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Résumé

Le mode de vie en biofilm est predominant chez les organismes unicellulaires. L’autre
alternative est la flotation libre qualifies de “planctonique”. cette derniére a longtemps été
considérée comme leur unique forme de vie. Ce n’est que récemment que les biofilms sont admis
comme un mode de vie normale, et les microorganismes qu’il héberge sont résponsables de
nombreuses infections bactériennes et présentent la majeur cause de morbidité dans les industries
agroalimentaires, et les milieux hospitalier compte tenu de leur résistance aux déffirents
traitements antimicrobiens, induisant des graves problémes de santé publique. Ce travail
représente une petite synthése bibliographique sur le biofilm, et un état de I’art sur les rares
travaux déja réalisées en Algérie sur I’étude de formation et 1’évaluation des biofilms dans le
domaine industriel et médical. Cette étude est focalisé sur 1’analyse de certains parametres tels
que l’origine, les conséquences,et meme les causes qui conduisent a la formation des biofilms
dans I’industrie laitiére, les canalisations des eaux potables, aussi les milieux hospitaliers en
Algérie, ce qui permettrait éventuellement de trouver des moyens et des stratégies térapeutiques
pour lutter contre les biofilms.

Mots clés: biofilms, microorganismes, résistance bactérienne, domaine industriel, domaine
médical.

Abstract

The biofilm mode of life is predominant in unicellular organisms. The other alternative is the
free flotation qualified as "planktonic". This last one has been considered for a long time as their
only form of life.It is only recently that biofilms are admitted as a normal way of life and
microorganisms responsible for many bacterial infections and which presents the major cause of
morbidity in the food industries and hospital environments due to their resistance to the current
antimicrobial treatments and this poses serious public health problems. This work is a
bibliographic synthesis of the works already carried out on the study of formation and evaluation
of biofilms in the industrial and medical fields in Algeria.This study is focused on the analysis of
certain parameters such as the consequences, the origin, and even the causes which lead to the
formation of biofilms in the dairy industry, the drinking water pipes, also the hospital
environments in Algeria, which makes it possible to have means and therapeutic strategies to
fight against biofilms.

Keywords: biofilms, microorganisms, bacterial resistance, industrial fields, medical fields.
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Introduction

«L’union fait la force», cette maxime bien connue pourrait résumer le cas des biofilms.
Les micro-organismes sont la premiére forme de vie sur notre planéte. Ils rassemblent des
bactéries, des levures, des algues, des champignons et des protozoaires. Ces organismes sont
omniprésents, s'installent dans le sol, l'eau douce, l'eau de mer et l'atmospheére, et sont
associés les uns aux autres par des relations qui s'adaptent a leurs besoins biologiques. Ils
jouent un réle important dans presque tous les écosystémes.

Depuis de nombreuses années, les biofilms sont la cible d'importantes recherches. Ils
peuvent €tre formés sur tout type de surface naturelle ou artificielle, qu'elle soit minérale
(roche, interfaces air-liquide...), organique (peau, tube digestif des animaux, racines et feuilles
des plantes), industrielle (canalisations) ou médicale (prothéses, cathéters, sondes
urinaires....) (Costerton, 1999).

Au sein des biofilms, les microorganismes sessiles développent des caractéristiques
assez différentes de celles des microorganismes planctoniques, par exemple la mise en ceuvre
d'une expression génique spécifique, qui se caractérise par des modifications fondamentales
des Phénotype et obtenir les caractéristiques spécifiques aux biofilms, notamment La
résistance aux antibiotiques et l'expression de facteurs de résistance a de nombreux stress
environnementaux, l'utilisation et la modification des systémes de communication chimique,

modification de la structure pour produire des d’exopolymeres.

Le mode de vie en biofilms a posé des problémes majeurs a 'homme et a ses activités
industrielles. Tous les secteurs agroalimentaires peuventétre touchés car tout équipement non
stérilisé contient des micro-organismes qui peuvent déclencher le processus de colonisation,
en particulier dans les zones difficiles a nettoyer et a désinfecter. Le biofilm composés de
bactéries pathogenes telles que Listeria monocytogenes, Pseudomonas sp, Esherichia coli,
Bacillus cereus, Staphyloccocus sp (Roux, 2006). Peut se mettre en place en quelques heures,
et permettrai ainsi aux bactéries qui s'y trouvent de devenir résistantes aux facteurs
extérieurs .Outre tous ces aspects négatifs, qui sont les plus évoqués, des aspects positifs

existent induits par des genres tels que Lactobacillus, Enterococcus, Lactococcus.

Un certain nombre de méthodes sont disponibles pour détecter la production de
biofilm in vitro parmi lesquels la méthode de coloration au cristal violet et la méthode de

culture sur milieu au Rouge Congo (Djelloul Daouad;ji, 2010 ; Achek, 2020).

En médecine, environ 65 % des infections sont dues a des biofilms dans les pays dits

développés. Ils sont aussi impliqués dans 60 % des infections nosocomiales et dans toutes les

(1]



Introduction

infections prothétiques (Roux, 2006), les biofilms sont particulierement importants car ils
présentent un probléme majeur de santé publique, impliquant un large éventail d'infections
dans le corps humain (Costerton, 1999). Ces infections causées par les biofilms sont

résistantes aux traitements antibiotiques et causent de graves problémes pour la santé.

A cause a la résistance de biofilms au traitement, de nombreuses stratégies de
prévention et de contréle ont été mises en ceuvre pour les éliminer. La mise en place de
bonnes pratiques d'hygiéne, la conception de choisir les équipements sanitaires en choisissant
les matériaux et les formes nettoyants et désinfectants et procédures d'assainissement les plus

appropriés (Langoni et al., 2008).

L’objectif général de ce travail est de décrire le biofilm, suivre son développement, sa
physiologie ainsi que les différents risques infectieux liés a sa présence soit dans le domaine
médical ou industriel, tout en essayant de mettre le point sur 1’état de t’art des travaux en

Algérie malgré la rareté des études.

(2]
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Chapitre I : Le concept du biofilm

I.1. Historique

Le biofilm est observé depuis longtemps mais ses caractéristiques et sa structure ne sont
toujours pas claires. Durant les années 1600, I'hnomme d'affaires et scientifique Néerlandais
Antoni Van Leeuwenhoeck a été le premier a observer et a décrire des micro-organismes
appelés a 1'origine "animalcules" a 1'aide de microscopes manuels. Il a utilisé un échantillon

de la surface de la dent (Donlan, 2002).

En 1933, Arthur Henrici observe I'existence des biofilms en expérimentant la croissance
d'algues placées sur une lame de verre et immergées dans un aquarium. Il a remarqué que les
microorganismes vivent en communautés organisées en milieu aqueux, fixés sur des supports,
entourés d'une matrice, plutdt que sous une forme flottante (cellules isolées, flottant dans un

milieu liquide) (Henrici, 1933).

En 1935 Claude Ephraim Zobell a pour suivi les études sur les biofilms. Il a é¢galement
observé le comportement des bactéries dans un milieu aquatique, les phénomenes de la
fixation réversible/irréversible ainsi que la formation de micro-colonies qui sont les premicres

étapes de la formation d’un biofilm (Zobell et Allen, 1935).

En 1969, les recherches de Jones et al. en utilisant la microscopie électronique a
balayage et a transmission pour examiner le biofilm sur le filtre de station de traitement des

eaux usées, ont montré qu'ils étaient composés d'une variété d'organismes

Quelques années plus tard, avec 1'émergence de nouvelles technologies, 1'étude des
biofilms prend un véritable essor. La technologie utilisée, principalement la microscopie
¢électronique a balayage et la culture microbienne, en utilisant des colorants polysaccharides
spécifiques (rouge de ruthénium) et des fixateurs (tétroxyde d'osmium), a permis aux
chercheurs de prouver que la matrice qui entoure les cellules de ces biofilms est un

polysaccharide.

C’est a partir des années 1973, que Characklis a étudi¢ les boues microbiennes dans les
systémes industriels d'eau et a montré que les biofilms sont également trés résistants au chlore
et a d'autres désinfectants (Characklis, 1973). Quelques années plus tard, en observant la
plaque dentaire et les communautés sessiles dans les ruisseaux de montagne, Costerton et son
€quipe ont propos¢ des théories sur le mécanisme par lequel les micro-organismes adhérent

aux matériaux vivants au lieu des matériaux vivants. Le terme « biofilm » a été proposé pour

3]



Chapitre I : Le concept du biofilm

la premicre fois, en supposant que ce sera le mode de vie naturel adopté par de nombreux

micro-organismes (Costerton, 1978).

De nos jours, de nombreuses recherches ont été menées sur les biofilms, que ce soit

dans le domaine médical, industriel ou en milieu naturel.

(4]



Chapitre I : Le concept du biofilm

1.2. Définition

Le terme biofilm étymologiquement parlant vient du grec «bios» et de l'anglais

«film»qui signifie pellicule (Costerton, 1999).

Le biofilm est défini comme un ensemble de cellules microbiennes agrégées, qui
peuvent étre composées d'un ou plusieurs especes de micro-organismes (Behlau et Gilmore,
2008), qui sont attachés a des surfaces inertes ou vivante set combinés sous forme de matrice
d’exo-polysaccaride (EPS) sécrétée par lui-méme (Dunne, 2002 ;Cooper et Okhiria, 2006 ;
Hall-Stoodley et al., 2012). Les biofilms composent la plupart des modes de vie des micro-
organismes qui sont contraires a 1'état planctonique (Stoodley et al., 2002 ; Van Houdt et
Michiels, 2005). Les biofilms peuvent pousser sur différentes surfaces naturelles ou
artificielles; sur l'eau, le sol, les plantes (racines ou feuilles), les animaux ( peau, plaque
dentaire, muqueuse intestinale, etc...). Ils peuvent exister dans tout tissu en milieu naturel,

industriel ou hospitalier.

La Figure 01 montre le biofilm de Legionella pneumophila sur de 1’acier inoxydable

observé au microscope €lectronique a balayage.

Figure 01. Biofilm de Legionella pneumophila formé sur de I’acier inoxydable

Photographie prise au microscope électronique a balayage (Jouenne, 2008).

[5]
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1.3. Diversité des biofilms

Dans la nature, les bactéries existent sous deux formes ; libres flottant dans leur
environnement (la forme planctonique) et sous forme de biofilm. Elles peuvent passer d’une
forme a I’autre. Le mode de vie le plus dominant des bactéries dans 1’environnement est sous

forme de biofilm (Costerton, 1978).

Les bactéries sous forme planctonique vont s’attacher sur une surface de facon
irréversible et vont croitre. Pendant cette croissance, elles vont produire des polymeéres
extracellulaires qui vont s’accumuler et former une matrice extracellulaire a forte teneur en
eau. Les bactéries vont étre immobilisées dans cette matrice, leur proximité va permettre de
réaliser des échanges de nutriments et de signaux.

Le mode de vie en biofilm permet & une colonie bactérienne de vivre en ayant une

protection contre un certain nombre de stress environnementaux (Kadi, 2018).
L.4. Composition de biofilm (Figure 02)

Les bactéries capables de former des biofilms présentent des caractéristiques. En effet,
les cellules bactériennes sont couvertes par une matrice représentée par un polymeére
hautement hydraté (> 90% d'eau), composé de polysaccharides extracellulaires, Les protéines
et les acides nucléiques, cependant, leur distribution dépend de l'espéce préoccupée. Nous
citons chez Staphylococcus aureus (S.aureus), le polysaccharide le plus courant est Polymeére
de N-acétyl-D-glucosamine appelé polysaccharide Adhésine intercellulaire (PIA) (Tremblay,
2014 ; Arciola et al., 2015).

Qe Exopolysaccharides wmms O otéines

. Cellules bactériennes “\_/ Acides nucléiques

Figure 02. Composition du biofilm (Lister et al., 2014).

[6]
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1.5. Processus de formation de biofilm

La formation de biofilm est un processus dynamique qui peut étre divisé en plusieurs
¢tapes (Olszewska et Magdalena, 2020) ; attachement réversible, attachement irréversible,
développement précoce, maturation et dispersion. Les deux derniers s’ impliquent une cascade

d'expression génétique (Reen, 2019).

Le biofilm peut se trouver sur une grande variét¢ de surfaces telles que les tissus
vivants, les dispositifs médicaux, ou autres supports retrouvé dans le sol ou dans les endroits

aquatiques et sur les équipements de 1’industrie agroalimentaire (Talaro, 2008).
I.5.1. Formation du film de conditionnement

Tout d'abord, un film de conditionnement est produit lors de 1'immersion dans un
liquide (Belmar-Beiny et Fryer, 1992 ; Boyd et al., 2000). Le film de conditionnement peut
contenir des composés chimiques inorganiques ou organiques, ou des produits biologiques de

I’environnement (Zottola et Sasahara, 1994).

La nature du film sera affectée par la nature de la surface et la source du film. Ce film
va modifier les propriétés physico-chimiques de la surface (tension de surface, polarité), il va
inhiber ou stimuler 1'adhésion bactérienne. Des charges négatives peuvent étre acquises ce qui
va diminuer I'hydrophobicité. Les constituants de ce film vont servir de substrat aux micro-
organismes qui vont adhérer a la surface. Suite a I’accumulation de molécules organiques et
inorganiques, la concentration en nutriments est plus élevée sur le support que dans la phase
aqueuse, des micro-niches favorables a 1’adhésion stable des micro-organismes vont donc se
créer. Les micro-organismes y trouvent des nutriments disponibles et/ou des molécules
organiques avec lesquelles elles peuvent engager des interactions spécifiques (Kumar et

Anand, 1998 ; Pratt-Terpstra et Busscher, 1998 ; Boyd et al., 2000).
1.5.2. Adhérence réversible

Dans un milieu liquide ou exposé a I'humidité, 'approche des bactéries planctoniques
d'une surface solide se produit par mouvement brownien, par sédimentation ou par mobilité
active (présence de flagelles) (Haiby et al. 2011). Cette adhésion réversible est caractérisée
par l'adsorption faible des cellules bactériennes sur la surface par des liaisons chimiques non
covalentes. Ces liaisons entre la cellule et la surface d'attachement sont de type Van der

Waals, ¢lectrostatiques répulsives, ou encore acide-base de Lewis dans ce cas la bactérie peut
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alors étre enlevée facilement par simple ringage (Chmielewski et Frank, 2003). Elles font
intervenir des macromolécules de surface, regroupées sous le terme d'adhésines (Costerton et
al, 1978; Costerton et al, 1981), telles que des flagelles, des pili de type I et IV, des curli, des
protéines, des polysaccharides ou encore des lipopolysaccharides (LPS) (Bellon-Fontaine et
al., 1996 ; Briandet et al., 2012).

Cette ¢étape est influencée par les conditions environnementales impliquant le potentiel
d'hydrogeéne (pH), l'osmolarité, la température, la concentration d'oxygene et la quantité des

nutriments et I’hydrodynamique des fluides (Beloin et a/.,2008).
1.5.3. Adhérence irréversible

Cette seconde adhésion correspond a une fixation spécifique des micro-organismes sur
un support. Cette adhésion stable est rendue possible grace a la sécrétion de polymeéres
extracellulaires (Hoiby, 2011) qui forment des ponts de fixation entre la cellule et la surface
ou entre deux cellules. Ces exopolymeres ont différents roles, ils assurent l'attachement
irréversible des micro-organismes a la surface, ils permettent le piégeage des éléments
nutritifs nécessaires a la croissance bactérienne, et ils protégent également les micro-
organismes des agressions de nature chimique ou biologique. Certaines espéces bactériennes
ne sont pas capables de s'ancrer elles-mémes, elles s'intégrent donc a d'autres especes déja

installées en biofilm (Beloin et a/., 2008).

Selon le type de micro-organisme, les structures d’adhésion vont varier. Pour I’adhésion
des bactéries a Gram négative, seront impliqués les pili, les curli, les capsules et le glycocalix.
Quant a ’adhésion des bactéries a Gram positive, ce sont les acides teichoiques, 1’acide
mycolique, la capsule et le glycocalix qui sont impliqués. D’autres structures peuvent
¢galement étre impliquées. Le role de ces molécules de surface est de permettre d’établir le

contact entre la cellule et une surface ou entre deux cellules (Van Houdt, 2005).
1.5.4. Développement précoce du biofilm

Le stade de croissance est caractérisé par la prolifération de cellules bactériennes fixées
a la surface, entrainant la formation de colonies qui couvriront partiellement ou complétement
la surface (Tolker-Nielsen et Molin, 2000). Elles se rassemblent pour former des

microcolonies et sont protégés par une matrice polysaccharidique extracellulaire (Jacobsenet

al., 2008).
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1.5.5. La maturation du biofilm

La croissance du biofilm correspond a la multiplication cellulaire, a la production d’EPS
La structure complexe du biofilm se produit avec la formation de canaux aqueux, et les pores
entre les microcolonies (Folkesson et al., 2008), permettent de procurer l'oxygene et les
nutriments nécessaires a la croissance des micro-organismes et le traitement des déchets

(Tenke et al., 2006).

La production et la sécrétion d'enzymes ou de toxines peuvent entrainer une
dégradation enzymatique dans la surface environnante, de sorte qu'il peut libérer des

nutriments (Jacobsen et al., 2008).
1.5.6. Le détachement du biofilm

La phase de détachement est considérée comme 1’étape finale qui compléte le cycle du
biofilm. Les bactéries sont séparées du biofilm et se propagent dans I'environnement (retour a
I'état flottant). Traditionnellement, la séparation des bactéries est considérée comme un
phénomene passif, notamment en fonction de la force d'écoulement du milieu dans lequel se
trouve le biofilm. Cependant, l'isolement des bactéries peut également Etre une stratégie
active, qui est déclenchée par les bactéries elles-mémes, leur permettant de s'installer et de

survivre sur de nouvelles surfaces lorsque I'espace et les nutriments deviennent limités.

Les bactéries peuvent se décomposer d'elles-mémes, ou elles peuvent étre décomposées
en petits ou gros morceaux (Kaplan, 2010), selon le type de bactérie, Les bactéries ont un
processus complexe impliquant des signaux environnementaux et une communication entre

bactéries (Joshi et al., 2010).

Par conséquent, le biofilm établi peut coloniser d'autres surfaces. (Joshi et al., 2010).
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Figure 03. Représentation schématique des différentes étapes menant a la formation

biofilm (Filloux et Vallet, 2003).

1.6. Le Quorum-Sensing

La formation de biofilm est contrélée par des mécanismes de régulation tels que
Quorum-Sensing (QS). Ce sont les mécanismes de controle au sein de la cellule (systéme de
communication cellule a cellule), qui sont obtenus grace a des signaux intercellulaires via des
médiateurs chimiques, et dépendent du nombre de cellules présentes (mécanisme de détection
de la densité cellulaire). Ces mécanismes reposent sur le principe de la masse critique
(Costerton 1999, Tomlin et al., 2005). Une fois que la concentration de la molécule signal
atteint le seuil, le régulateur de transcription sera activé et contrdle des geénes spécifiques
(Costerton et al., 1999; Irie et Parsek, 2008). Le QS régule la physiologie des biofilms en
ajustant la taille des biofilms en tenant compte des conditions environnementales. Il initie le
phénomene de propagation et d'agrégation des bactéries planctoniques en biofilm (Irie et
Parsek, 2008). Le QS aurait aussi un role dans 1’épaisseur du biofilm, il peut réprimer ou
stimuler I’expression de certains caracteres ou certains facteurs de virulence extracellulaires,
tels que les protéases (Tomlin et al., 2005 ; Clutterbuck et al., 2007; Irie et Parsek, 2008). Les
molécules du QS peuvent également résister aux attaques d'autres organismes vivants, tels

que les protozoaires (Queck et al., 2006).
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I.7. Les conditions de développement d’un biofilm

L'attachement des micro-organismes a la surface dépendra de différents facteurs
(Tableau I). Les micro-organismes se fixent de préférence sur la surface hydrophobe rugueuse
avec le film de conditionnement. Lorsque le débit, la température moyenne et la concentration
en nutriments augmentent, cela aidera a les réparer. L'hydrophobicité de la surface cellulaire,
la présence de fimbriae et des flagelles et la production de polysaccharides extracellulaires

affectent I'attachement des bactéries a la surface (Donlan, 2002).

Tableau I. Les différents facteurs affectant le flux de travail et la croissance des

microorganismes dans les biofilms (Donlan, 2002).

Propriétés de la Propriétés du milieu Propriétés de la cellule

surface/support

= Texture de Ila = Vitesse du flux » Hydrophobicit¢ de la
surface v pH surface des cellules
v Rugosité de la v' Température
surface v Cations présents dans le v Présence d’appendices
v" Hydrophobicité de milieu (Ca®*Na*",Fe’") (fimbriae, flagelles)
la surface v Concentration en Fer et
v" Présence d’un film en nutriments v" Molécules de surface
v Conditionnant a la v' Sources de carbone
surface disponibles

v Disponibilité en oxygéne
v’ Présence d’agents

anti-microbiens
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1.8. Effets de biofilms
1.8.1. Effets bénéfiques

Le biofilm joue un role positif dans notre santé, la surface de notre peau est recouverte
de biofilm, la présence de biofilm provoquera une compétition microbienne, ce qui rend la
colonisation par les microorganismes pathogenes plus difficiles (Percival et al., 2012).Les
biofilms gastro-intestinaux assurent également un role de protection et participent au
processus de digestion (Macfarlane et al., 2011).

Ils jouent également un role clé pouvant étre tres utiles dans l'industrie alimentaire ;
nous citons I’exemple de la production d'éthanol dans des réacteurs dans lesquels des levures
Saccharomyces cerevisiae sont immobilisées sous forme de biofilm. Ainsi dans la production

du vinaigre (acide acétique) (Alnnasouri, 2010).
1.8.1. Effets néfastes

Les déclencheurs de biofilm peuvent causer de graves problémes de santé par exemple

= L'émergence des bactéries pathogénes malgré les procédures de nettoyage et de
désinfection.

= Les biofilms posent divers problémes en médecine, nous citons les bactéries
pathogénes se développant dans le systéme digestif, urinaire et respiratoire, aussi dans
les implants ou tuyaux dans les opérations médicales.

= L’implantation de biofilm dans les réseaux de canalisations d'eau est également 1'un
des problémes importants rencontrés dans les réseaux d'eau (Block et al/, 1993).

= Le biofilm peut étre responsable de la réduction de la qualité des aliments, et de la
contamination des équipements de 1‘industrie agro-alimentaire (Fournaud et a/, 1978).

= La formation de biofilm sur les plaques de certains échangeurs de chaleur a
température de base dans l'industrie alimentaire réduira leur capacité de transfert
thermique, et augmentera la pression de la pompe en raison de la réduction de son

diametre de tuyau (Characklis et al., 1980 ; Hamilton, 1987).
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I1.1. Définition de ’industrie agroalimentaire

On entend par industrie agro-alimentaire (IAA), l'ensemble des industries de
transformation des matieres premicres, d’origine végétale ou animale, en produits destinés a
l'alimentation humaine ou animale. Derriére cette définition, apparemment simple du secteur,
il faut prendre en compte la trés grande hétérogénéité des produits et la complexité des
relations au sein des filieres. Cette définition ne comprend pas dans son sens strict ni les
producteurs de maticres premicres, ni les activités périphériques engrais, machines agricoles,

services spécifiques.

Par denrée alimentaire, il faut retenir la définition suivante : « Toute substance ou
produit, transform¢, partiellement transformé ou non transformé, destiné a étre ingéré ou

raisonnablement susceptible d’étre ingéré par 1’étre humain » (Bernade et Leclercq, 2005).

I1.2. Types d’industries agro-alimentaires
I1.2.1. Industrie céréaliére

L’ Algérie est I’'un des plus grands pays consommateurs de céréales au monde. L’activité
de la filiére est principalement orientée vers la production de farine et de semoule. Le travail
des grains concerne les entreprises de premiére transformation des céréales telles que le bl¢, le
mais, en farines ou semoules. Les produits issus de ces entreprises peuvent ensuite &tre

utilisés dans des usines de seconde transformation : panification, alimentation animale, etc.
I1.2.2. L’industrie des produits laitiers

L’ Algérie est le premier consommateur laitier du Maghreb (Recham, 2015). L’industrie
des produits laitiers est I'industrie qui achete le lait cru réfrigéré principalement de vache ou
de brebis et chévre aux éleveurs pour le transformer en produits laitiers (yaourt, beurre, etc)

ou des sous-produits (poudre de lait).
I1.2.3. L’industrie des boissons (BRSA, jus, eaux en bouteilles)

Cette industrie couvre deux grands groupes et huit sous-groupes. Le groupe des
boissons non alcooliques ; elle comporte les sirops, les eaux et les boissons sans alcool, les jus
de fruit, ainsi que le café et le thé. Le groupe des boissons alcooliques comprend les

spiritueux, le vin et la biere (Recham, 2015).
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11.2.4. L’industrie sucriére

L’industrie qui produit du sucre a partir de plantes telles que la canne a sucre ou la

betterave.
I1.2.5. L’industrie des fruits et légumes

Leurs principaux produits sont des fruits et des légumes en conserve, surgelés ou
conservés d'autres manieres, des jus de fruits et de légumes, des soupes, des marinades, des

confitures, des gelées et des marmelades, du cidre, des sauces et du vinaigre (Recham, 2015).
I1.2.6. L'industrie de la viande

Désigne l'ensemble des activités industrielles agroalimentaires spécialisées dans la
transformation des animaux d'élevage dévolus a l'alimentation humaine. Cela va de I'abattage-
découpe-stockage des animaux devenant carcasses bouchéres a la viande préte a €tre cuite, et

autres plats cuisinés a base de viande.
I1.2.7. Industrie des aliments pour les animaux

L’alimentation animale joue un réle déterminant dans 1’industrie alimentaire mondiale
et permet de produire, partout dans le monde, des denrées alimentaires d’origine animale
d’une maniére économiquement viable. Ces aliments peuvent &tre fabriqués soit par des
entreprises industrielles, soit par simple mélange sur le lieu de production. Il existe différents
termes pour désigner ces aliments que I’on peut qualifier de «aliments industriels», «aliments
formulés», «aliments en mélange» ou encore «aliments composés».Une fois fabriqués, ces
aliments sont utilisés pour nourrir et couvrir les besoins nutritionnels des animaux en fibres et

autres produits, et ce, dans des conditions d’¢élevage tres diverses.
I1.2.8. Industrie du poisson

L'industrie de la péche comprend toute industrie ou activité liée a la prise, a la culture, a
la transformation, a la conservation, au stockage, au transport, a la commercialisation ou a la

vente de poisson ou de produits de la péche (FAO, 2016).
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I1.3. Contexte général sur les biofilms dans I’industrie agroalimentaire

La recherche sur les biofilms dans les industries agroalimentaire se situe en grande
partie dans le domaine de la sécurité alimentaire, Presque toutes les branches de 1’industrie
agroalimentaire. Les biofilms causent des pertes annuelles de plusieurs millions de dollars
(Brook et Flint, 2008). Leur formation sur les surfaces en contact avec les aliments est
presque inévitable, et elles sont favorisées par les conditions qui prévalent dans les entreprises

de transformation alimentaire.

Le biofilm industriel est la source des problémes affectant I'hygiéne alimentaire et la
qualité de I'hygieéne des produits et matériaux transformés. En France, 40% des maladies
d'origine alimentaire sont considérées comme liées aux biofilms méme s'ils ne contiennent
que des bactéries inoffensives, ils peuvent constituer une menace pour la santé car ils

constituent un refuge pour les agents pathogenes (Lequette et al., 2010 ; Vlkova et al., 2008).
I1.4. Problémes liés aux biofilms dans les industries

De nombreuses surfaces non biologiques sont rencontrées dans 1'industrie alimentaire,
comme le verre, l'acier inoxydable et méme le plastique, le caoutchouc, le titane, 1'aluminium
ou la céramique (Abdallah et al., 2014). Comme mentionné précédemment, de nombreux
facteurs affecteront 'adhérence, ce qui a son tour affecte la formation de biofilm. Une fois les
biofilms formés, ils sont généralement difficiles a éliminer car ils peuvent atteindre plusieurs

couches d'épaisseur variable centimeétres (Trachoo, 2003; Shi et Zhu, 2009).

La contamination de surface, notamment par la présence des biofilms dans I'industrie
agroalimentaire, occasionne des probleémes d'hygiéne et joue un rdle dans la persistance des

bactéries pathogenes dans I'[AA (Bridier et al., 2015)

Les environnements des IAA plutét humides constituent un environnement propice a la
formation et au développement des biofilms. En effet, ces surfaces peuvent étre recouvertes
de matieres organiques comme les protéines de lait ou de viande, parfois du sang, ce qui peut
favoriser I’adhésion des bactéries. Les microorganismes sont retrouvés dans les industries
dans les différentes étapes de transformation, les bactéries faisant partie intégrante des
matieres premieres. Ces dernieres se forment la ou le nettoyage n’est pas approprié, c’est-a-
dire, au niveau des courbures ou des jointures, les joints d’étanchéité sont par exemple des
surfaces ou s’accumulent les saletés constituant un lieu propice au développement de biofilm

(Shi et Zhu, 2009; Giaouris et al., 2014).
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Le biofilm présents sur des surfaces, soit ouvert ou fermé, va engendrer de graves
problémes de santé. Les bactéries du biofilm sont entourées d'une matrice extracellulaire.
Cette structure permet aux bactéries d'étre moins sensibles a I'utilisation des biocides. La
résistance des cellules des biofilms aux agents antibactériens est bien supérieure a celle des

mémes cellules a 1'état flottant (Giaouris et al., 2014).

En effet, les biocides ne sont pas capables de pénétrer au sein des couches de bactéries
et de composés de la matrice, limitant ainsi 1’efficacité de la substance chimique. En plus de
la faible pénétration des biocides au sein du biofilm, il est possible que les agents
désinfectants réagissent de manieére importante avec les composés de la matrice (protéine,
polysacch des) plutdt qu’avec les bactéries présentes, un gradient de concentration de biocides

qui crée a I’intérieur du biofilm (Figure 04) (Bridier et al., 2011).

Interactions électrostatiques
Interactions hydrophobes

Pénétration limitée

Résistance du
biofilm

Exclusion parla taille

Deégradation des biocides

— Phénotype du biofilm : Changements dans1’expression des génes et synthése des protéines

@B @ Cellules persistantes : Tolérance multiple
= Croissance lente : Limitation dela quantité de biocide dansles cellules

@m » Adaptation des cellules : Diminution de la sensibilité des cellules

Figure 04. Mécanismes développés par le biofilm pour résister a I'action d’agents

antimicrobiens (Abdallah et al., 2014).

Dans ces modes d'interaction et de communication, les bactéries utilisent la détection de
quorum. Elle consiste en la production et la sécrétion de molécules signal. Ces molécules sont
appelées auto-inducteur et sont synthétisées par des enzymes. Le nombre de molécules signal
est directement li¢ a la densité cellulaire. Les bactéries existantes détectent ces signaux, et en
réponse a ces signaux, elles régulent I'expression de certains geénes (Li Hetian, 2012). De

nombreuses bactéries ont plusieurs voies de détection de quorum qui sont souvent connectées
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les unes aux autres. Cette détection permet de coordonner et de réguler les activités collectives
de toutes les bactéries. En plus de former des biofilms, les bactéries peuvent également
utiliser ce systéme de communication pour I'émission de bioluminescence, la production de
facteurs de virulence, la mobilité, le transfert d'acide désoxyribonucléique (ADN) ou la
synthése a nouveau des produits extracellulaires. De cette facon les bactéries sont capables
d’avoir une activité collective et sont capables de résister aux différentes stratégies employées

pour lutter contre leur présence (Bai et Rai, 2011; Doberva, 2016).
I1.5. Méthodes de détection des biofilms

II existe une variété de méthodes pour détecter la production des biofilms, notamment:
la méthode de la plaque de culture tissulaire (TCP), méthode du tube a essai (TM), test du
milieu rouge Congo (RCA), et la technique de Biofilm Ring Test (BFRT).

I1.5.1. Méthode de plaque de culture de tissus

La méthode de la plaque de culture tissulaire décrite par O'Toole et al. (2000) permet

une ¢évaluation quantitative de la formation du biofilm (Bellifa, 2014).

Le biofilm d'espece unique peut étre formé sur un support en polystyréne a l'aide des
microplaques a 96 puits. A partir d’une culture de 18 heures dans le bouillon infusion cceur
cervelle (BHIB), les puits d’une microplaque de 96 puits sont inoculés avec des bactéries,
puis incubés par la suite pendant 24 heures a 37°C. Les puits sont lavés trois fois avec de
tampon phosphate salin (PBS) (Figure05). Le biofilm formé ainsi par 1'adhésion de bactéries
sessiles est coloré par le cristal Violet (CV) a 0,1%. En fonction de la lecture des densités

optiques (DO) de la phase biofilm, les bactéries sont classées comme suit :

v" Non formatrices du biofilm,
v" Formation modérée,

v’ Fortement formatrice du biofilm (Mathur et a/., 2006 ; Bellifa, 2014).
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Figure05. Formation de biofilm en microplaque (Bellifa, 2014).

11.5.2. Méthode en tube

C'est une technique qui peut faire une évaluation qualitative de la formation de biofilm
(Christensen, 1982 ; Kara Terki, 2014). A partir d’une culture de 18 a 24 heures, une colonie
est ensemencée dans de BHIB supplémenté de saccharose puis incubé a 37°C pendant 24 h.
Les tubes sont lavés avec du PBS puis séchés. Chaque tube est ensuite coloré par le CV
(Figure06). La formation du biofilm est considérée comme positive lorsqu’un film visible
recouvre le mur et le bas du tube comme la figure montre (Mathur et al., 2006 ; Alnnasouri,

2010 ; Djelloul Daouadji, 2010 ; Bellifa, 2014).
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T : Témoin

A : formatrice du biofilm,
B : biofilm modéré

C : Biofilm négatif

Figure 06. Evaluation de la production de biofilm par la méthode TM (Bellifa, 2014).
I1.5.3. La culture sur rouge congo agar

Selon les recherches de Freeman et al. (1989), la gélose rouge congo est trés appropriée
pour la détection de souches productrices de slime (Nagaveni et al., 2010; Kara Terki, 2014)
(Figure07). Sur ce milieu, les souches exprimant le Polysaccharide Intercellular Adhesion
(PIA) donnent des colonies noires contre des colonies de couleur rouge pour les souches PIA
négatives. Les souches a phénotype variable donnent des colonies a centre noir et a contour
rouge ou a centre rouge et a contour noir (Mathur et al., 2006; Rewatkar et Wadher, 2013 ;

Bellifa, 2014).

Figure 07. Culture sur la gélose Rouge Congo.

(A) RCA-positive souche de S. epidermidis (colonies noires),
(B) RCA-positive souche de S. aureus (colonies noires),

(C) RCA-négative souche de P. aeruginosa (colonies rouges) (Hou et al., 2012).
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I1.5.4. Le biofilm Ring Test

Une nouvelle technique de détection et d’évaluation quantitative des biofilms ; le
Biofilm Ring Test (BFRT) technique décrite par Chavant et al. (2007), et développée par la
société Biofilm Control. Cette méthode devait permettre de suivre la formation de biofilm
d’une facon simple et rapide, sans étapes de lavage ni de coloration (Figure 08) (Perrin,
2009). Elle permet de suivre de facon simple et rapide ’immobilisation de billes magnétiques
par les cellules bactériennes adhérant au fond du puits. Plus les billes seront piégées, moins
elles se déplaceront dans le champ magnétique et moins elles se regrouperont au centre du
puits. L’immobilisation des billes est secondaire soit au fait qu’elles sont «piégées» par des
bactéries qui adherent au fond du puits, soit au fait que les propriétés rhéologiques du milieu

sont modifiées (Liesse Iyamba, 2012 ; Nagant, 2013).
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Figure 08. Le principe du Biofilm Ring Test (Perrin, 2009).
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11.6. Modéles des biofilms industriels

La présence de biofilm dans I’industrie alimentaire est un réel probléme. En effet, leur
présence présente un risque de contamination des aliments et donc un risque pour la santé des
consommateurs. Les biofilms peuvent étre présents sur différentes surfaces dans 1’industrie
agroalimentaire, au sein de 1’atelier de production (équipements, murs, sols, circuits d’eau,

aération), La majorité des espéces bactériennes étudiées en laboratoire forment des biofilms.

Les bactéries modeles les plus étudiées sont Pseudomonas aeruginosa, Listeria
monocytogenes, Staphyloccocus sp, Bacillus cereus, Escherichia coli et Vibrio cholerae

(Roux, 2006 ; Lezzoum-Atek et al., 2019).

Deux types de biofilms sont rencontrés dans les ateliers : les biofilms dits « négatifs » et

les biofilms dits « positifs »
I1.6.1. Biofilm Négatif

Les biofilms négatifs sont indésirables, formés généralement de bactéries pathogénes,
dangereuses du point de vue sanitaire et causent de sérieux problémes comme les Toxi

Infection Alimentaire Collective (TIAC).
11.6.1.1. Listeria monocytogenes

C'est une bactérie a Gram positif qui se présente sous forme de petits bacilles de forme
régulic¢re, avec des extrémités arrondies, sans spores, et avec des flagelles péritriches. Elle
peut se multiplier a des températures de 20-30 °C, et elle est non mobile au-dessus de 37°C.
Listeria monocytogenes est 'agent pathogéne de la listériose et 1'un des agents pathogenes
d'origine alimentaire, largement répandu dans l'environnement (Brisabois et al., 2009). Cette
bactérie peut provoquer une méningite et une septicémie, en particulier chez les personnes
immunodéprimées et les femmes ayant subi un avortement. Plusieurs études ont montré que
Listeria monocytogenes peut adhérer a diverses surfaces dans les ateliers agroalimentaires,
notamment l'acier inoxydable (Lezzoum-Atek et al., 2019), le marbre, le gel de silice, le
plastique et le caoutchouc (Leriche et al., 1999). Les flagelles jouent un role important dans
I'adhésion initiale des cellules a la surface et la formation de biofilms (Colagiorgi et al.,
2017). Une fois fixées, ces cellules peuvent produire des biofilms multicellulaires organisés

en structure complexe dans lesquelles les cellules sont intégrées dans une matrice d’EPS.
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11.6.1.2. Escherichia coli

Ces bactéries forment un groupe de bacilles a Gram négatif, mobiles, pouvant se
multiplier a des températures comprises entre 4°C et 46°C, et se développer mieux a 44°C
(Brisabois et al., 2009). Cette bactérie colonise la surface inerte des matériaux industriels
(agroalimentaire), quelle que soit sa composition : inox, métal, polystyréne, cuivre, etc.
(Sharma et al., 2016).

Lorsque les flagelles augmentent l'interaction, la formation de biofilm se produit entre
E. coli et la surface qui fournit le premier contact de surface cellulaire pour l'adhésion.

Les organites collants tels que les fimbriae type I et les fimbriae bouclés, jouent
¢galement un role dans l'attachement irréversible d'E. coli a la surface (Pratt et Kolter, 1998).
Escherichia coli O157: H7 est le plus incriminé dans les toxi-infections alimentaires, avec un

taux de létalité variant de 3 a 5% (Brisabois et al., 2009).
11.6.1.3. Staphyloccocus sp

Cocci a Gram positif, groupés généralement en grappes, immobiles, anaérobie
facultatif, possédant une catalase. Une étude a montré que le Staphylocoque & coagulase
positive (S. aureus) était détecté dans 38% des fromages de cheévre crus produits a la ferme,
cela a été li¢ a la présence de biofilms sur la surface du matériel de ferme (Jorgensen et al.,
2005). Staphylococcus aureus a des propriétés invasives, telles que I'adhérence aux surfaces
non biologiques (abiotique), qui sont affectées par les composants de la paroi bactérienne, tels
que l'acide téichoique et les protéines de surface, y compris I'adhésine qui permet aux cellules
bactériennes d'adhérer fermement (Tremblay et al., 2014). Les aliments contaminés par ce
germe constituent ainsi une menace pour la santé humaine, du fait que Staphylococcus aureus
peut provoquer une intoxination alimentaire par ingestion d'aliments contenant des
entérotoxines préformées. Cette intoxination est caractérisée par une courte durée
d’incubation (1 a 6 heures aprés ingestion), des crampes abdominales douloureuses, des

diarrhées, des vomissements et 1’absence de fi¢vre (Brisabois et al., 2009).
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11.6.1.4. Bacillus cereus

Bacille a Gram positif, sporulé, et mobile grace aux flagelles péritriches. Cette bactérie
est capable de former des biofilms qui se trouvent généralement sur les surfaces du matériel
en acier inoxydable, en verre et en polystyréne dans I’environnement agroalimentaire
(Cardazzo et al., 2008 ; Wijman et al., 2007).

Les spores de B. cereus sont trés résistantes a de nombreuses pressions et sont tres
hydrophobes ce qui facilite leur adhésion aux équipements de transformation et de production
des aliments (Wijman et al., 2007). L’ingestion de ce micro-organisme provoque deux types
d'intoxication alimentaire : une diarrhée causée par les entérotoxines thermolabiles pendant la
multiplication dans l'intestin gréle (Cardazzo et al., 2008), et des vomissements causés par les

toxines formées dans les aliments (Wijman et a/., 2007).
11.6.2 Biofilm Positif

Outre tous ces aspects négatifs, qui sont les plus évoqués quand il s’agit de biofilms, des
aspects positifs existent. Certaines propriétés bactériennes peuvent étre utilement exploitées
afin d’en tirer avantage dans de nombreux domaines.

les biofilms jouent un réle écologique capital et contribuent trés largement au bon
fonctionnement de la plupart des écosystémes en participant notamment au cycle du carbone,

de I’eau (Roux, A et al., 2006).

11.6.2.1. Levures

plusieurs auteurs (Demirci et al, 1997 ; Todd et Gerald, 2001) ont décrit
I'immobilisation de Saccharomyces cerevisiae sous forme des biofilms, qui sont également
utilisés pour produire du vinaigre (acide acétique). Le réacteur a biofilm est également utilisé

dans la production d'antibiotiques comme la pénicilline (Park et Wallis, 1984).
11.6.2.2. Bactéries lactiques

Les biofilms de bactéries lactiques sont utilis¢ I'industrie dans 1’industrie des produits
laitiers et dans les exploitations agricoles comme moyen (biologique) de prévention de
'adhésion de bactéries pathogénes et de bactéries d’altération (Leriche et al., 2000 ; Ibrahim

et al., 2004 ; Ait Meddour et a/, 2014).
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Les bactéries lactiques forment un groupe bactérien largement répandu dans la nature,
phylogénétiquement trés hétérogene et bénéficient du statut GRAS (Generally Recognised As
Safe) (Klaenhammer et al., 2005 ;Burgain et al., 2014).

Les bactéries lactiques interviennent dans de nombreuses industries, les différentes
applications de ces derni¢res en alimentaire reposent sur l’utilisation de 9 genres-clef:
Carnobacterium, Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Oenococcus,

Pediococcus, Streptococcus et Weissella (Burgain et al., 2014).
a) lactobacillus

Les lactobacilles appartiennent a la flore normale de la cavité buccale, urogénitale et du
tractus gastro-intestinal de I’homme et de I’animal. IIs sont utilisés dans différentes
fermentations alimentaires, par exemple dans l'industrie laitiere pour la production de
fromages, de yaourts et autres produits laitiers fermentés (Pelletier et al., 1997).

La formation de biofilms par les lactobacilles a été rapportée par Lebeer et al. (2007) et
Kubota et al. (2008 ; 2009) qui ont démontré que Lactobacillus rhamnosus est capable de
former des biofilms sur du polystyréne. D’autres auteurs (Lebber et al., 2007 ; Fujii et al.,
2008) ont méme décrit les genes responsables de 1’adhésion et de la formation de biofilms par

cette souche, ainsi que par Lactobacillus Plantarum.
b) Enterococcus

Les Enterococcus sont des agents pathogeénes opportunistes qui causent diverses
infections. Ce fait est li¢ a la résistance de certaines souches aux antibiotiques, en particulier a
la vancomycine (Semodo et al., 2003). Malgré cela, les entérocoques sont toujours présents
dans de nombreux aliments, en particulier les aliments d'origine animale, comme les
saucisses, le lait et les fromages traditionnels comme le Manchego et Mozzarella (Coppola et

al., 1998),

Plusieurs souches d'entérocoques peuvent produire des bactériocines appelées
entérocines, comme Enterococcus faecium, Enterococcus faecalis et Enterococcus
casseliflavus. Ces entérocoques ont une activité antibactérienne contre plusieurs bactéries
pathogeénes telles que Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus et Pseudomonas

aeruginosa (Sabia et al., 2002).
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Ait Meddour en (2015) a prouvé que les souches d’ Enterococcus faecium, d’
Enterococcus durans et d’ Enterococcus lacti sont une activité antibactérienne contre Listeria
monocytogenes, Staphylococcus aureus, Escherichia coli et Pseudomonas aeruginosa, et
peuvent former des biofilms sur des supports non biologiques et empécher la formation de ces

derniers.

¢) Lactococcus

Les lactocoques sont liés a la fermentation de nombreux aliments. Les produits
végétaux sont leur principal dépot, mais ils sont largement présents dans le lait et les produits
laitiers. Il est bien connu que les bactériocines sont largement produites par des bactéries
lactiques dont le lactocoque fait partie, ils peuvent donc jouer un role dans le contrdle de la
colonisation des surfaces en contact avec les aliments par des agents pathogeénes. En effet, les
bactéries lactiques qui produisent la nisine ont un effet inhibiteur sur 1'adhésion de Listeria

monocytogenes a la surface de l'acier inoxydable (Leriche et al. 1999).
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Chapitre I1I : les biofilms dans le domaine médical

Le biofilm est une cause répandue d'infections humaines. En effet, 65%des infections
sont causées par des biofilms. Plus de 80 % sont des infections bactériennes chroniques liées a

la présence des biofilms (Chalvet de Rochemonteix, 2009).

La formation des communautés sessiles et leur résistance inhérente aux agents
antimicrobiens sont a la base de nombreuses infections bactériennes persistantes et
chroniques. Ces infections peuvent étre causées par une seule ou plusieurs especes de

bactéries ou des moisissures (Tableau II).

Tableau II. Liste partielle d’infections humaines impliquant des biofilms

(Costerton et al., 1999).

Infections Espéces bactériennes communément impliquées
Caries dentaires Cocci a Gram positif acidogenes (Streptococcus spp)
Périodonties Bactéries anaérobies orales, a Gram négatif
Otites moyennes Souches d’ Haemophilus infuenzae
Mucoviscidose Pseudomonas aeruginosa et Burkholderia cepacia
pulmonaire
Endocardites Streptococcus sp. et Staphylococcus spp.
Ostéomyeélites Plusieurs especes bactériennes et fongiques souvent

mixeés

Infections biliaires Bactéries entériques (Escherichia coli)
Prostatites bactériennes Escherichia coli et autres bactéries a Gram négatif

II1.1. Les biofilms sur les dispositifs médicaux

Dans la nature, les microorganismes ont une tendance naturelle a adhérer aux surfaces.
Il est de méme dans le domaine médical au niveau des prothéses et des implants (Herard,

1998). Parmi les dispositifs médicaux pouvant former des biofilms (Donlan, 2001) :

= [ es cathéters centraux veineux
= [entilles de contact

=  Tubes endotrachéals
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= Les stérilets
= Les joints prosthétiques

= Les sondes urinaires (Figure09).

Figure09. Une coupe transversale d’une sonde urinaire en silicone a demeure (lumiére

centrale est obstruée par un biofilm cristallin) (Stickler, 2008).

Exemples
* Biofilm produit par Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa, comme d'autres bactéries & Gram négatif, produit des
agrégats structurés ou biofilm immobilisé¢ par la matrice (EPS) (Khalilzadeh, 2009). Ce
dernier est principalement composé dun mélange d'alginate (exopolysaccharide), de
polysaccharide, de protéine et de rhamnolipide (Pecastaings, 2010 ; Ben Haj Khalifa et al.,
2011). Une fois que la bactérie s’implantée avec succes, elle doit y survivre, malgré la
présence de défenses innées et acquises de l'hote et événements répétés de traitement

d’antibiotique pour une formation réussie de biofilm (Ben Haj Khalifa et al., 2011).
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= Biofilm produit par Klebseilla pneumoniae

Klebsiella a une capacité importante a former des biofilms, surtout sur les plastiques
Cathéter urinaire, qui est considéré comme 1'un des principaux facteurs responsables infection
nosocomiale qui rend le traitement antibiotique inefficace (Chhibber et al., 2013). La
formation de biofilm est passée par Q.S il est synthétisé a partir de l'inducteur (AL-2) et
posséde un géne homologue a E. coli. L'expression des fimbriae de Klebsiella type 1 et type 3

augmente sa capacité a former un biofilm puissant, (Stahlhut et a/., 2012).
II1.2. Infections liées aux biofilms

Plusieurs infections chroniques caractérisées par leur difficulté thérapeutique,
I’impossibilit¢ de stériliser certains foyers d’infection et le risque ¢levé de récidive sont

également considérées comme des infections liées aux biofilms (Figurel0).

Infections liées au matériel Infections chroniques

Pathologies buccodentaires !
et ORL (caries, stomatites,

Dérivations ventriculaires

. Sondes orotrachéales

Cathéters vasculaires
centraux --o" AL

(artériels et veineux) chez les patients

atteints de mucoviscidose

Valves cardiaques et
stimulateurs cardiaques

Infections urinaires
récidivantes

. Protheéses articulaires et
. matériels d'ostéosynthése

Figurel0. Principales infections associées aux biofilms. (Lebeaux et al.,2016).
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I11.2.1. Infection associées aux plaies

On estime que 1 a 2% de la population dans les pays développés souffrent de plaies
chroniques, telles que des ulcéres de jambe ou des complications cutanées liées au Diabete.
60% d'entre elles (contre 6% des plaies aigués) sont colonisées par des bactéries ou des
champignons sous forme de biofilm multi microbien résistant aux antibiotiques, qui ralentit
ou empéche la cicatrisation en favorisant un état d'inflammation chronique (James et al.,

2008).
II1.2.2. Mucoviscidose

Il s'agit d'une maladie génétique autosomique récessive qui touche environ35 000
enfants et jeunes en FEurope. causée par les bactéries Pseudomonas aeruginosa et
Staphylococcus aureus (Lyczak et al., 2002) qui sont capables d’infecter de maniére durable
les poumons en se montrant extrémement résistantes aux antibiotiques les plus puissants. De
plus, le systtme immunitaire de ces individus atteints répond de fagon excessive a cette
infection. Ce haut degré de résistance associé¢ a la nocivité de la réponse immunitaire sont
caractéristiques des biofilms bactériens. Les biofilms sont des réseaux de communication
bactérienne enveloppée de sécrétions visqueuses. Les bactéries produisent des signaux
chimiques qui vont leur permettre de communiquer entre elles. A une densité critique, ces
signaux vont s’accumuler et déclencher I’expression d’un ensemble de génes spécifiques,

avec comme conséquence la formation de biofilm (Singh et a/., 2000 ; Soussereau, 2012).
I11.2.3. Infections urinaires récidivantes

Classiquement attribu¢ a de multiples épisodes de néocolonisation a partir du tube
digestif, des travaux récents réalisés sur un modele marin ont montré que Escherichia coli,
uro-pathogeéne des voies urinaires est capable de coloniser les cellules épithéliales de la
vessie, et de former de gros agrégats intracellulaires entourée d'une matrice correspondant au
biofilm, cette matrice constituera le réservoir de bactéries pathogeénes pour chaque épisode

infectieux (Cystite, pyélonéphrite) (Justice et al., 2006).
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I11.2.4. Pathologies buccodentaires et oto-rhino-laryngologie (partie de la médecine

qui s'occupe des maladies de l'oreille, du nez et de la gorge)

Il a été prouvé que grace a des échantillons cliniques et des mod¢les in vivo, des
bactéries qui causent des otites moyennes chroniques (Haemophilus influenzae, Streptococcus
pneumoniae, Moraxella catarrhalis) ont une structure typique des biofilm. Cette observation a
permis de comprendre une partie des difficultés rencontrées dans le traitement thérapeutique.
Ces situations cliniques nécessitent souvent une prise en charge chirurgical (Lynch et al.,

2008).

Les infections buccodentaires (carie dentaire ou stomatite) résultent du déséquilibre

écologique entre la matiere minérale dentaire et les biofilms présents dans la cavité buccale.

En effet, les bactéries présentes dans le biofilm formant la plaque dentaire interviennent
dans des réactions de fermentation de sucres ingérés par 1’individu. La fermentation de ces
sucres produit des composés acides qui vont attaquer 1’émail et la dentine. La dent va se
déminéraliser, et une cavité va se creuser dans la dent. Alors une carie dentaire correspond a
une destruction localisée de I’émail dentaire par des composés acides issus de la fermentation

bactérienne de composés organiques (Simain et al., 2010 ).
I11.2.5. Endocardite infectieuse

Affection correspondant au développement de biofilms localisés sur les valves cardiaques
(Habib et al., 2009). Les principaux micro-organismes responsables sont : Staphylococcus
aureus, Staphylococcus epidermidis, Streptococcus spp et Candida albicans. Ces micro-
organismes proviennent de la peau, d’implants médicaux comme les cathéters veineux
centraux ou ont une origine dentaire. Le geste chirurgical permettant I’implantation d’une
valve cardiaque artificielle induit des I¢€sions tissulaires. Des plaquettes et de la fibrine ont
tendance a s’accumuler au niveau de la zone d’implantation de la valve. Les biofilms
rencontrés se forment plutdt au niveau des tissus avoisinants la prothése ou des sutures que
sur la valve en elle-méme, ce qui aboutit a la formation d’endocardite infectieuse (Florence et
al., 2010). Le traitement de cette infection nécessite une antibiothérapie au long cours et la

chirurgie est fréquente (Habib et al., 2009).
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I11.3. Résistance aux antibiotiques

Le biofilm est une structure résistante aux agents antimicrobiens par rapport au
plancton, la concentration d’ATB nécessaire pour inhiber les bactéries au sein d’un biofilm,
peut-étre 10 a 100 fois supérieure a la concentration utilisée pour inhiber les mémes bactéries
a l'é¢tat planctonique, mais elle ne peut étre totalement €liminée, ce qui peut poser de
nombreux problémes en milieu médical (Anger, 2013).

Cette résistance, accrue multifactorielle, est liée aux conditions de vie dans le biofilm
(hétérogénéité, acceés aux nutriments, oxygene, etc.....). Elle modifie les propriétés
physiologiques des microorganismes et induit des mécanismes de résistance connus. Cela
serait dii a la structure du biofilm qui facilite le transfert horizontale de genes entre les
bactéries, processus impliqué dans 1’acquisition des génes de résistance (Roux et Ghigo, 2006

; Soussereau, 2012).

I11.4. Protection vis-a-vis du systéme immunitaire

En plus de leur résistance aux antibiotiques, les biofilms peuvent également se protéger
contre le systtme immunitaire de 1'hote infecté. D’abord, la taille du biofilm est le principal
obstacle au processus de phagocytose. Et les enzymes libérées par les phagocytes ont peu
d'effet sur les biofilms, mais elles peuvent endommager les tissus (Khoury et al., 1992). La
matrice extracellulaire est également une barriére pour le systtme immunitaire de 1'hote car

elle empéche les anticorps de reconnaitre les antigénes bactériens (Costerton, 1999).
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IV .1. Les biofilms dans le domaine agro-alimentaire

La contamination de surface, notamment par la présence de biofilms dans I'industrie
agroalimentaire, occasionne des problemes d'hygiéne et joue un rdle dans la persistance des

bactéries pathogenes dans I'TAA (Achek, 2020).

Les biofilms formés par S. aureus sur les surfaces de transformation des aliments
constituent un probléme critique pour l'industrie alimentaire, et un danger source de

contamination des matrices alimentaires et des manipulateurs humains (Vergr et al., 2017).

Des études faites par Boujemaa et al. (2012), et Lachache et al. (2020) sur la
microflore du biofilm dans les lignes de transformation laitiere algérienne, et les biofilms
bactériens isolés a partir du systeme de distribution d’eau potable dans la région de wilaya

d’Ourgla respectivement.

Une étude plus récente réalisée par Achek et al. (2020) a partir d’un total de 112
¢chantillons d'aliments prélevés dans plusieurs points commerciaux et locaux districts situés
dans les régions de Médéa et d'Ain-defla, issus de plusieurs types d’IAA (viande de beeuf
hachée, saucisses, viande de poulet et créme et lait), les résultats ont montré que 70,9% des S.

aureus isolés produisent du biofilm,

D’apres ces résultats, I’origine du biofilm au niveau de ’industrie laitiere était le lait
cru. Alors que les surfaces des équipements et les matériaux de conditionnement sont

considérée comme source commune de formation des biofilms.

En ce qui concerne les microorganismes associés, d’apres les études pré citées, nous
trouvons un germe en commun qui forme des biofilms dans 1’industrie laitiere et méme dans

les canalisations d’eau potable c’est I’espeéce Bacillus cereus.

Au méme temps, d’autre espéces sont présentes et a ne pas négliger telles que
Enterococcu sdurants, Escherichia coli, au niveau des canalisations d’eau potable. De méme
que Staphylococcus aureus isolée a partir de plusieurs matrices alimentaires provenant de

différents types d’industries de transformation de viande.

Par contre, dans I’industrie laitiére nous avons constaté la présence des espéces
mésophiles formatrices de spores qui appartenant au genre Bacillus (Bacillus licheniformis,

Bacillus pumilus, et Bacillus subtilis), qui sont détectées dans divers produits laitiers, et la

[32]



Chapitre I'V: Etat de I’art en Algérie

présence de ces bactéries pathogénes sensible a la chaleur refléte une contamination post

traitements traduisant des conditions d’hygiéne insuffisantes (Malek et a/., 2012).

Au méme temps une autre étude faite par Cherif et al. (2015) sur la capacité de
formation de biofilm des bactéries récupérées dans les tuyaux en acier inoxydable d’une usine
de transformation du lait en Algérie, a démontré aussi I’existence de nombreuses especes de

Staphylococcus qui sont impliquées dans la formation de biofilm.

En comparant les causes d’apparition des biofilms, nous avons remarqué des points en
commun tels que, I’adhérence de ces agents aux surfaces des équipements qui augmente avec
I’¢lévation de la température, et aussi le pH et dans le temps, la disponibilité des nutriments,
aussi la nature des matériaux utilisés dans les industries, mauvais nettoyage des équipements

dans les industries plus au type et la concentration en désinfectant.

Comme il existe des facteurs favorisants ’apparition de biofilm seulement dans les

canalisations d’eau potable tel que la présence d’un résiduel en chlore.

D’apres ces études, nous avons remarqué des similitudes de conséquences de présence

de biofilms dans I’industrie laitiére et 1’eau potable qui se manifestent par :

- La présence des biofilms dans les industries laitieres et les canalisations des eaux
potable est responsible de la dépréciation de la qualit¢é organoliptique et
physicochimique du produit.

- Les bactéries acmulées au niveau d’un biofilm favorisent le développement de
macroorganisme et persistent ainsi comme source potentielle de contamination.

- Pour les canalisations d’eau potable nous avons noté 1’accélération du phénoméne de
corrosion par les bactéries formatrices de biofilm, en plus de la capacité
d’augementation des surfaces de résistance induite par la présence de biofilm. Et sur

tout la dimunition de la durée de vie du lait traité thermiquement.

Sur le plan de santé publique; les biofilms formés peuvent étre responsible d’une large
varait¢é de pathologies incluant des empoisonnements alimentaires et des infections
systématiques. D’un autre coté, ils peuvent étre résponsables de deux types de toxi-infections
alimentaires qualifiées de syndromes diarrhéque et émétique suite a la consommation de

produits issus de I’industrie laitieres. Ce qui représente un vrai danger chez le consommateur.
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IV .2. Les biofilms dans le domaine médical

En milieu hospitalier, la formation de biofilm est un phénomeéne connu et la
préoccupation principale des hopitaux en regard des biofilms est directement liée a leur

implication dans des diverses pathologies infectieuses.

En médecine humaine, un grand nombre d'infections sont associé¢es aux biofilms
produits par les staphylocoques. Le spectre de la présentation clinique comprend
I'ostéomy¢lite, endocardite et autres infections liées aux dispositifs médicaux telles que les
prothéses articulaires, les tubes endotraché aux, protheses squelettiques, cathéters vasculaires,

stimulateurs cardiaques et valves cardiaques (Rady et al., 2008).

En comparant 1’étude faite par Bellifa et a/. (2013) sur I’évaluation du biofilm de
klebsiella pneumoniae isolée de dispositifs médicaux au CHU de Tlemcen avec I’étude de
Rahmoun et al. (2014) sur les infections nosocomiales causées par Staphyloccocus aureus
producteur de biofilm dans 1’unité¢ de néonatologie de I’établissement hospitalier spécialisé
mere-enfant de Tlemcen, pour démontrer la capacité de ces bactéries a adhérer a des surfaces
abiotiques en formant des biofilms difficiles a éliminer ; ce qui présente un risque pour la

santé humaine.

Différents échantillons cliniques (plaies, pertes vaginales et embouts de cathéter) ont
¢été prélevés sur des patients hospitalisés dans les régions de Médéa et d'Ain-defla, lors de
I’étude récente de Achek et al. (2020) déja citée, cette étude a révélé que 42% des souches de

Staphylococcus isolée étaient responsables de formation de biofilms.

D’apres ces études, nous remarquons que I’origine des biofilms au niveau du CHU et

I’unité de néonatologie de 1’établissement hospitalier est la méme.

Les germes impliqués dans la formation de ces biofilms sont présents naturellement
dans I’environnement hospitalier par exemple dans les jouets introduits dans les couveuses
des noveau—nés prématurés, aussi dans les cathéters qui sont ¢galement des surfaces de

prédilections des bactéries pathogenes.

En ce qui concerne les microorganismes associés, et en comparant les germes
responsables d’apparitions de biofilms nous remarquons que klebsiella pneumoniae est
responsable de la formation des biofilms dans de divers services de 1’hdpital universitaire de

Tlemcen (soins intensifs, urologie, et neurologie), alors que Staphyloccocus aureus est le
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germe responsable de la formation des biofilms au niveau de I’unité de néonatologie de
I’établissement hospitalier ainsi qu’a partir des prélévements cliniques des patients

hospitalisés dans les régions de Médéa et d'Ain-Defla.

D’aprés les résultats obtenus de ces études nous avons constaté que les facteurs qui
favorisent 1’apparition de biofilms formés par klebsiella pneumoniae au niveau de CHU et
dans I’unité de néonatologie de 1’établissement hospitalier dans le quel Staphylococcus aureus

est responsable de formation de biofilms sont différents :

e Le faible poids a la naissance et I’age gestationnel bas.

e La prématurité, ’antibiothérapie ou la durée de s¢jours.

e Le prolongement de la durée d’hospitalisation.

e [’alimentation par voie parentérale ou |’administrations d’antibiotique par voie

intraveineuse.
Dans le CHU les conditions qui favorisent la formation des biofilms sont résumés ainsi :

e Lalongue durée d’implantation des dispositifs médicaux.
e Le systtme de drainage ouvert dont disposaient les patients et I’utilisation des
cathéters a long terme.

e La présence de conditions favorables pour leur croissance telles que la température et

le pH.

D’apres ces études, la conséquence majeure de la présence de biofilms est représentée par
les infections nosocomiales, et la présence de bactéries permet d’acquérir rapidement une

résistance aux agents antimicrobiens.
Alors que au niveau de CHU nous avons trouvé que :

e Le biofilm de Klebsiella pneumonia est le responsable d’infections opportunistes chez
I’homme, notamment des voies urinaire et respiratoire.

e [l provoque des septicémies et des pneumonies chez les personnes agées.

D’apres ces résultats expérimentaux, la source principale de formation de biofilm étant le
manque d’hygiene, conduit a la présence de multiples germes pathogenes chez I’homme soit :

Bacillus cereus, Staphylococcus aureus et Klebsiella pneumoniae.
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Chapitre V : Stratégie pour lutter contre les biofilms

Quel que soit le domaine industriel ou médical, la lutte contre les biofilms pose
toujours de réels problémes. Ainsi, il est nécessaire de développer des moyens de lutte
efficaces contre leur formation. Cette lutte contre les biofilms peut se définir selon deux axes

principaux : empécher la formation de biofilms, et lorsqu’ils sont déja présents, les détruire.
V.1. Mesures préventives qui empéchent la formation des biofilms
V.1. 1. Hygiéne

Les mesures les plus hygiéniques appliquées dans l'environnement chirurgical ou
industriel ne sont pas des mesures anti-biofilm spécialisées. Cependant, la limitation du risque
de contamination du site d'exploitation et l'application stricte des recommandations de

manipulation du matériel limitent le risque d'adhésion bactérienne initiale.
V.1. 2. Les dispositifs imprégnés d’agents ou de substances antimicrobiennes

L’utilisation de matériel imprégné d’antibactériens permet de libérer localement, au
niveau du site a risque de colonisation, une concentration ¢levée d’agents antibactériens. Il
existe aujourd'hui plusieurs types d'imprégnations : antiseptique (chlorhexidine- sulfadiazine
argentique), antibiotique (rifampicine-minocycline, rifampicine- miconazole), héparine, ions
d’argent (Lezzoum-Atek et al., 2019 ; Francoline, 2010).

L’argent a également montré son efficacité dans la prévention de la formation
debiofilm pour les dispositifs intravasculaires mis en place moins de 10 jours. Il limiterait

I’attachement et la croissance des bactéries (Donlan et a/., 2002).

V.1. 3. Les verrous d’agents chélateurs

Les cations métalliques (magnésium, calcium, fer) sont essentiels a la croissance
bactérienne et peuvent participer au développement et au maintien de la structure de la
matrice du biofilm. Ainsi, il a été proposé d'utiliser des meéches composées de ces agents
chélatants métalliques (EDTA, citrate), qui peuvent inhiber la croissance bactérienne,

empécher 1'adhésion initiale et favoriser la destruction des biofilms.

Des recherches ont été menées sur la lactoferrine, qui est un chélateur du fer qui joue
un rdle dans la premicre ligne de défense contre les agents pathogénes invasifs, qui les privant
du fer dont ils ont besoin pour se développer. Il a été démontré que la lactoferrine aide a

prévenir le développement de biofilms pathogeénes (Donlan, 2011).
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V.2. Traitements curatifs pour I’élimination des biofilms déja formés (élimination

mécanique du biofilm)

Le nettoyage mécanique reste I'une des méthodes les plus efficaces pour lutter contre
les biofilms. En raison de la force de cisaillement importante, il peut éliminer les micro-
organismes en les séparant de son support. C'est le cas des biofilms présents sur différents

supports : peau, implants médicaux (Wanner, 2006).

Nettoyer avant désinfection. Ce dernier a pour but de détruire les bactéries présentes
dans le biofilm, et ces bactéries ne peuvent tre éliminées par un lavage préalable. Toutes les
molécules n'ont pas la méme efficacité. L'utilisation de la chlorhexidine comme antiseptique
ne réduit pas efficacement le nombre d'infections bactériennes a Gram négatif et sélectionne
des individus résistants a de nombreux agents anti- microbiens. La plupart des antiseptiques et
désinfectants ont du mal a pénétrer au sein des biofilms, et les bactéries des biofilms sont
résistantes a leur action. Cette méthode se révele peu efficace (Chalvet de Rochemonteix,

2009).
V.3.Nouvelles approches

V.3.1. Brouiller les communications et limiter la maturation du biofilm

Dans cette méthode, le but est d'empécher la maturation des biofilms en interférant
avec les signaux de communication a l'intérieur ou entre les bactéries, elle est utilisable en
Algérie (Rebiahi et al., 2014). Par exemple, au niveau des molécules signal quorum sensing,
afin de détruire la structure du biofilm et ses propriétés d’antibiorésistance, différentes
méthodes ont été proposées pour perturber la communication du systeéme, et ces méthodes

différent selon les bactéries impliquées dans le biofilm (Tang Lan, 2008).

V.3.2. Cibler la matrice exopolysaccharidique

La matrice exopolysaccharidique est essentielle pour la survie du biofilm. Les
substances capables de dépolymeériser, dissoudre ou d’empécher la synthése de cette matrice
encore plus dispersée vont permettre I’exposition des micro-organismes du biofilm aux agents
antimicrobiens.

En Algérie, différentes enzymes sont utilisées pour dissocier les polyméres composant
la matrice extracellulaire du biofilm. On a la dispersine B, enzyme bactérienne capable de

dégrader le polymere de Nacétyl-glucosamine de la matrice du biofilm de plusieurs espéces
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bactériennes dont Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis et Escherichia coli

(Rebiahi et al., 2014).

V.3.3. Elimination ciblée d’une espéce microbienne au sein du biofilm
Cette méthode d’éradication des biofilms consiste a déstabiliser 1’écosystéme du
biofilm en désorganisant totalement sa structure intime, par 1’¢limination ciblée d’une espece

bactérienne, que I’on aura choisi au préalable (Chalvet de Rochemonteix, 2009).

V.3.4. Potentialisation de ’action des antibiotiques

Il existe une synergie entre les antibiotiques comme la gentamicine et les ultrasons, qui
permettent d'éliminer les bactéries planctoniques ou sous forme de biofilm. Le mécanisme de
cette synergie est mal compris, on peut penser qu'elle est causée par la destruction du tissu
membranaire bactérien, ce qui permet aux antibiotiques de mieux se diffuser au sein du
biofilm (Donlan, 2008). L'effet synergique des ultrasons et de la gentamicine dans la
réduction du biofilm d'E. coli a été confirmé sur des modeles animaux. Les résultats de 1'étude
montrent clairement que la combinaison d'ultrasons et de gentamicine est plus efficace que la

gentamicine seule pour lutter contre les biofilms (Chalvet de Rochemonteix, 2009).
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Conclusion

Les bactéries forment des communautés spatiales hautement organisées, recouverts
d'une matrice polymeére et fixés a la surface ce sont les biofilms. Dans le quel il proteége les
bactéries et leur permet de survivre dans des conditions environnementales difficiles. La
formation d’un biofilm peut augmenter la résistance aux antibiotiques, aux désinfectants et a
la réponse immunitaire de 1’hote. Le cas échéant, ceci aura comme effet d’interférer avec un
traitement adéquat de tout type d’infections, ou une désinfection efficace a la ferme a
I’abattoir ou a I'usine de transformation ou n’importe quelle surface industrielle, sans oublier

les locaux médicaux.

D’apres les études faites en Algérie, ainsi que celles rapportées par la littérature, la
présence de biofilms a un impact considérable, que ce soit dans I'industrie agroalimentaire, ou
les environnements médicaux, comme la formation de biofilms dans les canalisations et les

réseaux d'adduction d'eau, les équipements médicaux ou la muqueuse humaine.

Nous avons relevé que la source principale de formation de biofilms étant le manque
d’hygiéne, qui conduit a la présence de multiples germes pathogénes a I’homme soit : Bacillus
cereus, Staphylococcus aures, Klebsilla pneumoniae. Cependant, ce mode de vie du biofilm

est un processus compliqué et reste un vaste sujet explorer.

Pour cela des mesures préventives doivent étre appliquées afin d’éviter I’apparition de
ces biofilms. Et surtout, il nous faut effectuer des recherches en vue de développer des
stratégies pour la prévention et le traitement des infections chez I’homme en tenant compte
des caractéristiques du biofilm. Des recherches sont également requises afin de développer
des procédures de désinfection permettant d’éliminer les biofilms a la ferme, a toute échelle
industrielle (principalement agro-alimentaire), car ces biofilms représentent des réservoirs

potentiels d’agents infectieux et une menace de santé publique.
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