Parmi ces microorganismes, la flore bactérienne sporulée domine dans les entreprises 

qui utilisent la technologie de la pasteurisation telle que l’industrie laitière. Les spores 

adhérent facilement aux divers matériaux tels que l’acier inoxydable et le polymère et sont 

activées par ce traitement thermique modéré. Ce qui permet leur germination, leur 

multiplication et la formation de biofilm et leur persistance sur les équipements laitiers   

(Malek, 2013). 

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 travail comporte trois grandes parties : 

I. Une mise au point bibliographique permet d’étudier et  traiter les connaissances actuelles 

sur les biofilm. 

II. Une partie pratique comprenant : l’identification d’une collection de souches isolées à 

partir des canalisations d’une usine laitière durant la saison froide par la technique de  

MALDI- TOF , et la détection de la capacité de ces souches à formé des biofilms par la 

méthode  TCP . 

III. Une troisième partie rend compte des résultats expérimentaux obtenus. Enfin, nous 

présenterons une principale conclusion et quelques perspectives de ce travail.
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Partie 1 : Synthèse BIBLIOGRAPHIQUE 

1. Définition : 

Les biofilms dans la nature sont composée principalement de micro-organismes viables et 

non viables, qui sont irréversiblement attachés à un substrat ou une interface ou les uns aux 

autres et noyés dans une matrice de substances polymèriques extracellulaires(EPS) qu'ils ont 

produites (Donlan et Costerton, 2002 ;Chmielewski et Frank, 2010). Ces biofilms sont des 

sources potentielles de contamination bactérienne (Høj et al., 2006; Giaouris et Nychas, 2006). 

Dans l’industrie laitière, cette présence des biofilms a provoqué une post-contamination, qui va 

entraîner une réduction de la durée de conservation des produits et la transmission de maladies 

(Sharma et Anand, 2002). 

 

 

Figure 1: Formation d’un biofilm par Listeria monocytogenes isolé à aprir de lait cru 

(Chavant et al.,2013) 

2.  Les étapes de formation de Biofilm :  

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 et/ ou sur les équipements de l’industrie 
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agroalimentaire (Talaro, 2008).Les différentes étapes de contamination d’une surface sont régies 

par le quorum-sensing (QS) et d'autres régulateurs génétiques (Ahmad et al., 2013). 

2.1 Film de conditionnement : 

En premier lieu, un film de conditionnement, est produit pendant l'immersion dans un 

liquide (Belmar-Beiny et Fryer, 1992 ; Boyd et al., 2000). Le film de conditionnement peut 

être constitué par des composés chimiques inorganiques ou organiques ou des composés 

biologiques de l'environnement (Zottola et Sasahara, 1994). La nature du film de 

conditionnement sera affectée par la nature de la surface et la source du film de conditionnement 

(Pratt-Terpstra et Busscher, 1998 ; Boyd et al., 2000). 

2.2 L’adhérence réversible : 

  En milieu liquide ou exposé à l’humidité, les bactéries planctoniques s’approchent d’une 

surface solide (Høiby et al., 2011) par mouvement brownien, par sédimentation ou par mobilité 

active (présence de flagelles). Elles s’y attachent de manière réversible des interactions non 

spécifiques, électrostatiques et électrodynamiques. Cette étape est influencée par des conditions 

environnementales impliquant le pH, l’osmolarité, la température, la concentration en oxygène et 

en nutriments et l’hydrodynamique de fluide (Beloin et al.,2008).L’adhérence des bactéries est 

également influencée par la nature de la surface notamment sa rugosité et son hydrophobicité. 

Les bactéries adhèrent facilement sur une surface rugueuse, hydrophobe et non polaire (Beloin et 

al., 2008). 

2.3 L’adhérence irréversible : 

La fixation à la surface solide devient irréversible en raison de la production 

d’exopolysaccharides par les bactéries (Høiby, 2011) et surtout grâce à des structures 

d’adhérence variables selon les espèces bactériennes, par exemple les fimbriae et les curli pour 

E.coli, qui interagissent avec des récepteurs spécifiques présents sur la surface (Beloin et al., 

2008). 

2.4 Le développement précoce du biofilm : 

Les bactéries se multiplient lentement et continuent de produire des exopolysaccharides. Elles 

s’agrègent entre elles et forment des microcolonies, qui sont protégées par la matrice 

exopolysaccharidique (Jacolosen et al., 2008). 
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2.5 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 (Folkesson et al., 2008), permettant l’acheminement 

d’oxygène et de nutriments nécessaires à la croissance de micro-organismes, ainsi que 

l’élimination des déchets (Tenke et al.,2006). 

La production et la sécrétion d’enzymes ou de toxines provoque la dégradation des résidus 

présentent dans les surfaces environnantes et permet ainsi la libération de nutriments (Jacolosen 

et al., 2008). 

 

 

 

Figure 2: Les  six étapes de la formation d’un biofilm (Characklis, 1990). 

 

2.6 Le détachement du biofilm : 

Les bactéries se détachent du biofilm et se dispersent dans le milieu environnement après 

un retour à l’état planctonique. Traditionnellement, le détachement de bactéries est considéré 

comme un phénomène passif, dépendant notamment des forces du flux du milieu dans lequel le 

biofilm se trouve. Cependant, le détachement de bactéries peut aussi être une stratégie active, 

initiée par les bactéries elles mêmes, leur permettant de coloniser de nouvelles surfaces et de 

survivre lorsque l’espace et les nutriments deviennent limités. Les bactéries peuvent se détacher 

seules ou par petits ou gros amas selon les mécanismes impliqués (Kaplan, 2010). Comme pour 



Partie 1 : Synthèse bibliographique 

5 
 

les autres étapes, le détachement de bactéries est un processus complexe qui implique des 

signaux environnementaux et une communication entre les bactéries (Joshi et al., 2010).Ainsi un 

biofilm établi constitue un réservoir de bactéries viables, capables d’aller coloniser d’autres 

surfaces (Joshi et al., 2010). 

 

3. Régulation de la formation des biofilms : 

3.1 Matrice extracellulaire (EPS) : 

La matrice extracellulaire est un composant important des biofilms (Colagiorgi et al., 

2016).Les exoploysaccharides, les protéines et ADN(Acide désoxyribonucléique)sont les 

principales molécules composant la matrice du biofilmde plusieurs bactéries (Flemming et al., 

2010). Des études axées sur la caractérisation des biofilms listériens ont montré la présence 

detoutes ces structures. En particulier, les acides téichoïques  (AT) représentent les principaux 

polysaccharides, l'analyse RMN(Résonance magnétique nucléaire)  ainsi que des études 

mutationnelles ont montré la présence d'AT dans les biofilms et leur rôle dans la formation des 

biofilms (Alonso et al., 2014 ;Brauge et al., 2016). Les EPS jouent  le rôle  important dans 

l'attachement et la colonisation des micro-organismes sur des surfaces des équipements de 

l’industrie agroalimentaire et joue le rôle d’une barrière (Morton et al., 1998; Simöes et al ., 

2005) qui protège les bactéries de toute agression extérieure telle que le système immunitaire de 

l’hôte, la dessiccation  et (Goetz et al., 2016). 

 

 

Figure 3:la Matrice extracellulaire et  Les constituants d’un biofilm (Goetz et al., 2016) 
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3.2 Définition et mécanismes le quorum sensing : 

La formation d’un biofilm est contrôlée par des mécanismes de quorum sensing. Le 

Quorum Sensing est un mécanisme régulateur très répandu parmi les bactéries à Gram négatif. 

Il contrôle la sécrétion de facteurs de pathogénicité, la formation de biofilm, le mécanisme de 

conjugaison et la bioluminescence (Miller et Bassler, 2001). 

La détection du quorum permet aux cellules bactériennes de réguler l'expression des 

gènes en réponse à la variation de la densité de la population cellulaire. Les cellules 

bactériennes produisent des signaux chimiques extracellulaires (petites molécules ou peptides), 

qui pourraient s'accumuler dans un environnement local à des niveaux critiques et ainsi réguler 

l'expression de voies spécifiques en réponse à la densité de population (Papenfort et al., 

2016 ;Whiteley et al.,2017). 

 

Figure 4:Régulation de la formation des biofilms : le quorum sensing 

(Steinmoen et al., 2002). 

 

4. Les constituants d’un biofilm : 

Les bactéries ayant la capacité de former un biofilm présentent des caractéristiques 

conjointes (Tremblay, 2014).Ces cellules bactériennes sont recouvertes d’une matrice 

polymérique fortement hydratée (>90% d’eau) et composée d’exo-polysaccharides, de protéines 

et d’acides nucléiques Cependant, leur répartition est fonction de l’espèce concernée. Par 

exemple, chez S. aureus, le polysaccharide le plus fréquemment retrouvé est un polymère de N-
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acétyl-D-glucosamine (nommé PNAG ou PIA, « polysaccharide intercellular adhesin »). (Aricol 

et al.,2015). 

5. Biofilms laitiers : 

Il existe deux types de biofilms dans l’industrie laitière. D’abord, les biofilms environnementaux 

sont ceux qui se développent lentement sur toutes les surfaces humides qui ne sont jamais en 

contact avec les produits laitiers (drains, planchers, murs, plafonds (Breme et al., 2015).  

Lactobacillus spp., Lactococcus lactis, Leuconostoc spp. et Streptococcus thermophilus.Ces 

dernières sont souvent retrouvées sur les surfaces des salles de fabrication fromagère (Bokulich, 

2013). Les contaminations associées à ces biofilms sont indirectes. À l’inverse, les biofilms de 

procédé se développent sur les surfaces internes des équipements. Ils sont généralement peu 

diversifiés (dominés par peu bactériennes)et se développent beaucoup plus rapidement la plus 

courante  Acinetobacter, Enterobacter, Hafnia, Klebsiella, etc trouvés dans réservoirs de lait, 

systèmes de filtrations opérés à froid, équipements à la température < 20 °C  (Neubeck et al., 

2015)   . Les biofilms de procédé sont les plus problématiques pour l’industrie (Bouman et al., 

1982) .La composition des biofilms retrouvés dans l’industrie laitière dépend fortement aux 

facteurs de l’environnement dans lequel ils se développent (Seale et al., 2015).  

6. Facteurs favorisant la formation d’un biofilm : 

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

facteurs : caractéristiques du substrat sur lequel les bactéries vont se fixer, forces s’exerçant dans 

le milieu aqueux (hydrodynamique du fluide), caractéristiques du milieu et propriétés de la 

surface des cellules (Donlan, 2002). 

6.1 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 l’attachement des bactéries à cette surface et à 

la formation d’un biofilm (De Chalvet et De Rochemonteix, 2009). 

6.1.1 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 façon préférentielle 

car les forces répulsives sont moindres et la surface de fixation est augmentée, grâce à la 
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présence d’aspérités (Donlan, 2002).Néanmoins, certaines souches sauvages de bactéries 

colonisent aussi des surfaces lisses. Les biofilms auront ainsi tendance à 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). 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. 

6.1.2 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 à des surfaces 

hydrophobes et non polarisées comme le Teflon ou d’autres matières plastiques, que sur des 

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

hydrophobes des spores de B. cereus ont comme conséquence l'adhérence sur des surfaces des 

matériaux fréquemment utilisés en industrie agroalimentaire comme l'acier inoxydable (Faille et 

al., 2001 ; Lelievre et al., 2001; Peng et al., 2001; Faille et al.,2002 ; Tauveron et al., 2006). 

 

6.1.3 Présence de films protéiques sur la surface : 

La présence de polymères sur un matériau 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). 

6.2 Caractéristiques du milieu : 

La formation et la dispersion d’un biofilm nécessitent des équipements enzymatiques 

précis et des entités structurales particulières, dont l’activation dépend de facteurs 

environnementaux clefs (O’Toole et al., 2000; Donlan, 2002 ; Martinez, 2007 ; Goller, 2008) 
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6.2.1 Température : 

La température est importante non seulement parce qu'elle affecte l’activité 

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

Physico-chimiques (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 l’adhésion (Dumas, 

2007).l'effet de la température sur l'attachement de Yersinia enterocolitica et Listeria 

monocytogenes a été également montré par Herald et Zottola, (1988a) et Herald et Zottola, 

(1988b) qui ont signalé que Y. enterocolitica adhère mieux à l'acier inoxydable à 21°C par 

rapport à 35°C ou à 10°C et pour L. monocytogenes cultivé dans le Trypticase Soja Broth   

(TSB)  à un pH de 8 à 21 ° C dans le cas des  Streptococcaceae  tels que Streptococcus 

thermophilus, qui résiste à la pasteurisation du lait, mais dont la température optimale de 

croissance se trouve autour de 35 °C, selon la souche ( Keren et al.,2004). Selon  Bridge et 

al,(1983) S. thermophilus peut se développer jusqu’à 52 °C, mais ne croît généralement pas à 

une température inférieure à 10 °C. 

 Les biofilms formés par Anoxybacillus flavithermuset, Geobacillus 

stearothermophilus se forment principalement dans le sections à température élevée (40–65 ° C) 

(Sadiq et al., 2017). B.licheniformis est capable de croître à la fois mésophile et thermophile  à 

des température comprise entre 30–55 ° C(Hill et Smythe, 2012). Bien que la plupart des les 

isolats deBacillus licheniformisestidentifiés comme des agents de formation de biofilm à 37 ° C, 

trois isolats ont montré une tendance de formation de biofilm à 55 ° C (Zain et al., 2015). 

6.2.2 pH : 

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  (constante 

d’acidité) .  (Hamadi et al., 2004) ce qui peut avoir comme conséquence une réduction ou une 

augmentation des interactions électrostatiques répulsives défavorables à l’adhésion (Boutaleb, 

2007).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) 
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6.2.3 Concentration en oxygène. 

6.2.4 Concentration en fer : 

Le fer est un élément indispensable au métabolisme bactérien. Son rôle de 

donneur/accepteur d’électrons lui permet de soutenir le fonctionnement de la chaine respiratoire 

en conditions aérobies ou anaérobies. Ce métal agit également comme cofacteur de réactions 

enzymatiques et est le composant majeur de certaines protéines. Les besoins en fer des bactéries 

sont de l’ordre de 105 ions Fe2+ par cellule (Braun, 2001). P. aeruginosa  de très faibles 

concentrations en fer défavorisent la formation de biofilm. (Singh et al., 2002) 

6.2.5 Osmolarité : 

Les bactéries sont capables de vivre dans des milieux extrêmement variés car elles 

possèdent des systèmes de protection efficaces contre les différents stress qu’elles peuvent 

rencontrer. Les bactéries lactiques vivent dans des habitats où l’osmolarité est souvent élevée et 

varie énormément, alors que la pression osmotique intracellulaire doit rester relativement 

constante. Lorsqu’une bactérie subit un stress osmotique, dû à une forte augmentation de la 

concentration en sel dans l’environnement, sa croissance est arrêtée. (Romeo et al.,2001) par 

exemple, une augmentation de la concentration en sel dans le milieu externe entraîne un arrêt de 

croissance des bactéries. Ainsi, la croissance de L. lactis dans un milieu à 2,5 % NaCl « chlorure 

de sodium »  (concentration proche de celle rencontrée dans certains fromages) est réduite de 25 

% à 50 % par rapport à une croissance à pression osmotique normale (Kilstrup et al ., 1997). 

6.2.6 Sources de carbone disponibles : 

Elles ont une influence sur la formation d’un biofilm et sur sa maturation (Martinez, 2007). 

6.2.7 Concentrations en nutriments : 

 Dans un milieu statique, la concentration en nutriments doit être élevée pour qu’il puisse y avoir 

formation d’un biofilm ; ce n’est pas le cas pour un milieu hydrodynamique (Spormann, 

2008).Pour des espèces de Pseudomonas, le phosphore, l'azote, et le fer peuvent exercer un effet 

crucial sur la structure de biofilm. (Singh et al., 2002 ; Banin et al., 2005 ; Thompson et al., 

2005 ; Monds et al., 2007).Des souches de Staphylocoques poussent sur un milieu synthétique 

contenant entre autre du glucose, des sels minéraux, 14 acides aminés dont la cystéine, la 

vitamine B1 et l'acide nicotinique (Couderc et al., 2014). 
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6.2.8 Concentrations en certains cations : 

L’augmentation de la concentration de plusieurs cations (sodium Na+, Calcium Ca2+, 

ion ferrique Fe3+) influence l’attachement de Pseudomonas fluorescens sur des surfaces en 

verre, en réduisant les forces répulsives s’exerçant entre les bactéries chargées négativement et la 

surface de verre (Fletcher, 1988).  

6.2.9 Hydrodynamique du fluide : 

Selon la position du matériau dans un fluide, il sera plus ou moins exposé à des 

turbulences. La zone de moindres turbulences, à l’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). 

 

6.3 Propriétés des cellules : 

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

production d’exopolysaccharides influencent l’attachement des bactéries sur une surface. 

L’hydrophobicité d’une surface est importante dans l’adhésion des micro-organismes à cette 

dernière. Moins les matériaux sont polarisés, plus les liaisons hydrophobes deviennent 

importantes (Donlan, 2002).La plupart des bactéries sont chargées négativement et présentent à 

leur surface des zones hydrophobes. Plusieurs éléments structuraux des bactéries interviennent 

dans leur attachement à une surface : flagelles, fimbriae, polysaccharides Les fimbriae (ou pili) 

de type 1 sont des adhésines protéiques filamenteuses communément exprimées à la fois par les 

isolats commensaux et pathogènes d'E. coli (Sauer et al., 2000). Il peut y voir des compétitions 

ou des coopérations entre les cellules lorsque plusieurs espèces de bactéries sont concernées. Les 

polymères apolaires situés à la surface des cellules comme les fimbriae, certaines protéines et les 

acides mycoliques (composants de certaines bactéries à Gram positives) semblent s’attacher de 

façon prédominante à des surfaces hydrophobes. 

Les exoploysacchardies et les lipopolysaccharides sont plus importants dans les mécanismes 

d’attachement à des surfaces hydrophiles tel que d'E. coli (Donlan, 2002). 

7. 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). Plusieurs espèces bactériennes intéressent particulièrement 
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l’industrie agroalimentaire à cause de leur capacité à causer des infections ou des toxi-infections 

alimentaires chez l’homme (Van Houdt et Michiels,2010 ; Jacques et Tremblay,2010). 

Les Campylobacter thermophiles, C.jejuni et C.coli, sont responsables d’un grand nombre 

d’infections gastro-intestinales. Ces bactéries peuvent former des biofilms et survivre sur les 

surfaces d’équipement des usines de transformation  (Sulaeman et al., 2010) .Ils  causent alors 

de sévères problèmes de santé publique (Cerf, 2002). La formation des biofilms sur les 

équipements d'industrie laitière peut mener à des problèmes d'hygiène et à des pertes 

économiques (Bremer et al., 2006; Zhao et  Liu,2006;Gram et al., 2007). Les thérapies 

antimicrobiennes conventionnelles sont souvent efficaces à moins de 50% (Gill et al., 2006 ), 

entraînant des pertes économiques importantes dans l'industrie laitière. 

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). En fait, les 

bactéries d’un biofilm peuvent être de 10 à 1000 fois plus résistantes aux agents antimicrobiens 

( Olson et al.,2002;Ceri  et al., 2010) .par exemple , Les salmonelles d’un biofilm sont plus 

résistantes à l’action des désinfectants que les salmonelles planctoniques (Wong et al.2010). 

      Plusieurs facteurs peuvent expliquer la plus grande résistance (certains auteurs 

préfèrent plutôt parler d’une tolérance) des biofilms aux agents antimicrobiens (Anderson et 

O’Toole ,2008; Hall-Stoodley  et Stoodley ,2009 ; Ceri  et al.2010).  Un de ces facteurs est la 

matrice polymérique qui agit comme barrière réduisant ou empêchant la diffusion des agents 

antimicrobiens. Les charges électrostatiques à la surface de la matrice polymérique peuvent aussi 

lier certains agents antimicrobiens. Le métabolisme des bactéries d’un biofilm joue également un 

rôle très important. Étant donné la faible concentration de certains nutriments et le gradient 

d’oxygène, certaines cellules du biofilm seront peu actives métaboliquement et pourront même 

être sous forme dormante; ces cellules bactériennes dormantes sont d’ailleurs probablement 

responsables d’une grande partie de la tolérance associée aux biofilms (Lewis  ,2008). Bien que 

d’autres études récentes ont montré que la CSH (l’hydrophobicité de la  surface cellulaire)  joue 

un rôle crucial dans la formation de biofilms et la résistance aux agents antimicrobiens des 

bactéries à Gram positif (Nithyanand et al . 2010 ; Lather et al . 2016 ). 

Compte tenu des différents facteurs décrits précédemment, les micro-organismes 

adhérentes  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 

https://sfamjournals.onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/j.1472-765X.2012.03205.x#b9
https://sfamjournals.onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/lam.13087#lam13087-bib-0008
https://sfamjournals.onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/lam.13087#lam13087-bib-0004
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sont identifiées comme source potentielle pour l'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). 

8. Prévention et élimination des biofilms : 

Beaucoup de travaux ont cherché à améliorer l'efficacité du nettoyage en place (NEP) en étudiant 

le rôle des produits chimiques (Peng et al. 2002), de la température (Wilson, 2005), du temps de 

contact (Lelièvre et al., 2002), des propriétés des matériaux (Jullien et al., 2003 ; Speranza et 

al. 2004; Zhao, 2004 ; Whitehead et Verran, 2006 ; Hadjiev et al.2007; Sheng et al. 2007). 

Palmer et al.2007) ont également souligné l'importance de la conception des installations sur la 

facilité du nettoyage des surfaces d'équipement. En effet, l'hydrodynamique est un paramètre 

principal dans le nettoyage. Cependant, relativement peu d'études (Lelièvre et al. 2002 ;Herrera 

et al. 2007) ont rendu compte de la cinétique de détachement des bactéries adhérentes ( Faille et 

al. 2013) . L’implémentation d'une étape de germination avant le NEP peut réduire le -nombre de 

spores dans la chaîne de fabrication (Hornstra et al . 2007).Il existe différentes stratégies 

permettant d’inhiber la formation du biofilm ( Richards et Melander ,2009 ; Landini  et 

al.2010 ; Yang  et al.2012) . Celles-ci peuvent prévenir l’adhérence initiale du microorganisme, 

prévenir la croissance microbienne, empêcher la communication entre les cellules bactériennes, 

inhiber la synthèse de la matrice polymérique ou bien dégrader cette matrice. De plus en plus de 

recherches sur les biofilms visent à explorer comment les bactéries contrôlent leur formation et à 

découvrir des composés non toxiques qui peuvent atténuer la formation de biofilms sans 

permettre aux bactéries de développer une résistance aux médicaments (Kim et al . 2012). 

Furukawa et al .2009) ont montré que les esters d'acide gras et de sucre (additifs utilisés comme 

émulsifiants dans les aliments traités) sont des agents prometteurs pour l’inhibition de la 

formation de biofilm par des bactéries d'intoxication alimentaire. 

 Les mécanismes inhibiteurs et les modalités pratiques d'utilisation de ces esters dans les 

biosurfactants ont plusieurs propriétés qui pourraient être utiles dans beaucoup de domaines de 

l'industrie alimentaire, leur activité antiadhésive a attiré l'attention comme nouvel outil pour 

empêcher et perturber les biofilms formés dans des surfaces de contact alimentaire (Nitschke et 

Costa, 2007). L’argent est utilisé pour retarder ou empêcher la formation des biofilms (Cicalini 

et al. 2004 ; Gentry et Cope, 2005 ; Ashraf et al. 2014). La formation de biofilm sur les 

appareils médicaux implantés est une cause fréquente de rejet d’implant. Plusieurs auteurs 

rapportent l’inhibition de la formation de biofilm sur de tels dispositifs in vitro en les enduisant 
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d’argent (Klueh et al. 2000 ; Hashimoto, 2001).Les enzymes et les bactériocines sont aussi 

considérés en tant qu’agents améliorant l’efficacité de nettoyage et de désinfection, cependant, 

plus d'études devraient être effectuées pour affirmer leur efficacité contre des biofilms. Eviter la 

formation de biofilm par l'incorporation des produits antimicrobiens dans les matériaux 

extérieurs (Weng et al. 1999 ; Park et al. 2004), ou en modifiant les propriétés physico-

chimiques de surfaces (Whitehead et al.2004, 2005 ; Rosmaninho et al. 2007) est également 

une voie de progrès. Avec des restrictions accrues concernant l'utilisation de biocides et de 

conservateurs pour des applications industrielles, il existe un intérêt croissant pour la recherche 

de biocides naturels ou plus écologiques. Le contrôle biologique est défini comme «l'utilisation 

d'un organisme vivant pour faire baisser la population d'une espèce ou d'un organisme nuisible 

indésirable» est pratiquée dans le monde de la macro-biologie depuis de nombreuses 

années ( Biondi et al. ,2013 ; Boulanger ,2019). 
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Partie II : Matériel et METHODES 

   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 23 mars jusqu’au 25 avril 2020, au 

niveau des laboratoires pédagogique de l’université de DJILALI BOUNAAMA khemis 

miliana. 

1. Evaluation de la formation de biofilm 

1.1 L’identification bactérienne des isolats : 

 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 surun 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 . 

1.2  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 de lait de vache cru  isolées à partir d’une laiterie   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 polystyrène (PS) en présence de 

bouillon nutritif ( BN) ou Bouillon Trypticase Soja  (TSB). Pour mesurer le potentiel de 



Partie II : Matériel et METHODES 

 

16 
 

formation de biofilm des 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. 

1.2.1.   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 récolté par centrifugation à 2350 g, 4 ° C pendant 10 min, puis lavé deux 

fois par une solution saline stérile tamponnée au phosphate nommée le Phosphate Buffered 

Saline (PBS, pH 7,4) et remis en suspension dans du BN stérile frais et TSB (concentration 

finale d'environ 106 UFC(unité formant colonies)  / 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  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 30min. 

Les puits de la microplaque séchés 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 DO  est mesuré à 570  nm par le lecteur de microplaque (ELISA)« 

enzyme-linked immunosorbent assay»  (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) 



Partie II : Matériel et METHODES 

 

17 
 

* modérée (2DOcontrol<DO570≤4DOcontrol) 

* forte productrice de biofilms (DO570> 4DOcontrol). 

 

 

Figure 5: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. 59 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 les tableaux 01. 

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

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

laiterie pendant la saison froide 

Numéro du 

Prélèvement 

Nombre 

d’isolats 

Les espèces avant pasteurisation 

Les espèces  

après pasteurisation 

1 et 2 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

22 

isolats 

 

 

Bacillus pumilus(1) 

Bacillus cereus (7) 

Bacillus subtilis (2) 

Bacillus weihenstephanensis(1) 

Enterococcus faecium(3) 

Bacillus altitudinis(1) 

 

Bacillus cereus(3) 

Bacillus subtilis (1) 

Enterococcus faecium(2) 

Leclercia adecarboxylata(1) 

3 et 4 
19 

isolats 

Bacillus cereus(4) 

Staphylococcus epidermidis(1) 

Bacillus subtilis(1) 

 
 

Bacillus pumilus(1) 

Bacillus altitudinis(1) 

Enterobacter cloacae(4) 

Enterococcus faecium(1) 

Bacillus cereus(5) 
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D’après nos résultats, on remarque la dominance des bactéries à Gram positif par apport aux 

bactéries à Gram négatif. Cette dominance est représentée par le genre Bacillus  présenté par les 

espèces suivantes : Bacillus cereus (29), Bacillus subtilis (7), Bacillus weihenstephanensis (1) ,  

Bacillus pumilus (1) , Bacillus altitudinis (1) . suivi par le genre  Enterococcus   présenté par 

l’espèce    Enterococcus feacium (7)  et en fin le genre Staphulococcus présenté par les espèces 

suivantes : Staphylococcus huminis(1),  Staphylococcus epidermis  (1).  les bactéries à Gram 

négatif sont représentées par du genre Enterobacter présenté par l’espèce   Enterobacter 

clocacae (4), suivi par le genre  Leclercia présenté par l’espèce  Leclercia adecarboxylata (1). 

Nos résultats montrent que : 

-La persistance de l’espèce Bacillus  le long de la saison froide par sa présence au niveau des 

canalisations post et pré-pasuerisation 

-La persistance de l’espèce Enterococcus feacium  le long de la saison froide par sa présence 

soit  au niveau des canalisations post ou pré-pasteurisation. 

-La présence du genre Staphylococcus huminis, Staphylococcus epidermis  uniquement dans 

les canalisations pré-pasteurisation.  

-La présence du  genre Leclercia adecarboxylata   uniquement dans les canalisations post 

pasteurisation. 

 

 Les souches du genre  Bacillus,  Enterobacter clocacae,  ont été détectées avant pasteurisation 

et après pasteurisation,  cela suggèrent que ces souches étaient résistantes à la pasteurisation.  

Tandis  que Bacillus pumilus, Bacillus altitudinis , Staphylococcus huminis  , Staphylococcus 

Staphylococcus hominis(1) 

 

5 et 6 

18 

isolats      

 Bacillus cereus(8) 

Bacillus subtilis(3) 
 

Bacillus subtilis(2) 

Bacillus cereus(4) 

Enterococcus faecium(1) 
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epidermis  ont été détectées uniquement avant pasteurisation, ce qui indiquent  qu’elles ont été 

sensibles au traitement thermique appliqué lors de la  pasteurisation. 

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

l'origine de la diversité des produits. L'origine des contaminations par les bactéries pathogènes 

ou d’altération varie en fonction de la nature du produit et de son mode de production et de 

transformation. La contamination du lait et des produits laitiers par les germes pathogènes ou 

d’altération peut être d'origine endogène (mammite) ou exogènes  (eau, air, matériel de traite ….) 

cette figure englobe la majorité de sources de contamination.   

La figure 6 ci-dessous montre les sources de contamination du lait cru. 

 

Figure 6:Principales sources de microorganismes pour le lait (schéma d’après Denis et al., 

2004 ;Bouton et al., 2007 : Vacheyron et al., 2011) 

 

La microflore bactérienne du biofilm de la canalisation du lait cru  est intéressante sur le double 

plan quantitatif et qualitatif. Les groupes microbiens présents sur les canalisations post et pré 

pasteurisation laitiers sont affiliés à des genres comprenant des espèces potentiellement 

pathogènes avec des biotypes différents cela montre une diversité iner –intra spécifiques. Il s’agit 

des genres  Staphylococcus , Pseudomonas ,Aeromenas, Ochrobacterium , Kocuria , Myroides , 

Pantoea , Leclercia , Brukholderia , Rahnella , Ochrobacterium , Serratia , Chryseobacterium , 

Microccus , Kllebsiella , Acinetobacter , Enterobacter    en témoignent les résultats obtenus, par 
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plusieurs études (Hantsis-Zacharov et Halpern ,2007 ; Singh et al., 2011 ; Cleto et al., 

2012 ;Cherif-Antar et al., 2015). 

Les biofilms formés sur les surfaces des équipements dans les établissements de 

transformation des aliments reflètent une microflore diversifiée .Elle représente la flore interne 

ou « in-house-microflora » propre à chaque entreprise alimentaire   (Bagge-Ravn et al., 2003). 

La présence de ces bactéries sur les surfaces laitières doit être considérée comme une 

cause de préoccupation, car elles peuvent aussi contaminer le lait transformé dans ces conditions 

(Bennett et al., 2013). 

Les bactéries appartenant aux genres Bacillus sont capables de former des spores qui sont 

une forme de résistance, les cellules végétatives de B. cereus forment des spores lorsqu’elles se 

trouvent en conditions environnementales défavorables. Ces spores peuvent rester a l’état latent 

pendant de nombreuses années voire des milliers d’années, attendant ainsi le retour des 

conditions favorables (Abbas, 2014). Ce pathogène alimentaire peut ainsi causer de sérieux 

problèmes tels que le changement de texture et le développement de saveurs indésirables dans 

l’industrie alimentaire. Aussi, compte tenu de sa psychrotolerance, cette bactérie constitue un 

potentiel pathogène émergent des produits réfrigérés prêts à la consommation (Merzougui et al., 

2013).  

Cette bactérie a des activités enzymatiques peuvent être responsables de l'acidification, la 

coagulation ou la protéolyse du lait. Les traitements thermiques peuvent, de plus, déclencher la 

germination des spores et favoriser leur multiplication (Merzougui et al., 2013).Parmi les 

bactéries pathogènes qui peuvent se retrouver dans le lait de vache les entérocoques  qui peuvent 

se multiplier à des températures comprises entre 4 °C et 46 °C, avec un optimum de croissance à 

37 °C et à un pH compris entre 4,6 et 9,5.  , certaines y sont habituellement à un très faible 

niveau et ont peu de chance de s'y développer. D'autres sont à des niveaux appréciables et 

peuvent se multiplier. C'est le cas, entre autres, les entérocoques qui provient généralement de la 

peau des mamelles (Richard et al., 1985 ). Son implantation dans le matériel de traite est 

inhabituelle. Certaines souches, heureusement -rarement présentes, lorsqu'elles sont à un haut 

niveau dans le lait de vache ou dans les fromages, peuvent produire des gastro-entérites dues à la 

production de toxines. 

Les entérobactéries peuvent se multiplier à des températures comprises entre 5 °C et 

45°C avec un optimum à 35 °C-37 °C et à des pH de 4,5 à 9 avec un optimum compris entre 6,4 

et 7,5 ; il semblerait que la contamination ait lieu plus fréquemment à partir du milieu extérieur, 
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de l'environnement ou par contact avec les animaux infectés au moment de la traite que par voie 

intra mammaire ( Martel et al. , 1994 ). En effet, il a été démontré que certaines pouvaient 

résister au traitement thermique de lyophilisation (Donaugh, 1968). 

 

   D’après l’analyse des résultats et par comparaison des différentes valeurs de densité optique  

(DO) pour chacune des souches étudiées avec la DO de témoin (control négatif), la densité 

optique obtenue par 2/59 souches (1.96%) est élevée à celle de témoin, ce qui traduit leur  

potentiel de former un biofilm. La DO de 1/59 souches (1.47%) présentaient une DO compris 

entre (DOnc< DO lue ≤ 2XDOnc)  pour chaque souche, indiquant une faible formation de biofilm, 

ces souche sont considéré comme des souches faiblement formatrices de biofilm. 

   La DO des 51/59 souches (96.22%) était moins que celle du témoin (DO lue ≤DOnc) ce qui 

traduit leur incapacité de former un biofilm (absence de formation). 

       La capacité de formation de biofilm des   souches cultivées sur PS en présence de BN à 37 ° 

C et 55 ° C est montrée sur la figure 01 et la figure 02 respectivement. La figure 03et la figure 04  

montre les résultats obtenus à partir d'essais de la formation de biofilm sur de PS en présence de 

TSB à 37 ° C et55 ° C, respectivement. .La DO570 du contrôle était égale à  0.128 ±  0.111. 

     La plupart des souches ont montré une capacité faible ou l’incapacité à former des biofilms 

sur PS en présence de BN à la fois 37 ° C et 55 ° C (Fig 01.  Fig 02).   À 37 ° C, sur le total des 

souches,  une seule souche d’ Enterococcus faecium a montré une capacité modérée à former  

des biofilms sur PS dans le présence de BN avec un OD570 = 0,139  . Par contre à 55°C, les 

résultats ont montré une incapacité de former un biofilm dans les mêmes conditions. 

      De même, dans le cas du TSB, la plupart des  souches présentaient une incapacité à former 

des biofilms sur PS à 37 ° C et 55 ° C   . À 37°C, seulement  Enterobacter clocacae a montrée  

une faible capacité de formation  de biofilm sur  PS en présence de TSB avec un OD570 =0,223.  

Par contre à 55°C, les résultats ont montré une incapacité à former un biofilm dans les mêmes 

conditions. 
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Figure 7:la  capacité de formation de biofilm dans le milieu  BN à une  température de 37°C 

 

 

 

Figure 8: la  capacité de formation de biofilm dans le milieu  BN à une  température de 55°C. 
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   Figure 9 : la  capacité de formation de biofilm dans le milieu TSB à une  température de 

37°C . 

 

 

 

Figure 10:la  capacité de formation de biofilm dans le milieu TSB à une  température de 

55°C . 

 

 

Dans cette  étude, la possibilité de contamination bactérienne sur les surfaces d’une usine 

laitière a été étudiée. L’échantillonnage été  en deux  catégories: pré-pasteurisation et                                   

post -pasteurisation. La capacité de formation de biofilm de cette  microflore varié composé à la 

fois de Gram-positif et de  Gram-négatif appartenant à 9 espèces sur les coupons PS  a été évaluée 

par la méthode de  coloration au cristal violet. En particulier, les effets des températures (par 
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exemple, 37 ° C et 55 ° C) et milieux de croissance (par exemple, BN et TSB) sur la production de 

biofilms par ces espèces sur PS ont été explorées.  

          Nos résultats sont en concordance avec celle de Cherif-antar et ces collaborateurs. 

(2015) où ils ont trouvés que  les souches de B. cereus n'étaient pas des producteurs de biofilm, 

même si des isolats de ces espèces constituaient une population majoritaire dans tous les 

échantillons .Contrairement à la conclusion de Kumari et Sarkar, (2014) la plupart des souches 

de cette étude ont montré la capacité à former des biofilms lors de la croissance sur les surfaces PS 

et en présence de TSB à 37° C. De plus, la majorité des Bacillus cereus étaient les producteurs de 

biofilm modérés ou les forts producteurs de biofilm sur les surfaces en acier inoxydable (Faille et 

al., 2001; Lin et al., 2017). Les membres du genre Bacillus sont parmi les bactéries les plus 

couramment trouvées dans les fermes laitières et les usines de transformation ( Sharma et Anand, 

2002 ; Simoes et al., 2010 ).Car ces bactéries peuvent produire des endospores résistantes à la 

chaleur qui jouent un rôle important dans la persistance bactérienne et l'établissement du biofilm 

dans l'environnement laitier ( Ostrov et al., 2016 ). 

     Même observation était pour Staphylococcus spp. , alors que les biofilms plus puissants ont été 

formés par certaines souches dans des conditions de haute valeur nutritive (TSB), comme S. 

epidermidis, qui concordaient avec les résultats de études antérieures (Møretrø et al., 2003 ; 

Hamanakaa et al., 2012). Par contre selon notre étude pour S. epidermidis a montré une capacité 

négative à former des biofilms. Contrairement à Cherif –antar et ses collaborateurs (2016)  où Les 

souches de staphylocoques présentaient une capacité modérée à forte à former des biofilms.  

 Dans ce contexte,Pour E  faecalis étaient des producteurs de biofilm modérés ces résultats 

concordent avec ceux d'études précédentes qui ont montré que plusieurs isolats d' E  faecium d' 

origine alimentaire étaient des producteurs de biofilm faibles, modérés ou forts, tandis que certains 

isolats ne formaient aucun biofilm ( Gomes et al., 2008 ; Jahan et Holley , 2014 ).De  plus 

Cherif –antar et ses collaborateurs (2016) ont trouvés que Les souches d'E. faecalis analysées 

dans leur travail ont pu former des biofilms sur du polystyrène  surfaces. 

les cellules bactériennes des biofilms développent facilement une résistance aux agents 

antimicrobiens en raison de la protection de la matrice du biofilm (Liu et al., 2018 ). Une fois que 

les agents pathogènes d'origine alimentaire forment des biofilms dans les environnements de 

transformation des aliments ou les produits alimentaires, il est difficile de les éliminer en raison de 

la protection de la matrice extrapolymère du biofilm ( Liu et al., 2017 ). E. cloacae est également 

liée à la sécurité alimentaire en raison de sa forte capacité de formation de biofilm (Wang et al., 

https://www.sciencedirect.com/topics/immunology-and-microbiology/bacillus
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0740002018310438#bib53
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0740002018310438#bib53
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0740002018310438#bib56
https://www.sciencedirect.com/topics/immunology-and-microbiology/endospore
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0740002018310438#bib41
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0956713520303893#bib37
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0956713520303893#bib35
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2017 ; Liu et al., 2018 ; Ramos-Vivas et al., 2019 ; Zurob et al., 2019). Par contre les résultats 

de notre étude montrent  qu’ils étaient des faibles producteurs de biofilm.  D'autres études ont 

montré une proportion similaire ou légèrement plus élevée de souches d' Enterobacter pouvant 

former des biofilms (Nyenje et al. , 2013 ; . Kovacs et al, 2013).  Ramos-Vivas et ses 

collaborateurs (2019) ont trouvés que les souches d’Enterobacter ont une capacité modérés à 

former de biofilm. 
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Conclusion 

 

La présence de biofilm sur les surfaces en contact avec les aliments affecte 

négativement la qualité et la sécurité des produits de l’industrie laitière. Ces biofilms peuvent en 

effet contenir un nombre considérable de micro-organismes à la fois d’altération et pathogènes 

(Giaouris et  al., 2014). 

Dan cette étude, nous avons tout d'abord mis en évidence l’installation, sur les 

canalisations laitiers, d’une flore persistante impossible à éviter connaissant la source de 

contamination  initiale. Ceci a été possible via la caractérisation moléculaire  et évaluation de la 

capacité de formation de biofilm sur des surfaces en polystyrène à différents conditions 

nutritionnelles et environnementaux. 

Une diversité microbienne inter et intra spécifique très élevée a été trouvée parmi les 

bactéries récoltées dans les deux  différents points d’échantillonnage et à des différentes  saisons, 

La flore aérobie mésophile identifiée était composée des groupe d’espèces d’espèces Bacillus 

cereus , Bacillus subtilis , Bacillus weihenstephanensis  ,  Bacillus pumilus  , Bacillus altitudinis  , 

Enterococcus feacium ,   Staphylococcus huminis ,  Staphylococcus epidermis  , Enterobacter 

clocacae ,  Leclercia adecarboxylata . 

La capacité de formation de biofilm est influencée par le type de souche, la 

température d'incubation. Malgré cela, la présence d'un nombre élevé et de différentes  types de 

bactéries à Gram-positif et à Gram-négatif doit être pris en compte pour mettre en œuvre des 

routines d'hygiène plus strictes afin d’ améliorer la qualité globale du  lait et la sécurité de l’usine 

laitière . 

Les principales perspectives de notre travail  sont :  

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

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

*La détection moléculaire des gènes qui confèrent aux bactéries leur pouvoir de formation de 

biofilm. 

 * Optimiser des protocoles de nettoyage et de désinfection basés sur les protocoles déjà établi 

pour la lutte contre les biofilms. 
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Annexe : 

 

Boullion TSB 

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 
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