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Abstract :

The bacterial biofilm represents an organized community of microorganisms adhering
to surfaces, protected by an extracellular matrix (EPS). This structure confers adaptive
benefits to bacteria, including resistance to environmental stresses and antimicrobial agents.
In the agri-food context, the formation of biofilm by Escherichia coli constitutes a major

challenge for health safety, due to its persistence on equipment and production surfaces.

This study is focused on three strains of E. coli (E. coli 73, E. coli 82 and E. coli ATCC
25922) isolated from raw milk production cloths before and after pasteurization. The strains
were characterized morphologically and genetically (RAPD-PCR, ARDRA, 16S sequencing),
then their biofilm formation capacity was evaluated in vitro on microplates and stainless steel
surfaces. The effect of temperature (20, 30, 40 °C) and incubation time (2, 4, 6 and 24 h) on
biofilm production was examined by the crystal violet staining method. The effect of UHT
whole milk conditioning on stainless steel surfaces on biofilm formation by the same strains

was also evaluated.

The results showed that biofilm formation varies depending on the strain, temperature
and incubation time. The E. coli 82 strain showed the highest production capacity, with a
maximum optical density of 30 C° after 24 h. The presence of a conditioning film on stainless
steel also promoted bacterial adhesion. These observations highlight the importance of
environmental conditions and surface factors in the persistence of E. coli biofilms in the food
industry, and highlight the need for effective control strategies to limit the risks of

contamination.

Keyword: Escherichia coli, biofilm, temperature, incubation time, milk conditioning film,

stainless steel, food industry, health safety.



Résumé:

Le biofilm bactérien représente une communauté organisée de micro-organismes
adhérant a des surfaces, protégée par ice extracellulaire (EPS). Cette structure
confere aux bactéries des avantages adaptatifs, incluant la résistance aux stress
environnementaux et aux agents antimicrobiens. Dans le contexte agroalimentaire, la
formation de biofilm par Escherichia coli constitue un enjeu majeur pour la sécurité sanitaire,

en raison de sa persistance sur les équipements et surfaces de production.

Cette étude est portée sur trois souches d'E. coli (E. coli 73, E. coli 82 et E. coli ATCC 25922)
isolées des linges de production de lait cru avant et apres pasteurisation. Les souches ont été
caractérisées morphologiquement et génétiguement (RAPD-PCR, ARDRA, séquencage 16S),
puis leur capacité de formation de biofilm a été évaluée in vitro sur microplaques et surfaces
d'acier inoxydable. L'effet de la température (20, 30, 40°C) et du temps d'incubation (2, 4, 6 et
24 h) sur la production de biofilm a été examiné par la méthode de coloration au cristal violet.
L'effet du conditionnement des surfaces en acier inoxydables par le lait entier UHT sur la

formation de biofilm par les mémes souches a également été évalué.

Les résultats ont montré que la formation de biofilm varie selon la souche, la
température et la durée d'incubation. La souche E. coli 82 a présenté la plus forte capacité de
production, avec une densité optique maximale a 30°C aprés 24 h. La présence d'un film de
conditionnement sur acier inoxydable a également favorisé l'adhésion bactérienne. Ces
observations soulignent I'importance des conditions environnementales et des facteurs de
surface dans la persistance des biofilms d'E. coli en industrie agroalimentaire, et mettent en
évidence la nécessité de stratégies de controle efficaces pour limiter les risques de

contamination.

Mots-clés : Escherichia coli, biofilm, température, temps d'incubation, film de

conditionnement laitier, acier inoxydable, sécurité alimentaire.
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INTRODUCTION

La formation de biofilms bactériens représente un phénomene biologique complexe et
d'une grande importance pratique, notamment dans les industries alimentaires. Un biofilm est
une communauté structurée de micro-organismes qui S‘attachent a une surface et se
développent dans une matrice polymérique extracellulaire qu'ils sécretent. Cette matrice riche
en polysaccharides, protéines et acides nucleiques confere aux cellules une protection contre
les contraintes externes, qu'il s'agisse de changements physico-chimiques ou d'agents
désinfectants. Contrairement aux cellules planctoniques libres, les cellules intégrées dans un
biofilm présentent des caractéristiques physiologiques et comportementales trés différentes,
notamment une résistance accrue aux sStress environnementaux et aux traitements

antimicrobiens (Liu et al., 2023; Carrascosa et al., 2021).

En industries agroalimentaires, les biofilms se forment sur divers types de surfaces,
notamment le métal, le plastique ou le verre. Leur présence est souvent associée a des
difficultés de nettoyage et a des risques de contamination des produits finis. Ces structures
microbiennes peuvent survivre aux processus d'hygiéne traditionnels et persister sur les
équipements, représentant une source potentielle de contamination résiduelle malgré les

opérations de nettoyage en place et I'application de désinfectants (Zhou et al., 2022).

Parmi les bactéries impliquées dans la contamination alimentaire, Escherichia coli
occupe une place importante en raison de sa prévalence dans I'environnement, de sa diversité
génétique et de la capacité de certaines de ses souches a provoquer des maladies d'origine
alimentaire. Au-dela de son réle pathogéne potentiel, E. coli est également reconnue pour sa
capacité a former des biofilms robustes sur une variété de surfaces technologiques. Cette
aptitude complique la maitrise microbiologique dans les installations de transformation, car
les cellules intégrées dans le biofilm résistent davantage aux procédures de nettoyage et de
désinfection classiques et peuvent se détacher de maniere intermittente, entrainant ainsi des

contaminations croisées (Zhou et al., 2022).

La capacite d’E.coli a établir un biofilm est le résultat d'un ensemble d'étapes
biologiquement régulées, débutant par I'adhésion initiale des cellules a la surface, suivie par
I'adhésion irréversible, la production abondante de matrice extracellulaire, la maturation
structurée de la communauté et finalement la dispersion de cellules planctoniques capables de
coloniser de nouveaux sites. Ces processus sont modulés par des mécanismes moléculaires
tels que les appendices d'adhésion (fimbriae, flagelles), la production de composants

matriciels et la communication cellulaire par quorum sensing, ainsi que par des facteurs
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génétiques internes qui régulent l'expression de génes spécifiques a I'état biofilmique (Oztirk
et al., 2022).

En outre, les conditions environnementales jouent un réle déterminant dans l'initiation
et le développement des biofilms. Les parametres environnementaux tels que la température,
le pH, la disponibilité des nutriments et les propriétés physico-chimiques de la surface
influencent significativement la dynamique d'adhésion et la stabilité des biofilms. Par
exemple, certaines surfaces présentant une rugosité ou une hydrophobicité particulieres
favorisent l'attachement bactérien, tandis que la présence d'un film de conditionnement
organique peut modifier les interactions cellule-surface et faciliter le développement de
biofilm (Zhou et al., 2022 ; Stanford, 2021 ).

Dans l'industrie agroalimentaire, les biofilms suscitent une attention particuliére en
raison de leurs effets sanitaires, économiques et technologiques. lls augmentent les risques de
contamination persistante des denrées, diminuent I'efficacité des procédés de nettoyage et de
désinfection, et nécessitent des stratégies de maitrise plus sophistiquées pour assurer la
sécurité des produits. Une compréhension approfondie des mécanismes de formation et des
facteurs qui influencent les biofilms est donc un prérequis indispensable pour développer des

mesures préventives et des approches de contr6le adaptées au contexte industriel.

L'objectif principal du présent travail s'inscrit dans cadre de I'étude de I'effet des
facteurs environnementaux sur la formation de biofilm par des souches de Escherichia coli
isolées des lignes de production de lait cru pasteurisé. Parmi ces conditions; la température et

le conditionnement des surfaces.
Ce mémoire est structuré en trois parties :

1. La premiere partie concerne la synthese bibliographique qui est composée de deux
chapitres. Le premier parlera des généralités sur les biofilms alors que le second donnera des

géneéralités sur Escherichia coli.

2. La deuxieme partie présentera la methodologie envisagée pour atteindre notre
objectif.

3. La derniére partie comportera une présentation des résultats obtenus et leur

discussion.

Une conclusion clétura le travail.
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l. 1. Définition du biofilm

Les biofilms correspondent & des communautés organisées de micro-organismes qui se
développent en adhérant a des surfaces vivantes ou inertes. Ces communautés sont intégrées
dans une matrice extracellulaire qu'elles produisent elles-mémes, ce qui favorise les interactions

entre les cellules et leur adaptation a I'environnement (Zhao et al., 2023; Sauer el al., 2022).

La structure des biofilms repose principalement sur une matrice composée de substances
polymériques extracellulaires (EPS). Cette matrice est constituée de divers composants tels que
des polysaccharides, des protéines, de I'ADN extracellulaire et des lipides, qui assurent la
cohésion de la communauté microbienne et contribuent a la stabilité de I'ensemble du biofilm
(Flemming et al., 2025; Saharan et al., 2024).

Les biofilms peuvent se développer sur une grande variété de surfaces, notamment sur les
tissus biologiques, les dispositifs médicaux ainsi que les surfaces rencontrées dans les
environnements industriels et agroalimentaires. Cette capacité d'adhésion permet aux micro-
organismes de coloniser differents milieux et de sadapter a diverses conditions
environnementales, en particulier dans les systemes de transformation alimentaire (Olaimat et
al., 2024; Saharan et al., 2024; Zhao et al., 2023).

Extracellular polymeric
substances (EPS)
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Figure 01 : représentation schématique de la structure d’un biofilm bactérien (Aroso et al. ;

2021)
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I. 1.1 Historique

L'intérét pour les microorganismes associés aux surfaces remonte aux premiéres
observations microbiologiques réalisées au XVlle siécle par Antonie van Leeuwenhoek. A l'aide
des microscopes qu'il avait lui-méme congus, il observa la présence de microorganismes au
niveau de la plaque dentaire, mettant ainsi en évidence l'existence de communautés microbiennes

fixées sur des surfaces (Guerrero, 2023; Vestby et al., 2020).

Pendant longtemps, les recherches en microbiologie se sont essentiellement intéressées aux
bactéries vivant a I'état libre, appelées cellules planctoniques. Toutefois, cette conception a
progressivement évolué grace aux travaux menés au cours des années 1970 et 1980, qui ont
montré que les bactéries se développent majoritairement sous forme de communautés organisées
adhérant aux surfaces. Ces recherches ont conduit a I'émergence du concept moderne du biofilm,
défini comme un assemblage structuré de microorganismes entourés d'une matrice extracellulaire

produite par les cellules elles-mémes (Romling, 2023; Fields et al., 2020 ).

Par la suite, les progres realisés dans les techniques de microscopie et de biologie
moléculaire ont permis d'approfondir les connaissances sur l'organisation et le fonctionnement
des biofilms. Les chercheurs ont notamment décrit les différentes étapes impliquées dans leur
développement, depuis I'adhésion initiale des cellules jusqu'a la maturation du biofilm et a la
dispersion bactérienne. Ces avancées ont contribué a I'établissement du modele du cycle de vie

des biofilms actuellement largement admis dans la littérature scientifique (Sauer et al., 2022).

Aujourd'hui, les biofilms représentent un important domaine de recherche en microbiologie
en raison de leur implication dans plusieurs secteurs, notamment la santé, I'environnement et
lindustrie agroalimentaire. Les travaux récents s'intéressent particulierement a de
communication cellulaire, aux phénomeénes de résistance aux agents antimicrobiens ainsi qu'au
développement de nouvelles approches visant a prévenir ou a contréler la formation des biofilms

sur les surfaces industrielles et alimentaires (Damyanova & Paunova-Krasteva, 2025).
I. 1.2 Différence entre cellules planctoniques et sessiles

Les bactéries peuvent exister sous deux modes de vie distincts: I'état planctonique, dans
lequel les cellules sont libres et disperseées dans le milieu, et I'état sessile, caractérisé par
I'adhésion des microorganismes a une surface et leur organisation en communautés structurées
appelées biofilms. Cette transition entre les deux états implique des modifications
physiologiques et métaboliques importantes qui permettent aux bactéries de s'adapter aux

conditions environnementales changeantes (Guillin et al., 2025; Arnaouteli et al., 2021).
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Dans leur forme planctonique, les bactéries évoluent généralement de maniere isolée dans
un environnement liquide et présentent une activité métabolique orientée vers la croissance

rapide et la dispersion.

A Tlinverse, les cellules sessiles se développent sous forme de communautés organisées,
intégrées dans une matrice extracellulaire produite par les microorganismes eux- mémes. Cette
organisation favorise les interactions entre les cellules et contribue a la stabilité structurelle du
biofilm (Venkatasewaran et al., 2022 ; Arnaouteli et al., 2021).

La transition du mode de vie planctonique vers I'état sessile constitue une étape essentielle
dans le processus de formation du biofilm. Ce changement est contr6lé par différents
mécanismes moléculaires et systemes de communication cellulaire, notamment le quorum
sensing, qui régule l'adhésion bactérienne, la production de la matrice extracellulaire et

I'organisation tridimensionnelle de la communauté microbienne (Venkatasewaran et al., 2022).

Par ailleurs, les cellules sessiles présentent des propriétés physiologiques distinctes de
celles observées chez les cellules planctoniques. Elles montrent notamment des adaptations
métaboliques et une réduction du taux de croissance, ce qui favorise leur persistance dans des

environnements défavorables et contribue au maintien du biofilm (Guillin et al., 2025).

Enfin, une différence importante entre les cellules planctoniques et les cellules sessiles
concerne la capacité des biofilms a mieux résister aux agents antimicrobiens ainsi qu'aux
opérations de nettoyage et de désinfection. La matrice extracellulaire qui entoure les cellules

bactériennes agit comme une barriére limitant la diffusion de certaines substances

Dans les antimicrobiennes. De plus, les adaptations physiologiques développées par les bactéries
au sein du biofilm renforcent leur aptitude a survivre conditions défavorables. Dans des
environnements agroalimentaires, cette tolérance contribue a la persistance des microorganismes
sur les surfaces de transformation et rend leur élimination plus difficile (Liu et al., 2024; Olaimat
et al., 2024).
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Tableau 1: comparaison des caractérigtiques des cellules planctonique et sessiles dans le
contexte agroalimentaire (Guillin et al., 2025 ; liu et al., 2024 ; Olaimat et al., 2024 ;
venkateswaran et al., 2022 ; Arnouteli et al., 2021) :

caractéristique Calcules planetonique Cellules sessiles

Mode de vie . X , X
dispersées. communautés structureés.

Activité metabolique

vers la dispersion métabolique pour persistance.
Présente, produite par les bactéries
Matrice extracellulaire absente elles-méme renforce la cohésion et
stabilité.

Communication cellulaire limitée . O
matrice organisation
tridimensionnelle.

Haute résistance, matrice

, _ . Sensibles, diffusion directe extracellulaire limite la diffusion,
Tolérance aux antimicrobiens . . )

des agents. adaptations physiologiques

renforcent survie.

) ) ) Persistance éléveés difficilés
Pertinence en Faible persistance sur

agroalimentaire surfaces de transformation ) i
alimentaire

1.2 Structure et organisation du biofilm

Les biofilms présentent organisation structurale complexe permettant aux microorganismes
de se développer sous forme de communautés organisees et adaptées a leur environnement. Cette
organisation repose sur la répartition spatiale des cellules bactériennes ainsi que sur la présence
d'une matrice extracellulaire qui assure la cohésion et la stabilité de I'ensemble du biofilm. La
structure du biofilm intervient également dans les échanges de nutriments, la communication
cellulaire et la protection des bactéries contre différentes contraintes environnementales
(Flemming et al., 2023; Bridier & Briandet, 2022).

1.2.1.Architecture tridimensionnelle: Les biofilms bactériens possédent une organisation
spatiale complexe qui se développe sous la forme d'une structure tridimensionnelle. Dans cette
organisation, les cellules bactériennes sont incluses dans une matrice extracellulaire produite par
les microorganismes eux-mémes. Cette matrice, constituée principalement de polysaccharides,
de protéines filamenteuses et d'/ADN extracellulaire, contribue au maintien de la cohésion du
biofilm et participe a sa stabilité face aux contraintes du milieu (B6hning et al., 2024; Flemming
et al., 2023).

Libre dans le milieu liquide, | atacheés a une surface organiseés en

Croissance rapide, orienteé Croissance  réduite, adaptations

Regulée par quorum sensing,
controle 1’adhésion production de

élémines risque pour la sécurité
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L'architecture des biofilms n'est toutefois pas homogéne. Elle est généralement composée
de microcolonies séparées par des pores et des canaux internes permettant la circulation des
nutriments, de I'oxygéne et des différents metabolites a travers le biofilm. Des études réalisées
sur Escherichia coli ont montré que l'organisation et la morphologie de ces canaux peuvent
varier selon plusieurs paramétres environnementaux, notamment la disponibilité des nutriments

et les caractéristiques physiques de la surface colonisée (Bottura et al., 2022; Jo et al., 2022).

Les interactions entre les espéces microbiennes participent également & l'organisation
spatiale des biofilms. Certaines bactéries sont capables de coloniser des biofilms déja formés et
d'occuper des localisations spécifiques au sein de la structure tridimensionnelle. Des travaux
portant sur la colonisation de Legionella dans des biofilms formés par Pseudomonas ont
notamment montré que la distribution des cellules dépend a la fois des interactions entre les
especes présentes et des conditions environnementales du milieu (Silva et al., 2024; Bridier &
Briandet, 2022).

Par ailleurs, les recherches récentes en biophysique microbienne indiquent que
I'architecture des biofilms résulte de I'action combinée de plusieurs facteurs, tels que la
croissance cellulaire, les forces mécaniques et l'occupation progressive des micro-espaces
disponibles. L'ensemble de ces mécanismes conduit a la formation de structures multicellulaires
organisées capables de s'adapter aux variations des conditions environnementales et d'optimiser

I'utilisation des ressources disponibles (Baquero et al., 2025; Bohning et al., 2024).

Figure 1: structure trridimensionnelle d'un biofilm bactérien, montrant le flux du fluide dans les
canaux hydriques (fléches bleues) (costerton et stewart, 2001)

1.2.2. Composition de la matrice extracellulaire (EPS) du biofilm : La matrice extracellulaire
constitue I'un des élements fondamentaux de I'organisation des biofilms bactériens. Elle entoure

les cellules microbiennes et assure la cohésion ainsi que la stabilit¢ de la communauté
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bactérienne. Cette matrice est formée d'un ensemble de substances polymériques extracellulaires
(EPS), comprenant principalement des exopolysaccharides, des protéines, de I'ADN
extracellulaire et de I'eau. Ces différents constituants participent a I'organisation structurale du
biofilm et interviennent dans les interactions entre les cellules bactériennes et leur

environnement (Ragupathi et al., 2024; Flemming et al., 2023).

1.2.2.1 Exopolysaccharides: Les exopolysaccharides représentent I'un des principaux
composants de la matrice extracellulaire des biofilms. Il s'agit de polymeéres glucidiques
synthétisés et sécrétés par les bactéries au cours de leur croissance. Ces composeés jouent un réle
important dans I'adhésion des cellules aux surfaces ainsi que dans le maintien de I'organisation

tridimensionnelle du biofilm (Ragupathi et al., 2024; Flemming et al., 2023).

La synthése des exopolysaccharides est régulée par différents mécanismes génétiques et
systemes de signalisation cellulaire impliqués dans le développement du biofilm. Ces
mécanismes permettent aux bactéries d'adapter la production des EPS aux conditions du milieu

et aux besoins physiologiques de la communauté microbienne (Das, 2022 ; Saxena et al., 2022).

Au sein du biofilm, les exopolysaccharides assurent plusieurs fonctions essentielles. 1ls
participent a la formation d'un réseau polymérique qui contribue a protéger les cellules
bactériennes contre diverses contraintes environnementales, notamment l'action des agents
antimicrobiens. 1ls favorisent également les interactions entre les cellules et permettent la
rétention des nutriments, de l'eau et de certaines enzymes extracellulaires a l'intérieur de la
matrice (Amyx-Sherer & Reichhardt, 2024 ; Jyoti et al., 2024).

Dans les environnements industriels et particulierement agroalimentaires, les
exopolysaccharides interviennent aussi dans la colonisation des surfaces par les bactéries.
Plusieurs travaux ont montré que des especes telles qu’Escherichia coli et Pseudomonas
aeruginosa sont capables de produire des matrices riches en EPS favorisant la formation de
biofilms sur les matériaux utilisés dans les équipements de transformation alimentaire. Cette
capacité contribue a la persistance des microorganismes sur les surfaces et peut constituer une
source importante de contamination dans les installations agroalimentaires (Akter et al., 2025;
Olaimat et al., 2024).

Ainsi, les exopolysaccharides constituent un élément essentiel de la matrice extracellulaire
des biofilms. Leur diversité structurale et leurs différentes fonctions participent a I'adaptation et
au maintien des communautés bactériennes dans de nombreux environnements microbiens
(Ragupathi et al., 2024; Flemming et al., 2023)
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1.2.2.2 Proteines: Les protéines figurent parmi les principaux constituants de la matrice
extracellulaire des biofilms bactériens. En association avec les polysaccharides, les lipides et
I'ADN extracellulaire, elles participent a la formation d'un réseau polymérique complexe
assurant l'organisation et la stabilit¢ du biofilm. Elles interviennent également dans les
interactions entre les cellules bactériennes et leur environnement (Ragupathi et al., 2024,
Flemming et al., 2023).

Certaines protéines de la matrice jouent un role direct dans I'adhésion et I'agrégation des
bactéries. Chez Pseudomonas aeruginosa, la protéine CdrA agit notamment comme une
adhésine fibrillaire favorisant les interactions cellulaires et le renforcement de la structure du
biofilm. Ces protéines extracellulaires possedent généralement des domaines fonctionnels leur
permettant d'interagir avec d'autres composants de la matrice ou de se fixer aux surfaces
colonisées (Reichhardt, 2023 ; Flemming et al., 2023).

Les protéines matricielles participent également aux propriétés physiques du biofilm. Leur
présence au sein de la matrice extracellulaire contribue a la cohésion, a I'élasticité et a la
résistance mécanique de la structure. Ces caractéristiques permettent aux biofilms de mieux
supporter différentes contraintes environnementales, telles que les forces de cisaillement ou les
variations des conditions physico-chimiques du milieu (Hasan & Aggarwal, 2025 ; Ragupathi et
al., 2024).

Par ailleurs, certaines protéines interviennent dans l'organisation spatiale et I'assemblage de
la matrice extracellulaire. Des études récentes ont montré que des protéines de membrane
externe ainsi que d'autres protéines matricielles peuvent influencer la structuration du biofilm et
les interactions entre les cellules bactériennes. Ces mécanismes participent au maintien de

I'architecture et de la stabilité du biofilm (Potapova et al., 2024; Flemming et al., 2023).

Dans les environnements agroalimentaires, les protéines et les enzymes extracellulaires
contribuent également a la persistance des biofilms sur les surfaces de transformation
alimentaire. Certaines enzymes capables de dégrader les constituants de la matrice, notamment
les protéines, les polysaccharides et 'ADN extracellulaire, sont actuellement étudiées comme
approches potentielles pour perturber les biofilms et améliorer I'efficacité des opérations de
nettoyage et de désinfection dans I'industrie agroalimentaire (Akter et al., 2025; Kim et al.,
2023).

Ainsi, les protéines occupent une place importante dans l'organisation structurale des
biofilms bactériens. Leur implication dans l'adhésion cellulaire, la cohésion de la matrice
extracellulaire et les propriétés mécaniques du biofilm contribue au maintien et a la persistance
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des communautés microbiennes dans différents environnements (Hasan & Aggarwal, 2025;
Flemming et al., 2023).

1.2.2.3 ADN extracellulaire: L'ADN extracellulaire (eDNA) représente I'un des constituants
majeurs de la matrice extracellulaire des biofilms bactériens. 1l provient principalement de la
lyse de certaines cellules bactériennes ou de mecanismes actifs de libération, puis s'accumule
dans I'environnement immédiat des communautés microbiennes. Une fois libéré, cet ADN
s'integre aux substances polymériques extracellulaires entourant les cellules et participe a

I'organisation générale du biofilm (Sharma & Rajpurohit, 2024; Yang et al., 2022).

Au sein de la matrice extracellulaire, 'eDNA joue un réle important dans la cohésion et la
stabilité structurale du biofilm. Il interagit avec différents constituants des EPS, notamment les
exopolysaccharides et certaines protéines matricielles, contribuant ainsi au renforcement du
réseau polymérique. Ces interactions favorisent le maintien de I'architecture tridimensionnelle du

biofilm et I'adhésion des bactéries aux surfaces colonisées (Rath et al., 2025; Wang et al., 2022).

L'eDNA intervient également dans l'adaptation des communautés bactériennes aux
contraintes environnementales. En participant a la consolidation de la matrice extracellulaire, il
contribue a la protection des cellules contre différents stress, y compris I'exposition a certains
agents antimicrobiens. Cette propriété participe a la capacité des biofilms a persister dans divers
environnements, notamment industriels et agroalimentaires (Ragupathi et al., 2024; Flemming et
al., 2023).

Chez certaines bactéries, comme Pseudomonas aeruginosa, I'ADN extracellulaire est
considéré comme un élément essentiel de la structure biofilmique. Des travaux expérimentaux
ont montré que sa présence influence directement les propriétés mécaniques du biofilm et
favorise la cohésion cellulaire, tandis que sa dégradation peut entrainer une altération de

I'organisation de la matrice extracellulaire (Ferguson et al., 2023).

Ainsi, I'eDNA contribue de maniére significative a l'organisation et a la stabilité des
biofilms bactériens. Son implication dans les interactions entre les constituants de la matrice
extracellulaire participe au maintien et a la persistance des communautés microbiennes dans
différents milieux (Rath et al., 2025; Sharma & Rajpurohit, 2024).

1.2.2.4 Eau : L'eau constitue un élément majeur de la matrice extracellulaire des biofilms
bactériens. Plusieurs études indiquent que la structure globale d'un biofilm est largement
constituée d'eau, qui peut représenter une proportion tres importante de sa composition totale.

Cette eau est retenue au sein de la matrice polymérique contribuant ainsi au maintien de
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I'nydratation et de I'intégrité structurale des communautés microbiennes (Flemming et al., 2023;
Quan et al., 2022).

Dans les biofilms, I'eau peut exister sous différentes formes, notamment sous forme d'eau
libre et d'eau associée aux composants de la matrice. L'eau liée est adsorbee aux structures
polymériques de I'EPS, tandis que I'eau libre circule a travers les pores et les canaux présents
dans l'architecture tridimensionnelle du biofilm. Ces microstructures hydratées facilitent la
circulation de nutriments, de molécules de signalisation et de produits métaboliques a I'intérieur

de la communauté bactérienne (Quan et al., 2022).

La présence d'eau au sein du biofilm joue également un réle important dans ses propriétés
physiques et mécaniques. En interagissant avec les substances polymériques extracellulaires qui
composent la matrice, I'eau contribue & maintenir I'hydratation et I'organisation structurale du
biofilm. Cette interaction participe indirectement développement de propriétés telles que la
viscosité, I'élasticité et la cohésion de la matrice. Ces caractéristiques conferent aux biofilms une
certaine capacité d'adaptation et leur permettent de mieux résister aux contraintes mécaniques
ainsi qu'aux forces de cisaillement rencontrées dans différents environnements (Hasan &
Aggarwal, 2025).

En revanche, la capacité de la matrice extracellulaire a retenir I'eau dépend étroitement de
sa composition chimique. Les groupes fonctionnels hydrophiles présents dans les
polysaccharides et les protéines favorisent lI'adsorption et la rétention de I'eau dans la matrice, ce

qui participe a la stabilité structurale du biofilm (Wu et al., 2022).

De ce fait, I'eau représente un composant essentiel de la matrice extracellulaire des
biofilms. En contribuant a la structuration du biofilm, au transport des molécules et aux
propriétés mécaniques de la matrice, elle joue un réle déterminant dans la stabilité et le
fonctionnement des communautés microbiennes (Hasan & Aggarwal, 2025; Flemming et al.,
2023).

1.2.3.Hétérogénéité physiologique au sein du biofilm : Les biofilms bactériens représentent des
structures complexes au sein desquelles les cellules ne présentent pas toutes les mémes
caractéristiques physiologiques. En effet, les bactéries qui composent ces communautés peuvent
adopter différents états métaboliques en fonction de leur position dans la structure du biofilm et
des conditions environnementales locales. Les variations de disponibilit¢ en nutriments, en
oxygene ou en autres facteurs physico-chimiques conduisent ainsi a la formation de
microenvironnements distincts qui influencent I'activité et le comportement des cellules
bactériennes (Obando & Serra, 2024; Jo et al., 2022).
12
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L'organisation tridimensionnelle du biofilm favorise également I'apparition de gradients
chimiques et physiques au sein de la communauté microbienne. Par exemple, les bactéries
situées dans les couches externes du biofilm consomment rapidement les nutriments et I'oxygéne
disponibles, ce qui entraine une diminution progressive de ces ressources dans les zones plus
profondes. Ces différences de conditions environnementales conduisent a I'émergence de sous-
populations bactériennes présentant des activités métaboliques distinctes et contribuent a la
diversité fonctionnelle de la communauté microbienne (Evans et al., 2023; Jo et al., 2022).

En outre, les interactions entre les cellules et la structuration spatiale du biofilm participent
a la différenciation physiologique des populations bactériennes. Certaines cellules peuvent ainsi
adopter des états physiologiques particuliers en réponse aux contraintes locales ou aux
mécanismes de régulation génétique. Cette organisation spatiale et fonctionnelle joue un role
essentiel dans le comportement collectif des micro-organismes et dans leur capacité d'adaptation

aux conditions environnementales changeantes (Miranda et al., 2025; Zhang et al., 2022).

Par ailleurs, I'nétérogénéité physiologique des biofilms constitue un facteur important
expliquant leur tolérance accrue aux agents antimicrobiens. La présence de cellules présentant
des niveaux d'activité métabolique variables peut limiter I'efficacité des traitements et favoriser
la persistance de certaines bactéries au sein de la matrice du biofilm. (Obando & Serra, 2024;
Bridier & Briandet, 2022).

1.3. Etapes de formation du biofilm

La formation du biofilm correspond a un processus évolutif au cours duquel les bactéries
passent progressivement d'un état libre a une organisation communautaire structurée a la surface
d'un support. Ce développement s'effectue selon plusieurs étapes successives comprenant
I'adhésion initiale des cellules, leur fixation durable, la maturation du biofilm puis la dispersion
des bactéries vers d'autres environnements. Chacune de ces étapes dépend de nombreux facteurs
biologiques et environnementaux qui influencent l'organisation et la stabilité de la communauté
microbienne (Olaimat et al., 2024; Sauer et al., 2022).

1.3.1.Adhésion réversible : L'adhésion réversible constitue la premiere étape du processus de
formation du biofilm. Au cours de cette phase, les bactéries entrent en contact avec une surface
sans établir immédiatement une fixation permanente. Les interactions entre les cellules
bactériennes et le support sont principalement régies par des forces physico-chimiques telles que
les interactions électrostatiques, les forces de Van der Waals et les interactions hydrophobes. Ces
interactions temporaires permettent aux bactéries d'explorer la surface avant la mise en place
d'un attachement plus stable (Liu et al., 2023; Zhu et al., 2022) (Figure 3, A)
13
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Dans les environnements agroalimentaires, cette phase joue un réle essentiel dans
I'initiation des biofilms sur les équipements de transformation. Les surfaces fréquemment
utilisées dans l'industrie, comme l'acier inoxydable, le polyéthyléne ou le polystyrene, peuvent
favoriser I'adhésion de plusieurs bactéries pathogénes, notamment Escherichia coli, Salmonella
Enteritidis et Campylobacter jejuni. Différentes études ont montré que ces microorganismes
ssedent une forte capacité d'attachement a ces matériaux, ce qui favorise la contamination croisée

au sein des chaines de production alimentaire (Carvalho et al., 2023; Ciolacu et al., 2022).

Les propriétés des surfaces influencent également I'efficacité de cette adhésion initiale. La
rugosité, I'hydrophobicité ainsi que la composition chimique des matériaux modifient les
interactions entre les bactéries et le substrat. Les surfaces présentant des irrégularités ou certaines
caractéristiques physico-chimiques peuvent offrir des conditions favorables a la fixation
bactérienne. A l'inverse, des matériaux modifiés ou dotés de propriétés antimicrobiennes peuvent
limiter I'attachement des cellules et réduire les premiéres étapes de développement du biofilm
(Mu et al., 2023; Ciolacu et al., 2022).

Dans les industries agroalimentaires, les surfaces de travail sont souvent recouvertes d'un
film de conditionnement constitué de résidus organiques provenant des aliments transformés,
notamment des protéines, des lipides et d'autres composés nutritifs. Cette couche modifie les
propriétés de la surface et crée un environnement favorable a I'adhésion bactérienne. La richesse
nutritionnelle de ce film peut stimuler I'activité métabolique des microorganismes et faciliter leur
fixation ainsi que le début de la colonisation microbienne ( Liu et al., 2023 ; Pérez-Alonso et al.,
2023).

Les conditions environnementales présentes dans les systémes de transformation
alimentaire influencent également les phénomenes d'adhésion bactérienne. Les forces de
cisaillement générées par I'écoulement des liquides, de méme que les propriétés rhéologiques du
milieu, peuvent agir sur les mécanismes d'attachement et de détachement des cellules
bactériennes. Ces parametres interviennent dans la stabilité des interactions initiales et
conditionnent ainsi I'établissement du biofilm sur les surfaces industrielles (Adeboye et al.,
2024).

1.3.2.Adhésion irréversible: Aprés la phase d'adhésion réversible, certaines cellules
bactériennes établissent une interaction plus stable et durable avec la surface, conduisant a I'étape
dite d'adhésion irréversible. A ce stade, les micro-organismes commencent a synthétiser des
substances polymériques extracellulaires (EPS) qui facilitent leur ancrage permanent et

favorisent I'agrégation cellulaire. Cette transition correspond au passage d'un contact temporaire
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a une fixation solide des bactéries sur la surface (Olaimat et al., 2024; Sauer et al., 2022).
(Figure 3, B)

La formation de la matrice extracellulaire constitue un élément essentiel de cette étape. Les
EPS, composees principalement de polysaccharides, de protéines, de lipides et d'ADN
extracellulaire, assurent la cohésion entre les cellules et renforcent leur attachement au support.
Cette matrice joue également un role protecteur en limitant I'action des agents antimicrobiens et
en favorisant la survie des bactéries dans les environnements agroalimentaires (Olaimat et al.,
2024; Liu et al., 2023).

Dans les installations de transformation alimentaire, I'adhésion irréversible est fortement
influencée par les propriétés des surfaces en contact avec les aliments, telles que l'acier
inoxydable ou certains matériaux polymériques. Des études ont montré que les bactéries peuvent
rapidement passer d'une adhésion initiale a une fixation stable, ce qui facilite la formation

précoce de biofilms sur les surfaces industrielles (Akter et al., 2025; Ciolacu et al., 2022).

Au cours de cette phase, les cellules bactériennes commencent également a se multiplier et
a former de petites agrégations appelées microcolonies. Ces structures représentent les premieres
organisations du biofilm et constituent une étape intermédiaire avant le développement d'une
architecture tridimensionnelle plus complexe lors de la phase de maturation (Akter et al., 2025;
Sauer et al., 2022).

1.3.3.Maturation: La phase de maturation correspond a une étape avancée du développement du
biofilm au cours de laquelle les microcolonies bactériennes évoluent vers une structure plus
dense, organisée et stable. Cette évolution s'accompagne d'une augmentation importante de la
biomasse microbienne ainsi que d'une production accrue (EPS) formant la matrice entourant les
cellules bactériennes. Cette matrice joue un réle essentiel dans la cohésion et le maintien de la
structure biofilmique, en particulier sur les surfaces rencontrées dans les environnements
agroalimentaires (Akter et al., 2025; Liu et al., 2023) (Figure 3, C).

Au cours de cette etape, le biofilm développe progressivement une architecture
tridimensionnelle complexe. Les bactéries s'organisent en agrégats cellulaires insérés dans une
matrice extracellulaire composée de différents constituants organiques. Cette organisation
favorise I'apparition de pores et de canaux internes assurant la circulation des nutriments, de I'eau
et des composés métaboliques a l'intérieur du biofilm. Ces échanges contribuent au maintien de
l'activité cellulaire et a la survie des microorganismes dans différentes conditions
environnementales (Akter et al., 2025; Shineh et al., 2023).
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La maturation du biofilm est également contrdlée par des mécanismes de communication
cellulaire. Les bactéries utilisent notamment des systemes de quorum sensing basés sur la
synthése et la détection de molécules signal permettant de coordonner I'expression de nombreux
génes impliqués dans l'organisation et la consolidation de la communauté microbienne. Cette
régulation collective favorise l'adaptation des bactéries aux variations de l'environnement et

participe a la stabilité du biofilm mature (Biswas et al., 2025; Zhang et al., 2023).

A ce stade de développement, les biofilms présentent généralement une tolérance élevée
aux agents antimicrobiens ainsi qu'aux procédés de nettoyage et de désinfection employés dans
Iindustrie agroalimentaire. La matrice extracellulaire limite la pénétration des substances
antimicrobiennes, tandis que l'organisation physiologique des cellules favorise la mise en place
de mécanismes d'adaptation au stress. Cette résistance contribue a la persistance des biofilms sur
les surfaces industrielles et représente une source importante de contamination dans les unités de

transformation alimentaire (Liu et al., 2023; Shineh et al., 2023).

1.3.4.Dispersion: La dispersion correspond a la phase terminale du développement du biofilm.
Au cours de cette étape, une partie des cellules bactériennes se détache de la structure
biofilmique et retrouve un état planctonique. Ce mécanisme favorise la dissémination des
microorganismes dans I'environnement ainsi que la colonisation de nouvelles surfaces,
contribuant ainsi a I'expansion des biofilms dans différents milieux, notamment dans les

environnements agroalimentaires (Li et al., 2025; Sun et al., 2025) (Figure 3, D).

Le détachement des bactéries peut étre influencé par plusieurs facteurs environnementaux.
Les variations de disponibilité des nutriments, les modifications des conditions physico-
chimiques du milieu ou encore les contraintes mécaniques peuvent favoriser la libération des
cellules a partir du biofilm. Dans les industries agroalimentaires, certaines opérations telles que
les mouvements de fluides, la découpe ou la manipulation des produits peuvent provoquer la
dispersion de cellules bactériennes et faciliter leur transfert vers d'autres surfaces, augmentant

ainsi les risques de contamination croisée (Li et al., 2025; Kwok et al., 2022).

Sur le plan biologique, la dispersion s'accompagne souvent d'une altération progressive de
la matrice extracellulaire assurant la cohésion du biofilm. La synthése d'enzymes capables
d'hydrolyser différents constituants de cette matrice, notamment les polysaccharides, les
protéines et I'ADN extracellulaire, contribue a la désorganisation de la structure biofilmique et a
la libération des cellules bactériennes. En parallele, l'inactivation de certains mécanismes
impliqués dans I'adhésion et le maintien du biofilm peut également favoriser le détachement

cellulaire. Ces phénomenes représentent aujourd’hui des cibles importantes dans le
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développement de nouvelles approches de contréle des biofilms (Sun et al., 2025; Wang et al.,
2023).

Dans les environnements agroalimentaires, les bactéries libérées aprés dispersion peuvent
présenter des capacités d'adaptation leur permettant de survivre et de coloniser rapidement de
nouvelles surfaces. Cette dissémination participe a la propagation des microorganismes au sein
des installations industrielles et constitue un facteur important dans les phénoménes de
contamination microbiologique. L'étude des mécanismes impliqués dans cette étape demeure
donc essentielle pour mieux comprendre la dynamique des biofilms et renforcer les stratégies de

maitrise appliquées dans I'industrie alimentaire (Li et al., 2025 ; Sun et al., 2025).
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Figure 2: les étapes de formation des biofilms (luo et al., 2022)
1.4. Mécanismes moléculaires impliqués

La formation des biofilms résulte de I'intervention de plusieurs mécanismes moléculaires
permettant aux bactéries d'adhérer aux surfaces, de communiquer entre elles et de s'‘organiser en
communautés structurées. Ces mécanismes reposent notamment sur l'action de différentes
structures de surface et de molécules d'adhésion qui facilitent les interactions entre les cellules
bactériennes et leur environnement. Les fimbriae, les flagelles ainsi que certaines protéines
membranaires jouent un réle déterminant dans les premieres étapes de colonisation et dans le
maintien de I'organisation du biofilm. Dans les environnements agroalimentaires, ces facteurs
favorisent l'installation et la persistance des bactéries sur les surfaces de transformation, ce qui
représente un enjeu important pour la qualité microbiologique et la sécurité sanitaire des aliments
(Olaimat et al., 2024; Shineh et al., 2023).

1.4.1.Facteurs d'adhésion : L'adhésion bactérienne Constitue une étape déterminante dans

I'initiation des biofilms, car elle permet aux cellules de se fixer aux surfaces avant de former une
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communauté structurée. Cette fixation dépend principalement de plusieurs structures cellulaires,
notamment les fimbrial les flagelles et les protéines de surface, qui facilitent le contact initial
avec les substrats et favorisent la Colonisation durable des surfaces agroalimentaires (Bon
Cucerzon et al., 2025; Olimat et al; 2024).

1.4.1.1 Fimbriae: Ce sont des structures filamenteuses localisées a la surface de nombreuses
bactéries et jouent un réle déterminant dans les premiéres étapes de l'adhésion aux surfaces
biotiques ou abiotiques. Ces appendices protéiques permettent aux cellules bactériennes d'établir
des interactions spécifiques avec différents substrats, favorisant ainsi I'attachement initial et la
colonisation des surfaces, notamment dans les environnements liés a la transformation et a la

manipulation des aliments (Corcionivoschi et al., 2025; Kim et al., 2022).

Parmi ces structures, certaines fimbriae, telles que les curli fimbriae, sont particulierement
impliquées dans les processus d'adhésion et dans la structuration du biofilm. Chez Escherichia
coli, I'expression de ces fimbriae est souvent associée a la production de composants
extracellulaires, comme la cellulose, qui participent a la formation et a la stabilisation de la

matrice du biofilm (Fang et al., 2022).

En industrie agro-alimentaires, les fimbriae contribuent également a la capacité de
certaines bactéries pathogénes a persister sur diverses surfaces utilisées lors des opérations de
transformation ou de stockage des aliments. En facilitant l'attachement et l'agrégation des
cellules bactériennes, ces structures favorisent I'établissement et le maintien du biofilm, ce qui
peut accroitre le risque de contamination des produits alimentaires et rendre les opérations de
nettoyage et de désinfection plus difficiles a réaliser efficacement (Corcionivoschi et al., 2025;
Kim et al., 2022).

1.4.1.2 Flagelles : Les flagelles sont des structures filamenteuses présentes a la surface de
nombreuses bactéries et jouent un réle important dans leur capacité de déplacement. Au-dela de
leur fonction motrice, ces appendices participent également aux premieres interactions entre les
cellules bactériennes et les surfaces environnantes. La motilité qu'ils conférent permet aux
bactéries de se rapprocher des substrats et d'explorer leur environnement, facilitant ainsi les
premiéres étapes de lI'adhésion et la colonisation de nouvelles niches écologiques (Vilas Boas et
al., 2024; Chhibber & Zgair, 2022).

Dans les environnements agro-alimentaires, la motilité flagellaire intervient
particulierement lors des phases initiales de formation du biofilm. Une étude menée sur
Escherichia coli O157:H7 a montré que les flagelles contribuent & I'adhésion des bactéries sur
différentes surfaces, notamment I'acier inoxydable, le verre et certains produits végétaux frais, ce
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qui souligne leur implication dans les phénomenes de contamination des surfaces en contact avec
les aliments (Zhai et al., 2024).

Sur le plan moléculaire, plusieurs genes impliqués dans lI'assemblage et le fonctionnement
du flagelle participent également aux mécanismes d'adhésion et de colonisation bactérienne. Par
exemple, le géne flgK, impliqué dans la structure du complexe flagellaire, influence la motilité
des bactéries ainsi que leur capacité d'adhésion et d'invasion cellulaire chez certaines espéces

pathogenes d'intérét alimentaire (Li et al., 2023).

Par ailleurs, différentes études indiquent que la perturbation ou l'inhibition de la motilité
flagellaire peut réduire la capacité d'adhésion bactérienne et limiter les premiéres étapes du
développement du biofilm. Ces observations confirment que les flagelles jouent un rdle essentiel
dans la transition entre I'état planctonique et I'établissement de communautés bactériennes

structurées a la surface des substrats (Jiang et al., 2025; Vilas Boas et al., 2024).

1.4.1.3 Protéines de surface : Les protéines de surface jouent un réle essentiel dans I'adhésion
des bactéries aux surfaces biotiques et abiotiques. En permettant des interactions spécifiques
entre les cellules bactériennes et leur environnement, elles facilitent I'attachement initial aux
différents substrats et favorisent l'installation des microorganismes sur les surfaces. Cette étape
représente un processus fondamental dans I'initiation de la formation des biofilms, en particulier
dans les environnements agroalimentaires ou les surfaces de transformation peuvent constituer

des sites propices a la colonisation bactérienne (Olaimat et al, 2024; Shineh et al., 2023).

Certaines de ces protéines appartiennent a la famille des MSCRAMMS (Microbial Surface
Components Recognizing Adhesive Matrix Molecules). Ces molécules sont capables de
reconnaitre et de se fixer a différents composés présents dans la matrice extracellulaire ou a la
surface des matériaux. Grace a ces interactions, les bactéries peuvent adhérer plus efficacement
aux surfaces alimentaires et persister dans les installations de transformation des aliments.
Plusieurs genes impliqués dans la synthese de ces protéines dadhésion ont dailleurs été
identifiés chez des bactéries isolées de produits alimentaires préts a consommer (Chajecka-

Wierzchowska et al., 2023).

Dans les environnements industriels, les protéines de surface participent également a I'adhésion
des bactéries aux matériaux utilisés dans les équipements de transformation alimentaire. Cette
propriété favorise I'établissement et le maintien des biofilms sur les surfaces de contact, ce qui
peut contribuer a des contaminations persistantes et réduire I'efficacité des opérations de
nettoyage et de désinfection (Olaimat et al., 2024; Zhu et al., 2022).
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Par ailleurs, certaines protéines membranaires interviennent directement dans
I'organisation structurale du biofilm. Chez Vibrio cholerae, par exemple, la protéine OmpU
participe a l'assemblage de la matrice extracellulaire et contribue a la stabilité du biofilm en
renforcant les interactions entre les cellules bactériennes et leur support d'adhésion (Cucerzan et
al., 2025; Potapova et al., 2024 ; Olaimat et al., 2024).

Ainsi, les protéines de surface interviennent dans plusieurs mécanismes impliqués dans le
développement des biofilms, notamment l'adhésion initiale, I'organisation cellulaire et le

maintien de la structure biofilmique.

1.4.2.Communication cellulaire (quorum sensing): Le quorum sensing (QS) correspond a un
systeme de communication bactérienne permettant aux cellules de coordonner collectivement
certaines fonctions biologiques en fonction de la densité de population. Ce mécanisme repose sur
la production et la détection de petites molécules signal appelées auto-inducteurs, dont
I'accumulation dans I'environnement déclenche une réponse génétique coordonnée lorsque leur

concentration atteint un seuil critique (Ding et al., 2024; Zhou et al., 2020).

Ce systeme de régulation intervient dans de nombreux processus physiologigues,
notamment la formation du biofilm, I'expression des facteurs de virulence et lI'adaptation aux
contraintes environnementales. Chez les bactéries pathogénes d'origine alimentaire, le QS
contréle I'expression de genes impliqués dans I'adhésion cellulaire et la production de la matrice
extracellulaire, facilitant ainsi la persistance des microorganismes dans les environnements de

transformation et de stockage des aliments (Ding et al., 2024).

Chez certaines espéces telles que Listeria monocytogenes, plusieurs systéemes de
signalisation, notamment les systéemes Agr et LuxS, participent a la régulation des genes associés
a la virulence et a la formation du biofilm. L'activité de ces systémes peut étre modulée par
différents facteurs environnementaux, tels que la température, la disponibilité des nutriments ou
I'exposition a des agents désinfectants, permettant ainsi aux bactéries d'adapter leur
comportement aux conditions rencontrées dans les environnements alimentaires (Pang et al.,
2025).

De maniére comparable, chez les bactéries du genre Salmonella, les systemes de QS
contribuent a la régulation de la formation des biofilms ainsi qu'a la réponse aux stress
environnementaux. Cette régulation favorise la survie et la persistance des bactéries sur les
surfaces et dans les matrices alimentaires, ce qui représente un defi important pour la sécurité
alimentaire (Mi et al., 2024).
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En raison de son réle central dans la régulation de la formation du biofilm, le QS constitue
également une cible prometteuse pour le développement de nouvelles stratégies de contréle.
Plusieurs composés naturels, tels que I'eugénol ou la mangiférine, ont montré une capacité a
perturber les systemes de communication bactérienne, entrainant une réduction de I'expression
des facteurs de virulence et de la formation des biofilms (Al-Shabib et al., 2025; Ribeiro et al.,
2024).

Certaines bactéries bénéfiques, notamment les bactéries lactiques utilisées dans les
procedés fermentaires, peuvent également interférer avec les systemes de signalisation du QS.
Ces micro-organismes produisent des métabolites capables d'inhiber les molécules signal de type
AHL, limitant ainsi la formation de biofilms chez certaines bactéries pathogenes et ouvrant des
perspectives intéressantes pour le contrdle biologique dans l'industrie agro-alimentaire (Savijoki
etal., 2022).

1.4.3. Régulation génétique de la formation du biofilm : La formation du biofilm chez les
bactéries est contr6lée par des mécanismes de régulation génétiqgue complexes qui orchestrent
I'expression de nombreux génes impliqués dans I'adhésion cellulaire, la production de la matrice
extracellulaire et la persistance des microorganismes dans différents environnements. Cette
régulation permet aux bactéries d'adapter leur comportement aux conditions environnementales
et de favoriser I'établissement de communautés microbiennes structurées sur diverses surfaces
(Alsuwat et al., 2025).

Plusieurs études ont mis en évidence le r6le important des petits ARN non codants (SRNA)
dans la régulation de la formation du biofilm. Ces molécules interviennent principalement dans
la régulation post-transcriptionnelle de genes impliqués dans différents processus biologiques,
notamment la virulence, la motilité et la capacité des bactéries a former des biofilms (Zhang et
al., 2023; Li et al., 2022).

En outre, des analyses génomiques réalisées sur des souches bactériennes isolées dans des
environnements de transformation alimentaire ont permis d'identifier plusieurs genes associés a
la formation et a la persistance des biofilms. Parmi ces genes figurent notamment ceux impliqués
dans la production de structures de surface telles que les curli, la synthése de cellulose et les
mécanismes de motilité bactérienne, qui contribuent a la stabilité et au développement du biofilm
(Afrasiabi & Partoazar, 2024 ; Yang et al., 2023 )

1.5. Facteurs influencant la formation du biofilm

La formation des biofilms dépend de plusieurs paramétres environnementaux capables de

modifier le comportement des microorganismes et leurs interactions avec les surfaces. Parmi ces
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parametres, les facteurs physico-chimiques jouent un réle particulierement important puisqu'ils
influencent la croissance bactérienne, l'adhésion cellulaire, la production de la matrice
extracellulaire ainsi que l'organisation structurale du biofilm. Dans les environnements
agroalimentaires, des variations de température, de durée d'incubation ou de pH peuvent
favoriser ou limiter le développement des communautés microbiennes sur les surfaces de

transformation et de stockage des aliments (Olaimat et al., 2024 ; Rahman et al., 2024).

1.5.1. Facteurs physico-chimiques : Les facteurs physico-chimiques jouent un role important
dans la formation et I'évolution des biofilms bactériens car ils modifient directement les
conditions de croissance d'adhésion et de survie des microorganismes Parmi ces parameétres. la
température, le temps L'incubation et le pH pluvent influencer la structure du biofilms. La
production de matrice extracellulaire et la persistance des bactéries sur les surfaces agro
alimentaires (Chen et al., 2024; Olaimat et al., 2024 ; Rahman et al., 2024).

1.5.1.1 Température : La température paramétre environnemental majeur dans le gras
développement des biofilms bactériens, agit directement sur le métabolisme et la croissance des
microorganismes, influence leur aptitude a adhérer aux surfaces et a se Elle multiplier au sein
d'une communauté organisée. Les variations thermiques peuvent également modifier I'expression
de certains genes impliqués dans les mécanismes d'adhésion et dans la synthese de la matrice

extracellulaire, indispensable a la stabilité du biofilm (Javed et al., 2024; Rahman et al., 2024).

Eu industries agroalimentaires, les conditions de température peuvent favoriser ou ralentir
la formation des biofilms selon les espéces bactériennes concernées et les caractéristiques du
milicu. Certaines bactéries d'intérét alimentaire, comme Escherichia coli, possedent une grande
capacité d'adaptation et peuvent développer des biofilms dans différentes conditions thermiques
rencontrées lors de la transformation, du transport ou du stockage des aliments. Plusieurs études
ont montré que la température influence non seulement la rapidité de formation du biofilm, mais
aussi son épaisseur et son organisation structurale (Ghrair, 2024; Javed et al., 2024; Rahman et
al., 2024; Toubi et al., 2023 ).

1.5.1. 2 Temps d'incubation : Avec l'augmentation du temps de culture, les cellules déja fixées
a la surface poursuivent leur multiplication et produisent progressivement davantage de
substances polymeriques extracellulaires, favorisant ainsi le développement et la consolidation

de la matrice du biofilm (Maurya et al., 2022).

L'évolution du biofilm se fait de maniére progressive au cours du temps. Apres la phase
initiale d'adhésion, les bactéries s'‘organisent progressivement en microcolonies et développent
une structure plus dense et plus complexe. Cette maturation s'accompagne généralement d'une
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augmentation de la biomasse microbienne et d'une organisation tridimensionnelle plus élaborée
de la communauté bactérienne (Zhao et al., 2024; Maurya et al., 2022). Certaines bactéries telles
que Bacillus cereus et Staphylococcus aureus, montrent une capacité accrue a former des

biofilms lorsque la période d'incubation se prolonge. (Brahimi & Hattou, 2023).

1.5.1.3 pH: Les variations de pH peuvent affecter I'activité métabolique des microorganismes,
modifier leur capacité d'adhésion aux surfaces et agir sur la production des substances
polymériques extracellulaires. Certaines bactéries impliquées dans les contaminations
alimentaires, comme Listeria monocytogenes et Echerichia coli, possedent des mécanismes
d'adaptation leur permettant de survivre et de former des biofilms dans des conditions de pH
variables (Osek et al., 2022; Saint-Martin, 2022). Le pH peut également influencer les
interactions entre les différentes espéces présentes au sein des biofilms mixtes (Chen et al.,
2024).

Tableau 2: influence des facteurs physico-chimiques sur la formation des biofilms bactériens en

agrialimentaire (Chen et al., 2024 ; Javed et al., 2024 ; Rahman et al., 2024, Zhao et al., 2024 ;
Maurya et al., 2022 ; Osek et al., 2022) :

facteur Impact sur la formation du biofilm

Modifie le métabiolisme et 1’adhésion des
bactéries : certaines espéces.

Températeur S’adaptent a différentes conditions
thermiques rencontreées lors de la
transformation et du stockage des aliments.

Favorise la maturation et I’augementation de
Durée d’incubation la biomasse des microcolonies, renforgant la
structure du biofilm

Influence I’activité métabiolique 1’adhésion
PH cellulaire et I’organisation spatiales des
communautes microbiennes.

1.5.2. Facteurs nutritionnels : La formation d'un biofilm dépend aussi des ressources nutritives
disponibles dans le milieu. En effet, le source de Carbone et la composition du millier peuvent
favoriser ou limite la croissance bactérienne, lI'adhésion aux surface et la production de to
motrice extracellulaire, ce qui influence directement I'évolution et le stabilité du biofilm (Hu et
al., 2025; Hu et al., 2022; Maurye et al., 222).

1.5.2.1 La source de carbone: Parmi les différents éléments nutritifs, les sources de carbone
représentent un facteur essentiel puisqu'elles fournissent I'énergie nécessaire a la croissance

cellulaire et au fonctionnement du métabolisme bactérien. Le glucose, notamment, intervient
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dans plusieurs mécanismes associes a I'adhésion des cellules bactériennes et a la production de la
matrice extracellulaire (Hu et al., 2022).

Plusieurs travaux indiquent que la disponibilité des sources carbonées, Comme le glucose,
peut modifier la capacité des bactéries a former des biofilms. Chez Escherichia coli, les
conditions nutritionnelles du milieu influencent I'adhésion cellulaire, I'accumulation de biomasse
et I'organisation de la structure du biofilm & la surface des matériaux (Hu et al., 2022 ; Maurya et
al., 2022).

L’utilisation du glucose par les bactéries est régulée par différents systémes métaboliques,
notamment le systeme phosphotransférase (PTS), impliqué dans le transport et la transformation
des sucres au sein de la cellule. Ce mécanisme contribue a l'adaptation des microorganismes aux
variations des ressources nutritives et peut influencer leur comportement physiologique ainsi que

leur aptitude a se développer en biofilm (Zeng et al., 2023).

1.5.2. 2 Composition du milieu : La composition du milieu de culture incluant au biofilm la
disponibilité des nutriments ainsi que la présence de composés organiques ou minéraux peuvent
influencer la croissance des micro-organismes, leur capacité d'adhésion aux surfaces et la

synthese de la matrice extracellulaire caractéristique des biofilms (Hu et al., 2022).

Les modifications de la composition du milieu nutritif peuvent également avoir un impact
sur la dynamique de développement et l'organisation structurale des biofilms chez montre
différentes espéces bactériennes. Une étude récente menée par Hu et ses collaborateurs a montré
que la présence de nutriments spécifiques dans le milieu favorise la prolifération bactérienne et

contribue & la formation de biofilm (Hu et al., 2025).

1.5.3. Nature et propriétés des surfaces : L'acier inoxydable est un matériau largement utilisé
dans l'industrie agroalimentaire en raison de sa résistance a la corrosion, de sa solidité et de sa
facilité d'entretien. Toutefois, malgré ces caractéristiques, il peut constituer un support favorable
a l'adhésion des microorganismes et a la formation de biofilms lorsque les conditions de

croissance sont adéquates (Ciolacu et al., 2022; Mazaheri et al., 2022).

L'adhésion bactérienne sur les surfaces en acier inoxydable est fortement influencée
propriétés physiques et chimiques de ces surfaces. Parmi ces facteurs, la rugosité de joue un réle
déterminant dans la phase initiale d'attachement des bactéries. 1l a été montré que certaines
rugosite de surface peuvent favoriser I'adhésion de bactéries telles que Listeria monocytogenes,

facilitant ainsi le développement ultérieur du biofilm (Pathirajah et al., 2022).

1.5.3.1 Rugosité : La rugosité de surface joue un role essentiel, car elle modifie les interactions

physico-chimiques entre les cellules bactériennes et le support. En augmentant la surface de
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contact et en créant des micro-irrégularités, la rugosité peut faciliter I'adhésion initiale des micro-

organismes (Mu et al., 2023).

Les surfaces présentant une rugosité plus élevée offrent davantage de zones favorables a la
fixation des bactéries et peuvent également protéger les cellules microbiennes contre certaines
contraintes environnementales, telles que les forces de cisaillement ou les opérations de et
nettoyage et de désinfections Ces conditions favorisent la colonisation microbienne et

contribuent au développement progressif du biofilm (Li et al., 2023).

Dans le domaine agroalimentaire, les matériaux utilisés pour les équipements, comme
I'acier inoxydable, peuvent présenter différentes caractéristiques de rugosité influencant
I'adhésion bactérienne. Plusieurs études ont montré que la modification des propriétés de surface,
par exemple par I'application de revétements spécifiques, peut réduire l'adhésion microbienne et
limiter ainsi la formation de biofilms sur ces surfaces (Ferndndez-Gémez et al., 2022).

1.5.3.2 Hydrophobicité : Les caractéristiques physico-chimiques des surfaces constituent un
facteur déterminant dans les étapes initiales de lI'adhésion bactérienne et dans I'établissement
influencour des biofilms. Parmi ces parametres, I'nydrophobicite qui joue un réle essentiel, en
influence les interactions entre les cellules microbiennes et les matériaux. En effet, la nature
hydrophobe ou hydrophile d'une surface modifie les forces d'interaction a l'interface cellule-
surface, ce qui peut favoriser ou au contraire limiter I'attachement initial des bactéries (Mu et al.,
2023).

En général, les micro-organismes posseédant une surface cellulaire hydrophobe présentent
une plus grande affinité pour les surfaces de méme nature, ce qui facilite leur adhésion.
Toutefois, certaines surfaces présentant des propriétés superhydrophobes peuvent réduire
I'attachement bactérien en diminuant la zone de contact effective entre les cellules et le substrat
(Skilbeck et al., 2023).

1.5.4. Film de conditionnement : Le film de conditionnement représente une étape importante
avant l'adhésion bactérienne proprement dite. En effet, I'accumulation de dépdts organiques sur
les surfaces modifie leurs caractéristiques initiales et crée des combitions pouvant fociliter la
fixation des microorganismes et le développement ultérieur du biofilm (lim et al., 2023 ; Alonso
et al., 2023).

1.5.4.1 Dépdts organiques : Avant que les micro-organismes ne s'attachent a une surface, celle-
ci peut étre rapidement recouverte par une fine couche de molécules organiques appelée film de
conditionnement. Cette couche est généralement composeée de différentes substances issues du

milieu environnant, notamment des protéines, des lipides et d'autres macromolécules. La
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formation de ce film modifie les propriétés physico-chimiques de la surface et peut influencer les

interactions entre les bactéries et le substrat (Liu et al., 2023).

La présence de ces dép6ts organiques facilite souvent I'adhésion des micro-organismes en

créant une interface favorable a leur fixation. Dans certains environnements, en particulier la

dans les lignes de transformation alimentaire, I'accumulation de résidus organiques sur des
surface equipements peut favoriser l'installation et le développement des biofilms (Perez Alonso
et al., 2023).

Ces films organiques peuvent également jouer un r6le dans les étapes ultérieures du
développement du biofilm, tout en fournissant des nutriments ou en modifiant les interactions
entre les cellules bactériennes et la surface. La composition et la nature de ces dépots
conditionnent ainsi la colonisation microbienne et la stabilité des biofilms (Liu et al., 2023 ;
Perez Alonso et al., 2023).

1.5.4.2 Modification des propriétés de surface : Lorsqu'une surface solide entre en contact
avec un milieu liquide, différentes molécules organiques et substances polymériques peuvent s'y
adsorber rapidement, conduisant a la formation d'un film de conditionnement. Cette couche
modifie les propriétés physico-chimiques de la surface, notamment I'nydrophobicité, la charge
électrique et I'énergie de surface, ce qui influence directement les interactions entre les micro-
organismes et le matériau. Ces changements jouent un rdle important dans les premiéres étapes

de l'adhésion bactérienne et dans l'initiation de la formation du biofilm (Talluri et al., 2021).

Les (EPS) sécrétées par certaines bactéries peuvent eégalement participer a la constitution
de ce film. Leur accumulation a l'interface solide- liquide peut modifier plusieurs parametres de
surface, tels que I'angle de contact ou le potentiel zéta, ce qui influence la capacité des cellules
bactériennes a s'attacher au substrat. Selon les caractéristiques du milieu et des micro-organismes
impliqués, cette couche peut ainsi favoriser ou limiter I'adhésion microbienne et par conséquent
la formation de biofilm (Wang et al., 2025).

Dans le domaine agroalimentaire, les surfaces peuvent également étre recouvertes de fines
couches liquides contenant des composes organiques et des nutriments. Méme lorsque les
surfaces paraissent séches a 1'ceil nu, ces microfilms favorisent I'adhésion des micro- organismes

et facilitent I'établissement de biofilms persistants. (Perez-Alonso et al., 2023).
1.6. Importance des biofilms en industrie agroalimentaire

Les biofilms occupent une place importante dans les problématiques microbiologiques

rencontrées au sein des industries agroalimentaires. Leur aptitude a se développer sur différentes
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surfaces de transformation et a persister malgré les opérations Le nettoyage et de désinfections
favorise la contamination des équipements et des produits alimentaires. De ce fait, ils
représentent a la fois un risque sanitaire et une source de pertes économiques pour les industries

de transformation alimentaire (Ban-Cucerzan et al., 2025 ;Olaimat et al., 2024 ).

Dans les environnements agroalimentaires, les équipements et les installations de series:
Dans les environments agros a l'adres, lon des microorganismes et au développement des
biofilms. Les bactéries peuvent coloniser différents types de matériaux couramment utilisés dans
les chaines de transformation, notamment I'acier inoxydable, les polymeres ou encore les
surfaces plastiques, ce qui favorise I’installations durable des biofilms (Carvalho et al., 2023;
Dula et al., 2021).

L'adhésion initiale constitue une étape essentielle dans I'établissement du biofilm. Plusieurs
bactéries impliquées dans les contaminations alimentaires, telles que Salmonella, Escherichia
coli et Campylobacter jejuni, possédent des mécanismes leur permettant de se fixer efficacement
aux surfaces de contact alimentaire grace a différentes structures d'adhésion et a la production de

substances polymériques extracellulaires (Carvalho et al., 2023; Ciolacu et al., 2022).

Les conditions physicochimiques présentes dans les ateliers de transformation influencent
également la formation des biofilms. La disponibilité des nutriments, I'humidité, ainsi que les
propriétés des matériaux peuvent favoriser leur installation et leur maturation. Dans de telles
conditions, les surfaces de transformation peuvent devenir des réservoirs microbiens contribuant
a la persistance des bactéries et aux phénomenes de contamination croisée au cours des procédés
de fabrication (Olaimat et al., 2024; Dula et al., 2021).

Dans certains secteurs agroalimentaires caractérisés par une faible activité de I'eau, des
biofilms peuvent également se développer sur des surfaces apparemment seches. Malgré des
conditions moins favorables a la croissance bactérienne, ces structures microbiennes peuvent
persister durablement et représenter une source potentielle de contamination des aliments (Pérez-
Alonso et al., 2023).

Dans l'industrie laitiere, les biofilms observés sur les équipements sont fréquemment
composés de plusieurs espéces microbiennes associées entre elles. Cette organisation complexe
favorise les interactions cellulaires et améliore la capacité d'adaptation des microorganismes aux
contraintes environnementales ainsi qu'aux traitements de nettoyage et de désinfection (Yuan et
al., 2025; cherif anntar et al., 2016)

Dans les industries de transformation alimentaire, les biofilms représentent une difficulté

majeure pour les procédures de nettoyage et de désinfection. Les cellules bactériennes incluses
27



Chapite I : Le biofilm bactérien

dans la matrice extracellulaire bénéficient d'une protection qui réduit l'efficacité des agents
antimicrobiens (Pérez-Alonso et al., 2024; Li et al., 2021).

Cette organisation favorise également I'apparition de mécanismes de tolérance aux
désinfectants. Plusieurs phénomeénes peuvent étre impliqués, notamment des modifications de la
membrane cellulaire, I'activation de systemes d'efflux ou certaines adaptations physiologiques et
géneétiques permettant aux bactéries de résister aux traitements appliqués de maniere répétée
(Pérez-Alonso et al., 2024; Bland et al., 2022).

Les systemes de nettoyage en place (NEP ou CIP), largement utilisés dans les industries
agroalimentaires, reposent sur l'utilisation de solutions chimiques et de traitements thermiques
destinés a éliminer les contaminants présents sur les équipements. Cependant, les biofilms
peuvent persister malgré ces procédures et constituer des sources récurrentes de contamination

des produits alimentaires (Pant et al., 2023).

Les biofilms retrouvés dans ces environnements sont souvent composés de plusieurs
especes bactériennes interagissant entre elles. Cette diversité microbienne contribue a renforcer
la stabilité du biofilm et augmente sa tolérance vis-a-vis des désinfectants, ce qui rend leur

reduction et/ou élimination plus complexe (Li et al., 2021).

En plus des risques microbiologiques, les biofilms peuvent également étre a l'origine de
phénomeénes de corrosion et de colmatage des équipements industriels. Certaines activités
métaboliques bactériennes favorisent la détérioration progressive des surfaces métalliques, tandis
que l'accumulation de biomasse microbienne peut obstruer les conduites et perturber le
fonctionnement des systémes de circulation des fluides. Ces altérations peuvent réduire les
performances des installations et entrainer des codts supplémentaires liés a la maintenance et aux

arréts de production (Dawan et al., 2025; Nkemngong & Teska, 2024).

Les biofilms microbiens représentent une problématique importante dans les industries
agroalimentaires en raison de leur capacité a favoriser la survie et la persistance des
microorganismes sur les surfaces de transformation et les eéquipements de production. Les
bactéries organisées sous forme de biofilm peuvent subsister durablement dans les
environnements industriels et devenir une source continue de contamination des aliments (Liu et
al., 2023; Sharan et al., 2022).

Ils peuvent abriter plusieurs microorganismes pathogenes impliqués dans les maladies
d'origine alimentaire, notamment Listeria monocytogenes, Salmonella spp. et Staphylococcus
aureus (Liu et al., 2023; Dass & Wang, 2022).
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Les contaminations répétées peuvent entrainer l'altération des produits, le rappel de tots
commercialisés ainsi que des pertes financiéres considerables, tout en affectant la confiance des

consommateurs et I'image des industries concernées (Ban-Cucerzan et al., 2025; Sharan et al.,
2022).
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Chapitre 11 : Escherichia coli et sa capacité de formation du biofilm

11.1. Généralités sur Escherichia coli

Escherichia coli est I'une des bactéries les plus étudiées en microbiologie en raison de
sa grande diversité génétique, de sa capacité d'adaptation et de son implication dans les
contaminations alimentaires. Dans les environnements agroalimentaires, certaines souches
sont capables d'adhérer aux surfaces et de former des biofilms persistants sur les équipements
de transformation, ce qui représente un enjeu important pour la sécurité sanitaire des aliments.
La compréhension des caractéristiques biologiques et des mécanismes de formation du
biofilm chez E. coli est donc essentielle pour mieux appréhender sa persistance dans les
chaines de production alimentaire et développer des stratégies efficaces de contréle

microbiologique (Ban-Cucerzan et al., 2025; Sadeghzadeh et al., 2024).
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Figure 3: Ultrastructure de la bactérie Escherichia coli (Horton et al.,1994)

I1.1.1. Taxonomie et classification: Escherichia coli appartient a la famille des
Enterobacteriaceae, qui regroupe des bactéries a Gram négatif largement présentes dans le
tractus intestinal des animaux et de I'Homme (ANSES, 2024). Sa classification a longtemps
reposé sur des criteres phénotypiques et biochimiques, mais les avancées récentes en biologie
moléculaire ont permis d'affiner considérablement sa taxonomie. L'analyse des génomes a
notamment mis en évidence une grande diversité génétique au sein de I'espece, ainsi que des
relations phylogénétiques étroites avec certains genres proches, tels que Shigella, remettant en

question certaines distinctions classiques (Cobo-Simén et al., 2023).

Sur le plan phylogénétique, E. coli se subdivise en plusieurs groupes distincts qui
refletent sa diversité évolutive et ses capacités d'adaptation a différents environnements. Par

ailleurs, cette espéce est également classée en différents pathotypes, définis en fonction de
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leurs facteurs de virulence et de leur implication dans diverses pathologies. Parmi les plus
connus figurent les souches entérohémorragiques (EHEC) et les souches productrices de
shigatoxines (STEC), particuliérement étudiées dans le contexte de la sécurité alimentaire
(Alhadlaq et al., 2024).

Les études récentes soulignent également I'importante variabilité génétique des souches
d'E. coli, qui influence leur comportement biologique, leur capacité d'adaptation ainsi que leur
résistance aux agents antimicrobiens (Feng et al., 2023). Cette diversité met en évidence la
complexité de la classification de cette bactérie et justifie l'utilisation croissante d'approches
génomiques pour mieux comprendre sa taxonomie, son évolution et son réle dans les

environnements biologiques et agroalimentaires (Feng et al., 2023).

11.1.2. Caractéristiques morphologiques : Escherichia coli est une bactérie de forme
bacillaire, typique des microorganismes a Gram négatif. Cette morphologie en batonnet est
étroitement liée a l'organisation de son enveloppe cellulaire, constituée d'une membrane
interne, d'une membrane externe et d'une fine couche de peptidoglycane située dans I'espace
périplasmique (Maher et al., 2023; Chautrand et al., 2022).

L'enveloppe cellulaire joue un réle fondamental dans le maintien de la structure de la
bactérie. Chez E. coli, la couche de peptidoglycane assure a la fois la rigidité nécessaire a la
cellule et une certaine flexibilité, permettant le bon déroulement des processus de croissance

et de division cellulaire (Oldewurtel et al., 2023).

La forme bacillaire résulte de mécanismes complexes impliquant la synthese et la
réorganisation continue du peptidoglycane. Ces processus régulent l'allongement cellulaire
ainsi que la division, garantissant ainsi la stabilité de la morphologie caractéristique de
I'espéce (Oldewurtel et al., 2023).

Plus largement, la diversité des formes observées chez les bactéries reflete des
adaptations structurales spécifiques a leurs conditions de vie. Dans le cas d'E. coli, la forme en
batonnet est considérée comme avantageuse pour les échanges avec le milieu environnant et

pour l'organisation des activités cellulaires (Pavlova et al., 2022).

Certaines souches d'E.coli possedent des structures de surface, les flagelles, qui assurent
leur mobilité. Ces appendices, constitués de structures protéiques organisées, permettent a la
bactérie de se déplacer activement en réponse aux Vvariations de son environnement
(Minamino et al., 2023).
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Bien que la morphologie d'E.coli soit généralement stable, elle peut présenter une
certaine capacité d'adaptation en fonction des conditions du milieu. Cette plasticité repose sur
des ajustements au niveau de I'enveloppe cellulaire, tout en conservant les caractéristiques

morphologiques essentielles de la bactérie (Maher et al., 2023; Chautrand et al., 2022).

Figure 4: micrographies éléctriques a balayage montrant la morpjologie d'Escherichia
coli. la forme en batonnet et les flagelles (A) ainsi que 'organisation cellulaire dans une
colonie (B) sont clairement visibles, illustrant la structure cellulaire et les apprendices de

mobilité de cette bactérie Gram-négative (Buszewski et al., 2007)

11.1.3 Habitat et écologie de Escherichia coli : Escherichia coli est une bactérie gras
majoritairement présente dans le tractus intestinal des animaux a sang chaud ainsi que chez
I'nomme, ou elle participe a I'équilibre de la flore microbienne. Son élimination via les
matiéres fécales favorise sa dispersion dans I'environnement, notamment dans les sols, les
eaux et les milieux associés aux activités humaines. Cette capacité de dissémination explique
sa large distribution et son implication fréquente dans les phénomenes de contamination

environnementale et alimentaire (Okwuanaso et al., 2025; Agu et al., 2024).

Dans les écosystemes aquatiques, la présence de E. coli est etroitement liée aux apports
d'origine anthropique, tels que les effluents urbains, agricoles ou industriels. Ces rejets
contribuent a la contamination des eaux de surface et influencent la dynamique de la bactérie,
qui peut persister et étre transportée sur de longues distances. Ainsi, E. coli est couramment

utilisée comme indicateur de pollution fécale dans ces milieux (Rodriguez Arguelles, 2024).

Les sols agricoles représentent également un réservoir potentiel pour cette bactérie, en

particulier lorsqu'ils sont amendés avec des matiéres organiques d'origine animale. Bien que
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ces pratiques améliorent la fertilité des sols, elles peuvent également introduire des
microorganismes pathogénes et favoriser leur maintien dans I'environnement. Dans ce
contexte, E. coli peut interagir avec la microflore du sol et étre transférée vers les cultures, ce

qui constitue un enjeu important pour la sécurité sanitaire des aliments (Omar et al., 2025).

Dans les environnements de transformation agroalimentaire, notamment dans les
abattoirs et les unités de découpe, I'écologie microbienne est influencée par de multiples
sources de contamination. Les animaux, I'eau, l'air ambiant et les opérateurs contribuent a
I'introduction et a la circulation des bactéries. Par ailleurs, les conditions de traitement, telles
que les basses températures ou les interventions antimicrobiennes, exercent des pressions
sélectives susceptibles de favoriser l'installation de communautés microbiennes spécifiques

sur les surfaces de travail (Yang et al., 2024).

Les manipulateurs d'aliments constituent un maillon essentiel dans la transmission d’E.
coli. Le portage intestinal, souvent asymptomatique, peut étre a l'origine de contaminations
croisées au cours des différentes étapes de manipulation des denrées alimentaires. Cela
souligne l'importance du respect des régles d'hygiene et de la mise en place de mesures
préventives adaptées afin de limiter les risques de transmission (Okwuanaso et al., 2025).

11.2. Facteurs de virulence et mécanismes d'adhésion

La formation des biofilms chez Escherichia coli repose sur I’implication de plusieurs
facteurs de virulence incluant lI'adhésion, la mobilité et I'organisation des communautés
bactériennes. Ces mécanismes favorisent la colonisation de différentes surfaces, notamment
celles utilisées dans les environnements agroalimentaires comme I'acier inoxydable, le
plastiqgue ou le verre. Les fimbriae, les curli, les flagelles ainsi que les polysaccharides
extracellulaires jouent un role essentiel dans les différentes étapes du développement du
biofilm, depuis lI'adhésion initiale jusqu'a la maturation de la structure microbienne. Dans ce
type industries, ces facteurs contribuent a la persistance des bactéries sur les équipements de
transformation et renforcent leur tolérance face aux opérations de nettoyage et de
désinfection, ce qui représente un enjeu menacant la sécurité sanitaire des aliments (Ban-
Cucerzan et al., 2025 ; Elafify et al., 2024 ; Sadeghzadeh et al., 2024).

11.2.1 Fimbriae et adhésines : Les fimbriae, également appelées pili, sont des structures
filamenteuses localisées a la surface des bactéries a Gram négatif et jouent un réle essentiel
dans les mécanismes d'adhésion bactérienne. Chez Escherichia coli, ces appendices favorisent
I'attachement aux surfaces abiotiques, notamment aux matériaux couramment utilisés dans les

environnements agroalimentaires tels que l'acier inoxydable, le verre ou les polymeres. Ils
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interviennent ainsi dans les premiéres étapes de la colonisation des surfaces et dans I'initiation

du processus de formation du biofilm (\Van Nederveen et al., 2025; Habouria et al., 2022).

Parmi les différentes structures fimbriales, les fimbriae de type 1 figurent parmi les plus
étudiées chez E. coli. Elles participent aux interactions initiales entre les cellules bactériennes
et les surfaces et favorisent I'apparition de microcolonies, considérées comme une étape
précoce du développement du biofilm. Cette organisation contribue également a améliorer
I'adaptation bactérienne face aux contraintes environnementales ainsi qu'aux interactions avec

d'autres microorganismes présents dans le méme environnement (Dessartine et al. 2024).

Les fimbriae d'adhérence agrégative (AAF), caractéristiques des souches
entéroaggrégatives (EAEC), jouent également un rdle important dans les phénomeénes
d'adhésion et d'agrégation cellulaire. Elles favorisent I'organisation des bactéries en amas
compacts et participent a la formation de biofilms plus denses et plus stables, renforcant ainsi

la persistance bactérienne sur différentes surfaces (Van Nederveen et al., 2025).

La diversité structurale des fimbriae chez E. coli est illustrée par l'identification de
nouveaux groupes, notamment les fimbriae de type P-like. Ces structures présentent des
variations génétiques importantes et sont associées a une capacité accrue d'adhésion ainsi qu'a
une meilleure aptitude a former des biofilms. Elles contribuent ainsi au potentiel de
colonisation et d'adaptation des souches bactériennes dans différents environnements
(Habouria et al., 2022).

L'expression des adhésines fimbriales peut étre influencée par certains facteurs de
virulence bactériens. A titre d'exemple, I'entérotoxine thermolabile produite par certaines
souches entérotoxigénes d'E. coli est capable de stimuler I'expression de ces structures, ce qui
augmente I'efficacité de I'adhésion bactérienne et favorise la colonisation des surfaces (Duan
etal., 2022).

11.2.2. Curli : Les curli sont des fibres amyloides extracellulaires produites par Escherichia
coli et d'autres entérobactéries, jouant un role essentiel dans les premieres étapes de I'adhésion
aux surfaces. Elles participent a I'organisation de la matrice extracellulaire et contribuent a la
cohésion et a la stabilité du biofilm en favorisant les interactions cellule-surface et cellule-
cellule (Ledvina et al., 2025; Rathi et al., 2022).

La biosynthése des curli est strictement régulée par des mécanismes génétiques
impliquant notamment le régulateur CsgD ainsi que les opérons csgBA et csgDEFG. Cette

régulation contréle leur expression et leur assemblage, et toute altération de ces systémes
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entraine une diminution notable de la capacité de formation du biofilm, ce qui met en

évidence leur réle elé dans ce processus (Lee et al., 2024; Rathi et al., 2022).

Dans les industries agroalimentaires, les curli, en association avec d'autres composants
de la matrice extracellulaire tels que la cellulose, contribuent a la formation et a la persistance
des biofilms a la surface des équipements et des aliments. Plusieurs études ont montré une
corrélation significative entre la production de curli, la synthése de cellulose et la capacité de
formation de biofilm chez différentes souches d'E. coli (Yang et al., 2023; Fang et al., 2022).

Les curli participent indirectement a la résistance des biofilms aux agents
antimicrobiens et aux conditions environnementales défavorables, en renforcant la structure
de la matrice extracellulaire. Cette organisation contribue a la persistance des bactéries dans
les chaines alimentaires et a leur implication dans des contaminations récurrentes, notamment

dans les produits frais (Yang et al., 2025; Fang et al., 2022).

Au-dela de leur réle structural, les curli interviennent également dans certains
mécanismes de défense bactérienne. Leur nature amyloide confére aux biofilms une
robustesse accrue, pouvant contribuer a la protection contre des agressions biologiques telles
que la prédation par d'autres microorganismes (Ledvina et al., 2025).

11.2.3. Flagelles : La motilité bactérienne, principalement assurée par les flagelles, constitue
un élément clé dans les phases initiales de la formation des biofilms. Elle permet aux bactéries
de se déplacer vers des surfaces favorables et d'y établir un premier contact, facilitant ainsi
leur adhésion. Chez Escherichia coli et Salmonella enterica, cette capacité de mobilité
participe activement a l'organisation des communautés microbiennes et a l'initiation du

processus de formation de brofilm (Vilas Boas et al., 2024; Zhai et al., 2024).

Les résultats expérimentaux indiquent que la perte de motilité, notamment chez des
souches dépourvues de flagelles, s'accompagne d'une diminution notable de la capacité a
former des biofilms. Cette observation met en évidence le role déterminant des flagelles lors
des premiéres étapes de colonisation des surfaces, ou la mobilité conditionne l'efficacité de
I'attachement bactérien (Jiang et al., 2025; Vilas Boas et al., 2024).

La motilité flagellaire ne se limite pas a une fonction de déplacement, mais intervient
également dans les mécanismes d'adhésion et dans la dynamique de structuration des
biofilms. (Jiang et al., 2025; Zhai et al., 2024).

11.2.4. Production de polysaccharides extracellulaires: Les polysaccharides

extracellulaires EPS constituent un élément essentiel de la matrice des biofilms et
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interviennent directement dans leur formation et leur maintien. Leur synthese débute
généralement apres I'adhésion initiale des bactéries a une surface, contribuant ainsi a la
fixation durable des cellules et a I'organisation structurale du biofilm (Flemming et al., 2023;
Zayed et al., 2022).

Ces polymeres sont principalement composés de chaines glucidiques, mais ils peuvent
également étre associés a d'autres constituants tels que des protéines, des lipides et de 'ADN
extracellulaire. Cette diversité confére a la matrice des propriétés physiques et fonctionnelles
spécifiques. La production des EPS est régulée par des mécanismes génétiques permettant aux
bactéries d'ajuster leur synthése en fonction des conditions environnementales et de leurs

besoins physiologiques (Ragupathi et al., 2024; Das, 2022).

En industries agroalimentaires, la formation des EPS est influencée par différents
facteurs, incluant la nature des surfaces et la disponibilité des nutriments, ce qui favorise le
développement de biofilms plus denses et persistants sur certains matériaux. Par ailleurs, les
EPS assurent une fonction protectrice en limitant la diffusion des agents antimicrobiens,
contribuant ainsi a la résistance et a la persistance des micro-organismes dans les installations

de transformation alimentaire (Akter et al., 2025; Flemming et al., 2023).
11.3. Capacité de formation du biofilm chez Escherichia coli

La capacité d’Escherichia coli a former des biofilms repose sur plusieurs mécanismes
biologiques lui permettant de s'adapter et de persister dans divers environnements, notamment
ceux liés a l'industrie agroalimentaire. Le développement du biofilm implique une succession
d'étapes comprenant I'adhésion initiale aux surfaces, la synthése d'une matrice extracellulaire,
I'intervention de systemes de régulation génétique ainsi que l'influence de différents facteurs
environnementaux. L'ensemble de ces mécanismes favorise la colonisation des surfaces de
transformation alimentaire et contribue a la résistance des bactéries face aux conditions de
nettoyage et de désinfection (Sadeghzadeh et al., 2024 ; Xu et al., 2023 ; Zhou et al., 2022).
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Figure 5: observation en microcopie électronique a balayage d'une biofilm d'Escheriachia coli
: réseau bactérien et matrice extracellulaire (Toussaint et al., 2003)

11.3.1. Mécanismes d'adhésion : L'adhésion constitue une étape fondamentale dans le
processus de formation du biofilm chez Escherichia coli, puisqu'elle permet aux cellules
bactériennes de se fixer de maniére durable sur différentes surfaces, notamment dans les
environnements agroalimentaires. Ce phénomeéne résulte d'interactions complexes entre les

propriétés des bactéries et celles du support (Zhao et al., 2024; Zhou et al., 2022).

A I'échelle cellulaire, E. coli dispose de plusieurs structures impliquées dans I'adhésion,
telles que les pili, les fimbriae et les fibres curli. Ces éléments facilitent I'établissement des
premiers contacts avec les surfaces et jouent un réle déterminant dans les phases initiales de

colonisation (Zhang et al., 2023).

En outre, les caractéristiques physicochimiques des surfaces, comme I'hydrophobicité,
la rugosité et la charge électrique, influencent fortement la capacité d'adhésion des bactéries.
Ces paramétres conditionnent notamment la colonisation des surfaces alimentaires ainsi que
des equipements utilisés dans les procédés de transformation des aliments (Zhao et al., 2024,
Liu et al., 2023).

Ainsi, l'adhésion apparait comme une étape clé dans linitiation du biofilm, en
conditionnant a la fois l'installation et la persistance de E. coli dans les milieux alimentaires
(Zhou et al., 2022).

11.3.2. Production de la matrice extracellulaire : La formation du biofilm chez Escherichia

coli dépend en grande partie de la production d'une matrice extracellulaire structurée,
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composée principalement de substances polymériques extracellulaires (EPS). Cette matrice
est constituée de divers éléments, notamment des polysaccharides, des protéines, des lipides
ainsi que de I'ADN extracellulaire, qui assurent la cohésion des cellules bactériennes et
participent a la stabilité du biofilm (Rath et al., 2025; Kim et al., 2023; Sinha et al., 2022).

L'ADN extracellulaire occupe une place importante dans cette organisation, en
contribuant & la mise en place et au maintien de I'architecture tridimensionnelle du biofilm. Sa
présence resulte de mécanismes tels que la lyse cellulaire ou des processus de libération

régulés, favorisant ainsi la structuration de la matrice (Rath et al., 2025).

Par ailleurs, des interactions spécifiques entre les différents constituants de la matrice,
notamment entre I'ADN extracellulaire et les lipopolysaccharides de surface, renforcent
I'adhérence des cellules et la cohésion du biofilm. Ces interactions participent a la formation
de structures organisées et relativement stables (Gupta et al., 2024).

Enfin, la composition de cette matrice peut varier en fonction des conditions
environnementales et de la nature des surfaces colonisées, ce qui influence directement les
propriétés d'adhésion et la dynamique de formation du biofilm chez E. coli (Kim et al., 2023;
Sinha et al., 2022).

11.3.3. Régulation génétique : La formation du biofilm chez Escherichia coli repose sur une
régulation génétique complexe impliquant plusieurs systemes de signalisation intercellulaire
et intracellulaire. Le quorum sensing (QS), notamment a travers les autoinducteurs Al-2 et Al-
3 ainsi que le régulateur SdiA, permet a la bactérie de moduler I'expression de genes associés
a l'adhésion, a la virulence et a I'organisation du biofilm en fonction de la densité cellulaire
(Mayer et al., 2023; Condinho et al., 2023).

Par ailleurs, le nucleotide cyclique di-GMP (c-di-GMP) joue un réle déterminant dans la
transition entre les modes de vie planctonique et sessile. Une augmentation de sa
concentration intracellulaire favorise I'établissement du biofilm en stimulant la production de
la matrice extracellulaire, tandis que des niveaux plus faibles sont généralement associés a un
phénotype plus mobile et potentiellement plus virulent (Condinho et al., 2023; Li et al.,
2022).

A un niveau plus spécifique, certains régulateurs transcriptionnels assurent un contrdle
direct de I'expression des genes impliqués dans la formation du biofilm. Le facteur CsgD
apparait comme un élement clé en activant la synthese des curli et de la cellulose, deux
composants majeurs de la matrice extracellulaire. De son cote, le régulateur LsrR, associé au

systeme QS, intervient dans la modulation de génes impliqués dans l'adhésion, notamment
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ceux codant pour les pili de type 1, influengant ainsi la structuration du biofilm (Xu et al.,
2024; Yan et al., 2023).

Dans I'ensemble, la régulation génétique du biofilm chez E. coli résulte d'une interaction
étroite entre des mécanismes de signalisation et des régulateurs transcriptionnels, permettant a
la bactérie de s'adapter de maniere dynamique aux variations de son environnement et de

favoriser sa persistance dans différents niches (Condinho et al., 2023; Mayer et al., 2023).
11.3.4. Influence des facteurs environnementaux

11.3.4. 1 Température: La température représente un paramétre environnemental essentiel
dans la formation des biofilms chez Escherichia coli. Elle influence non seulement la
croissance bactérienne, mais également I'expression des mécanismes impliqués dans
I'adhésion et la colonisation des surfaces, en particulier dans les milieux agroalimentaires
(Sadeghzadeh et al., 2024; Zhou et al., 2022).

Les résultats expérimentaux d'une étude menée par Mouhoub et son équipe indiquent
que la formation du biofilm est généralement plus marquée a des températures proches de 37
C °, correspondant aux conditions optimales de développement de la bactérie. A l'inverse, des
températures plus faibles peuvent limiter les premiéres étapes d'adhésion, tout en permettant
aux cellules de persister sur des durées plus longues (Mouhoub et al., 2023).

En outre, la température agit souvent en synergie avec dautres facteurs
environnementaux, tels que le stress hydrique ou la dessiccation, ce qui peut modifier
I'organisation et la résistance du biofilm. Ces interactions contribuent a renforcer la capacité
d'adaptation des souches pathogénes, notamment dans les contextes liés a la sécurité
alimentaire (Javed et al., 2024).

11.3.4. 2 Nutriments: La disponibilité des nutriments constitue un facteur clé dans la capacité
de Escherichia coli a former des biofilms, en influengant aussi bien la croissance cellulaire
que la synthése de la matrice extracellulaire (Siri et al., 2024). Dans des conditions de
limitation nutritionnelle, les biofilms tendent a présenter une organisation plus compacte et
une resistance accrue, notamment en raison d'une production renforcée de structures comme
les fibres curli (Siri et al., 2024).

La nature du milieu de culture, qu'il soit riche ou pauvre, ainsi que la présence de
certaines sources carbonées telles que le glucose, modifient significativement la formation du

biofilm et I'expression des genes impliqués dans ce processus (Hu et al., 2022). Ces
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observations mettent en évidence le r6le régulateur des nutriments dans les mécanismes

moléculaires associés a lI'adhésion et a la structuration du biofilm.

Dans des environnements plus complexes, notamment en milieu agroalimentaire, la
disponibilité des ressources nutritives contribue également a faconner la composition des
communautés microbiennes et a favoriser la persistance des biofilms sur les surfaces (Xu et
al., 2023). De plus, les interactions entre E. coli et d'autres microorganismes peuvent
influencer cette dynamique en modulant I'accés aux nutriments et les processus de formation
du biofilm (Fang et al., 2022).

11.3.4. 3 Nature de la surface: La nature du support représente un élément déterminant dans
les mécanismes d'adhésion et de formation du biofilm chez Escherichia coli. Les propriétés
physico-chimiques des matériaux, notamment leur rugosité, leur hydrophobicité ainsi que leur
composition, jouent un rdle majeur dans les premiéres interactions entre les cellules
bactériennes et la surface, influencant ainsi la mise en place et la stabilité du biofilm (Slate et
al., 2024).

Des travaux expérimentaux ont mis en évidence la capacité de E. coli a coloniser divers
types de surfaces couramment rencontrées dans l'industrie agroalimentaire, tels que l'acier
inoxydable, le polystyréne ou encore le polyéthylene. Toutefois, le niveau d'adhésion observé
varie en fonction du matériau, ce qui souligne l'importance des caractéristiques du support

dans le processus de formation du biofilm (Carvalho et al., 2023).

En outre, la nature de la surface peut également influencer I'efficacité des stratégies de
lutte contre les biofilms. Par exemple, l'utilisation de bacteriophages a montré des résultats
variables selon le type de matériau, suggérant que les propriétés du support conditionnent en

partie la persistance des populations bactériennes (Bras et al., 2024).

11.3.4. 4 Film de conditionnement : Le film de conditionnement joue un rdle déterminant
dans les premiéres étapes de I'adhésion bactérienne et dans la formation des biofilms chez
Escherichia coli. En effet, les surfaces exposées a un environnement donné se recouvrent
rapidement de composés organiques, tels que des protéines ou des résidus alimentaires,
formant une couche intermédiaire qui modifie leurs propriétés physico-chimiques et influence

I'interaction avec les cellules bactériennes (Wang et al., 2025; Vidacs et al., 2024).

La composition de cette couche conditionnante peut ensuite orienter différemment les
mécanismes d'adhésion et d'agrégation bactérienne. En particulier, les substances
polymériques extracellulaires (EPS) participent a la modification des interactions cellule-

surface, contribuant ainsi a lI'organisation et a la stabilité du biofilm (Wang et al., 2025).
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Dans les environnements alimentaires, la présence de films de conditionnement peut
également moduler I'efficacité des stratégies de contrdle. Certaines approches, telles que la
conception de surfaces biomimétiques ou de revétements spécifiques, permettent de limiter
I'adhésion et la persistance de E. coli, méme en présence de couches conditionnantes
(Carvalho et al., 2026; Gomes et al., 2026).

I1.4. Importance d'Escherichia coli dans I'industrie laitiere

Dans l'industrie laitiére, Escherichia coli occupe une place importante parmi les
microorganismes associés aux contaminations microbiologiques des équipements et des
produits finis. La présence de cette bactérie dans lI'environnement de transformation constitue
un indicateur de défaut d'hygiene et représente un risque potentiel pour la qualité sanitaire des
denrées laitiéres. Gréace a sa capacité d'adhésion aux surfaces et a la formation de biofilms, E.
coli peut persister dans les installations industrielles malgré les opérations de nettoyage et de
désinfection. Cette aptitude favorise sa dissémination au sein des lignes de production et
augmente les risques de contamination des produits alimentaires (Sadeghzadeh et al., 2024 ;
Zhang et al., 2024 ; Sarba et al., 2023).

11.4.1. Contamination des lignes de production : La contamination des lignes de
transformation représente un probleme majeur dans I'industrie laitiére en raison de son impact
direct sur la qualité microbiologique des produits. Les équipements, les surfaces de contact
ainsi que l'environnement de production peuvent constituer des niches favorables au
développement et a la circulation des microorganismes au sein des ateliers de fabrication
(Midelet et al., 2024; Jha et al., 2022).

Escherichia coli est frequemment retrouvé sur différentes surfaces en contact avec le
lait, notamment les cuves, les tuyauteries, les séparateurs et les ustensiles utilisés durant les
procédés de transformation. La capacité de cette bactérie a adhérer aux matériaux industriels
favorise son maintien dans I'environnement de production et contribue aux phénomenes de
contamination croisée entre les équipements et les produits alimentaires (Tadielo et al., 2023;
Gérard et al., 2022).

Par ailleurs, les résidus organiques accumulés dans certaines zones difficilement
accessibles des installations constituent des conditions favorables a la prolifération
bactérienne. Des insuffisances dans les procédures de nettoyage et de désinfection peuvent

ainsi favoriser la persistance de E. coli sur les surfaces de transformation (Geérard et al., 2022).

La formation de biofilms représente également un facteur déterminant dans la

contamination des lignes de production. En s'organisant sous forme de communautés
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structurées a la surface des équipements, E. coli développe une meilleure tolérance aux

contraintes

environnementales et aux agents antimicrobiens, ce qui facilite sa survie et sa

dissémination dans les installations laitiéres (Niboucha, 2025; Sadeghzadeh et al., 2024).

De plus, des phénomenes de post-contamination peuvent survenir apres les traitements
thermiques lorsque les produits entrent en contact avec des equipements contaminés. Cette
situation peut compromettre la qualité sanitaire et organoleptique des produits laitiers et

augmenter les risques de contamination pour le consommateur (Sanschagrin, 2024).

Les données issues des programmes de surveillance microbiologique montrent que les
lignes de transformation constituent des sources potentielles de circulation et de maintien d’’E.
coli dans I'environnement laitier. Ces observations mettent en évidence l'importance de
renforcer les pratiques d'hygiéne et les mesures de contréle microbiologique afin de limiter les

risques de contamination dans les industries laitiéres (Ilikkan et al., 2025).

11.4.2. Persistance apres nettoyage : Malgré I'application de protocoles de nettoyage et de
désinfection dans les industries agroalimentaires, la persistance de certains microorganismes
sur les surfaces de transformation demeure fréquente. Cette situation est principalement liée a

la capacité de certaines bactéries a former des biofilms, (Ait Said, 2026; Bridier, 2022).

Chez Escherichia coli, la formation du biofilm joue un rble essentiel dans les
mécanismes de persistance apres nettoyage. La matrice extracellulaire produite par les
cellules bactériennes agit comme une barriére limitant la diffusion des désinfectants et
réduisant ainsi leur efficacité. Cette organisation favorise également la survie de cellules
bactériennes plus tolérantes capables de recoloniser rapidement les surfaces aprés les
opérations de sanitation (Sadeghzadeh et al., 2024; Aouchiche & Djezzar, 2023).

Dans les installations laitieres, E. coli peut persister sur différents matériaux utilisés
dans les équipements de transformation, notamment I'acier inoxydable et certaines surfaces
polymériques. La présence de résidus organiques issus du lait contribue également au
maintien des biofilms en fournissant des nutriments favorables a la survie bactérienne
(Richter, 2025; Gérard et al., 2022).

Par ailleurs, certaines souches d’E. coli présentent une forte aptitude a adhérer aux
surfaces et a produire des biofilms résistants, ce qui augmente leur tolérance vis-a-vis des

désinfectants couramment utilisés dans l'industrie laitiere. Cette capacité favorise la
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persistance de contaminations résiduelles et la réapparition de contaminations

microbiologiques malgré les procédures de nettoyage appliquées (Sadeghzadeh et al., 2024).

La persistance d’E. coli dans les équipements de transformation constitue ainsi une
source potentielle de recontamination des produits finis et représente un défi important pour la
maitrise de I'nygiene dans l'industrie laitiere. Cette problématique souligne la nécessité de
développer des stratégies de contrdle plus efficaces ciblant spécifiquement les biofilms
bactériens (Richter, 2025; Bridier, 2022).

11.4.3. Risques pour la sécurité alimentaire : Les risques associés a la sécurité alimentaire
dans les produits laitiers sont principalement liés a la présence de microorganismes
pathogenes tels que Escherichia coli et Salmonella enterica, susceptibles de provoquer des
infections d'origine alimentaire. Ces contaminations surviennent géneralement dans des
conditions d'hygiéne inadéquates tout au long de la chaine de production et de distribution
(Okito et al., 2025).

La fréquence de détection de E. coli dans le lait cru et ses dérivés souligne I'importance
de ce risque sanitaire, d'autant plus que certaines souches possedent des facteurs de virulence
et des résistances aux antibiotiques. Cette situation complique la prise en charge des
infections et renforce I'impact potentiel sur la santé publique (Zhang et al., 2024; Sarba et al.,
2023).

Certains pathogénes, tels que Listeria monocytogenes et les E. coli
entérohémorragiques, présentent une capacité de survie dans des environnements
contraignants, notamment a basse température ou en conditions acides. Cette aptitude favorise
leur maintien dans les produits alimentaires et augmente le risque d'exposition pour le

consommateur (Yang et al., 2022).

La contamination microbiologique des denrées laitieres constitue un enjeu
multidimensionnel, impliquant des conséquences a la fois sanitaires, économiques et
réglementaires, en raison de son impact sur la qualité des produits et la conformité aux

normes de sécurité alimentaire (Nwakoby et al., 2025).
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1. Lieu d'étude:

Ce travail a été mené au Laboratoire de Microbiologie de I'Institut des Sciences et
Techniques Appliquées (ISTA-Université de Tlemcen) et au Laboratoire de Microbiologie
Appliquée a I'Agroalimentaire, au Biomeédical et a I'Environnement (LAMAABE), Université
de Tlemcen durant la période allant du mois d'avril au mois de mai 2026 pendant I'année
universitaire 2025/2026.

2. Origine des souches

Un total de 03 souches bactériennes utilisé dans cette étude appartient a I'espece
Escherichia coli, deux souches E.coli 82 et E.coli 73 et une souche de référence E.coli ATCC
25922. Les deux souches ont été isolées a partir des lignes de production du lait cru avant et

apres pasteurisation, apres application du programme de nettoyage en place (NEP).

Les techniqgues RAPD-PCR (Random Amplified Polymorphic DNA), ARDRA
(Amplified L'identification des souches a été effectuée par des méthodes moléculaires basées
sur Ribosomal DNA Restriction Analysis) ainsi que par le sequencage de I'ADNr 16S. Les
souches retenues presentaient une capacité importante de formation du biofilm in vitro sur

microplagues de titration (Cherif-Anntar et al., 2016).

3. Revivification des souches :
Les souches conservées sur glycérol a -80 °C ont été revivifiées par transfert d'une fraction du
stock dans 5 mL de bouillon BHIB (Brain Heart Infusion Broth, Germany), suivi d'une

incubation a 37 °C pendant 18 a 24 heures.

Aprés incubation, un isolement sur gélose Mac Conkey a été réalisé afin d'obtenir des

colonies pures. Les boites ont ensuite été incubées a 37 °C pendant 24 heures.

4. Observation microscopique :
Une observation microscopique a été réalisée pour chaque souche afin de vérifier sa
pureté. Pour cela, une coloration simple au bleu de méthylene a été effectuée, suivie d'une

observation des frottis au microscope optique au grossissement X 100 (Figure 7).
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Figure 6: observation microscopique des souches des frottis aprés
coloration au bleu de méthyléne.

5. Conservation des souches :
Apres veérification de leur pureté, les souches sélectionnées ont été conservées a court

terme sur gélose inclinée.

Pour ce faire, un volume de 5 mLde gélose nutritive a été réparti dans des tubes stériles
placés en position inclinée jusqu'a solidification du milieu. Les souches ont ensuite été
ensemenceées par stries a la surface de la gélose puis incubées a 37 °C pendant 18 a 24 heures.

Les tubes ont finalement été conservés a 4 °C pendant une durée de 20 jours (Figure 8).

Figure 7: Préparation des géloses inclinées pour la conservation des
souches
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6. Effet de la température sur la formation du biofilm chez Escherichia coli:

Pour étudier l'effet de la température sur la formation de biofilm par les souches
d'E.coli, un total de 03 valeurs de température largement rencontrées en industries laitiers est
testé a savoir 20, 30 et 40 °C.

6.1 Préparation de I'inoculum:

Pour les essais de formation du biofilm, une suspension bactérienne a été preparée pour
chaque souche par inoculation de 10 mL de milieu BHIB. Aprés une incubation de 18 a 24
heures & 37 °C, l'inoculum a été ajusté & une concentration d'environ 108 UFC/ml & l'aide d'un

densitométre correspondant a une densité optique comprise entre 0,08 et 0,1 a 596 nm.

6.2 Formation du biofilm:
L'étude de l'effet de la température sur la formation du biofilm a été réalisee dans du

bouillon BHI supplémenté en glucose a une concentration de 0,25 %.

Dans chaque puits d'une microplaque de titration a 96 puits, un volume de 200 pul du
milieu de culture a été distribué, puis 10 pl de la suspension bactérienne ont été ajoutés
(Figure 9).

Les microplaques ont été incubées a différentes températures (25, 30 et 40 °C) pendant
des durées variables de 0, 2, 4, 6 et 24 heures. Chaque condition expérimentale a été réalisée
en triple. Les puits témoins négatifs contenaient uniquement le milieu de culture sans

inoculum bactérien.

Figure 8: microplaque de titration ensemencée
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6.3 Quantification du biofilm formé :

La quantification du biofilm a été effectuée par la méthode de coloration au cristal
violet. Apres incubation, le contenu des puits a été éliminé puis les puits ont été rincés trois
fois avec une solution de PBS (Phosphate Buffered Saline ou Solution saline tamponnée au
phosphate) afin d'éliminer les cellules non adhérentes.

Les plaques ont ensuite été laissées sécher a température ambiante pendant 15 minutes.
Par la suite, 200 pl d'une solution de cristal violet a 0,1 % ont été ajoutés dans chaque puits et

laissés agir pendant 15 minutes a température ambiante (Figure 10).

Figure 9: microplaques avec puits additionnées de cristal violet

L'exces de colorant a été éliminé par rincage a I'eau distillée stérile puis les plaques ont été
séchées a l'air libre (Figure 11). Le cristal violet fixé a été solubilisé a l'aide de 150 ul d'acide
acetiqgue a 33 %. La mesure de la densité optique a été faite a 596 nm par un lecteur
automatique (Figure 12).
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Figure 10: microplaqued aprés élimination du cristal violet et séchage a I'air libre
I'adhésion bactérienne a été évaluée par mesure de I'absorbance a 596 nm a l'aide d'un
lecteur automatique de microplaque
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Figure 11: lecteur automatique de microplague a une absorbance a 596 nm

7. Effet du film de conditionnement sur la formation du biofilm chez Escherichia coli:

Pour étudier I'effet de du film de conditionnement sur la formation de biofilm par
souches d'E.coli, les lames d'acier inoxydable ont été mises en contact avec du lait entier UHT
pour former un film de conditionnement.
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7.1 Préparation des surfaces en acier inoxydable:
Les lames d'acier inoxydable utilisées dans cette étude ont été préalablement nettoyees

et stérilisees afin d'éliminer toute contamination organique ou microbiologique.

Les surfaces ont d'abord été rincées a I'acétone pure puis immergées dans une solution
détergente alcaline & base de NaOH a 1 % (p/v) pendant une heure. Aprés rincage a l'eau
distillée stérile, les lames ont été désinfectées a l'alcool a 70%, rincées une seconde fois puis
séchées a 60 °C pendant deux heures. Enfin, la stérilisation a été réalisée a l'autoclave a
121 °C pendant 15 minutes.

7.2 Formation du biofilm:

Pour chaque essai, une lame a été immergée dans le lait entier UHT pendant 2H a
température ambiante (Figure 13, A). Ensuite, les lames sont retirées aseptiquement, rincees
avec EDS puis transférée dans des tubes contenant 10 ml de la suspension bactérienne ajustée
a une concentration d'environ 10 UFC/mL a l'aide d'un densitometre correspondant a une
densité optique comprise entre 0,08 et 0,1 a 596 nm. Les tubes sont ensuite incubés a 37°C
pendant 24h. Les tubes du témoin négatif contenaient les lames d'aciers inoxydables et les le
BHIB stériles sans ajout de culture bactérienne (Figure 13, B).

T
%3 23
€t 23
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Figure 12: formation de biofilm sur les lames d'acier inoxydable conditionnées, a: lames
conditionnées immergées dans I'inoculum, b: conditionnement de lames avec le lait enttier
UHT

7.3 Quantification des cellules adhéreées :
Apres incubation, les lames ont été rincées trois fois avec une solution de PBS pendant

10 secondes afin d'éliminer les cellules non adhérées.

Les cellules adhérées ont été récupérées par écouvillons stériles imbibés dans I'EDS par
des frottements répétés. Les écouvillons ont été, par la suite, transférés dans des tubes

contenant 9 mL d'eau physiologique stérile puis soumis au vortex (Figure 14).
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Des dilutions décimales successives ont été réalisées puis 100 pl de chaque dilution ont
été ensemencés sur gélose nutritive. Apres incubation a 37 °C pendant 24 heures, les cellules

adhérentes ont été dénombrées et les résultats exprimés en UFC/cm? selon la formule
suivante :

N (ufc/ cm?) = [n v/d]/S

Avec :
e n: nombre de colonies dénombrées.
d: facteur de dilution.

v: volume utilisé pour le dénombrement.

S: surface de la lame correspondant & 5 cm?.

Figure 13: Procédure de récupération des
cellules adhérées
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1. Observation macroscopique et microscopique des souches

Les trois souches d'Escherichia coli étudiées a savoir, E. coli 73, E. coli 82 et E. coli
Reéf ATCC 25922 ont donné des colonies, sur la gélose Mac Conkey, a aspect circulaire,

homogeéne et avec une coloration rose caractéristique et taille moyenne (Figure 15).

L'observation microscopique, apres coloration simple au bleu de méthylene, a révélé
que les cellules sont des bacilles (Figure 16).

Figure 14: Aspect des colonies de la souche E.coli 82 sur la gélose Mac Conkey
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Figure 15: observation microscopique de la souche E.coli 82 aprés coloration au bleu de
méthéléne G 10x100

2. Effet de la température sur la formation du biofilm chez Escherichia coli:
Pour étudier l'effet de la température sur la formation de biofilm par les souches

d'E.coli, un total de 03 valeurs de température largement rencontrées en industries laitiers est
testé & savoir 20, 30 et 40 °C.

2.1 Formation de biofilma20 C °:

A 20 °C, la production de biofilm augmente progressivement avec le temps d'incubation
(Figure 17). Apres 2 heures, les valeurs de densité optique (DO) sont faibles pour toutes les
souches: E. coli 73 (0,19), E. coli 82 (0,18) et E. coli Référence (0,21). Apres un temps de

contact de 6h, les valeurs obtenues variaient entre 0,20 et 0,29.

Une croissance significative est observée aprés 24 heures d'incubation, avec une valeur
de densité DO = 0,31 pour E. coli 73, DO = 0,53 pour E. coli 82 et DO = 0,46 pour la souche

Référence. Le témoin (controle) présente la valeur la plus faible (DO~ 0,23).

Ces résultats montrent que la capacité de formation du biofilm augmente avec la durée
d'incubation et que la souche E. coli 82 posséde le potentiel de production de biofilm le plus

important a 20 °C.
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Formation de biofilm par E.coli a 20°C
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Figure 16: formation de biofilm par les souches de E.coli a 20 °C en fonction du temps
d'incubation (DO a 596 nm)

2.2 Formation de biofilm a 30 °C:

A 30 C°, la formation du biofilm augmente progressivement avec le temps d'incubation
pour toutes les souches étudiées, avec une augmentation particulierement marquée apres 6 h
et 24 h (Figure 18). La souche E. coli 82 présente la production de biofilm la plus élevée a 24
h (DO= 0,57), suivie de la souche E. coli Réf (DO~ 0,49) puis de la souche E. coli 73 (DO~
0,42). Le témoin (contréle) présente les valeurs les plus faibles tout au long de I'expérience
(DO~ 0,29 4 24 h).

Ces résultats montrent que 30 °C favorisent fortement la formation du biofilm chez les
souches d'E. coli étudiées, suggérant que cette température est proche des conditions

optimales de production du biofilm.
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Formation de biofilm par E.coli a 30 °C
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Figure 17: formation de biofilm par les souches de E.coli a 30 °C en formation du temps

d'incubation (DO & 596 nm)

2.3 Formation de biofilm a 40 °C :

A 40°C, la formation de biofilm est globalement moins importante que celle observée a
30 °C (Figure 19). Apres 24 heures, les valeurs de DO restent modérées : E. coli 73 (0,41), E.
coli 82 (0,27) et Référence (0,28). Le témoin (controle) présente la valeur la plus faible (DO~
0,22). Cette réduction résulte probablement du stress thermique qui limite la production de

matrice extracellulaire.
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Formation de biofilm par E.coli a 40 °C
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Figure 18: formation de biofilm par E.coli a 40 °C en fonction du temps d'incubation (DO a
596 nm)

3. Effet du film de conditionnement sur la formation du biofilm chez Escherichia coli:
Pour étudier I'effet de du film de conditionnement sur la formation de biofilm par les

souches d'E.coli, les lames d'acier inoxydable ont été mises en contact avec du lait entier UHT

pour former un film de conditionnement.

Les résultats exprimés en UFC/cm? ont indiqué que les valeurs obtenues variaient entre 6,5 et
8,9. La valeur la plus élevée était celle de la souche E. coli 73 (DO = 8,9), suivie par la souche

Référence et E. coli 82 (DO = 8,8); respectivement (Figure 20).

57



Résultats et discussion

Formtion de biofilm par Escherichia coli
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Figure 19: evaluation de la capacité de formation de biofilm par les souxhes de E.coli sur les
surfaces d'acier inoxydable conditionnées avec le lait

4. Discussion

La formation de biofilm est un phénoméne microbiologique central et critique dans

I'industrie agroalimentaire.

Les résultats obtenus mettent en évidence l'influence significative de la température et du
temps d'incubation sur la formation du biofilm par les souches d'Escherichia coli étudiées.
Dans I'ensemble, I'augmentation du temps d'incubation s'accompagne d'une augmentation de
la densité optique, traduisant une accumulation progressive de biomasse adhérée aux surfaces.
A 20 C°, les trois souches ont présenté une faible capacité d'adhésion aprés 2 h d'incubation.
La production de biofilm augmente progressivement jusqu'a 24 h, ou la souche E. coli 82 a
atteint la valeur la plus élevée (DO = 0,536), suivie de la souche Référence (DO = 0,459) et
de la souche E. coli 73 (DO = 0,313). Cette évolution suggere que les températures modérées
favorisent la phase de maturation du biofilm. Ces résultats sont comparables a ceux de

(Reisner et al. 2006), qui ont montré qu'E. coli est capable de produire des biofilms

importants & des températures inférieures & son optimum de croissance, notamment gréace a

I'expression accrue des structures d'adhésion telles que les curli.

A 30°C, la formation du biofilm devient plus rapide dés les premiéres heures
d'incubation. Aprés 6 h, E. coli 73 présente la densité optique la plus élevée (DO = 0,437),
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suivie de la souche Référence (DO = 0,369) et de E. coli 82 (DO = 0,312). Cependant, a 24 h,
la souche E. coli 82 atteint la valeur maximale observée pour I'ensemble des souches (DO =
0,570), tandis que la souche Référence atteint 0,494 et E. coli 73 reste a 0,423. Ces résultats
confirment que 30 °C constituent une température particulierement favorable a la formation
de biofilm. Des observations similaires ont été rapportées par (Oztirk et al. 2022), qui
indiquent que plusieurs souches d'E. coli développent une capacité maximale de production
de biofilm entre 28 et 32°C en raison d'une expression optimale des génes impliqués dans

I'adhésion cellulaire et la synthése de la matrice extracellulaire.

A 40 °C, la cinétique de formation du biofilm différe légérement. Aprés 24 h, la souche
E. coli 82 conserve une capacité élevée de formation (DO = 0,414), tandis que les souches E.
coli 73 et Référence présentent respectivement des valeurs de 0,273 et 0,276. Cette
diminution observée pour certaines souches pourrait résulter d'un stress thermique affectant la
synthese des exopolysaccharides et la stabilité des protéines impliquées dans I'adhésion.
(Zhou et al. 2022) rapportent également qu'une augmentation excessive de la température
peut modifier la structure de la matrice biofilmique et réduire sa stabilité.

La comparaison globale des trois températures montre que la production maximale de
biofilm est obtenue a 30°C pour la majorité des souches. Cette température semble représenter
le meilleur compromis entre croissance bactérienne et synthése de la matrice extracellulaire.
Les températures plus faibles ralentissent la croissance et la maturation du biofilm, tandis que
les températures plus élevées peuvent induire un stress physiologique limitant I'accumulation

de biomasse.

L'analyse comparative entre les souches révele une forte variabilité inter-souches.
Contrairement a ce qui est frequemment observé dans la littérature ou certaines souches de
référence présentent les meilleures capacités de colonisation, la souche E. coli 82 apparait ici
comme la plus performante aprés 24 h d'incubation a toutes les températures étudiées. Cette
aptitude pourrait étre liée a des différences génétiques affectant I'expression des fimbriae, des
curli ou des polysaccharides extracellulaires. Selon (Beloin et Ghigo, 2005), ces facteurs

constituent les principaux déterminants de la variabilité de formation du biofilm chez E. coli.

Les résultats de dénombrement confirment également la forte capacité de colonisation
des souches étudiées. Les concentrations atteignent 7,73 x 10® UFC/mI pour E. coli 73 et
5,19 x 10® UFC/ml pour E. coli 82, indiquant une biomasse importante susceptible de
favoriser la persistance bactérienne sur les surfaces industrielles. Ces niveaux sont

comparables a ceux rapportés dans les industries agroalimentaires ou les biofilms constituent
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une source majeure de contamination croisée et de résistance aux opérations de nettoyage et

de désinfection.

Dans le contexte agroalimentaire, ces observations soulignent I'importance du contréle
de la temperature des équipements et des locaux de production. Les températures proches de
30°C apparaissent particulierement critiques puisqu'elles favorisent la maturation rapide des
biofilms d'E.coli. La mise en ceuvre de procédures rigoureuses de nettoyage et de désinfection
demeure donc indispensable pour limiter leur installation et réduire les risques sanitaires

associés.

Les résultats obtenus dans cette etude montrent que la formation d'un film de
conditionnement par le lait entier UHT augmente la capacité de formation de biofilm
d'Escherichia coli sur l'acier inoxydable. Cette augmentation de I'adhésion confirme que les
surfaces en contact avec des matrices alimentaires ne restent pas physicochimiquement
neutres, mais subissent des modifications importantes qui influencent directement les

interactions bactérie-surface.

Dans notre étude, les valeurs les plus élevées observées pour la souche E. coli 73
suggeérent une forte capacité d'adhésion et de production de biofilm, probablement liée a une
expression plus importante des facteurs d'adhésion (fimbriae de type 1, curli) et/ou a une
production accrue d'exopolysaccharides (EPS). Cette variabilité intra-espéce est largement
rapportée dans la littérature. (Marti et al., 2017) ont montré que les isolats d'E. coli issus de
I'industrie laitiére présentent des capacités de biofilm trés hétérogénes, dépendant fortement

des caractéristiques génétiques des souches et des conditions environnementales.

L'effet du film de lait observé dans notre étude est cohérent avec les travaux de( Barnes
et al., 1999), qui ont démontré que la pré-adsorption de protéines du lait sur I'acier inoxydable
modifie les propriétés de surface et influence I'adhésion bactérienne. Les auteurs ont montré
que les proteines laitieres (caséines et lactaloumine) peuvent former une couche
conditionnante modifiant I'attachement microbien, en agissant sur I'hydrophobicité et les

charges de surface.

De maniere plus spécifique au lait cru ou aux matrices laitieres, EI Hafa et al., (2025)
ont rapporté que le conditionnement des surfaces en acier inoxydable par le lait entraine une
augmentation significative de I'adhésion d'E. coli, passant de 0,55 & 2,8 log10 UFC/cm?. Cette
augmentation est attribuée a la modification des propriétés physicochimiques de la surface,

notamment la diminution de I'énergie de surface et la modification de la mouillabilité.
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Le mécanisme général de formation du biofilm sur les surfaces en acier inoxydable est
bien décrit dans la littérature. Il débute par une étape d'adhésion réversible, suivie d'une
adhesion irréversible et de la production dune matrice extracellulaire protectrice.
Chmielewski et Frank, (2003) ont souligné que cette étape initiale est fortement influencée
par les interactions faibles (forces de Van der Waals, interactions électrostatiques et
hydrophobes), lesquelles sont profondément modifiées par la présence de films organiques

alimentaires.

Dans notre cas, le lait UHT agit comme un substrat conditionnant riche en protéines et
lipides, favorisant I'ancrage initial des cellules bactériennes et accélérant la transition vers un
biofilm mature. Ce phénomeéne est particulierement préoccupant en industrie laitiere, car les
biofilms formés sur acier inoxydable sont connus pour leur résistance accrue aux procédés de
nettoyage et de désinfection, contribuant ainsi a la persistance bactérienne et aux risques de

contamination croisée.

Ainsi, nos résultats confirment que le film de lait ne constitue pas seulement un résidu
passif, mais un facteur actif de modulation de I'adhésion bactérienne et de la formation du
biofilm, renforgant les risques sanitaires dans les environnements de transformation

alimentaire.
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Conclusion

Cette étude a permis d'évaluer de maniere globale les facteurs influencant la formation du
biofilm chez différentes souches d'Escherichia coli dans un contexte agroalimentaire, en
intégrant a la fois I'effet de la température, du temps d'incubation et de la présence d'un film de
conditionnement a base de lait entier UHT sur des surfaces en acier inoxydable.

Les résultats obtenus montrent que la formation du biofilm est un processus dynamique qui
augmente progressivement avec le temps d'incubation, traduisant les étapes classiques de la
formation de biofilm, allant de I'adhésion initiale a la maturation de la matrice extracellulaire.

Toutefois, cette dynamique est fortement influencée par les conditions environnementales.

La température s'est révelée étre un facteur déterminant, avec une formation optimale
observée a 30°C, tandis qu'une réduction de la biomasse est constatée a 20°C et 40°C. Ces
variations suggerent I'existence d'une zone thermique favorable a I'expression des facteurs
d'adhésion et a la production de la matrice extracellulaire, alors que les conditions extrémes
induisent soit un ralentissement métabolique, soit un stress thermique limitant la structuration du

biofilm.

Par ailleurs, I'étude du film de conditionnement a base de lait entier UHT met en évidence
son role significatif dans I'augmentation de I'adhésion bactérienne et de la biomasse du biofilm.
Ce film organique modifie les propriétés physicochimiques de la surface en acier inoxydable,
facilitant ainsi I'attachement initial des cellules et favorisant le développement d'une matrice
protectrice. Ce phénomene représente un facteur de risque majeur en industrie agroalimentaire,
notamment dans le secteur laitier, ou les surfaces peuvent devenir des réservoirs persistants de

contamination microbienne.

L'analyse comparative des souches révele une variabilite inter-souches marquée. La souche
E. coli 73 se distingue par sa forte capacité de production de biofilm, particulierement a 30°C et
en présence du film de lait, suggérant un potentiel d'adhésion élevé et une meilleure adaptation
aux surfaces conditionnées. La souche E. coli 82 présente un comportement plus stable mais
globalement moins productif, tandis que la souche de référence occupe une position

intermédiaire.

Sur le plan appliqué, ces résultats soulignent l'importance cruciale du contrdle des
parameétres environnementaux et de la qualité du nettoyage et de la désinfection des équipements
agroalimentaires. La combinaison d'une température favorable et de résidus organiques tels que
le film de lait peut significativement augmenter le risque de formation de biofilms, favorisant

ainsi la persistance bactérienne et les contaminations croisées.

63



Conclusion

En conclusion, ce travail met en évidence que la température, le temps d'incubation et la
présence de matrices organiques constituent des facteurs clés dans la régulation de la formation
de biofilm chez E. coli. Il confirme également le potentiel élevé de certaines souches a coloniser
durablement les surfaces industrielles. Ces résultats renforcent la nécessité de stratégies de

maitrise rigoureuses et adaptées afin de limiter la formation et la persistance des biofilms dans

les environnements agroalimentaires.
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Abstract :

The bacterial biofilm represents an organized community of microorganisms adhering to surfaces, protected by an extracellular
matrix (EPS). This structure confers adaptive benefits to bacteria, including resistance to environmental stresses and antimicrobial
agents. In the agri-food context, the formation of biofilm by Escherichia coli constitutes a major challenge for health safety, due to its

persistence on equipment and production surfaces.

This study is focused on three strains of E. coli (E. coli 73, E. coli 82 and E. coli ATCC 25922) isolated from raw milk
production cloths before and after pasteurization. The strains were characterized morphologically and genetically (RAPD-PCR,
ARDRA, 16S sequencing), then their biofilm formation capacity was evaluated in vitro on microplates and stainless steel surfaces.
The effect of temperature (20, 30, 40 C°) and incubation time (2, 4, 6 and 24 h) on biofilm production was examined by the crystal
violet staining method. The effect of UHT whole milk conditioning on stainless steel surfaces on biofilm formation by the same

strains was also evaluated.

The results showed that biofilm formation varies depending on the strain, temperature and incubation time. The E. coli 82
strain showed the highest production capacity, with a maximum optical density of 30 C° after 24 h. The presence of a conditioning
film on stainless steel also promoted bacterial adhesion. These observations highlight the importance of environmental conditions and
surface factors in the persistence of E. coli biofilms in the food industry, and highlight the need for effective control strategies to limit

the risks of contamination.
Résumé:

Le biofilm bactérien représente une communauté organisée de micro-organismes adhérant a des surfaces, protégée par une
matrice extracellulaire (EPS). Cette structure confére aux bactéries des avantages adaptatifs, incluant la résistance aux stress

environnementaux et aux agents antimicrobiens. Dans le contexte agroalimentaire, la formation de biofilm par Escherichia coli

constitue un enjeu majeur pour la sécurité sanitaire, en raison de sa persistance sur les équipements et surfaces de production.

Cette étude est portée sur trois souches d'E. coli (E. coli 73, E. coli 82 et E. coli ATCC 25922) isolées des linges de production de lait
cru avant et aprés pasteurisation. Les souches ont été caractérisées morphologiquement et génétiquement (RAPD-PCR, ARDRA,
séquencage 16S), puis leur capacité de formation de biofilm a été évaluée in vitro sur microplaques et surfaces d'acier inoxydable.
L'effet de la température (20, 30, 40 C°) et du temps d'incubation (2, 4, 6 et 24 h) sur la production de biofilm a été examiné par la
méthode de coloration au cristal violet. L'effet du conditionnement des surfaces en acier inoxydables par le lait entier UHT sur la

formation de biofilm par les mémes souches a également été évalué.

Les résultats ont montré que la formation de biofilm varie selon la souche, la température et la durée d'incubation. La souche E.
coli 82 a présenté la plus forte capacité de production, avec une densité optique maximale a 30 C° aprés 24 h. La présence d'un film
de conditionnement sur acier inoxydable a également favorisé I'adhésion bactérienne. Ces observations soulignent I'importance des
conditions environnementales et des facteurs de surface dans la persistance des biofilms d'E. coli en industrie agroalimentaire, et

mettent en évidence la nécessité de stratégies de contrdle efficaces pour limiter les risques de contamination.
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