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 الملخص                                                                               

 

في الطبيعة، تعيش معظم الكائنات الحية الدقيقة داخل مجتمعات ميكروبية تسمى البيوفلم. تتكون الاغشية الحيوية من نوع 

                                                                   واحد او كائنات الدقيقة متعددة الأنواع تلتصق بسطح خامل او حي.   

B. sporothermodurans في هذا السياق، درسنا مقالتين من الببليوغرافيا التي تناولت ارتباط وتشكيل الغشاء الحيوي .

ارة بما بواسطة البكتيريا المحبة للحرعلى أسطح من الفولاذ المقاوم للصدأ ملامسة لبروتينات الحليب وتطور الغشاء الحيوي 

 Bacillus subtilis و Geobacillus stearothermophilus و Bacillus licheniformis في ذلك

,Anoxybacillus vlavithermus  .يتم اكتشافهما بشكل متكرر في منتجات الحليب المجففة الأساسية                                                                                                                                        

لديها قدرة قوية على تشكيل الأغشية الحيوية على أسطح الفولاذ المقاوم للصدأ.    B. sporothermodurans   .أوضحت ان

 لحرارة تمتلك قدرات قوية على تحلل البروتين واللاكتوز فيوبالنسبة للمقال الثاني،   أظهرت النتائج أن السلالات المحبة ل

الحليب منزوع الدسم ، وأن تأثيرات التلف قد تم فرضها بواسطة سلالات متعددة وتأثيرات متبادلة عبر الأنواع على التطور. 

ا لفهم الاستعمار من البكتيريا السائدة المحبة ق للحرارة أثناء معالجة مسحو وقد قدمت الأغشية الحيوية الرقيقة دليلاا مهما

                                              الحليب

 البيوفلم، فيلم التعبئة والتغليف، صناعة الالبان. ،Bacillus spp الكلمات المفتاحية:

 

 

 

 

 

 

 

 

           

 



Abstract 

 In nature, most microorganisms live in microbial communities called biofilms. Biofilms 

are made up of single or multi-species microorganisms that adhere to an inert or living surface.    

 The objective of our work was to evaluate the effect of conditioning on the formation 

of biofilm by Bacillus spp. Given the sanitary conditions that our country work has experienced 

this part has been cancelled 

 In this context, we reviewed two articles in the literature that discussed the attachment 

and formation of biofilms of B. sporothermodurans on stainless steel surfaces in contact with 

milk proteins and the development of biofilms by thermophilic bacteria including Bacillus 

licheniformis, Geobacillus stearothermophilus, Bacillus subtilis, and Anoxybacillus 

vlavithermus frequently detected in powdered milk products.  The results showed that B. 

sporothermodurans had a strong ability to form biofilm on stainless steel surfaces. And for 

the second paper, the results showed that thermophilic strains possessed strong protein and 

lactose degrading abilities in skim milk, and that the spoilage effects were overlapped by 

several strains. Mutual influences between species on biofilm development provided 

important evidence for understanding the colonization of the predominant thermophilic 

bacteria during milk powder processing. 

Key words: Bacillus spp, Biofilm, conditioning film, dairy industries. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

Résumé 

 
 Dans la nature, la plupart des microorganismes vivent au sein de communautés 

microbiennes appelés biofilm. Les  biofilms sont constitués de microorganismes mono-espèce 

ou multi-espèce qui adhérents à une surface inerte ou vivante. 

 L'objectif de notre travail était d'évaluer l'effet du conditionnement sur la formation du 

biofilm par Bacilles spp. Vu les conditions sanitaires que notre travail pays a connu cette partie 

à été annulée. 

 Dans ce contexte nous avons étudié deux articles de la bibliographie qui ont traité la 

fixation et la formation du biofilm de B.sporothermodurans sur des surfaces en acier inoxydable 

en contact avec des protéines de lait , et le développement du biofilm par des bactéries 

thermophiles incluant Bacillus licheniformis, Geobacillus stearothermophilus, Bacillus subtilis 

et Anoxybacillus vlavithermus fréquemment détectées  dans  les produits  de base  de lait en 

poudre. Les résultats ont  Montré que B. sporothermodurans à une forte capacité à former  le 

biofilm sur les surfaces en acier inoxydable. Et pour deuxième article, les résultats ont montré 

que les souches thermophiles possédaient de fortes capacités de dégradation des protéines et du 

lactose dans le lait écrémé, et que les effets d'altération étaient superposés par plusieurs souches 

et Les influences mutuelles inter-espèces sur le développement du biofilm ont fourni des 

preuves importantes pour comprendre la colonisation des bactéries thermophiles prédominantes 

pendant le traitement du lait en poudre 

Mots clés : Bacilles spp, Biofilm, film de conditionnement, industries laitier. 
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Introduction  

 

 
1 

  

 La contamination des surfaces des équipements utilisées en industrie agroalimentaires 

par les bactéries présente de sévères problèmes industriels. Ces bactéries contaminantes sont 

connues pour leur capacité d’adhérer aux surfaces et, par conséquent, former des biofilms. Ce 

biofilms sont responsables de la détérioration des produits transformés, de la diminution de la 

durée de vie des produits et la transmission de bactéries pathogènes aux consommateurs. Ils 

sont également responsables de la biocorrosion des équipements et la diminution du rendement. 

(Bekkaoui, 2016). 

 Le lait est un produit qui  constitue un milieu très riche et par conséquent favorable pour 

le développement des microorganismes (Mennad, 2017). Bacillus spp fait partie des 

microorganismes qui menacent l’industrie laitière par leur capacité à produire des biofilms 

résistants aux agents antimicrobiens, production de toxines et la formation de spores (Nechaf 

et Mokrani, 2020 ; Dromigny, 2007). 

 L’objectif de notre travail était d’éva luer l’effet du conditionnement des surfaces en 

acier inoxydable par le lait sur la formation du biofilm par des souches de Bacillus spp.  

Malheureusement ce travail n’a pas été réalisé vu les circonstances exigées par la pandémie 

causée par le Corona-virus. Pour cela et dans le même contexte, deux articles ont été analysés. 

Le premier consiste à étudier  l'effet des protéines du lait sur l'adhésion et la formation du 

biofilm par Bacillus sporothermodurant. Porte sur le développement d'un biofilm  multi-

espèces formé par des bactéries thermophiles sur des surfaces en acier inoxydable  

conditionnées par par le lait  écrémé. 

Le deuxième travail bibliographique nous explique  le développement d'un biofilm  multi-

espèces formé par des bactéries  thermophiles  sur l'acier inoxydable  dans  du lait  écrémé. 
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I.1. Définition et  caractéristiques : 

Les espèces du genre Bacillus sont des bacilles rectilignes à extrémités carrées ou 

arrondies, de taille variable de 0,5 x 1,2 µm jusqu’à 2,5 x 10 µm, sporulés, à Gram positif, 

généralement mobiles grâce à une ciliature péritriche sauf B. anthracis et mycoides qui sont 

immobiles). Certaines espèces sont parfois capsulées comme Bacillus anthracis, Bacillus 

licheniformis, Bacillus mégathérium et Bacillus subtilis qui peuvent élaborer une capsule 

formée d’un polymère d’acide glutamique. Les bactéries de ce genre sont aérobies ou aéro-

anaérobies, le plus souvent catalase positive, donnant une réponse variable au test de l’oxydase 

(Cherif, 2014) (figure1). Ce genre bactérien est caractérisé par une grande diversité 

phénotypique et génomique qui lui a valu son intérêt historique. Il correspond à des espèces 

dont l’intérêt est avant tout industriel grâce à la production d’enzymes extracellulaires, des 

protéases et des amylases largement utilisées dans les détergents biologiques. De nombreuses 

espèces du genre Bacillus peuvent être utilisées en agriculture, alors que d’autres sont utilisées 

comme probiotique en alimentation humaine (Malek, 2019). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Les caractères physiologiques des Bacillus sont impressionnants. Ils peuvent dégrader 

la plupart de la matière organique animale ou végétale (cellulose, amidon, protéines et 

hydrocarbures) par la production d’enzymes extracellulaires, produisant aussi des antibiotiques 

peptidiques, des molécules peptidiques de signal. Ils sont hétérotrophes, nitrifiants, dénitrifians, 

fixateurs d'azote, précepteurs de fer, oxydants le sélénium, oxydants et réduisant le manganèse. 

Ces microorganismes sont des chimiolithotrophes facultatifs, acidophiles, alcalophiles, 

psychrophiles, thermophiles, halotolérants, ou halophiles et sont capables de croître à des 

 

Figure 1 : Résumé des caractéristiques phénotypiques des isolats de Bacillus spp.  (Kaya et Christian, 

2018). 
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valeurs de pH, de température et de concentrations  en sel où peu  de organismes peuvent 

survivre (Cherif, 2014 ). 

I.2. Les différentes espèces appartenant au groupe Bacillus spp. : 

Il  existe un grand nombre d'espèces avec des propriétés physiologiques et des habitats 

très variés appartenant au groupe Bacillus parmi lesquelles on trouve des espèces thermophiles, 

acidophiles, psychrophiles et alcalinophiles.  

I.2.1. Bacillus subtilis : Bacillus subtilis (figure2) est un germe du sol, non pathogène que l’on 

trouve couramment en association avec les plantes et leur rhizosphère. B.subtilis a été exploité 

pendant plusieurs applications industrielles, y compris la production des enzymes 

hydrolytiques, la fermentation alimentaire et plus récemment, comme probiotique (Arnaouteli 

et al., 2021). Cette espèce possède l’avantage d’avoir un génome entièrement séquencé, ce qui 

facilite sa manipulation génétique, tout en favorisant la compréhension des gènes impliqués 

dans la formation de biofilm (Zhu et Stülke, 2018). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 2 : Observation microscopique de Bacillus subtilis après coloration de Gram (Agenor 

et al., 2019) 

I.2.2. Bacillus cereus : Bacillus cereus (figure 3) est un agent pathogène d'origine alimentaire 

bien connu, capable de provoquer deux types de maladies gastro-intestinales, la diarrhée et les 

vomissements. Il est particulièrement préoccupant pour l'industrie alimentaire, car il pose de 

sérieux problèmes de sécurité alimentaire en raison de la formation de spores, de biofilms et la 

production de toxines diarrhéiques et/ou émétiques. Les spores de Bacillus cereus sont des 

cellules hautement spécialisées et métaboliquement dormantes qui sont réfractaires à des 
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conditions environnementales extrêmes, notamment la chaleur, la congélation, le séchage et les 

radiations (Yiying et al., 2020).Différentes études ont révélé que l’origine des souches et les 

conditions de sporulation incluant la composition du milieu, la température, le pH et l'activité 

de l'eau peuvent affecter les caractéristiques des spores de B.cereus, notamment sa résistance et 

sa germination (Yiying et al., 2020). 

 

Figure 3: Observation par Microscope électronique à balayage des souches de Bacillus 

cereus (Simões et al., 2007). 

I.2.3. Bacillus  anthracis : Bacillus anthracis (figure 4) est un agent étiologique de l'anthrax, 

une maladie aiguë souvent mortelle qui touche couramment le bétail et les animaux sauvages, 

et plus rarement les humains, dans le monde entier. Les infections naturelles à l'anthrax touchent 

principalement les herbivores, qui sont infectés par l'ingestion de spores présentes dans le sol 

ou dans les aliments. Les spores excrétées par les carcasses d'animaux touchés  par cette maladie 

constituent la principale voie d'infection des carnivores et contaminent durablement les sols qui, 

à leur tour, infectent les herbivores se nourrissant sur ces terrains, même des décennies plus tard 

(Château et al., 2020 ; HuefferK et al., 2020). 
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Figure 4 : Bacillus anthracis (Lucia et al., 2006) 

I.2.4. Bacillus coagulans : Bacillus coagulans (figure 5) est une bactérie non pathogène 

endospore, anaérobie. Identifiée à l’origine sous le nom de Lactobacillus sporogenes qui a  été 

isolée du lait contaminé en 1933 (Bang et al., 2021 ; André et al., 2017). Contrairement aux 

autres espèces de Bacillus, B.coagulans ne produit pas d’endotoxines et est généralement 

considérée comme inoffensif. Par conséquent, des souches de B. coagulans, comme LactoSpore 

et GBI-30, sont reconnues comme étant généralement sûres (GRAS) par la Food and Drug 

Administration (FDA) des États-Unis depuis 2012 (Bang et al., 2021). 

Aujourd’hui, B. coagulans est considéré comme un probiotique prometteur en raison de 

ses caractéristiques, comme la tolérance au sel biliaire et à l’acide, qui lui permettent de survivre 

dans le tractus gastro-intestinal. De plus, il a été démontré que ses propriétés probiotiques 

atténuent le syndrome du côlon irritable (Zhou et al., 2020 ; Majeed et al., 2015). 

 

 

 Figure 5 : Microscopie électronique à balayage du B. coagulans (KaiYue et al., 2020). 
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I.3. Classification et taxonomie de Bacillus spp : 

Le genre Bacillus est un vaste groupe de bactéries aérobies ou aéro-anaérobies 

facultatives appartenant à la famille des Bacillaceae, embranchement des  Firmicutes, Classe 

Bacilli et l'ordre des Bacillales, ayant en commun la faculté de produire des endospores (Fritze 

et al., 2004 ). 

Ce groupe comprend actuellement neuf espèces de Bacillus, à savoir B. anthracis, 

B.cereus, B. mycoides, B. pseudomycoides, B. thuringiensis, B. weihenstephanensis, B. 

cytotoxicus, B. bombysepticus, et le membre le plus récent du groupe est B. toyonensis. Les 

espèces du groupe B. cereus sont très proches les unes des autres, et leur toxicité va des souches 

virulentes utilisées comme probiotiques aux souches hautement toxiques responsables des 

maladies graves et de décès. Les membres du groupe B. cereus sont des saprophytes courants 

du sol et se propagent facilement dans de nombreux types d'aliments fréquemment isolés dans 

les produits laitiers (Doyle et al., 2019). 

I.4. La sporulation : 

I.4.1. Définition de la spore : 

Depuis leur découverte, les endospores bactériens (ou spores) ont attiré l’attention de la 

communauté scientifique. Elles comptent parmi les types cellulaires les plus résilients connus 

et peuvent survivre très longtemps sans nutriments (Eammonet al., 2021).Ce sont des formes 

microbiennes multicouches extrêmement résistantes aux perturbations environnementales. 

Cette résistance est notamment liée à leur structure unique qui est particulièrement peu 

perméable et compacte (Loison, 2015). 

La spore est souvent décrite comme un empilement de couches de membranes et 

enveloppes. Les spores comprennent plusieurs couches, la couche la plus externe nommée 

l’exosporium, le manteau, le cortex, la membrane interne et le noyau central qui contient des 

acides nucléiques (ADN et ARN) (figure 6) (Setlow, 2006). 

L’exosporium joue un rôle dans la résistance à des traitements chimiques. De plus, elle 

améliore les propriétés d’adhésion des spores aux différentes surfaces (Faille et al., 2007). En 

dessous de la tunique, on retrouve le cortex qui est composé de peptidoglycane et qui est bien 

conservé chez certaines bactéries comme  B.subtili et B.cereus. À l’intérieur du cortex se trouve 

les dernières couches de la spore notament la membrane interne et le protoplaste (Setlew, 2014). 
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Figure 6: Représentation schématique de la structure de la spore bactérienne et photographie 

au Microscopie Electronique à Transmission (MET) d’une spore de Bacillus subtilis. Echelle : 

100 nm (Loison, 2015). 

 

I.4.2. Cycles de sporulation : 

Le cycle de vie de Bacillus sporulés se compose de trois processus physiologiques qui 

sont la croissance, la sporulation et la germination comme  l’indique la figure 7. Le passage 

d’un mode de développement à un autre est déterminée par la disponibilité des éléments 

nutritifs, qui est détectée par le micro-organisme (Rosenberg et al., 2012). 

Le principal facteur de sporulation est le manque de nutriments, avec un nombre 

significatif d'autres signaux environnementaux et intercellulaires entrant dans le processus 

décisionnel de sporulation (Gauvry et al., 2017). Chez B. subtilis, par exemple, ces signaux 

sont perçus par des kinases ayant des récepteurs intra-membranaires spécifiques : KinA, KinB, 

KinC et KinD (Modugno, 2019) (figure 8, A). 

KinA et KinB vont successivement transférer un groupement phosphate à deux 

protéines intermédiaires : Spo0F et Spo0B. Spo0B transfère ensuite son groupe phosphate au 

facteur de transcription Spo0A qui induit l'entrée de la sporulation. Spo0A peut également être 

directement phosphorylé par KinC ou déphosphorylé par KinD. Ce transfert de phosphates via 

ce système dit « phospho-relais » permet une régulation fine de l'apport de sporulation, pour 

s'assurer que ce processus nécessitant une énergie intensive n'est utilisé qu'en dernier recours. 

Les systèmes de contrôle négatif sont ainsi adaptés à chaque phosphorisation 

intermédiaire (Figure 7, A). Alors qu'un niveau élevé de phosphorylation de Spo0A induit 

l'entrée de la sporulation, des niveaux intermédiaires peuvent induire la formation des biofilms 

ou du processus de cannibalisme. Pour l’entrée en sporulation le processus  nécessite aussi 
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l’activation d’un autre facteur de Transcription σH  impliqué dans l’initiation de la division 

asymétrique de la cellule. Ce facteur  lié  à celui de Spo0A. Suite à l’activation de σH et Spo0A, 

le processus de division cellulaire est initié (Figure 7, B).L’ensemble des processus menant à 

l’initiation de la division cellulaire constituent l’étape I de la sporulation (Modugno, 2019). 

L’étape II de la sporulation,  la cellule mère se divise pour former un nouveau 

compartiment, par l’intermédiaire d’un septum de division propre au processus de sporulation. 

L’étape III, le nouveau compartiment créé est invaginé dans la cellule mère. La pré-

spore nouvellement formée est  entourée de trois membranes, dont la seconde a une orientation 

inversée, lui donnant un rôle important lors de la déshydratation de la future spore (Setlowet 

al., 2013). 

Lors de l’étape IV, le pH de la spore  et sa concentration en potassium diminue, 

induisant le début de sa déshydratation. Une accumulation de peptidoglycanes entre la 

membrane interne et externe de la spore initie la formation du cortex et du manteau. 

Entre les étapes IV et V, la formation du manteau externe de la spore est largement 

entamée. Durant la maturation la spore se charge en cations divalents. Simultanément, la cellule 

mère synthétise du DPA (acide pyiridine-2,6-dicarboxylique) qui s’accumule dans la spore. 

Suite à sa déshydratation, la concentration en DPA de la spore excède sa limite de solubilité et 

des complexes Ca-DPA sont alors formés (Tocheva et al., 2017 ; McKenney et al., 2012). 

Au cours de l’étape VII, la cellule mère est lysée, libérant la spore mature. Lors des 

différents stades de sporulation, les facteurs de transcription σG, σE, σF, σK (figure 1, B) sont 

très  importants car ces  facteurs de transcription et de régulation impliqués dans le processus 

de sporulation induisent aussi la synthèse de toxines chez certaines espèces (Higgins et 

Dworkin., 2013). 
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Figure 7: Schéma simplifié du cycle de sporulation de B. subtilis (Modugno, 2019). 

I.4.3. Caractéristique des spores : 

La caractéristique commune des bacilles sporulés est la capacité de différencier une 

forme cellulaire particulière, l’endospore La formation de spores commence lorsque la 
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croissance ne peut plus avoir lieu à cause d’épuisement des nutriments ou d'autres conditions 

non physiques dans l'environnement. La spore est une forme cellulaire au repos, caractérisée 

par plusieurs couches protectrices entourant le cytoplasme déshydraté qui contient le nucléotide 

(Henriques et Moran, 2007). Cette organisation structurelle rend les spores extrêmement 

résistantes aux agressions physiques et chimiques externes et capables de survivre presque 

indéfiniment en l’absence d’eau et de nutriments. La longévité exceptionnelle de la spore dans 

l’environnement est la principale raison de la distribution omniprésente de ces organismes, en 

particulier des organismes aérobies (Wang et al.,2021). 

Les bactéries thermophiles sporulées sont considérées comme une contamination 

majeure de l'industrie laitière, car elle sont capables de se multiplier rapidement et de créer un 

danger pour la sécurité alimentaire (Wang et al., 2021 ; Hadri et al., 2019). 

Les spores ont une plus grande propension que les cellules végétative pour l'attachement 

(Burgess et al., 2014) . Une fois la bactérie  attachées à la surface et dans des conditions 

optimales, les spores germent probablement, et les cellules végétatives se reproduisent, formant 

un biofilm (Burgess et al., 2009).  

Les propriétés d’adhésion des spores chez B. cereus sur l’acier inoxydable utilisée en 

industrie laitière sont responsables de leur persistance sur les équipements laitiers et de la 

formation de biofilm (Malek, 2013). 

I.5. Bacillus spp en industrie laitière : 

 Les bactéries du groupe Bacillus spp. occupent une place de premier plan parmi les 

micro-organismes préjudiciables dans les industries agroalimentaires en raison de leur ubiquité 

et de leur capacité à former des biofilms et à résister sous forme de spore aux barèmes de 

pasteurisation pratiqués dans les industries (Merzougui et al., 2013). 

 B. cereus sont considérées, comme le principal problème microbiologique dans 

l’industrie laitière (Gopal et al., 2015 ; Marchand et al., 2012). La dissémination de cette flore 

se fait depuis la ferme où le sol, la litière et la souillure du pis constituent les premières sources 

de contamination (Malek, 2019). À l’usine, de nombreux sites de contamination sont également 

identifiés le long des lignes de transformation du lait. Les tanks de stockage du lait (Sarkar, 

2014), les pasteurisateurs et la conditionneuse, ainsi que les sections de  post-pasteurisation 

(Cherif-Antar et al., 2016 ; Malek et al., 2013 ; Salustiano et al., 2009) sont décrits comme 

des réservoirs de B. cereus. La quasi omniprésence de cette bactérie dans l’environnement 

laitier est attribuée au grand pouvoir d’adhésion des spores, leur capacité de formation du 

biofilm sur les surfaces en acier inoxydable et leur résistance à la désinfection chimique (Faille 

et al., 2013).  
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 En industrie laitière, les biofilms se forment souvent sur les surfaces qui sont en contact 

avec des fluides, et peuvent être une source de contamination bactérienne responsable de la 

réduction de la durée de conservation des produits laitiers.  De plus, il est considéré comme une 

principale source de la transmission des maladies. La formation des biofilms sur les 

équipements laitiers peut mener à des problèmes de santé publique et à des pertes économiques 

importantes (Gram et al., 2007). 

Les biofilm sont le plus résistants aux agents antimicrobiens comparés aux cellules 

planctoniques. De ce fait, ils représentent une menace pour les équipements de traitement des 

denrées alimentaire et ils doivent être éliminés (Simöes et Vieira, 2009). 
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Les biofilms en industrie 
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II.1. Historique : 

 La formation de biofilm est un processus omniprésent dans les communautés 

bactériennes qui leur permet de survivre et de persister dans diverses niches environnementales. 

La première découverte des biofilms a été faite en milieu marin au début du 20ème siècle dans 

le cadre des travaux  portant sur les problèmes de détérioration des coques des navires (Angst, 

1923 ; Henrici, 1933 ; Bagge et al., 2001). Ces premières études ont démontré que les 

salissures qui affectent les bateaux étaient des bactéries présentes dans l'eau, ne flottaient pas 

librement mais vivaient sur des surfaces immergées dans l'eau. L'existence de l'état sessile avec 

l'état planctonique a été reconnue suite à la découverte faite par Zobell en 1943 montrant que 

le nombre de bactéries colonisant les parois d'une bouteille remplie d'eau de mer était supérieur 

à celui des bactéries dans l’eau (Donlan, 2002). Cependant, les outils de recherche disponibles 

à l'époque, notamment les techniques traditionnelles de microscopie, ne permettaient pas 

d'observer les biofilms. 

 Le concept du biofilm a été proposé et généralisé par William Costerton en 1980 

définissant les biofilms comme étant des communautés microbiennes qui adhèrent aux surfaces 

biotiques ou abiotiques par des mécanismes spécifiques et qui offrent des avantages dans cette 

niche écologique particulière (Costerton et al., 1978). Cette période est également marquée par 

la découverte des biofilms dans les dispositifs médicaux. En effet, grâce au microscope 

électronique la capacité d'un biofilm à se développer dans un implant médical a été démontrée 

pour la première fois chez un patient porteur d'un stimulateur cardiaque (pacemaker) et qui a 

développé une infection à Staphylococcus aureus (Marrie et al., 1982).  

Depuis lors et à ce jour, de nombreuses études ont montré que les surfaces des appareils 

médicaux sont favorables à la colonisation microbienne et au développement du biofilm 

(Djeribi et al., 2012 ; Treter et Macédo, 2011). L'utilisation de la microscopie confocale à 

balayage laser (CLSM) depuis les années 1990 a permis d'observer des biofilms intacts, révélant 

leur structure et leur architecture tridimensionnelle (Tomas et al.,2010). Depuis, les recherches 

sur les biofilms ont considérablement augmenté notamment dans le domaine clinique (Vertes 

et al., 2012 ;Donlan, 2011; Costerton et al., 2005). 

Les techniques de microscopie à haute résolution telle que la microscopie électronique 

à balayage, microscopie  à balayage laser, microscopie à force atomique fréquemment utilisées 

en combinaison, ont permis la connaissance et la compréhension d’une façon approfondie  ce 

phénomène en industries alimentaires. Presque toutes les branches de l'industrie alimentaire, y 
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compris les secteurs des produits laitiers sont remis en cause par le problème des biofilms (Srey 

et al., 2013). Ces derniers causent des pertes annuelles de plusieurs millions de dollars (Brook 

et Flint, 2008). Leur formation sur les surfaces en contact avec les aliments est quasi inévitable 

et est favorisée par les conditions qui prévalent dans les établissements de transformation des 

aliments. Les biofilms des industries alimentaires sont à l’origine des problèmes qui affectent 

la qualité hygiénique et sanitaire des produits transformés ainsi que celle des matériaux. En 

effet, les biofilms sont incriminés  dans des toxi-infections alimentaires  (Lequette et al., 2010). 

II.2.Définition :  

 Un biofilm est une communauté microbienne sessile, caractérisée par des cellules qui 

sont irréversiblement attachées à un substratum ou une interface, emprisonnées dans une 

matrice de substances polymériques extracellulaires. Cette matrice est autoproduite et exhibant 

un phénotype altéré par rapport au taux de croissance et à la transcription des gènes. Le biofilm 

peut se former sur des surfaces vivantes ou non-biotiques et peut-être répandu aussi bien dans 

les milieux naturels qu’industriels (figure 8)  Sa formation se produit spontanément partout où 

il y a des micro-organismes, des surfaces, des nutriments et de l'eau (Giaouris et al., 2020 ; 

Donlan et Consterton, 2002). 

 

Figure 8: Image d'un biofilm de Bacillus subtilis prise par microscopie électronique 

(Maxime Ardré, 2014). 

Les cellules microbiennes qui croissent dans un biofilm sont physiologiquement 

distinctes des cellules planctoniques d'un même organisme, qui par contraste, sont des cellules-

simples qui peuvent flotter ou nager dans un milieu liquide. Le développement de l’architecture 

du biofilm est en grande partie liée à la production de la matrice extracellulaire  qui contient 

des exopolysaccharides (EPS), des protéines et des acides nucléiques (Racha et al., 2016).Cette 
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matrice rend les bactéries tolérantes aux conditions difficiles et résistantes aux traitements 

antibactériens (Roy et al.,2017). 

II.3. Étapes de formation :  

La formation de biofilm est un processus complexe qui se déroule en plusieurs étapes  

bien caractérisées, le modèle à six étapes schématisé dans la figure ci-dessous est 

universellement adopté pour décrire la formation des biofilms d’une manière générale (Figure 

9). 

II.3.1. le conditionnement de surface : Le conditionnement de surface des matériaux 

d’adhésion ou la formation du film de conditionnement constitue la première étape de formation 

de biofilm. Cette étape facilite la fixation et l’attachement des bactéries sur la surface 

(Merzougui et al., 2013). Cependant, la surface de tout support exposé à un milieu aqueux sera 

inévitablement et presque immédiatement conditionnée ou recouverte de polymères provenant 

de ce milieu (Donlan, 2002). 

Le film de conditionnement peut être constitué par des composés chimiques 

inorganiques, organiques ou de composés biologiques de l’environnement (Zottola et 

Sasahara, 1994). L’adsorption de ces molécules provoque des modifications des propriétés 

physico-chimiques de surface du support et affecte l’adhésion bactérienne (Loriteset al., 

2011 ;Bakker et al., 2004). Ce film est produit dans un liquide pendant l’immersion dans ce 

dernier (Verran, 2002). Inversement, le film de conditionnement peut altérer la surface des 

équipements de façon à promouvoir leur affinité pour les microorganismes (Jain et Bhosle, 

2009). 

II.3.2.Transport des bactéries vers le support : L'interaction entre les bactéries et le support 

nécessite une réconciliation d’environ 50 nm (Hori et Matsumoto, 2010). Les bactéries passent 

des signaux environnementaux par un mécanisme actif ou passif. Le transport passif est dominé 

par des phénomènes non spécifiques tels que le flux, le mouvement brownien et la viscosité du 

milieu. Tandis que le transport actif est le déplacement de la cellule en réponse à la force 

d'attraction exercée par la couche mucus riche en nutriments (chimiotaxie). Ce phénomène 

implique des organites de mouvements comme les flagelles, mais aussi des récepteurs 

spécifiques et sensibles aux changements de concentration des nutriments présents (Lopez et 

al., 2010). 
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La mobilité bactérienne joue un rôle important dans la colonisation des surfaces et la 

formation du biofilm grâce aux flagelles qui permettent de franchir la barrière électrostatique 

répulsive). En outre, la mobilité du flagelle est dans les stades précoces et les interactions 

cellule-surfaces. Alors que sa synthèse se réprime après l’adhésion initiale chez la plupart des 

bactéries (Houry et al., 2011). 

La mobilité contribue également au développement du biofilm sur le plan de sa structure 

et architecture tridimensionnelle, en intervenant dans le phénomène d’agrégation des cellules 

adhérées et la formation de micro-colonies (Picioreaunu et al., 2007 ; O’Toole et Kolter, 

1998). Il existe trois types de mouvement qui sont : 

 le type swimming. 

 Le type twiching 

 Le type swarming (Tremplay et Deziel, 2010).  

 La mobilité par nage (swimming motility) : Elle est modulée par le flagelle dans les milieux 

liquides. 

 La mobilité en groupe ou radeau (swarming mobility) : Elle est observée sur des surfaces 

visqueuses ou des milieux de culture à faible concentration d’agar, et est considérée comme 

un facteur intervenant dans la résistance des biofilms aux agents antimicrobiens (Lai et al., 

2009). 

  La mobilité par glissement (twiching motility) : C’est un déplacement associé aux surfaces, 

observé chez les cellules adhérées après la disparition du flagelle, Il est attribué aux pilis du 

type IV. Ce type de déplacement a également été mis en évidence chez d’autres espèces 

bactériennes (Burrows, 2012). 

 En résumé, la mobilité peut affecter l’adhésion et la formation de biofilm via différents 

mécanisme en fonction du type de bactéries. 

II.3.3. L’adhésion : Les structures d'adhésion telles que les fimbriaie et les flagelles influencent 

l'adhésion bactérienne au substrat favorisant ainsi la formation de biofilm. Ces structures  sont 

responsables de la motilité qui est la capacité cellulaire de migration sur la surface  

(Schniderberend et al., 2019). Il est cependant admis que l’adhésion bactérienne aux surfaces 

est caractérisée par une phase physico-chimique initiale non spécifique, suivie par une phase 

moléculaire et cellulaire spécifique appelée couramment adhésion réversible et adhésion 

irréversible.  
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 La phase réversible : La première étape physique, instantanée et réversible est l’étape 

d’attachement des bactéries sur la surface. Les microorganismes vont pouvoir adhérer à la 

surface par des liaisons physicochimiques (interactions électrostatiques, de van der Waals 

ou hydrophobes lorsque les interactions sont gouvernées par l’entropie) et par des 

interactions liées au mouvement brownien (i.e. mouvements incessants et aléatoires en 

solution). Elle correspond principalement à des interactions à longue distance, qui se 

produisent lorsque la distance qui sépare les bactéries du support atteint 50 nm (Oss et al., 

1988). 

 La phase irréversible : Une seconde étape non instantanée liée à la physiologie des 

bactéries (nécessitant que les liaisons créées entre les bactéries et la surface durant l’étape 

d’attachement soient maintenues et consolidées), irréversible du point de vue chimique et 

cellulaire. Elle consiste en une adaptation de la bactérie à la surface. Elle est caractérisée 

par des interactions à courte portée telles que les interactions hydrophobes, formation acide-

base de Lewis et dipôle. Ces échanges sont plus forts et apparaissent lorsque la distance est 

inférieure à 3 nm : c'est la région appelée du minimal principal. Très simplement, les 

bactéries proches de la surface deviennent attachées (Karaten et Watnick, 2009). 

 L'adhérence des bactéries à la surface est améliorée par la liaison sélective des 

polymères de surfaces bactériennes telles que les capsules, fimbriae et EPS qui ont un effet 

de colle (Katsikigiani et Missirlis, 2004). 

Outre les caractéristiques propres des bactéries, l’adhésion bactérienne est influencée 

par de nombreux autres facteurs (Katsikogianni et Missirlis, 2004 ; An et al., 1998). Parmi 

ceux-ci, figurent la nature de la surface du point de vue acido-basique au sens de Lewis et 

la présence éventuelle de charges, qui, si elles existent, jouent un rôle important par rapport 

aux simples forces de van der Waals qui sont plus faibles (Speranza et al., 2004). Un autre 

facteur à prendre en compte est la rugosité de la surface : les irrégularités d’une surface, la 

présence de trous et l’augmentation de la porosité sont trois facteurs augmentant le nombre 

de bactéries adhérant à la surface (Scheuerman et al., 1998). 

II.3.4. La croissance et la maturation du biofilm : Après l’adhésion sur les surfaces, les 

cellules bactériennes se multiplient de façon exponentielle. Ceci  conduit à la formation de 

micro-colonies et la construction d’un réseau d’exopolysaccharides qui procure une liaison 

entre les cellules de biofilm et améliore la protection des bactéries au sein du biofilm contre 

différents agents chimiques (Anand et al., 2014). 
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 La prolifération des cellules aboutit à la formation de micro-colonies qui sont décrites 

comme des foyers tridimensionnels hautement récalcitrants (Conibear et al., 2009). En effet, 

l’unité de base du biofilm est la micro-colonie et qui est aussi l’une des caractéristiques les plus 

remarquables du phénotype biofilm (Donlan, 2002). 

 Suite à la formation de ces micro-colonies, des canaux se forment entre elles et 

permettent la circulation des fluides, des nutriments, acheminement de l'oxygène et élimination 

des déchets, ce qui permet donc au biofilm de se développer et d’acquérir une structure 

complexe. Sa maturation engendre des changements phénotypiques et une synthèse 

polymérique importante (Roux et Ghigo, 2006).  

 Les contacts rapprochés entre les micro-organismes du biofilm favorisent le transfert 

horizontal du matériel ce qui facilite la propagation des gènes de résistance aux ATB 

(Trautneret Darouche, 2004). 

II.3.5 Détachement et dispersion du biofilm : La phase de dispersion est considérée comme 

l’étape finale qui complète le cycle du biofilm. Elle est également appelée phase planctonique, 

puisque des cellules différenciées quittent le biofilm et retournent à l’État libre perdant ainsi le 

phénotype biofilm, mais pouvant coloniser d’autres surfaces (McDougald et al., 2012). 

Une variété de mécanismes de dispersion/dissolution est mise en place selon les espèces. 

Ces mécanismes comprendraient d’une part, la dégradation de la matrice extracellulaire par 

digestion enzymatique (Lequette et al., 2010) et différenciation cellulaire telle que l’activation 

des fonctions de motricité de type swimming d’autre part (McDougald et al.,2012).  

Quand l’épaisseur du biofilm atteint un seuil maximal, le détachement de quelques 

bactéries de biofilm peut être initié par différents facteurs tels que les perturbations mécaniques 

(forces de cisaillement), la dégradation enzymatique de la matrice extracellulaire ou de substrat 

sur lequel le biofilm est attaché, production d’agents tensioactifs et disponibilité des nutriments 

(Goetz et al., 2016). Ces bactéries peuvent se détacher seules ou par petits ou gros amas selon 

les mécanismes impliqués (Kaplan, 2010).  

Comme pour les autres étapes, le détachement de bactéries est un processus complexe 

qui implique des signaux environnementaux et une communication entre les bactéries. Ainsi un 

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

(Joshi et al., 2010) . 
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Figure 9: Représentation schématique des étapes de formation du biofilm (Yannick D.N et 

al., 2014) 

II.4. Les biofilms en industrie laitière : 

 Dans l'industrie alimentaire, les bactéries pourraient être en mesure de se fixer et à 

former des biofilms sur les surfaces des chaines de transformation des aliments (Aung et al., 

2011 ; Langoni et al., 2008). Les biofilms formés sur ces dispositifs sont particulièrement 

connus par leurs effets négatifs sur la santé. Parmi leurs impacts négatifs les plus connus, on 

peut citer les contaminations des produits alimentaires et la bio-détérioration des matériaux (en 

particulier la bio-corrosion) (Klinger et al., 2005). 

 En industrie laitière, la formation de biofilm peut avoir lieu dans les différents sites de 

la chaine de transformation du lait, avec une prévalence élevée au niveau des sites difficiles à 

nettoyer tels que les extrémités mortes, les joints, les valves, les creux et les crevasses (Gopal 

et al., 2015). Le développement du biofilm sur les équipements laitiers est très rapide (8–12 h), 

avec des nombres de bactéries souvent supérieurs à 106 bactéries/cm2 (Bremer et al., 2009). Le 

risque de transfert de ces bactéries au lait qui circule dans les lactoducs, ou la contamination 

croisée, est grand. Ce qui implique la contamination microbienne des produits laitiers 

transformés et la diminution de leur sécurité et durée de vie. La réadhésion des bactéries à la 

surface des équipements du système de canalisation du lait survient même durant le nettoyage 
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en place (CIP). Dans ce domaine-là, l’émergence de la résistance des biofilms aux traitements 

antimicrobiens conventionnels est également soulignée (Simoes et al., 2010 ;Shi et Zhu, 2009). 

  

  

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

Chapitre 3 : 

Les facteurs influençant la 

Formation de biofilm. 
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  Les biofilms formés sur les surfaces de transformation des aliments sont d'un intérêt 

considérable dans le contexte de l'hygiène alimentaire (Efstathios et al., 2020). 

III.1 les facteurs influençant la formation de biofilm :                             

L’adhérence bactérienne et le développement ultérieur du biofilm peuvent être 

influencés par de nombreux facteurs. Ces facteurs sont répartis en trois groupes distincts : 

 Facteurs liés aux microorganismes. 

 Facteur liés à l’environnement. 

 Facteurs liés au support. 

 Ces facteurs peuvent également influencer la morphologie des cellules bactériennes qui 

jouent également un rôle dans ce processus (Palmer et al., 2007;Wirtanen et Salo, 2005). 

III.1.1 Les facteurs liés aux microorganismes : 

 L'adhérence des cellules bactériennes aux surfaces est une stratégie essentielle pour leur 

survie. Il est vrai que les biofilms sont formés par de nombreux microorganismes. Dans le 

milieu aqueux, chaque membre du biofilm est choisi selon les propriétés de surface cellulaire 

(Frank, 2001). Des composés liés à la  membrane  cellulaire comme les  lipopolysaccharides 

(LPS) et les lipoprotéines qui se trouve à la membrane externe sont responsables  de 

lydrophobicité de la cellule. L'iydrophobicité peut augmenter quand la température de 

croissance  diminue et dépend aussi du mode de croissance  de  la cellule  (Smoot et Pierson 

1998 ; Nue, 1996). 

 La surface  hydrophobe des bactéries  a grame  positif  sont due a la  partie  lipide  des 

acides lipotéchoïque qui se prolonge  à l'extérieur (Frank, 2001). 

 Les EPS peuvent affectér l'hydrophobicité des surfaces des cellules  et donc  

augmenter ou empêcher le  procédé  d'attachement selon  la surface  (Rosenberg et al., 1983).  

 Parmis  les caractéristiques  des bactéries  qui possèdent les flagelles est la formation 

des liens adhésifs  avec  les surfaces  d'adhérence et la  formation  des biofilms ainsi  que  les 

interactions cellule-surface  ( Sauer et Campeur, 2001). 

 Les pili sont importants pour l'adhérence bactérienne et la colonisation de la surface car 

ils peuvent s’adhérer aux particules inorganique et fortement a d'autres cellules (Sauer et 

Camper, 2001). 
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III.1.1.1 L’influence de Bacillus cereus sur la formation de biofilm: Dans l’industrie laitière, 

Bacillus cereus représente plus de 12% de la flore microbienne constitutive de biofilms et est 

connu comme étant un groupe producteur des biofilms qui constituent une source de 

contamination des aliments pendant la fabrication et la transformation (Yiying Huang et al., 

2020).Les biofilms de B. cereus (figure 10) sont formés quand les spores sont présentes dans 

le lait cru et survivent à la pasteurisation. Elles adhèrent alors aux surfaces d’acier inoxydable, 

et germent quand et où les conditions sont favorables. Les spores adhérées peuvent déclencher 

le processus de formation de biofilm ce qui peut être une source de et qui détermine d’ailleurs 

la durée de conservation du produit (Ryu et Beuchat, 2005 ; Flint et al., 2001). 

 

Figure 10: Micrographe d’un biofilm de 6 jours formé par B.cereus sur une surface en inox 

(Simöes et al., 2010). 

III.1.1.2 La sporulation: En raison de leurs propriétés, les spores, adhèrent plus facilement 

aux surfaces en acier inoxydable principalement hydrophobes (Ryu et Beuchat, 2005).  

 Lorsque des bactéries sporulées survivent dans le lait UHT, elles sont associées à des 

biofilms qui se forment sur les équipements. Par exemple, Bacillus sporothermodurans, peut 

former des spores résistantes au traitement thermique dans le lait UHT. Ceci lui confère 

l’habilité de former des biofilms sur les surfaces d’équipements dans l’industrie laitière (Alonso 

et al., 2022 ; Jindal et Anand, 2018). Quant à Bacillus cereus, cette dernière peut se développer 

dans les systèmes de stockage et de tuyauterie industrielle laitière avec un liquide résiduel 

agissant comme une source de spores et mettant l’environnement de production alimentaire à 

risque de contamination (Alonso et al., 2021;Faille et al., 2014). Toutes ces bactéries sporulées 

sont nuisibles aux industries laitières car elles peuvent former des biofilms mono et multi-

espèces (Perez Alonso et al., 2021; Ostrov et al., 2019; Wedel et al., 2019). 
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 Afin de prévenir ou d'éviter la formation d'un biofilm et de minimiser ou d'éliminer la 

contamination bactérienne des produits laitiers, il est important d'élucider la nature physico 

chimique de l'adhésion (Ribeiro et al., 2017). 

III.1.1.3 La mobilité : Les structures d'adhésion telles que les pilines, les fimbriaes et les 

flagelles influencent l'adhésion bactériale au substrat en favorisant la formation de biofilms. 

Ces structures sont responsables de la motilité, c'est-à-dire de la capacité des cellules à migrer 

à la surface. Par exemple, la présence du flagelle chez Bacillus lui permet d’atteindre des sites 

favorables à son développement et par la suite ça lui permet de former le biofilm (Perez Alonso, 

2021 ; Schniederberend et al., 2019 ; Houry et al., 2010). 

III.1.2 Les facteurs environnementaux : 

 Le développement des biofilms dépend fortement des conditions environnementales 

dans lesquelles ils sont formés, c'est-à-dire les différents paramètres auxquels ils sont soumis 

tels que, la température, le pH, les nutriments et les conditions hydrodynamiques. 

 Tout changement de l’un de ces paramètres est en général perçu comme un stress et peut 

déclencher une réponse particulière au sein d’un biofilm. Il est par conséquent essentiel 

d’étudier la réponse des biofilms suite à une contrainte extérieure imposée  (Rajitha et al., 

2021 ;Toyofuku et al., 2016). 

III.1.2.1 La température : L’activité métabolique et enzymatique des bactéries peuvent être 

affectées par la température et qui peut influencer même 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 aussi avoir un effet significatif 

sur la mobilité cellulaire et la production de flagelles, ainsi sur l’adhésion (Dumas, 2007).  

 Les biofilms formés par Anoxybacillus flavithermuse et Geobacillus 

stearothermophilus, par exemple, se forment principalement à des températures élevées entre 

40 et 65°C (Sadiqet al., 2017). Tandis que, Bacillus licheniformis est capable de se développer 

dans des conditions mésophiles et thermophiles à des températures de 30 à 55°C (Hill et 

Smythe, 2012). 

III.1.2.2 le 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 

et déprotonation des groupements fonctionnels exposés selon leur pKa (constante d’acidité) ce 

qui peut avoir comme conséquence une réduction ou une augmentation des interactions 
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électrostatiques répulsives défavorables à l’adhésion (Boutaleb, 2007). Selon Nguyen et al., 

(2012)ils ont prouvé que le pH peut affecter l’expression de fimbriae et d’autres composants 

d’adhésion bactérienne. Cependant, l’adhésion bactérienne peut indirectement être affectée par 

le pH dans un court temps de contact estimé (de 30 minutes à 12 heures) car le pH influence le 

conditionnement à la surface de l’acier inoxydable (Nguyen et al., 2012). 

III.1.2.3Concentrations 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).  

 L'augmentation de la concentration totale des solides du lait (protéine de lactoserum et 

caséine) dissous peut provoquer un retard dand le début de la formation de biofilm et des spores 

ainsi le préconditionnement  de la surface d'acide inoxydable des protéines du lait  adsorbé 

(Murali et al., 2021)  

III.1.3 Les facteurs liés aux surfaces : 

 Il existe plusieurs facteurs liés aux surfaces industrielles qui peuvent influencer 

l’attachement microbien et par conséquent la formation de biofilms. De ce fait, le choix des 

matériaux en industries agro-alimentaires et plus précisément en industries laitières est d’une 

grande importance. 

 En industrie laitière, plusieurs types de matériaux sont utilisés comme les polymères en 

caoutchoucs (Faille et Carpentier, 2009) mais, les plus couramment utilisés sont en acier 

inoxydable. Ces derniers sont beaucoup plus utilisés car ils possèdent des propriétés de surface 

(rugosité, hydrophobicité…) qui répondent aux exigences des matériaux en contact avec les 

aliments. Ce sont des matériaux neutres sur le plan chimique, bactériologique et organoleptique, 

ils sont faciles à nettoyer et résistent à la corrosion. Néanmoins, l’augmentation de 

l’hydrophobicité du matériel en acier inoxydable ou même du téflon induit l’augmentation de 

l’adhésion des spores de Bacillus cereus (Marchand et al., 2012 ;Bremer et al., 2009). 

 De plus, l’adhésion de différentes bactéries à la surface de différents matériaux 

hydrophobes et hydrophiles comme le  polystyrène et le  verre n’est pas influencée par le type 

de matériel. Cependant, il est admis que les cellules dont la surface est hydrophobe adhèrent 

préférentiellement aux surfaces hydrophobes qu’aux surfaces hydrophiles et inversement 

(Bernardes et al., 2010 ; Shi et zhu, 2009). 
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III.1.3.1 La rugosité du support: Largement controversée quant à sa relation à l’adhésion 

bactérienne et la formation de biofilm, la surface de l’acier inoxydable n’est pas uniforme mais 

présente des dissymétries révélées dans l’ultrastructure de ce matériau et exprimées sous le 

terme de rugosité. Celle-ci peut influencer le mode d’agrégation des cellules et la formation de 

micro colonie et par conséquent la morphologie et la structure du biofilm (Johnson, 2008). 

III.1.3.2 Effet du conditionnement de la surface : L'adhésion bactérienne et le développement 

ultérieur d'un biofilm commencent par le conditionnement de la surface avec des molécules 

provenant du milieu environnant et de la lyse cellulaire. Puisque ces molécules diffusent plus 

rapidement que les cellules bactériennes en raison de leur taille réduite la formation de couches 

de conditionnement peut prendre de quelques secondes à quelques minutes (Garrido et al., 

2014 ; Bruinsma et al., 2001). Après le conditionnement de la surface, les bactéries se fixent, 

adhèrent et sont retenues sur une surface (Whitehead et Verran, 2015). C'est à ce moment que 

la prolifération des bactéries peut aboutir à la formation de biofilms. Puisque la nature  chimique 

de la surface initiale influencera l'attachement et la rétention des bactéries, on peut supposer 

que le type de film de conditionnement présent affectera à son tour la formation du biofilm 

(Moreira et al., 2017). Cet ordre des évènements de formation du biofilm peut être perturbé 

par le conditionnement des surfaces car il modifie les propriétés physico-chimiques de ces 

surfaces ce qui influence par la suite sur la vitesse et l’étendue de l’attachement microbien.  

 Dans une étude menée par Moreira (2017) et son équipe en il a été démontré qu’il peut 

y avoir une réduction de la formation de biofilm en utilisant des concentrations optimales de 

film de conditionnement avec certains extraits cellulaires comme le TCE(cytoplasme avec 

débris cellulaires), CCDE (cytoplasme avec débris cellulaires)  et le PE (extrait périplasmique)  

dans une chambre d'écoulement à plaques parallèles. A partir de ces résultats, ils ont déduit que 

la concentration du film de conditionnement influence la formation de biofilm. les composants 

cellulaires a affectent la quantité et le regroupement des bactéries sur les surfaces de polystyrène 

et leur proportion à induire la formation de biofilm ainsi que sur l’adhésion bactérienne 

(Moreira et al., 2017). 

III.1.3.2.1 Adhésion spécifique : L’adhérence de B. cereus sur les surfaces peut être affectée 

par des interactions entre le microorganisme, la surface de contact et les conditions du milieu 

qui peuvent être associés aux caractéristiques physicochimiques, les communications 

cellulaires et les appendices extracellulaires ainsi que les interactions hydrophobes (Bernardes 

et al., 2010). Globalement, les propriétés hydrophobes des microorganismes et la surface de 
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contact ont été considérées comme des outils importants pour comprendre les mécanismes 

d'adhésion et de formation des biofilms (Maria Cecília et al., 2017). 

III.2.3.2.2 Adhésion non spécifique : L'adhésion non spécifique aux surfaces est directement 

liée à la combinaison des propriétés colloïdales de base et aux interactions hydrophobes et 

potentielles zêta. En outre, la morphologie et la structure des bactéries, telles que la présence 

d'appendices extracellulaires, peuvent influencer l'attachement microbien (Maria Cecília et al., 

2017 ;Simoes et al., 2010). 
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Article 1 : Influence des protéines du lait sur l'adhésion et la formation de biofilms de 

Bacillus sporothermodurans : Implications pour le traitement industriel du lait 

                                                                                                                     (Alonso et al., 2022).  

1. Introduction :   

La définition du biofilm dans l'industrie laitière est similaire à celle des environnements 

industriels et cliniques. Les biofilms sont des communautés bactériennes structurées, intégrées 

dans une matrice polymérique autoproduite qui confère des propriétés émergentes à l'espèce 

(Stoodley et al., 2002 ; Costerton et al., 1999). Cependant, dans l'industrie laitière, la 

composition du lait peut affecter l'adhésion bactérienne (Flint et al., 2015 ; Speers et Gilmour, 

1985). 

 B. sporothermodurans est une bactérie à Gram-positif, avec une croissance optimale à 

37°C, pH 5-9 et une concentration de NaCl allant jusqu'à 5% (Logan & Vos, 2015 ; Pettersson 

et al., 1996). Le développement de B. sporothermodurans sur les surfaces des équipements de 

la ligne de traitement du lait UHT peut être une source de contamination du produit final, ce 

qui peut conduire à une croissance microbienne supérieure à 10⁵ UFC/mL pendant 5 jours. Bien 

que cette bactérie n'altère pas le lait et elle n’est pas pathogène, cette espèce est devenue une 

menace pour la santé publique (Jindal & Anand, 2018 ; Pettersson et al., 1996). 

 La présence de B. sporothermodurans non pathogène est corrélée à une forte numération 

de bactéries mésophiles aérobies dans le lait UHT. Par conséquent, quand cette bactérie se 

multiplier elle ne produit aucune modification sensorielle (production de gaz, acides et caséine 

hydrolysée) pendant le stockage (Gupta & Anand, 2018 ; Lewis, 2014). De plus, les biofilms 

provoquent des piqûres et de la corrosion sur l'acier inoxydable, ce qui rend l'élimination de ces 

micro-organismes gênants encore plus difficile pour l'industrie laitière (Aouadhi et al., 2016 ; 

Jindal et al., 2016 ; Flint et al., 2011). 

 Bacillus sporothermodurans est un producteur de spores très résistantes à la chaleur, ce 

qui cause  un problème pour l'industrie laitière dans le monde entier. Dans ce travail, nous allons 

étudié l'attachement et la formation de biofilms sur des surfaces en acier inoxydable en contact 

avec des protéines de lait (caséine et lactosérum). 
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2 Méthodologie : 

2. 1 Souches bactériennes et préparation de l'inoculum : 

Pour l’inoculum, B. sporothermodurans DSMZ 10599 a été isolé de l’industrie laitière 

italienne fabriquant UHT (Collection allemande de micro-organismes et de cultures cellulaires, 

Braunschweig, Allemagne) et deux  autres souches qui ont été isolées du lait UHT. Toutes les 

souches ont été stockées à -20 °C dans une solution de glycérol à 30 %. Avant la formation du 

biofilm, chaque micro-organisme était cultivé séparément dans un bouillon d’infusion du cœur 

du cerveau, complété par de la vitamine B12  (BHI–B12) pendant 24 h à 37 °C. La Préparation 

de l’inoculum pour la formation du biofilm a été effectuée à l’aide d’un ensemble de trois 

souches (2 mL pour  chacune). Les inoculums ont été normalisés à 1 Mac Farland (-

3×10⁸UFC/mL) à l’aide d’un densitomètre. Ensuit une dilution  a été effectuée pour atteindre 

un inoculum nominal d’environ 105 UFC/mL.  

 

 

 

 

 

 

 

Figure 11 : Surface en acier inoxydable et organigramme de la conception expérimentale. (a) 

Surfaces en acier inoxydable (AISI 304). (b) Diagramme du plan expérimental pour 

l'évaluation de l'effet des protéines du lait. L’effet des protéines du lait 

2.2  Nettoyage et préparation de la surface en acier inoxydable : 

Les surfaces en acier inoxydable (SS) (AISI 304) utilisées pour les essais avaient des 

dimensions de 1,0 cm, 0,1 cm d’épaisseur, (figure 11 a). La rugosité initiale (0,34 ; 0,03μm) a 

été vérifiée à l’aide d’un profilomètre. L’homogénéité des surfaces SS a été évaluée par 

microscope électroniqueà balayage (BEM) et la composition chimique de surface a été évaluée 

par photoélectron à rayons X modèle de spectroscopie (XPS) VSW HA-100 (VSW Scientific 

Instrument), 
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 Les surfaces en acier inoxydable ont été nettoyées avec de l’acétone pour enlever la 

graisse du procédé de fabrication puis lavé par sonication avec une solution de NaOH à 1% 

pendant 30 min, suivi d’un rinçage dans de l’eau stérile et immergé dans 1% d’acide nitrique 

pendant 15 min. Après, elles ont été rincés deux fois dans l’eau distillée et stérilisées à 121 ºC 

pendant 15 min (Antoniou & Frank, 2005). 

 Les surfaces SS ont été utilisés plusieurs fois dans les mêmes expériences et conservés 

jusqu’à l’utilisation. Avant la formation du biofilm, les  surfaces en l’acier inoxydables  ont été 

imagées par microscopie optique pour vérifier le nettoyage et l’enlèvement du biofilm, et 

également confirmé visuellement à l’aide d’un biodétecteur microbien (BioFinder, iTram® 

Higiene, Espagne).Ce produit favorise une réaction enzymatique par décomposition du 

peroxyde d’hydrogène, formant des zones de bulles et indiquant une réaction positive (iTram, 

2020; Ripolles et al., 2019; Ripolles et al., 2018). 

2.3 Formation de biofilm in vitro de B. sporothermodurans pour l'évaluation d’effets des 

protéines du lait : 

          Quatre expériences ont été réalisées pour évaluer l’effet des protéines du lait sur les 

biofilms in vitro (Figure 11 b). Les surfaces ont été suspendus par du fil de nylon et immergés 

dans 60 mL de différents concentrations du milieux. : 

 L’expérience 1 : était le test de contrôle, avec milieu de culture BHI-B12 seulement. 

 Dans l’expérience 2 : 7 g/L protéines de lactosérum (normes WPC 80, Arlafoods - SP, 

Brésil) a été ajoutés au BHI–B12. 

 Dans L’expérience 3 : 28 g/L de caséine (caséinate de sodium, Alibra Campinas - SP, 

Brésil) était utilisée. 

 Et pour l’expérience 4 : les deux protéines du lait ont été utilisées.  

 Cette préparation a également été effectuée pour le contrôle d’échantillons, mesurés par 

XPS (section 2.5). Les protéines du lait utilisées correspondent à la teneur moyenne en protéines 

par litre de lait (~3,3 %), où la concentration de caséine varie de 75 % à 85 %, et les protéines 

de lactosérum de 15 % à 22 % (Huppertz et Kelly, 2009 ; Flint et al., 2001). 

 L'inoculum a été dilué dans un milieu de culture jusqu'à atteindre une concentration de 

10⁴ UFC/ml. Toutes les expériences ont été maintenues à 35°C (température de croissance 

optimale), dans des conditions statiques. Le pH initial a été ajusté à 7 et mesuré avant 
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l’élimination des cellules sessiles. La formation du biofilm de B. sporothermodurans a été 

observée pour  deux surfaces d’acier inoxydable, après 24 h, 72 h, 120 h, 168 h  et 240 h. 

2.4 Nombre de cellules sessiles et de spores du biofilm de B. sporothermodurans : 

Pour chaque dénombrement, les surfaces en acier inoxydable ont été transférées à une 

solution saline stérile de 10 mL (NaCl à 0,85 % en poids/vol), et conservés pendant 1 min pour 

éliminer les   cellules mal adhérées  

Pour l’élimination des cellules sessiles, les surface en acier inoxydable ont été immergés 

dans un tube contenant 10 mL d’une solution saline stérile  et 5 g de billes de verre stériles puis 

immergées dans un appareil à ultrasons (Sharp UT-204) pendant 5 minutes, puis évaluées par 

microscopie optique (Hamilton et al., 2009 ; Andrade et al., 1998). Pour le dénombrement 

des spores, un tube contenant les cellules du biofilm a été placé dans un bain-marie à 100C◦ 

pendant 30 min pour éliminer les cellules végétatives et induire la germination des spores. 

Après élimination des cellules sessiles et choc thermique, ils ont été dilués avec une solution 

saline (0,85% NaCl). Ensuite, une quantité de 0,1mL a été étalée sur une gélose BHI et incubé 

à 37C◦ pendant 24h. Les dénombrements ont été effectués après 1, 3, 5, 7, et 10 jours. Pour 

chaque jour, deux surfaces  d’acier inoxydable ont été dénombrées. Les données ont été 

transformées en log UFC et calculées à l’aide de l’équation suivante : 

Log (CFU/cm2)= [(M/VA)]x(Vd/A)xD] 

VD = volume de rinçage (ml) ; VA= volume d'aliquote plaqué (ml) ; M = nombre moyen de 

colonies après incubation sur la plaque (UFC) ; D = dilution décimale ; et A = surface de la SS 

(cm2) (Campos Bernardes et al., 2012 ; Goeres et al., 2009). 

2.5 Analyse  de la surface du film de conditionnement : 

         La composition chimique de la surface SS conditionnée par les protéines du lait a été 

analysée à l'aide de XPS (analyseur hémisphérique VSW HA-100). Les mesures ont été 

effectuées dans un environnement à ultra-vide (UHV) avec une pression de ~2,10-⁸ mbar. 

La source de rayons X utilisée était une anode en aluminium avec émission Al Kα (hν= 

1486,6 eV) et une énergie de passage de l'analyseur de 44 eV. Quatre surfaces SS ont été traitées 

à la même culture et de concentration moyenne pendant 24 h, comme décrit précédemment, 

sans inoculum bactérien. Avant d'introduire les échantillons dans le XPS Chambre UHV, ils 

ont été rincés à l'eau déminéralisée, séchés dans une hôte à flux d’air laminaire à température 
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ambiante et conservés dans un dessiccateur. Les données XPS de ces surfaces ont été comparées 

à celles des surfaces SS propres (témoin). 

2.6 Caractérisation du biofilm de B. sporothermodurans par microscopie électronique à 

balayage (MEB). : 

             Les biofilms ont été observés en utilisant MEB. Les échantillons ont été préparés selon 

lorite et al., (2011). Les structures de surface ont été identifiées dans les images et les surfaces 

correspondantes ont été  mesurées à l'aide de Fidji (répartition du logiciel Image J, US National 

Institutes of Health, Bethesda,) (Schindelin et al., 2012). 

2.7 Efficacité du traitement enzymatique et des désinfectants contre le biofilm de B. 

sporothermodurans par la méthode à un seul tube  (STM) : 

                La méthode à un seul  tube (ASTM E2871) a été réalisée pour évaluer l'efficacité des 

produits enzymatiques et désinfectants contre le biofilm de B. sporothermodurans, qui ont été 

cultivés dans BHI B12 pendant 24 h. Pour chaque désinfectant, 3 témoins non traités et 5 

surfaces traitées. Les produits ont été évalués pendant 15 min) et 30 min à 50◦C et sont vortexes 

pendant 10 min à 50 ◦C et 15 min à 40 ◦C. Pour les produits Ecolab®, le neutralisant utilisé était 

le bouillon DE, tandis qu'un mélange de 30 g/L de Tween 80 de 3 g/L de lécithine et 1 g/L de 

L-histidine a été utilisé pour les produits iTram®. Le biofilm était retiré et désagrégé par vortex 

et sonication. Ensuite, les cellules sessiles ont été comptées sur BHIB12 et incubées à 35◦C. 

2.8 Analyse statistique : 

                Touts les résultats ont été calculés dans le logiciel OriginPro. La normalité des 

données a été testée à l'aide des tests de Shapiro Wilk et Levene, avec p ≤ 0,05 pour toutes 

réponses. L'influence du lactosérum et des caséines sur la formation de biofilm (cellules sessiles 

et spores) a été évalués par ANOVA à deux voies et Test de comparaisons multiples de Tukey 

(valeurs P inférieures à 5 %). Pour les analyses des zones de biofilm, les échantillons 

normalement distribués ont été analysés à l'aide de l'ANOVA à sens unique et des tests Tukey 

(teste comparaison multiples), tandis que les données à distribution non normale ont été 

analysées à l'aide des tests de Kruskal Wallis et Dunn. Le niveau de signification était de 5 %. 
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Article 2 : Développement d’un biofilm multi-espèces formé par des bactéries 

thermophiles sur de l’acier inoxydable immergé dans du lait écrémé 

                                                                                                                (Wang et al., 2021)  

1 Introduction : 

          Les bactéries thermophiles sont les contaminants majeurs de l'industrie du lait en poudre  

car elles présentent  un risque  pour  la sécurité  alimentaire et l'environnement. Elles préfèrent  

les conditions chaudes  et leurs  spores  pourraient  survivre  a la stérilisation comme les 

bactéries  isolées des produits à base de lait en poudre Bacillus subtilis et Geobacillus 

stearothermophilus, Bacillus licheniformis Anoxybacillus flavithermus,( Dettling et al. ,2020; 

Delaunay et al ., 2019 ; Wiedmann et  Martin,2016; Reginensiet al., 2011 ). Les souches 

thermophiles possédaient de fortes capacités de décomposition des protéines et du lactose dans 

le lait écrémé. 

 Ces bactéries  possèdent de forte capacité  d'altération , Ils  sont  capables de se multiplier  

rapidement  et capables de former  des biofilms  sur les surfaces en acier inoxydable leurs 

biofilms  emploient des stratégies de survie plus fortes et plus  résistantes  aux  régimes de 

nettoyage et de désinfection (Maes et al., 2019; Yuan et al ., 2019 ; Bridier et al., 2011). une 

recherche spécifique sur les biofilms formés par les bactéries sporulées thermophiles est utile 

pour comprendre le mécanisme de formation et acquérir des méthodes de contrôle ciblées 

(Wang et al 2021 ; Wang et al 2020 ; Sadiq et al  2019 ; Sadiq et al., 2017).  

 Les biofilms d'Anoxybacillus et de Geobacillus   ont  été évalué par Karaca, Buzrul, et 

Cihan (2019) dans l'industrie laitière et que le matériau de surface, la température et le type de 

lait aient un effet cumulatif sûr  la formation de biofilm .et que ces biofilms d'espèces mixtes  

sont plus  courantes dans un environnements réel que les biofilms  d'une  seule espèce, Il existe 

des interactions  compétitives  ou coopératives  entre les différents souches (Burmolle et al., 

2014). 

 Dans cette étude, nous avons exploré le processus de développement du biofilm multi-

espèces formé par les quatre bactéries thermophiles sur l’acier inoxydable dans le lait écrémé 

qui en résultent. 
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2 Matériel et méthodes 

2.1 Souches bactériennes : 

 Quatre souches thermophiles incluant B. licheniformis (alignement 99,66% d'identité 

avec la souche ATCC 14580 de B. licheniformis), G. stearothermophilus (99,85% d'identité 

avec la souche DSM de G. stearothermophilus), B. subtilis (100,00 % d'identité d'alignement 

avec la souche soilG2B de B. subtilis), et A. flavithermus (100,00 % d'alignement avec la souche 

KLDS 9.1101 de A. flavithermus) ont été obtenus auprès du College of Biosystems Engineering 

and Food Science de l'Université de Zhejiang , qui ont été isolées à partir de produits à base de 

lait en poudre sur le marché chinois et identifiées par Nucleotide BLAST de la séquence de 

l'ARNr 16S dans la base de données NCBI (Sadiq et al., 2016). 

2.2. Conditions de culture du biofilm : 

 B. licheniformis, G. stearothermophilus, B. Subtilis et A.flavithermus ont été incubés 

dans des conditions d’aération à 55 ºC séparément pendant  une nuit. Des coupons stériles 

d’acier inoxydable (AISI304 au fini 2B, 10 mm 10 mm) ont été utilisés comme substrat pour la 

formation de biofilms par ces souches bactériennes après leur immersion dans l’acétone 

(Sinopharm, Chine) pendant 30 min pour enlever la graisse, lavés avec de l’éthanol à 75 % et 

rincés avec l’eau, puis stérilisés. Les coupons en acier inoxydable ont été immergés dans de 

puits de plaques de culture cellulaire à 24 puits (Corning, États-Unis) contenant 1 mL de lait 

écrémé et 20 μL de culture bactérienne diluée d’une seule espèce ou mélange multi-espèces de 

bactéries diluées (1:1 ou 1:1:1:1, V/V). Après 24 h d’incubation à 55 °C, les valeurs de pH des 

cultures bactériennes ont été déterminées par un acidomètre (PB-10, Sartorius, Allemagne).  

Ensuite les coupons étaient retirés du milieu par des pinces stériles, puis rincés trois fois avec 

une solution saline tampon de phosphate stérile (PBS, 0,01 M, pH 7,4) pour enlever les cellules 

non attachées. Ensuite, chaque coupon a été transféré dans un tube centrifuge de 50 mL 

contenant 2 mL de solution stérile de NaCl (0,85 %) et 3 g de billes de verre (3 mm de diamètre), 

puis mélanger au vortex pendant 1 min afin d’obtenir des suspensions de cellules de biofilm. 

Les suspensions bactériennes ont été réparties sur des plaques des géloses de bouillon de soja 

tryptique. Les colonies des biofilms sont dénombrées après incubation à 55 °C/24 h (CFU/cm2 

1 cm2 égale à 10-4 m2). 
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2.3. Observation du biofilm au microscope électronique à balayage (MEB) : 

 Après 24 h de culture dans le lait écrémé à 55 °C, les coupons de biofilm ont été lavés 

avec du PBS stérile (0,01 M, pH 7,4) et fixés avec 2,5 % glutaraldéhyde à 4 °C pendant une 

nuit, suivi de 15 min de  rinçage avec PBS (0,1 M, pH 7,0) en trois fois. Les coupons sont 

ensuite fixés avec 1% d’acide osmique (SPI-CHEM, USA) pendant 1 h 30 min par trois lavages 

consécutifs (15 min chacun) avec PBS (0,1 M, pH 7,0). Ensuite, les coupons ont été déshydratés 

avec 30%, 50%, 70%, 80%, 90%, 95 % d’éthanol (dans l’eau, V/V) et 100 % d’éthanol dans 

l’ordre, et chaque étape a été traitée pendant 15 min. Après cela, les coupons ont été séchés 

avec CO2 liquide dans un séchoir à point critique (Hitachi HCP-2, Japon). Les échantillons 

déshydratés ont ensuite été recouverts d'or et de palladium dans une pulvérisation ionique et 

observé dans SEM. Les images ont été acquises pour chaque échantillon de biofilm d’au moins 

cinq domaines différents. 

2.4. Observation du biofilm par microscope à balayage laser confocal (CLSM) : 

 Les cellules du biofilm collées sur des coupons en acier inoxydable ont été traitées avec 

(PI) avec du SYTO 9 et de l'iodure de propidium (PI) (Flimtracer) Kit de viabilité du biofilm 

LIVE/DEAD, Thermo Fisher, États-Unis) pendant 20 min à température ambiante et protégées 

de la lumière. Après coloration, les coupons ont été rincés  avec du PBS stérile (0,01 M, pH 

7,4) pour l'observation microscopique, Les biofilms sur substrat ont été examinés par le CLSM, 

avec un Plan-Apochromat 20x/0,8 M27 objectif. La fluorescence verte et rouge de SYTO 9 et 

PI étaient excités en utilisant un faisceau laser Ar à 488 nm et une source de  He/Ne à 561 nm 

respectivement. Les images de piles bidimensionnelles et tridimensionnelles ont été acquises 

pour chaque échantillon de biofilm provenant d’au moins cinq zones différentes. 

2.5. Détection de la composition du lait avarié par infrarouge à transformée de Fourier 

Spectroscopie (FTIR) : 

 Des changements dans la composition du lait avarié dus aux différentes bactéries 

thermophiles ont été détectés par FTIR. Après incubation à 55°C pendant 24 h en présence 

d’une seule, double ou quatre espèces bactériennes, les échantillons de lait contaminé ont été 

lyophilisés avec un lyophilisateur, puis les poudres sèches ont été mélangées avec du bromure 

de potassium sec (2 %, W/W). Les mélanges ont été pressés dans les moules, puis analysé à 

l’aide du spectromètre FTIR  dans une région de 4000 à 400 cm -1 (1 cm équivaut à 10-2 m). 

Après cela, les courbes de spectre FTIR ont été lissées par la méthode Savitzky-Golay, dans 

laquelle points de fenêtre était de 25, et l’ordre polynomial était de 3. Ensuite, courbes lissé ont 
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pris la deuxième dérivée, et plusieurs gammes représentatives de différents échantillons, y 

compris 3000 à 2800 cm 1 , 1800–1700 cm 1, 1700–1600 cm 1 , 1600–1500 cm 1 , 1500–1200 

cm 1 et 1200–900 cm 1, ont été traitées par l’analyse des composantes principales (APC). 

2.6. Analyse statistique : 

Les résultats sont exprimés sous forme de moyenne ± l'écart-type (SD) avec chaque expérience 

en triplicata. Les ACP ont été calculées par le logiciel OriginPro (version 2020, OriginLab, 

USA). 
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Article 1 : Influence des protéines du lait sur l'adhésion et la formation de biofilms de 

Bacillus sporothermodurans : Implications pour le traitement industriel du lait 

                                        (Alonso et al., 2022) 

3.1. Résultats de l’analyse de surface du film de conditionnement et des surfaces 

conditionnées : 

 Les spectres XPS ont montré la présence de matière organique après 24 h, ce qui 

caractérise le conditionnement des surfaces et favorise la formation de biofilms. Dans l'industrie 

laitière, les films de conditionnement se forment lorsque les composants organiques du lait sont 

adsorbés sur les surfaces dans un environnement fluide. Cette étape se produit sur des échelles 

de temps de quelques minutes à quelques heures, modifiant les propriétés physico-chimiques 

des surfaces (énergie libre de surface, hydrophobie et charges électrostatiques) (Kumar et al., 

2021 ; Marchand et al., 2012 ; Barnes et al., 1999) 

3.2. Dénombrement Cellules sessiles et des spores : 

 Un Groupe de trois souches de B. sporothermodurans a été utilisé pour favoriser la 

synergie entre les souches et, par conséquent, la formation d'un biofilm robuste. Ainsi, le cycle 

de vie du biofilm a été évalué sous l'influence des protéines du lait, à partir de la fixation des 

cellules, de leur maturation, de leur dispersion et de leur sporulation. Par conséquent, le cycle 

de vie observé (10 jours) a considéré la capacité de formation du biofilm dans les usines laitières 

en l'absence de régimes de nettoyage adéquats. Le pH initial (jour 1) était de 7 pour toutes les 

expériences, tandis que le pH final (jour 10) était de 9 pour BHI-B12 (Exp. 1) et de 8 pour les 

autres groupes. Après avoir retiré le biofilm des surfaces SS et désagrégé les cellules, des 

comptages de cellules sessiles et de spores ont été effectués (Figure 15 a et b). Le nombre de 

cellules sessiles variait de 4,8 ± 0,3 log CFU/cm2 pour le stade d'attachement (adhésion 

bactérienne) et jusqu'à 10,2 ± 0,3 log CFU/cm2 au stade de maturation du biofilm (Tableau 1). 

Le nombre moyen de cellules bactériennes sessiles par jour est présenté dans le Tableau 1 et 

la (Figure12 a) Les valeurs les plus élevées ont été observées au jour 5 avec des comptes de 

10,2 ± 0,3 log CFU/cm2 pour BHI-B12 (expérience. 1), 9,7 ± 0,2 log CFU/cm2 pour BHI-B12-

W (expérience. 2), 8,7 ± 0,4 log CFU/cm2 pour BHI-B12-C (expérience. 3), et 9,0 ± 0,2 log 

CFU/ cm2, Pour BHI-B12-W/C (expérience 4). 
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Figure 12 : dénombrement des cellules  sessiles et spores dans le cycle de vie du biofilm de 

B.sporothermodurans : cellules sessiles (a) et spores (b) à la surface de SS. 

Tableau1 : Valeurs moyennes de comparaison du cycle de vie du biofilm. 

 

Valeurs (log CFU/cm2) et écart-type suivis des mêmes lettres dans les lignes ne diffèrent pas 

dans le test Tukey (p > 0,05).  

 La dispersion passive du biofilm a été observée à partir des jours 7 et 10 pour tous les 

substrats. Les résultats n'indiquent aucune différence significative  pour le nombre moyen de 

cellules sessiles entre les expériences pour le jour 1 et le jour 5. Cependant, des différences 

significatives ont été trouvées aux jours 3, 7. La sporulation a été observée au jour 3. Le nombre 

de spores variait de <1,4 (jour 1) à 3,7 log ± 0,3 log spores/cm2 (jour 10) (Figure 12 b). En ce 

qui concerne le nombre de spores, aucune différence significative n'a été observée pour toutes 

les expériences. 
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 Tous ces résultats indiquent que B. sporothermodurans peut se développer dans 

différents substrats laitiers et que les protéines du lait affectent la formation de biofilms sur 

l'acier inoxydable, en particulier dans les expériences 2, 3 et 4, par rapport au groupe témoin. 

Un faible nombre de cellules de B. sporothermodurans au stade de l'adhésion a été observé dans 

l'expérience 4 (jour 3). Cependant, ce scénario n'a pas empêché le biofilm d'atteindre sa maturité 

au (Jour 5), ce qui suggère que les protéines  influent le comportement bactérien. (Yun et al., 

2014 ; Barnes et al., 1999). 

 Un biofilm mono-espèce de B. sporothermodurans, avec un taux de 3,10 ± 0,02 log 

UFC/cm2, et un biofilm multi-espèces de Geobacillus et B.licheniformis avec 5,1 ± 0,02 log 

UFC/cm2 sur des surfaces de SS ont été précédemment rapportés dans la littérature. L'inoculum 

initial était de 10⁷ UFC/mL et le dénombrement a eu lieu après 3 jours (Jindal et al., 2016). 

Les valeurs pour le biofilm mono-espèce sont inférieures à celles rapportées dans ce travail 

(minimum : 4,3 ± 0,7, exp. 4 et maximum : 7,0 ± 0,7, exp. 4). 7,0 ± 0,7, exp. 3) pour la même 

durée. Cependant, différente méthode de dégradation qui comprenait des écouvillons et un 

vortex (Jindal et al., 2016)a été utilisée. Le grand nombre de cellules de biofilm rapporté dans 

ce travail pourrait probablement être associé au piégeage et à l'encrassement. 

 Bacillus pumilus peut former un biofilm  d’une  charge de  5,9 logs UFC/cm2 sur les 

surfaces en acier inoxydable après 2 jours, ils atteignant des valeurs similaires à celles des 

résultats  rapportées dans l’étude de Kilic et ColeriCihan (2020). Les spores de Bacillus, y 

compris les bacilles thermophiles, peuvent se fixer plus facilement aux surfaces en acier 

inoxydable que les cellules végétatives (Parkar et al., 2001). Le même comportement a 

également été observé pour les spores de B. sporothermodurans, B. licheniformis et G. 

stearothermophilus (Jindal et Anand, 2018). De plus, la corrosion est inévitable après une 

exposition prolongée à ces espèces (Gupta et  Anand, 2018). Par conséquent, la présence de 

spores dans l'industrie laitière est préoccupante, car elles résistent à des conditions de traitement 

sévères et affichent une résistance thermique et aux désinfectants, tout en contribuant à la 

corrosion et à la piqûre des équipements (Li et al., 2020 ; Gupta et Anand, 2018 ; Wan et al., 

2018) 

3.3. Caractérisation de la formation du biofilm de B. sporothermodurans par microscopie 

électronique à balayage (MEB) : 

 Malgré des différences significatives entre  le nombre de cellule et des  biofilms dans 

les quatre expériences, il est possible que les protéines du lait contribuent aux changements 



Résultats et discussion  

 

 
44 

dans le phénotype du biofilm. Pour expliquer le comportement de B. sporothermodurans et 

l'influence des protéines du lait, ils ont effectué des mesures SEM de la surface couverte par le 

biofilm des échantillons au jour 1, jour 5 et jour 10. 

 Jour 1 - La surface mesurée a montré des différences significatives pour le premier jour. 

En particulier, les surfaces des biofilms des expériences 3 et 4 étaient significativement 

différentes les unes des autres (Figure 13 c, d, e). Ainsi, le MEB a révélé que ce comportement 

a pu être influencé par la caséine, qui était présente dans les deux expériences. Dans l'expérience 

2 (Figure 13b), les formes des biofilms liés à la surface observée ont montré une distribution 

inhabituelle, avec de petites grappes et des motifs circulaires se développant dans le plan 

horizontal. Les valeurs moyennes, médianes, minimales et maximales des surfaces des biofilms 

sont conformes à cette constatation (tableau1). 

 De manière intéressante, des différences significatives  dans les diamètres des cellules 

ont également été observées, notamment pour l'expérience 4, les valeurs minimale, moyenne et 

maximale étaient respectivement de 0,6 μm, 0,8 ± 0,02 μm et 0,9 μm. En revanche, les 

expériences 1, 2 et 3 présentaient des valeurs de 0,4 μm, une moyenne de 0,6 ± 0,01 μm et un 

maximum de 0,9 μm. Pour la longueur de B. sporothermodurans sur les surfaces ou les   

biofilms sont formé, les valeurs variaient d'un minimum de 2,5 μm à un maximum de 26,9 μm. 

Les longueurs moyennes pour les exp. 1, 3 et 4 étaient respectivement de 7,0 ± 0,4 μm, 7,0 ± 

0,7 μm, 7,5 ± 0,5 μm, et sans différence significative au jour 1. Cependant, la longueur moyenne 

pour l'exp. 2 était de 10,9 ± 0,4. 

 Jusqu’à présent, les cellules planctoniques de B. sporothermodurans ont été examinées 

avec du MEB, avec des longueurs comprises entre 6 μm et 10 μm et des diamètres de 0,5 μm 

(Montanari et coll., 2004). Ces valeurs sont inférieures aux valeurs maximales observées pour 

les cellules sessiles rapportées dans ce travail (longueurs jusqu’à ~ 27 μm et largeurs ~ 0,9 μm), 

l’augmentation du diamètre de ce micro-organisme peut être liée à la présence de spores 

centrales ou subterminales. 

 D'autre part, les dimensions des cellules bactériennes, l'attachement cellulaire et la 

structure du biofilm peuvent également être affectés par la composition chimique du milieu de 

culture (Gloaget al., 2020 ; Gupta et Anand, 2018). Les différences d'attachement cellulaire 

observées dans la distribution spatiale des expériences 3 et 4 peuvent être expliquées par les 

interactions des cellules avec ces composés chimiques. Ces interactions peuvent être une 
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préoccupation pour la sécurité alimentaire, car ces protéines sont fréquemment en contact avec 

les surfaces dans la production laitière (Flint et al., 2015). 

 

Figure 13 : Caractérisation par MEB du biofilm de B. sporothermodurans sur la surface des 

SS le 1er jour. 

 Jour 5 - De façon remarquable, les biofilms matures ont montré des différences 

significatives par rapport aux résultats de l'attachement cellulaire (Jour1) et entre les 

expériences du Jour 5. Les protéines du lait (Protéines de lactosérum et caséine) ont affecté le 

nombre final de cellules sessiles présentes sur les surfaces des SS (Résultats présentés dans la 

(étapes Cellules sessiles et comptage des spores), et les données SEM ont également montré un 

comportement hétérogène (Figure 14 b, c et d), indiquant que les protéines du lait peuvent 

avoir un impact sur la formation du biofilm 

 La taille des niches dans la maturation du biofilm était significativement plus élevée 

dans l'experiance  1 - groupe témoin (Figure 14 a), montrant des différences significatives par 

rapport à l'experiance 2 (Figure. 14 b, e et f), l'experiance 3 (Figure 14c, e et f), et experiance 

4 (Figure 14d et e).  

 En général, le comportement de B. sporothermodurans dans le groupe témoin a suivi la 

maturation attendue du biofilm (jour 5), avec plus de niches que pendant l'attachement des 

cellules (jour 1). Ce résultat est cohérent avec nos observations précédentes, qui ont montré une 

augmentation du nombre de cellules végétatives. L'analyse comparative est également évidente 

dans les valeurs moyennes, médianes, maximales et minimales des surfaces de biofilms 
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(Tableau 1 supplémentaire). Nous avons pu visualiser et mesurer les cellules individuelles sous 

fort grossissement pour tous les groupes, sauf pour l'experiance 2 Les moyennes étaient de 6,2 

± 0,8 μm, 6,4 ± 0,4 μm, et 3,6 ± 0,2 μm pour la longueur, et 0,5 ± 0,03 μm, 0,7 ± 0,02 μm, et 

0,8 ± 0,05 μm pour le diamètre, dans l'exp. 1, l'exp. 3, et exp. 4, respectivement. De plus, les 

motifs circulaires des agglomérats dans l'experiance. 2 ont confirmé nos résultats pour le jour 

1 (figure 15 b). 

 

 

Figure 14 : Caractérisation par MEB du biofilm de B. sporothermodurans sur la surface des 

SS au 5eme jour. 

 

 Nos résultats indiquent que les protéines du lait affectent la structure de B. 

sporothermodurans sur les surfaces de SS, et par conséquent, la matrice des substances 

polymériques extracellulaires (EPS) qui contribuent au cycle de vie du biofilm (Karygianni et 

al., 2020). Bien que l'EPS soit commun à la plupart des bactéries, différents formats structurels 

et distributions sont présentés par les bactéries Gram-positives, y compris des polymères de 

paroi secondaire liés de manière covalente au peptidoglycane, des glycoconjugués, des 

protéines glycosylées, des polysaccharides capsulaires et des exopolysaccharides sécrétés 

(Whitfield et al., 2020) 

 La distribution spatiale du biofilm au jour 5 peut être considérée comme une dispersion. 

Les comptages de cellules sessiles (résultats présentés dans la section 3.2) montrent que le 
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biofilm a atteint sa croissance maximale au jour 5 pour toutes les expériences. En comparant 

ces données avec les observations microscopiques, un grand nombre de petites niches de 

biofilm sont révélées dans la phase de dispersion active. Dans ce cas, les bactéries se répandent 

sur l'acier inoxydable, avec quelques et petits clusters. Ce processus est déclenché par des 

signaux et se caractérise par une transition ordonnée (McDougald et al., 2012). Cette 

dispersion, également appelée native, est initiée par les bactéries qui sont situées au centre des 

biofilms matures (Rumbaugh et Sauer, 2020). Par conséquent, la dispersion active n'est 

remarquée que par microscopie. Ces résultats indiquent que l'utilisation de plus d'une technique 

pour quantifier les cellules adhérentes et observer l'architecture des biofilms est extrêmement 

utile (Azeredo et al., 2017) 

 Jour 10 - Une réduction de la taille des biofilms liés à la surface a été observée dans 

l'expérience1 - groupe témoin. Visuellement, la plupart des amas observés présentaient un 

détachement et une érosion (Figure 15). Ces observations peuvent également être confirmées 

par des mesures de niche (tableau 1). Le stade auquel la distribution spatiale du biofilm a une 

hauteur maximale après le détachement des cellules est connu sous le nom de dispersion 

passive, et se produit généralement à la fin des cycles de vie et est caractérisé par le détachement 

et l'érosion des cellules (McDougald et al., 2012). Contrairement à la dispersion active, qui a 

été observée au jour 5 uniquement par MEB, cette dispersion passive a pu être confirmée par 

des comptages de plaques, un comportement attendu au jour 10. La distribution spatiale dans 

l'expérience. 1 (Figure 15a) était significativement différente  par rapport à l'Expérience 2 

(Figure 15 b) et l'expérience. 3 (Figure 15 c). Dans l'expérience  2, ils ont  une augmentation 

des amas par rapport aux autres jours, bien que de petits amas soient restés sur la surface du SS. 

 En outre, des différences dans la longueur et le diamètre des cellules ont également été 

observées au jour 10, notamment la petite taille des niches. Cependant, des études plus 

détaillées pour caractériser chimiquement ces petites niches doivent encore être réalisées. Dans 

l'expérience 3, les bactéries ont présenté de longues connexions et des structures qui font partie 

de la distribution spatiale du biofilm. Ces cellules allongées ont également été observées dans 

l'expérience 4, ainsi que les cellules impliquées dans l’EPS. Les structures avaient une forme 

circulaire, qui était la même que celle observée dans l'exp. 1  et dans l'expérience 2. 

 Un diagramme schématique résumant les principaux résultats du cycle de vie du biofilm 

de B. sporothermodurans est présenté dans la Figure 16. 
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 Bien que nous ayons vu des cellules allongées dans cette étude, nous ne pouvons pas 

conclure ce qu'elles représentent. Dans la littérature, les cellules allongées sont un 

comportement commun des cellules planctoniques des souches HRS, précédemment observées 

par des microscopes optiques conventionnels (Pettersson et al., 1996). Cependant, pour 

Xylella. fastidiosa, ce comportement est plus fréquent dans les cellules sessiles situées aux 

bords des biofilms. Cela s'explique par le fait que les bactéries allongées sont responsables de 

l'interconnexion des petits amas bactériens dans le biofilm (Janissen et al., 2015).Des chaînes 

de cellules allongées avec une septation minimale visible sont trouvées sur les bords de la 

population bactérienne en expansion. Ceci a été précédemment rapporté pour Campylobacte 

jejuni en présence de lait et de sang (Liu et al., 2020), et pour les biofilms de Xylella . fastidiosa 

(Janissen et al., 2015). De plus, la surproduction de protéines (GpSB et YpsA) peut favoriser 

la filamentation, ou la formation de cellules allongées par la perturbation de l'assemblage de 

FtsZ (structure en anneau et protéine centrale de division) (Brzozowski et al., 2020 ; White et 

Eswara, 2020 ; Amos et  Lowe, 1998). Cette élongation est intéressante pour les groupes de 

recherche étudiant des organismes non-modèles, car elle peut révéler de nouveaux mécanismes 

de régulation (White et Eswara, 2020). 

 L'homogénéité des échantillons de SS a été vérifiée avant la formation du biofilm, et 

aucun des échantillons ne présentait de fissures ou de tranchées. Cependant, des couches de 

biofilm ont été observées pour couvrir les fissures ou les tranchées de surface dans l'expérience 

4 .La corrosion et les piqûres sur les surfaces en acier inoxydable peuvent abriter des bactéries 

indésirables (agents de détérioration et pathogènes), mettant ainsi en danger la chaîne de 

production. Les piqûres sur les surfaces en acier inoxydable causées par ces bactéries ont été 

rapportées précédemment (Gupta et Anand, 2018). La corrosion induite par les microbes 

(MIC) est un domaine d'étude qui présente un grand intérêt pour l'industrie laitière (Gupta et 

Anand, 2018 ; Li et al., 2020). 
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Figure15: Caractérisation par MEB du biofilm de B. Sporothermodurans sur la surface des SS 

au 10 jour. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure16: Diagramme schématique résumant les principaux résultats du cycle de vie du 

biofilmede B. sporothermodurans. 
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 En plus de l'influence du film de conditionnement sur les biofilms liés à la surface, la 

formation de biofilms à la surface air-liquide se produit également ,ce qui peut être lié à la 

compétition par paire entre les biofilms pour l'oxygène ou les nutriments .Cette formation peut 

être liée à des lignées adaptatives, permettant une interaction avec l'environnement et présentant 

un avantage accru en termes de fitness (Koza et al., 2020). En outre, les adaptations 

physiologiques et adaptations morphologiques, communes à l'interface air-liquide pour les 

biofilms, peuvent déclencher des changements métaboliques et la sporulation. Ces cellules sont 

métaboliquement plus actives et agressives dans les interactions et les actions coordonnées 

contre les concurrents (Astorga et al., 2020). Une possibilité est que la compétition entre les 

biofilms influence le nombre de cellules sessiles .Par conséquent, pour les études in vitro, nous 

recommandons que les travaux futurs adoptent une approche plus large pour accompagner cette 

formation, incluant à la fois la microscopie et le comptage. Les essais de formation de biofilms 

sur la surface air-liquide sont également intéressants pour les études concernant la production 

et la comparaison des EPS (Martin et al., 2020 ;H’ olscher et al., 2015).  

 D'autres bacilles, tels que B. cereus, B. subtilis et B. licheniformis associés au lait 

forment également des biofilms à l'interface air-liquide avec une pellicule robuste (Ostrov et 

al., 2019; Martin et al., 2017; Yan et al., 2017). De plus, B. cereus présente une meilleure 

formation de biofilms à l'interface air-liquide que dans les systèmes immergés (Wijmanet al., 

2007). Nous n'avons pas trouvé d'études qui rapportent la formation de B. sporothermodurans 

dans ce système. Nous suggérons donc que les études futures évaluent davantage ce 

microorganisme, car il peut être présent dans les pipelines industriels et de stockage ou rester 

dans le liquide résiduel après un cycle de production (Wijman et al., 2007). 

3.4. Évaluation des traitements enzymatiques et des désinfectants contre les biofilms de 

B.sporothermodurans par la méthode du tube unique (STM) : 

 La méthode à tube unique (ASTM E2871) était la méthode standard choisie pour 

mesurer l’efficacité des produits antimicrobiens contre les biofilms, qui est déterminée par une 

réduction logarithmique des comptages cellulaires viables. L’inoculum initial a été augmenté 

de 104 à 108 UFC/mL pour vérifier que la réduction des cellules viables atteindrait les valeurs 

prévues (~5 log). 

 Bien que l’inoculum soit dans des conditions différentes des expériences précédentes, 

L’évaluation a été effectuée après 24 heures de biofilm dans le milieu BHI-B12. La valeur log 
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du milieu témoin non traité (LDC) et les surfaces traitées (LDT), ainsi que le LR des produits 

enzymatiqueset les désinfectants utilisés sont présentés au tableau 2 

 Les produits enzymatiques (iTram®) ont été efficaces pour l'élimination du biofilm de 

B. sporothermodurans sur les surfaces en inox (tableau 2) Il est important de noter  que les 

produits enzymatiques ne sont pas bactéricides ; ils ne décomposent que les matières protéiques 

et les matrices polysaccharidiques (Anand et al., 2014). Ainsi, les protocoles d'application 

iTram® recommandent que les produits enzymatiques soient appliqués avant une désinfection. 

Produits enzymatiques doivent être appliqués avant un désinfectant (iTram Higiene, 2020b). 

La méthodologie de ce travail ayant évalué uniquement l'efficacité des produits et non le 

processus de nettoyage, on s'attend à ce que lorsqu'ils sont appliqués en même temps que les 

autres étapes, un niveau d'élimination plus élevé serait atteint que les données présentées 

(iTram Higiene, 2020b). En outre,  l'effet synergique des enzymes (amylase, protéase et lipase) 

à un pH neutre contre la formation de biofilms dans l'industrie alimentaire a déjà été démontré 

dans un précédent travail (Tsiaprazi-Stamou et al., 2019), ainsi que dans un tuyau de 

remplissage de produits laitiers (Fysun et al., 2019). 

 Les produits enzymatiques ont été efficaces pour éliminer le biofilm de 

B.sporothermodurans des surfaces en surfaces d’acier inoxydables. Il est important de noter 

que les produits enzymatiques ne sont pas bactéricides; ils ne décomposent que les matières 

protéiques et les matrices polysaccharidiques (Anand et coll., 2014). Par exemple, les 

protocoles d’application (iTram) recommandent l’application de produits enzymatiques avant 

un désinfectant. La méthodologie de ce travail évaluait uniquement l’efficacité des produits et 

non le processus de nettoyage, on s’attend à ce que, lorsqu’elle est appliquée conjointement 

avec les autres étapes, le niveau d’élimination soit plus élevé que les données présentées 

(iTramHigiene, 2020). 

 La composition chimique des deux produits est un mélange de différentes  

concentrations d’acide acétique et peracétique, d’acide octanoïque et de peroxydes 

d’hydrogène. Ces produits sont recommandés pour la désinfection des surfaces en acier 

inoxydable. (ECOLAB, 2020b; 2020a). 

  La composition chimique des toutes premières couches trouvées sur la surface a été 

déterminée par analyse XPS, avant (contrôle) et après la procédure STM. Les spectres de l’étude  

pour tous les échantillons prélevés après le traitement n’ont montré aucune trace significative 

de matière organique à la surface. Tous les spectres ont indiqué une composition chimique 
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identique à l’échantillon témoin, qui caractérise l’efficacité de la procédure de nettoyage de 

désinfection. Par conséquent, ces produits peuvent être utilisés comme stratégie pour prévenir 

et réduire l’impact des biofilms de B. sporothermodurans. L’efficacité du traitement 

enzymatique et de la désinfection des biofilms de B. sporothermodurans a constitué la dernière 

étape de cette recherche. 

Tableau 02 : Efficacité du traitement enzymatique et des désinfectants sur le biofilm de B. 

sporothermodurans  

 

LD : densité log10 ; SD : Ecart-type. 
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Article 2 : Développement d’un biofilm multi-espèces formé par des bactéries 

thermophiles sur de l’acier inoxydable immergé dans du lait écrémé 

                                                                                                                (Wang et al., 2021) 

3.1. Incubation d'une seule espèce et formation d'un biofilm de bactéries thermophiles : 

B. licheniformis, G. stearothermophilus, B. Subtiliset A. flavithermus ont toutes été 

capables d'adhérer sur l'acier inoxydable mis en contact avec le lait. Après des cultures séparées 

pendant 24 h à 55 ◦C, comme le montre la (Figure 17A), B. licheniformiset G. 

stearothermophilus ont produit des biofilms,  avec dénombre de cellules adhérent atteint 6,12 

et 6,01 log CFU/cm2, respectivement. Le nombre de cellules adhérentes d’A. flavithermusétait 

de 4,32 log CFU/cm2, tandis que B. Subtilisétait simplement de 2,52 log CFU/cm2. Les images 

SEM de la (figure 17B) ont également présenté un assemblage dense de biofilms d’adhérence 

de B. licheniformiset G. stearothermophilussur acier inoxydable, ainsi qu’une distribution des 

clairsemé coupons B. Subtilis et A. flavithermus. Ces quatre souches étaient rhabdoïdes avec 

des apparences similaires. Il semble que la longueur moyenne des cellules de B. licheniformis 

et de G. stearothermophilus était plus longue que celles de B. Subtiliset d’A. flavithermus. Les 

images du CLSM ont montré que le biofilm formé par B. licheniformisétait rassemblé en 

différents groupes à haute densité cellulaire tandis que G. stearothermophilusproduisait un 

biofilm épais en tuiles, ce qui aboutissait également à une biomasse élevée. Presque toutes les 

cellules de B. licheniformis étaient vivantes (en vert sur les images), tandis que des cellules 

mortes rares (en rouge sur les images) de G. stearothermophilusont été observées. Deux 

biofilms faiblement formés, B. Subtiliset A. flavithermus, ont également employé des structures 

spatiales de biofilm différentes, bien qu’ilsavaient relativement une faible biomasse.B. Subtilisa 

produit un biofilm stéréo épais à base de matrice protéique à partir du lait putride, et A. 

flavithermusa adhéré fermement sur un substrat en acier inoxydable en couche mince. Plusieurs 

grappes de cellules mortes de B. Subtilis sont apparues, tandis que la dispersion de cellules 

mortes de A. flavithermusreprésentait une proportion élevée. 
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B  

 

Figure 17 : Images montrant lescapacités de formation de biofilm dans les cultures mono-

spécifiques sur des surfaces en acier inoxydable immergées dans du lait écrémé. (A) numéros 

UFC ; (B) images SEM. Les données représentent les moyennes ± SD des résultats obtenus à 

partir de trois expériences indépendantes. 

 D’après les résultats montrés  les chercheurs ont remarqué que le biofilm formé par les 

bactéries thermophiles présentait des risques de qualité lors de traitement du lait en poudre.  
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Notamment lors de l’étape continue d’évaporation avant le séchage par atomisation. Les 

espèces prédominantes isolées des produits à base de poudre de lait ont attiré l’attention de 

l’industrie laitière. B. licheniformis, G. stearothermophilus, B. subtilis et A. flavithermus ont 

été trouvés omniprésents pendant le traitement de la poudre de lait.  

3.2. Incubation de deux espèces et formation de biofilms de bactéries thermophiles : 

Le nombre de cellules des biofilms à double espèce, y compris B. licheniformis+G. 

stearothermophilus, B. licheniformis + B. subtilis, B. licheniformis + A. flavithermus, G. 

stearothermophilus+ B. subtilis, G. stearothermophilus + A. flavithermus et B. subtilis + A. 

flavithermus, étaient de 5,39, 5,20, 5,89 5,22, 4,39 et 3,41 log CFU/cm2 respectivement (Figure 

18 A). La biomasse des biofilms à double espèce était inférieure à celle des biofilms à espèce 

unique en général. Les images SEM et l'apparence des colonies des biofilms à double espèce 

sont présentées dans les Figure 18 B. Il est difficile d'identifier les cellules et de calculer le 

nombre d'UFC/cm2. Leurs pourcentages exacts dans les systèmes à double espèce, que ce soit 

sous le microscope électronique à balayage ou sur les plaques de gélose. Mais deux types de 

cellules et de colonie ont été découverts de façon évidente, surtout pour B. licheniformis + G. 

stearothermophilus ,G. stearothermophilus, B. licheniformis + B. subtilis, B. licheniformis + A. 

flavithermus, G. stearothermophilus + B. subtilis. Cependant, pour G. stearothermophilus + A. 

flavithermus, presque toutes les cellules observées étaient des cellules de G. 

stearothermophilus. 
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Figure18 : Images montrant lescapacités de formation de biofilm dans les cultures mono-

spécifiques sur des surfaces en acier inoxydable immergées dans du lait écrémé. (A) numéros 

UFC ; (B) images SEM. Les données représentent les moyennes ± SD des résultats obtenus à 

partir de trois expériences indépendantes. 

Le but de cette étude était d’étudier la capacité  de formation de biofilms par les quartes 

espèces à la fois en culture mono-espèce et en culture multi-espèce. Les résultats de l’incubation 

d’une seule espèce ont révélé que  B. licheniformis et G. stearothermophilus étaient plus 

compétente pour établir des biofilms sur de l’acier inoxydable immergé dans du lait écrémé que 
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Bacillus subtilis et A. flavithermus. Alors que, parmi les 6 groupes expérimentaux il a été 

remarqué que la co-culture des deux espèces B. licheniformis plus A.flavithermus a atteint le 

nombre le plus élevé d’UFC. 

 En revanche, lorsque les deux forts producteurs de biofilms B.licheniformis et 

G.stearotermophilus ont été inoculé ensemble, le nombre totale d’ufc était inferieur a celui de 

leurs cultures mono-spécifiques tandis que le nombre d’ufc de G.stearotermophilus et de A. 

flavithermus s’est rapprochés  de celui de la culture individuelle d’A.flavithermus. 

Ces résultats indiquent qu’il peut y avoir des effets synergiques sur la prolifération et la 

croissance entre B.licheniformis et A.flavithermus, alors  qu’entre G.stearotermophilus et 

A.flavithermus une relation antagoniste a été observée  

3.3. Effets de la détérioration du lait par les bactéries thermophiles 

 Après 24 heures de culture, les valeurs de pH du lait putride altéré par une et deux 

espèces thermophiles sont indiquées dans la figure 19. Une et deux espèces thermophiles ont 

été montrées dans la Figure 19. Dans des conditions aseptiques, le pH du groupe témoin était 

de 7,03. La reproduction de B. licheniformisa légèrement augmenté le pH du lait à 7,08, tandis 

que G. stearothermophilusa réduit significativement le pH à 4,89. B. subtilisa abaissé le pH à 

6,72, et A. flavithermus l'a fait baisser à 6,44. Les communautés bi-spécifiques ont fait la 

moyenne les effets des deux souches co-cultivées et ont donné des valeurs modérées par rapport 

aux incubations d'une seule espèce. Concrètement, B. licheniformis+ G. 

stearothermophilusétait de 5,54, B. licheniformis+ B. subtilisétait de 6,93, B. licheniformis+ A. 

flavithermusétait de 6,39 G. stearothermophilus+ B. subtilisétait de 5,55, G. 

stearothermophilus+ A. flavithermus était de 4,91, et B. subtilis+ A. flavithermusde 6,59. Les 

courbes du spectre FTIR des échantillons à une espèce, à deux espèces, à quatre espèces et du 

groupe témoin présentaient des différences de composition (Figure 20 A). Les bandes 

principales et les attributions des spectres FTIR ont été répertoriées dans le Tableau 1. Les 

résultats de l'ACP des courbes de l'IRTF de second dérivé dans différentes gammes sont 

présentés à la figure 4B. Différentes gammes sont présentées sur la (Figure 20 B). Entre 3000 

et 2800 cm- 1 le groupe témoin et le groupe du lait putride sont significativement séparés. B. 

licheniformis A. flavithermus, B. subtilis étaient loin du groupe témoin, tandis que G. 

stearothermophilusétait proche du groupe témoin. Dans les zones 1800-1700 cm- 1 et 1700-

1600 cm- 1 les distributions étaient assez similaires. G. stearothermophilus, B. licheniformis + 

A. flavithermusétaient les deux groupes les plus éloignés du groupe témoin. Deux groupes les 
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plus éloignés du contrôle. Dans 1600-1500 cm- 1 les groupes mono-spécifiques possédaient plus 

de diversités par rapport au contrôle que leurs mélanges. Dans 1500-1200 cm- 1 A. 

flavithermusétait le plus éloigné du contrôle. Dans 1200-900 cm- 1 tous les groupes de lait 

putride étaient assez éloignés du témoin, Il est intéressant de noter que G. stearothermophiluset 

les groupes à deux espèces contenant G. stearothermophilusétaient proches du groupe à quatre 

espèces. 

 

Figure 19 : Changements de pH du lait écrémé affectés par des incubations de bactéries 

thermophiles mono-spécifiques et bispécifiques. Les données représentent les moyennes ± SD 

des résultats obtenus à partir de trois expériences indépendantes. 
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Figure 20 : Représentations schématiques de l’analyse FTIR des composants du lait écrémé 

décomposés par des souches bactériennes thermophiles simples, doubles ou quatre. (A) 

Courbes de spectre FTIR ; (B) Analyse PCA des courbes FTIR dérivées secondes. 

D’après les résultats de l’effet de la détérioration du lait par les bactéries thermophiles, 

il a été révélé qu’il existe une tendance superposée des souches mixtes en termes de pH et de 

composition du lait altéré. 

 Les altérations du pH reflètent les changements de composition du lait, et les résultats 

du spectre FTIR dans la plage de 4000-400 cm- 1 peuvent montrer les différences avec précision 

(Karoui et al., 2010 ; Karoui et al., 2007). On remarque que dans les plages 1800-1700 cm- 1, 

1700-1600 cm- 1 et 1600-1500 cm- 1, il y avait plusieurs pics caractéristiques des protéines, tels 
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que 1650 cm- 1 et 1550 cm- 1. Alors que, les pics caractéristiques des hydrates de carbone, y 

compris le lactose, se situaient dans la plage 1200-900 cm- 1, notamment à 1080 cm- 1. De plus, 

les pics caractéristiques des graisses étaient principalement distribués entre 3000 et 2800 cm- 1.  

 En outre, les résultats de l'ACP indiquent que les souches thermophiles possèdent des 

capacités d'hydrolyse assez fortes sur les protéines et le lactose dans le lait, et que la culture 

d'espèces mixtes présente des effets superposés sur la dégradation de la composition du lait, par 

rapport à la culture d'espèces uniques.  

 Afin d'étudier plus en profondeur cet impact superposé, les quatre espèces ont été 

cultivées de manière mixte. Le biofilm multi-espèces est devenu mature après 36 heures, et le 

nombre d'UFC et le pH du lait ont eu tendance à être stables. 

3.4. Processus de croissance du biofilm multi-espèces formé par les quatre bactéries 

thermophiles 

 La figure 21 a montré le processus de croissance du biofilm multi-espèces, dans lequel 

B. licheniformis, G. stearothermophilus, B. Subtilis et A. flavithermus ont été inoculés avec la 

même  une biomasse initiale, cultivés en mélange sur des surfaces inoxydable immergées dans 

du lait écrémé à 55 ◦C pendant 48 heures. Ont été trouvées adhérant aux surfaces en acier 

inoxydable à 12 h, après les substrats ont été progressivement recouverts de cellules de biofilm 

adhérentes. Les résultats CLSM ont montré que le biofilm multi-espèces est devenu plus épais, 

et la couche adhérente détectée était de 12,92, 19,38, 33,60 et 49,11 μm, correspondant à un 

temps de culture de 12 h, 24 h, 36 h et 48 h, respectivement. Les cellules mortes étaient assez 

peu fréquentes à 12 h, mais ont atteint des proportions plus élevées après 36 h. Le nombre total 

de cellules du biofilm est indiqué dans la figure 22, les valeurs de log CFU/cm2 étaient 4.35, 

5.28, 5.88 et 6.15 à 12 h, 24 h, 36 h et 48 h, respectivement. Au fur et à mesure que la population 

bactérienne augmentait, le pH des échantillons de lait a baissé de 6,69 à 6,26, 5,67 et 5,64, à 12 

h, 24 h, 36 h et 48 h, respectivement. 
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Figure 21 : Les images CLSM des biofilms multi-espèces contenaient B. licheniformis, G. 

stearothermophilus, B. Subtilis et A. flavithermus dans les 48 h. 
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Figure 22 : Modifications du nombre d'UFC dans le biofilm et du pH du lait affecté par des 

incubations de bactéries thermophiles mixtes dans les 48 h. Les données représentent les 

moyennes  SD des résultats obtenus à partir de trois expériences indépendantes. 

D’après les résultats de la culture mixte, il a été indiqué que l’abondance des espèces au 

sein du biofilm n’était pas stable tout au long du processus, mais qu’elle était dynamique en 

interne avec le développement du biofilm. Il est important de noter que B. licheniformis était 

totalement prédominante à 12 heures contrairement à G. stearothermophilus qui était 

prédominante après 24 heures. De plus, A. flavithermus a été détecté à 12 heures, mais était en 

dessous du seuil de détection après 24 heures. En tenant compte des résultats de la culture mixte, 

il semble aussi que B. licheniformiset G. stearothermophilus étaient en compétition dans le 

biofilm, mais que B. licheniformis et A. flavithermus coopéraient entre eux. Cela explique 

pourquoi l'espèce prédominante dans les produits de lait en poudre était différente dans les 

différentes lignes de traitement. 

 Outre les microorganismes de la matière première, le temps de traitement dans les 

différentes usines peut également influencer la communauté microbienne dans les produits finis 

de lait en poudre. On en déduit que B. licheniformis pourrait devenir la souche prédominante 

dans une chaîne de transformation en 12 heures de production continue, et que G. 

stearothermophilus pourrait devenir prédominant après 24 heures de production continue.  
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3.5. Changements dans la structure de la communauté au cours du développement multi-

espèces 

 Les colonies récupérées des biofilms multi-espèces sur des plaques de gélose TSB sont 

présentées dans la Figure 23 A. Bien que différentes formes aient été observées, il est difficile 

et imprécis d'identifier une bactérie spécifique en se basant uniquement sur les formes des 

colonies. Les résultats du séquençage Illumina MiSeq de la Figure 23 B ont révélé que les 

proportions de souches variaient de manière significative au cours des 48 heures. B. 

licheniformis, G. stearothermophilus et A. flavithermusont absorbé 96,3 %, 1,6 % et 0,9 % 

respectivement, tandis que B. Subtilis n'a pas été détecté en raison de sa faible quantité. . Après 

24 h, G. stearothermophilus est devenu l'espèce la plus prédominante dans la culture mixte, 

tandis que B. licheniformis occupait la deuxième plus grande proportion. En raison en raison de 

leur faible abondance basée sur le nombre de cellules en raison de leur faible abondance basée 

sur le nombre de cellules .Les pourcentages de B. subtiliset de A. flavithermusétaient inférieurs 

au seuil de détection après 24 heures. Les proportions détaillées de G. stearothermophiluset de 

B. licheniformis étaient de 92,7% et de 7,2% à 24 h, 69,0% et 31,0% à 36 h, 87,2% et 12,7% à 

48 h, respectivement. 
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Figure 23 : Analyse de la structure communautaire de biofilms multi-espèces sur des surfaces 

en acier inoxydable immergées dans du lait écrémé en 48 h. (A) Apparence de la colonie ; 

(BY) Résultats de séquençage à haut débit. 

En tenant compte des résultats mentionnés au-dessus sur les changements de structures 

dans la communauté bactérienne au cours du développement multi-espèces on remarque que la 

synergie ou la compétition entre les bactéries thermophiles a conduit à des fluctuations des 

proportions de souches, et les interactions inter-espèces ont eu une influence significative sur 

la structure de la communauté bactérienne. Dans cette étude, les modèles coopératifs et 

compétitifs dans les biofilms multi-espèces ont eu une influence significative sur le 

développement des souches prédominantes de la communauté microbienne coexistant pendant 

la production de lait en poudre. Dans l'ensemble, les interactions interspécifiques peuvent 

affecter la structure de la communauté des bactéries thermophiles, ce qui constitue une question 

importante pour la prévention des biofilms dans l'industrie laitière. 
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Le cycle de vie du biofilm de B. sporothermodurans sur les surfaces en acier inoxydable 

est influencé par les protéines du lait (lactosérum et caséines). La densité du biofilm formé par 

B. sporothermodurans sur les surfaces en acier inoxydable a été influencée par les protéines du 

lait, qui ont également modifié les distributions spatiales, les dimensions et les morphologies 

des cellules en biofilm. Des caractéristiques liées aux biofilms, telles que des cellules allongées 

et entrelacées, des piqûres ou des corrosions éventuelles des surfaces, et la formation de 

biofilms à l'interface air-liquide ont également été  montré. L’ensemble des bactéries 

thermophiles  B. licheniformis, G. stearothermophilus, B.Subtilis et A. flavithermus testées sont 

fréquemment observées dans les produits à base de lait en poudre avec une capacité à former 

du biofilm mono et multi-espèces  sur les surfaces en acier inoxydable, ainsi que les 

changements de composition du lait. Les interactions interspécifiques entre les différentes 

souches à l'intérieur des biofilms, à la fois coopératives et compétitives ont joué un rôle dans la 

détermination des souches prédominantes et la structure communautaire des bactéries 

thermophiles coexistantes .l’explorations sur le processus de développement des biofilms multi-

espèces devraient améliorer la qualité des produits à base de lait en poudre et établir un système 

de prévention des biofilms pour l'industrie laitière à l'avenir 
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 الملخص

 

لدقيقة ا في الطبيعة، تعيش معظم الكائنات الحية الدقيقة داخل مجتمعات ميكروبية تسمى البيوفلم. تتكون الاغشية الحيوية من نوع واحد او كائنات

 متعددة الأنواع تلتصق بسطح خامل او حي.                                                                     

B. sporothermodurans في هذا السياق، درسنا مقالتين من الببليوغرافيا التي تناولت ارتباط وتشكيل الغشاء الحيوي على أسطح من الفولاذ .

 و Bacillus licheniformis المقاوم للصدأ ملامسة لبروتينات الحليب وتطور الغشاء الحيوي بواسطة البكتيريا المحبة للحرارة بما في ذلك

Geobacillus stearothermophilus و Bacillus subtilis ,Anoxybacillus vlavithermus  يتم اكتشافهما بشكل متكرر في منتجات

أوضحت                                                                                                                                         الحليب المجففة الأساسية. 

لديها قدرة قوية على تشكيل الأغشية الحيوية على أسطح الفولاذ المقاوم للصدأ. وبالنسبة للمقال الثاني،   أظهرت    B. sporothermodurans   .ان

ت قوية على تحلل البروتين واللاكتوز في الحليب منزوع الدسم ، وأن تأثيرات التلف قد تم فرضها النتائج أن السلالات المحبة للحرارة تمتلك قدرا

ا لفهم الاستعمار من بكتيريا السائدة ال بواسطة سلالات متعددة وتأثيرات متبادلة عبر الأنواع على التطور. وقد قدمت الأغشية الحيوية الرقيقة دليلاا مهما

                                              الجة مسحوق الحليبالمحبة للحرارة أثناء مع

 البيوفلم، فيلم التعبئة والتغليف، صناعة الالبان. ،Bacillus spp الكلمات المفتاحية:

 

Abstract 

 In nature, most microorganisms live in microbial communities called biofilms. Biofilms are made up of 

single or multi-species microorganisms that adhere to an inert or living surface.    

 The objective of our work was to evaluate the effect of conditioning on the formation of biofilm by 

Bacillus spp. Given the sanitary conditions that our country work has experienced this part has been cancelled 

 In this context, we reviewed two articles in the literature that discussed the attachment and formation of 

biofilms of B. sporothermodurans on stainless steel surfaces in contact with milk proteins and the development 

of biofilms by thermophilic bacteria including Bacillus licheniformis, Geobacillus stearothermophilus, Bacillus 

subtilis, and Anoxybacillus vlavithermus frequently detected in powdered milk products.  The results showed 

that B. sporothermodurans had a strong ability to form biofilm on stainless steel surfaces. And for the second 

paper, the results showed that thermophilic strains possessed strong protein and lactose degrading abilities in 

skim milk, and that the spoilage effects were overlapped by several strains. Mutual influences between species 

on biofilm development provided important evidence for understanding the colonization of the predominant 

thermophilic bacteria during milk powder processing. 

Key words: Bacillus spp, Biofilm, conditioning film, dairy industries. 

 

Résumé 

 Dans la nature, la plupart des microorganismes vivent au sein de communautés microbiennes appelés 

biofilm. Les  biofilms sont constitués de microorganismes mono-espèce ou multi-espèce qui adhérents à une 

surface inerte ou vivante. 

 L'objectif de notre travail était d'évaluer l'effet du conditionnement sur la formation du biofilm par 

Bacilles spp. Vu les conditions sanitaires que notre travail pays a connu cette partie à été annulée. 

 Dans ce contexte nous avons étudié deux articles de la bibliographie qui ont traité la fixation et la 

formation du biofilm de B.sporothermodurans sur des surfaces en acier inoxydable en contact avec des protéines 

de lait et le développement du biofilm par des bactéries thermophiles incluant Bacillus licheniformis, Geobacillus 

stearothermophilus, Bacillus subtilis et Anoxybacillus vlavithermus fréquemment détectées  dans  les produits  de 

base  de lait en poudre. Les résultats ont  Montré que B. sporothermodurans à une forte capacité à former  le 

biofilm sur les surfaces en acier inoxydable. Et pour deuxième article, les résultats ont montré que les souches 

thermophiles possédaient de fortes capacités de dégradation des protéines et du lactose dans le lait écrémé, et que 

les effets d'altération étaient superposés par plusieurs souches et Les influences mutuelles inter-espèces sur le 

développement du biofilm ont fourni des preuves importantes pour comprendre la colonisation des bactéries 

thermophiles prédominantes pendant le traitement du lait en poudre 

Mots clés : Bacilles spp , Biofilm , film de conditionnement , industries laitier. 


