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INTRODUCTION



Introduction

Dans la plupart des écosystémes, la présence des microorganismes a 1’état planctonique est tres
rare, les bactéries favorisent un mode de vie attaché sur les surfaces en formant un biofilm. Ce dernier
protege les bactéries contre les conditions environnementales défavorables, telles que 1’attaque par des
prédateurs bactériophages, des substances antibactériennes, des Ultra-violets (UV), des stress
thermiques, etc. (Costerton, 1999).La vie en communauté a toujours existée pour les microorganismes,
néanmoins, les connaissances autour de ce type de vie sont restées trés sommaires durant de longues
années. Par ailleurs, grace au développement des techniques d’études des biofilms, telles que la
microscopie con-focale a balayage laser et les techniques moléculaires, les biofilms sont de plus en plus
étudiés. En effet, de nombreuses études ont été réalisées sur les biofilms; ces études visent non
seulement a combattre les conséquences négatives de ces biofilms, mais aussi a en tirer des avntages
(Christense et al., 2009 ;Srey et al.,2013 ; Doub, 2020).

Les biofilms sont souvent connus pour leurs c6tés négatifs ; les complications qu’ils engendrent
dans le milieu médical et clinique, entrainnant méme dans certains cas le déces du patient, et plus
couramment des complications post-opératoires. En effet, dans le secteur biomédical, la formation des
biofilms sont les principales causes d’infections chroniques et récidivantes (Verderosa, 2019). Les
biofilms sont également a ’origine de contaminations fréquentes dans 1’industrie agroalimentaire,
mettant ainsi la vie de I’Homme en danger etcausant des pertes économiques importantes. En outre, la
production industrielle, les réseaux d’adduction d’eau potable sont également concernés par les
conséquences de la formation de biofilms (Srey et al.,2013).

Grace aux études et a I’intérét porté a cette vie en communauté, des solutions pour pallier au
probléme des biofilms ont vu le jour telles que 'utilisation des bactériophages dans le milieu médical
(Cobb et al., 2019 ; Fernandez et al., 2019 ; Doub, 2020) et dans 1’industrie agroalimentaire (Magin,
2019). En effet, le c6té positif des biofilms est de plus en plus exploité depuis quelques décennies,
notamment dans la bioremédiation et 1’épuration des eaux ou encore dans la production de produits a
valeurs ajoutées, ou les biofilms brillent tout particulierement (Woodley, 2006 ; Pollard et Woodley,
2007).

L’objectif de ce travail est d’effectuer une synthese bibliographique sur les biofilms afin de
mieux connaitre leurs dangers, mais également leurs forts potentielsdans divers secteurs, et avoir ainsi
une idée globale de ce mode de vie privilégié par les microorganismesCe travail est scindé en trois
chapitres ; le premier présente des généralités sur les biofilms, le second quant a lui aborde les
inconvénients des biofilms, et les complications qu’ils engendrent, et enfin le troisiéme chapitre est

consacré aux avantages et aux nombreuses applications des biofilms.



Chapitre 1 :
GENERALITES SUR LES BIOFILMS



Chapitre 1 Généralités sur les biofilms

1. Définition et habitat d’un biofilm

Le biofilm peut étre défini comme étant ’ensemble de la population bactérienne de méme
espece ou encore d’especes différentes attachée a une surface naturelle ou artificielle. Les
microorganismes sont alors enveloppés dans une matrice de substances polymériques extracellulaires
produites par les bactéries elles-mémes (Costerton et al.,1999). Cependant, un biofilm n’est pas aussi
simple, ¢’est un enchainement d’actions qui permettent de transporter et d’adsorber des particules ainsi
que des microorganismes sur une surface humide (Das et al., 2013).

Toutes les surfaces sont colonisables par les microorganismes (Valt, 2008). A titre d’exemple, les
biofilms peuvent se développer sur des surfaces biotiques (tissus, peaux, muqueuses, yeux, etc.), ou
abiotiques (protheses, cathéters, coques de navires, rochers, etc.). En milieu hospitalier, les biofilms
formés par les microorganismes pathogénes peuvent causer des infections nosocomiales, comme les
biofilms de Pseudomonas aeruginosa retrouvés dans les alvéoles pulmonaires des patients atteints de
mucoviscidose (Barakat et al., 2014). Cet échantillon d’exemples n’est qu’une partie des différentes
surfaces sur lesquelles un biofilm peut se former.

Il va sans dire que les propriétés physiques et chimiques du milieu ou de la surface jouent un
réle important dans les étapes de formation du biofilm. La structure de ce dernier varie selon la surface
qu’il colonise. De plus, les biofilms matures représentent une structure complexe, présentant un
gradient physicochimique, causé¢ par la disponibilité variable des nutriments et de 1’oxygene. De ce fait,
les parties les plus externes du biofilm sont occupées par des bactéries qui se divisent activement et
dont le phénotype change en fonction de I’activation de genes de pathogénicité ou de résistance aux
antibiotiques, par exemple. En revanche, les parties basales du biofilm sont habitées par des bactéries
dormantes, qui sont peu ou pas oxygénées mais qui sont mieux protégées des agressions extérieures
(Fauvart et al., 2011).

2. Formation du biofilm

Les bactéries ont la capacité de passer d’une vie individualisée (planctonique) a une vie en
communauté, pour améliorer leur survie dans un environnement difficile (Guzman-Soto et al., 2021).
Sous forme de biofilm, les bactéries ont la capacité de coloniser une variété importante de surfaces
biotiques et abiotiques (Hall-Stoodley et al., 2004 ; Yin et al., 2019).
Le biofilm commence a se former lorsque les premiéres bactéries adhérent a une surface, ceci arrive
fréqguemment et de maniére totalement spontanée.Stoodley et al. (2002) ont démontré qu’il existe cing
étapes différentes pour aboutir a un biofilm mature, ces étapes sont elles-mémes influencées par divers
facteurs qui peuvent favoriser ou défavoriser la formation d’un biofilm. Ceci nous laisse penser

fortement que la formation d’un biofilm ne se fait pas aisément mais repose plutdt sur un ensemble de
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parametres(température, pH, nutriments, activité de I’eau (aw), etc.) (Moraes et al., 2018 ; Bezek et al.,
2019 ; Guzman-Soto et al., 2021).
2.2. Etapes de la formation d’un biofilm

Le mode de vie le plus étudié pour les bactéries est le planctonique (Rabin et al., 2015).
Cependant, on retrouve ces derniéres plus souvent, sous forme de biofilm car il leur confére une
résistance plus importante aux différents stress environnementaux ; une colonisation de différentes
structures simplifiées ainsi que divers avantages pour une vie en communauté (transfert génétique entre
les espéces, répartition des taches et fonctions métaboliques, etc.) (Jefferson et al., 2004). La formation
d’un biofilm repose, principalement, sur quatre étapes clés incluant I’adhésion (adhésion réversible et
adhésion irréversible), la formation des micro-colonies, la maturation du biofilm et, enfin, la dispersion
du biofilm (Blankenship et Mitchell, 2006 ; Hardin et al., 2009) (Figure 1).

“~._  Dispersion active = 5 N -,
o .‘t.’d\ y .

“ \f \:::"\:, e

Bactéries

Nutriments
et O?

planctoniques

2@ Dispet:s.ion ® 20 T’
X passive . / \
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0’ \

..................... > . DA X
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Adhesion Microcolonies Biofilm mature

Figure 1: Représentation des différentes étapes de la formation d'un biofilm
(Tasse, 2017)

2.2.1. Phase d’adhésion
Cette étape débute lorsque la premiére bactérie adhere a une surface, biotique (tissus, peaux,
muqueuses, yeux ou poumons, etc.) ou abiotique (implants médicaux, coque de bateau, roche, surfaces
inertes, etc.) (Tasse, 2017 ; Berne et al., 2018). Cette adhésion signifie le passage d’une vie

planctonique a une vie sous forme de biofilm, donc en communauté. C’est sous I’effet de forces
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physiques et gravitationnelles que les bactéries s’attachent de maniére réversible a la surface (Xu et al.,
1998 ; Kimkes et Heinemann, 2020).

Il existe des interactions entre les bactéries et la surface a coloniser, ces interactions sont
décrites comme étant des événements d’attachement-rétraction successifs (Lee et al., 2018). La
détection d’une surface par des bactéries comprend 1’adhérence grace a des appendices (Hoffman et al.,
2015 ; Hug et al., 2017), des protéines (Siryaporn et al., 2014), des adhésines (Thomas et al., 2002),
une déformation de la paroi cellulaire (Otto et Silhavy, 2002) et, enfin, des interactions qui stimulent
les récepteurs (Lower et al., 2010).

En premier lieu, I’adhésion des bactéries n’est pas trés forte. En effet, elles se retrouvent
attachées a la surface grace a des liaisons van der Walls, ce qui rend leur arrachage bien plus facile
(Gauthier et al., 1989). Lors de I’attachement a une surface les bactéries utilisent des mécano-senseurs
qui vont leur permettre d’enclencher un ensemble de réactions notamment I’arrét de la mobilité pour
pouvoir se fixer, plus tard, de maniére irréversible (Belas, 2014). 1l existe deux grandes familles de
mécano-senseurs ; ceux liés aux flagelles dont la synthése est réprimée (Utada et al., 2014) et la
seconde famille régule la production des pili, ceux-la sont, au contraire, surproduit afin de permettre
une meilleure adhésion a la bactérie sur une surface (O’Toole et Wong, 2016) ainsi qu’une meilleure
mobilité (Maier et Wong, 2015).

L’étude menée en 2008 par Jacobsen et al. sur des souches de Proteus mirabilis formant un
biofilm sur des cathéters urinaires, démontrent un changement phénotypique considérable aprés contact
avec une surface ; expression accrue des flagelles latéraux et allongement bactérien (Jones et al., 2004 ;
Fusco et al., 2017). Sachant que les flagelles latéraux ont un impact indéniable sur 1’adhésion cellulaire
et la formation de biofilms, comme cela a été démontré avec les biofilms formé par le genreAeromonas
(Gavin et al., 2002 ; Gavin et al., 2003).

Les pili favorisent une adhésion a la surface grace a divers mouvements ; des mouvements
passifs (mouvements browniens, convections) ou encore des mouvements actifs (Petrova et Sauer,
2011 ; Tolker-Nielsen, 2014). Cette faculté combinée a d’autres paramétres environnants va permettre
I’adhésion irréversible des bactéries a la surface et le début de la colonisation en masse. L’adhésion
irréversible est résistante grace aux structures exopolymériques propres a chaque espéce mais aussi
grace aux exopolysaccharides (EPS) (Kacou, 2019). L’exopolysaccharide, représentant la future
matrice du biofilm, est produit grice aux molécules qui répriment la production de flagelles. D’autres
molécules et mécanismes rentrent en considération mais il est encore difficile & ce jour de les définir
tous étant donné que cela différe d’une espece bactérienne a une autre et donc d’un biofilm & un autre

(Monmeyran, 2019).
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2.2.2. Formation de microcolonies

Une fois les premiéres bactéries liées de maniere irréversible a la surface, ces derniéres débutent
une prolifération ce qui aboutit a la formation d’une fine couche a la surface, c’est les prémisses du
biofilm. Cette étape se caractérise par une forte croissance et multiplication microbienne. Ces bactéries
vont synthétiser les éléments nécessaires pour la matrice extracellulaire, et changent peu a peu leurs
caractéristiques afin de s’adapter a un mode de vie en communauté (Tolker-Nielsen, 2014). Apres une
adhésion irréversible les bactéries se développent et se divisent par fission binaire (Costerton et al.,
1995) ou bien par division asymétrique (Conrad et al., 2011).

La phase qui consiste a produire les EPS est d’une importance capitale. Cette substance, secrétée
par les bactéries elles-mémes contribue au développement du biofilm, car elle permet la formation de
microcolonies ou elle comble les vides entre les cellules (Guzman-Soto et al., 2021). Il va sans dire que
la composition d’un biofilm dépend des espéces qui le forment, néanmoins dans la plupart des cas on
les retrouve constitué a 50 % voire 90 % de matrice EPS (Frglund et al., 1996 ; Nielsen et al., 1997), le
pourcentage restant représente les cellules qui constituent le biofilm. Deux études ont été mené dans ce
sens ; celle de Drescher et al., en 2016 et celle de Paula et al., en 2020 qui démontrent que les cellules,
ayant une densité cellulaire réduite au deépart, continuent de se développer jusqu’a atteindre un certain

nombre de 1’ordre de milliers.

2.2.3. Maturation du biofilm

La maturation du biofilm repose exclusivement sur la communication intercellulaire, autrement
nommé le quorum sensing (QS) (Kacou, 2019). Cet élément est important et permet une maturation
harmonieuse et aboutit a un biofilm résistant et durable. Outre la communication, la présence de
nutriments dans le milieu favorise la maturation du biofilm. Le phénomeéne de cannibalisme offre
également des métabolites intéressants ainsi que du matériel génétique aux autres bactéries tout en
enrichissant la matrice extracellulaire qui sert de rempart pour les bactéries du biofilm contre les
agressions extérieurs (Klausen et al., 2006).

La formation de microcolonies ne faiblit pas, la production d’EPS non plus et cela jusqu’a atteindre
une certaine densité cellulaire qui permettra d’activer les molécules signales du quorum sensing. Ce qui
était au départ des microcolonies forment des agrégats plus volumineux appelés « macrocolonies » ou
bien « tours » (Ha et O’Toole, 2015 ; Gupta et al., 2016). L’épaisseur d’un biofilm n’est pas la méme
chez toutes les especes, elle varie selon: I’espéce, le substrat, le temps de maturation, les conditions du
microenvironnement (nutriments, cisaillements, etc.) (Meyer et al., 2011 ; Suarez et al., 2019).

Autre facteur important a prendre en considération lorsqu’on parle de 1’épaisseur d’un biofilm est
de savoir s’il est monospécifique ou multi-espéce. L’étude menée par Murga et al., en 1995 sur des

biofilms monospécifiques de P.aeruginosa et de Klebsiella pneumoniae,a montré que le biofilm formé
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par chacune était de 29 et 100 um respectivement, alors qu’un biofilm multi-espéce atteignait une

épaisseur de 400 pum.

2.2.4. Dispersion du biofilm

La dispersion du biofilm est la derniére étape. Cependant, celle-ci ne survient pas toujours et
lorsqu’elle survient elle se fait a divers moments, c¢’est-a-dire que chaque biofilm se disperse a un
moment différent, car ce phénomene repose sur des critéres spécifiques. La dispersion du biofilm ne
devrait pas étre toujours percue comme étant la fin du biofilm mais elle peut étre également une chance
pour que le biofilm survive plus longtemps, dans un autre milieu ou encore pour les bactéries de se
détacher et de former un nouveau biofilm dans une nouvelle niche écologique (Klausen et al., 2006 ;
Kim et Lee, 2016).

On peut définir la dispersion du biofilm comme un détachement ou une réduction de la taille d’un
biofilm suite, soit & un phénoméne passif ou actif. Dans le cas d’un phénomeéne passif on parle d’une
dispersion causée par des facteurs environnants (Petrova et Sauer, 2011 ; Kim et Lee, 2016). Alors que
dans le cas d’une dispersion active, c’est les bactéries elles-mémes qui y sont a 1’origine, car certaines
souhaitent retrouver une vie planctonique tout en conservant les caractéristiques acquises lors de la vie

en communauté tel que 1’antibiorésistance (Donlan et al., 2002 ; Clutterbuck et al., 2007).

3. Composition des biofilms

Lorsqu’on parle des constituants des biofilms, la fraction majeure est sans aucun doute les
microorganismes qui s’y agglomeérent, par la suite on retrouve la matrice qu’ils synthétisent. L’eau est
le composant principal dans ce type de structure.Au sein du biofilm, des canaux assurent le transport de
I’eau, du dioxygeéne, des nutriments et des enzymes ainsi que 1’évacuation des déchets (Clutterbuck et

al.,2007).La figure 2 met en avant les principaux constituants retrouves au sein du biofilm formé par P.

aeruginosa.
oo Alginate & CdrA
o Pel
oo Psl yd eDNA

N i ag

Figure 2: Constituants du biofilm de Pseudomonas aeruginosa (Fazli et al., 2014 ).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5812517/#bib13

Chapitre 1 Généralités sur les biofilms

(CdrA : Cyclic diguanylate-regulated two-partner secretion partner A ; eDNA : ADN extracellulaire ; Pel : pellicule ; Psl :
polysaccharide synthesis Locus).

Chaque constituant du biofilm occupe un réle fondamental dans les fonctions de ce dernier et lui
permet une longévité plus importante, tant que chacun d’entre eux préserve ses caractéristiques

(Tableau I).

Tableau I: Principaux réles et fonctions des substances polymériques extracellulaires dans les
biofilms microbiens (Flemming et Wingender, 2010).

Fonctions Rdles dans le biofilm Composants impliquées

Adhésion Intervention dans les étapes initiales de la
colonisation des surfaces biotiques et abiotiques et

la consolidation a long terme de I’ensemble du

Polysaccharides, protéines,
molécules d’ADN et
molécules amphiphiles

biofilm.
Agrégation des cellules Pontage entre les cellules, immobilisation Polysaccharides, protéines
bactériennes temporaire des populations bactériennes et et molécules d’ADN

développement de fortes densités cellulaires.

Cohésion des biofilms

Rétention d’eau

Formation d’un réseau de polymeres hydraté
assurant la stabilité mécanique des biofilms et la
communication cellulaire.

Maintien d’un microenvironnement
hydraté autour des composants du biofilm

fortement

Polysaccharides neutres et
chargés,  protéines et
molécules d’ADN
Polysaccharides
hydrophiles et avec

certaines protéines

Protection Résistance aux défenses de 1’hote et tolérance a Polysaccharides et
divers agents antimicrobiens (désinfectants, protéines
antibiotiques).

Activité enzymatique Digestion des macromolécules exogenes pour les = Protéines

transformer en éléments nutritifs et libération des
cellules du biofilm.
Source de carbone, d’azote et de phosphore.

Source d’éléments Potentiellement tous les

nutritifs composants de la matrice
Echange génétique Transfert horizontal de génes, impliqués dans la Molécules d’ADN
d’informations résistance et l’adaptation, entre les cellules du

biofilm.

Donneur et accepteur Activité redox Protéines

d’électrons

3.1 Exopolysaccharide

L’expolysaccharide est un composant majeur de la matrice extracellulaire des biofilms, sa
nature peut différer d’une espeéce a une autre et au sein méme d’une méme espece (Brauge, 2015). La
majorité des exopolysaccharides sont des hétéropolysaccharides, constitués d’un mélange de résidus
neutres ou chargés (Flemming et Wingender, 2010). Le role des EPS a été mis en évidence au fil des
anneées et des recherches. Aujourd’hui, on leur associe trois grands réles primordiaux : un réle dans la
morphologie et la structure du biofilm, un réle dans la résistance du biofilm et un réle dans I’adhérence

des bactéries aux différentes surfaces (Fazli et al.,2014).
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Pseudomonas aeruginosa est considérée comme le modéle le mieux étudié pour la formation de
biofilms. Cette derniére produit au moins trois exopolysaccharides différents (1’alginate, Pel et Psl) qui
contribuent au développement du biofilm et a son maintien (Fazli et al.,2014 ; Maunders et welch,

2017).
a. Alginate

L’alginate est un exopolysaccharide anionique constitu¢ d’acide a-D-mannuronique et d’acide
glucuronique. Douze geénes sont impliqués dans sa biosynthése. Ces derniers sont organisés en un
opéron et sont transcrits a partir du promoteur du premier géne de ’opéron, algD. En effet, la
biosynthése de 1’alginate par P.aeruginosa repose sur plusieurs étapes qui sont régulées par le facteur
sigma alternatif, AlgU (Figure 3). Ce dernier est séquestré par la protéine liée a la membrane interne,
MucA. Le complexe AlgU-MucA est stabilisé par MucB. Quant & MuckE il répond au stress de
I’enveloppe en activant I’activité protéolytique de I’AlgW. AlgW et MucP qui clivent séquentiellement
MucA, I’amenant a libérer AlgU qui est alors libre d’activer la transcription de I’opéron algD (Damron
et al.,2009 ; Wood et Ohman, 2015).

p

__ Stress au niveau de ’enveloppe
>\;. e ——
MucE

N p T MucB

— - a

Activation de la synthese L // Algu '-l
de I’alginate _ /

\. /

>

/,/“’///>/ = ‘ . =
> G ) DD ) S

Figure 3 : Activation de I’opéronalginate (Damron et al., 2009 ; Wood et Ohman, 2015)

b. Polysaccharide Pel (polysaccharide pellicle)

Pel est un polysaccharide cationique composé de N-acétyl-galactosamine et Nacétyl-
glucosamine (Jennings et al., 2015), ayant un role particulier dans la formation de pellicules lorsque les
biofilms se développent a une interface air-liquide (Vasseur et al.,2005 ; Ghafoor et al.,2011). Sept
génes sont impliqués dans la biosynthese de Pel, tous codent pour les protéines nécessaires a la
synthése des polysaccharides et a leur transport hors de la cellule (Colvin et al., 2013). La

surexpression de Pel entraine la formation d’une pellicule épaisse en culture liquide, par conséquence,
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amene les colonies cultivées sur plaque a développer une surface ridée caractéristique (Friedman et
Kolter, 2004).

c. Polysaccharide Psl (Polysaccharide Synthesis Locus)

Psl est codé par un opéron de 15 génes qui coordonnent la construction et la sécrétion de
I’unité répétitive (D-mannose— D-glucose— L-rhamnose) (Friedman et Kolter, 2004 ; Byrd et al.,
2009). Lorsque Psl est aux cbtés de Pel, il agit semblablement a un échafaudage pour attacher les
cellules voisines ensembles tout en étant réputé pour étre important dans la fixation des cellules
bactériennes. 1l forme des structures fibreuses disposées en forme d’hélice autour de Pseudomonas
créant une structure en forme de maille a laquelle les cellules voisines peuvent se lier. Psl est libéré au
moment de la migration des cellules, donc la clé de sa formation doit surement étre la contraction des
pili VI (Wang et al., 2015). La surexpression de Pslentraine une agrégation cellulaire (Ma et al., 2006 ;
Borlee et al., 2010).

3.2 Protéines
La matrice du biofilm est susceptible de contenir une quantité importante de protéines, telles que

des enzymes (chitinase, protéase alcaline, catalase KatE, péroxydase, etc.), des protéines structurales
(protéines liant les glucanes, les lectines membranaires, etc.) et des appendices protéiques (pili,
fimbriae et flagelles). On retrouve également des protéines associees aux polysaccharides, notamment
les protéines CdrA, LecA et LecB retrouvees chez P. aeruginosa (Toyofuku et al., 2012).

La protéine CdrA est une adhésine sous forme de tige qui fait office de barre stabilisatrice entre les
composants et la matrice. Elle se trouve dans un opéron a deux genes avec cdrB formant un systeme de
sécrétion constitué d’une adhésine et de son transporteur (CdrB). CdrA attache les Psl aux membranes

cellulaires pour augmenter la stabilité et I’agrégation cellulaire(Borlee et al., 2010).

3.3 ADN extracellulaire :

L’ADN extracellulaire (ADNe) est également un constituant de la matrice extracellulaire du
biofilm. Il s’agirait principalement d’ADN chromosomique libéré lors de la lyse cellulaire (Wei et Ma,
2013). L’ADNe joue un role important dans le biofilm, principalement au niveau structural. La nature
chimique de I’ADN facilite les interactions cellule-cellule ainsi que 1’adhésion des bactéries sur une
surface. De plus, I’ADNe peut se lier au Psl pour former un support pour 1’attachement des cellules
bactériennes (Wang et al., 2015). En outre, en raison de sa nature anionique, il peut jouer le role de
chélateur de cation, et ainsi protéger les bactéries contre les traitements antibiotiques et les peptides
cationiques (Chiang et al., 2013; Wilton et al., 2015).
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4. Meéthodes de caractérisation des biofilms
Le choix pour lequel on opte en guise de méthode de caractérisation des biofilms dépendra,
exclusivement, du résultat escompté (figure 4). Lorsqu’une simple confirmation est nécessaire, la
méthode de détection chimique est suffisante. Pour une identification plus poussée d’autres méthodes

plus couteuses, s’averent étre nécessaires. (Chamberland, 2018).

Adhésion Mesure de biofilm
Force d’adhérence  Etendue d’adhérence Biofilm, biomasse et viabilité Composition de la matrice du
i biofilm
AFM d _— = \ l
QCM Mesures directes Mesures indirectes In situ Ex situ
SPR
4 4 4 4 4
FISH Viabilité Biomasse Activité Biomasse du CLSM | Extraction de la matrice
PNA-FISH cellulaire cellulaire métabolique biofilm FCS * Méthodes physiques
LNA-FISH - +  Méthodes chimiques
CARD-FISH UFC qPCR Teinture Teinture
DOPE-FISH PMA-gPCR Cytométrie  (XTT, TTC, (V) : s
CLASI-FISH Cytométrie en o ik ) Poid Méthodes analytiques
FISH/MAR flux & resazucn i pour mesurer les
FISH-Raman Analyse des alamar bleu) EIE composants de ’EPS
FISH-NanoSIM phospholipides UTDR (Protéines, ADN,

glucides, acides gras,
etc.

Figure 4 : Méthodes de caracteérisation des biofilms (Aezeredo et al., 2017).

AFM : Atomic Force Microscope / QCM : Quartz Crystal Microbalance / SPR : Résonance des Plasmons de Surface /
FISH : Fluorescence In Situ Hybridization / PNA-FISH : Peptide Nucleic Acid-Fluorescent In Situ Hybridization / LNA-
FISH : Locked Nucleic Acid-Fluorescent In Situ Hybridization / CARD-FISH : Catalyzed Reporter Deposition Fluorescent
In Situ Hybridization / DOPE-FISH : Double Labeling of Oligonucleotide Probes for Fluorescent In Situ Hybridization /
CLASI-FISH : Combinatorial Labeling and Spectrak Imagig- Fluorescent In Situ Hybridization / FISH/MAR : Fluorescent
In Situ Hybridization-Microautoradiography / FISH-Raman : Fluorescent In Situ Hybridization-Raman / FISH-
NanoSIM : Fluorescent In Situ Hybridization-Nano-scale Secondary lon Mass Spectrometry / CLSM : Confocal Laser
Scanning Microscopy / SEM : Scanning Electron Microscope / Cryo-MEB : Cryo-Microscopie électronique a Balayage /
e-SEM : Environmental Scanning Electron Microscopy / Fib-SEM : Microscopes électronique a balayage a faisceau d’Ions
focalisé ZEISS / AFM : Microscope a force atomique / UFC: Unité Formant Colonie / PMA-gPCR : Propidium
MonoAzide quantitative Polymerase Chain Reaction / qPCR : quantitative Polymerase Chain Reaction / XTT, MTT :
Méthodes d’évaluation de la cytotoxicité / EIE : Etude d’Impact sur I’Environnement / UTDR : Ultrasonic time-domain
reflectrometry / FCS : Fluorescence Correlation Spectroscopy.

5.1.Méthodes chimiques

Plusieurs méthodes de coloration peuvent étre utilisées pour visualiser la biomasse d’un biofilm,
le choix de la méthode dépendra du composant a détecter. Par exemple, la détection du biofilm de L.
monocytogenes peut se faire grace au rouge de Congo qui a une forte affinité avec les polysaccharides
(Chen et al., 2014 ; Koseogluetal., 2015). Le test le plus courant, est 1’utilisation du cristal violet qui
permet de quantifier le biofilm par mesure de la densité optique a 570 nm (Brauge, 2015). Les
molécules de cristal violet possedent un ion ammonium et 3 groupements aromatiques, et c’est

grace a cela que les molécules de cristal violet arrivent a fixer le squelette de I’ADN et ainsi de
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colorer les bactéries et la matrice extracellulaire du biofilm qui contient aussi de I’ADN (Adkins
et Burmeister, 1996).
5.2.0bservations microscopiques

Il'y a 3 grandes classes de microscopes. Les microscopes optiques, les microscopes électroniques et

la microscopie confocale a balayage laser.

5.2.1. Microscopie optique

L’une des techniques les plus utilisées pour 1’observation des biofilms est la microscopie
optique car elle permet d’étudier des échantillons se situant entre 1 et 100 pum. Malgré la limite de
qualité, la microscopie optique permet d’obtenir des imagessuffisamment précises et riches en
informations (Brauge, 2015). En 2007, De Carvalho et Da Fonseca, ont démontré qu’une étude au
microscope optique était suffisante pour mettre en évidence la structure et le volume des biofilms, ce
qui permet d’écarter les microscopes colteux. La méthode est basée sur la relation linéaire entre
I’intensité émise par un pixel dans I’image du biofilm saisi sur le plan x-y et le nombre de cellules dans
la direction z, ceci nous permet d’estimer 1’épaisseur du biofilm (Aezeredo et al., 2017). Les
microscopes optiques ont aussi d’autres avantages, qu’on énumére comme suit ; les grandes possibilités
de combinaison avec d’autres méthodes comme la polarisation, la fluorescence, le contraste de phase,

la réflexion, le contraste d’interférences (Brauge, 2015).

5.2.2. Microscopie électronique a balayage

La microscopie électronique a balayage (MEB) fournit des informations utiles sur : la taille, la
forme, la localisation des bactéries individuelles dans un biofilm, et dans les étapes du processus de
formation de biofilms, les interactions bactériennes et la production d’EPS (Vuotto et Donelli, 2014 ;
Carrascosa et al., 2021) (figure 5). Le MEB est utilisé pour observer qualitativement la perturbation du
biofilm en raison de sa haute qualité et, est généralement utilis¢é en combinaison avec d’autres tests
biologiques (Chan etal., 2002 ; Fricke etal.,2012 ; Carrascosa etal., 2021). Kouider et al., (2010) a
utilisé le MEB afin d’étudier I’effet de la rugosité d’une surface en acier inoxydable sur I’adhérence de
S. aureus. Quant & Mallouki et al., (2007), cette méthode a servi a I’étude de I’effet anti-adhésif des
fucanes additionné a un programme MATLAB (Matrix Laboratory) pour déterminer le nombre ainsi
que les caractéristiques des cellules adhérentes.

Le MEB est une ressource fréquemment utilisée afin de confirmer la présence de bactéries et
d’EPS dans un biofilm. Asmani et al., (2017) ont d’ailleurs utilis¢ le MEB pour suivre le
développement d’un biofilm durant 15 jours sur la paroi des plaques de plexiglas dans des enceintes
d’élevage en aquaculture (figure 5). Les données obtenues grace au MEB sont souvent couplées a

d’autres techniques telles que la spectroscopie confocale (Hu et al., 2015 ; Mohmmed et al., 2017), la
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diffusion Raman améliorée en surface (SERS) (Kouider et al., 2010), la microscopie a épifluorescence
(DAPI/Rhodamine B) et les plagues de contact (Carrascosa et al., 2021).

Figure 5 : Observation au microscope électronique a balayage (MEB) des biofilms formés sur la
paroi des plaques de plexiglas (Asmani et al.,2017)

5.2.3. Microscopie confocale a balayage laser

La microscopie confocale a balayage laser (MCBL) peut étre décrite comme un microscope
optique doté d’un faisceau laser, qui est tout particulierement utilisée dans 1’étude des échantillons
épais tels qu’un biofilm microbien (Carrascosa et al., 2021). Le principe étant de pratiquer des coupes
optiques virtuelles de trés faible profondeur de champ (400 nm) appelées sections optiques (Lanthier,
2004). Lorsque ces coupes réalisées a différentes profondeurs de I’échantillon sont rassemblées, la
structure tridimensionnelle de 1’échantillon est reconstituée. A la différence du MEB, cette technique
est non invasive et non destructrice (Brauge, 2015).

La MCBL est un outil intéressant pour 1’étude des biofilms (Lawrence et al., 1998b ; Wagner et
al., 1998) (figure 6). Harmsen et al., (1996b) ont utilisé cette technique pour 1’étude de boues
granulaires anaérobies ; Wagner et al., (1996) I’ont utilisé dans le cas de biofilms épipyhtes de plantes,
et Moller et al., (1996) pour I’é¢tude d’un biofilm dégradant des polluants. On constate tres vite que la

méthode MCBL est utilisée dans 1’étude des biofilms depuis plusieurs décennies déja.
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Figure 6 : Observations par la technique MCBL de biofilms de Laccaria bicolor
(Guennocet al., 2017).
5.3. Méthodes génomiques

Le développement et 1’utilisation des techniques de biologie moléculaire ont révolutionné toutes
les disciplines biologiques au XXM siecle. Les techniques moléculaires offrent une meilleure
sensibilité, ainsi qu’une meilleure spécificité, et un gain de temps et une détection d’organismes morts
ou difficilement cultivables. Actuellement, deux applications moléculaires fondamentales sont
fortement utilisées dans la détection et I’identification bactérienne dans les biofilms. Il s’agit de
I’hybridation et du séquencage nucléotidique (Artaza-Irigaray et al., 2019).

L’hybridation in situ par fluorescence (FISH) est 1’'une des méthodes génomiques les plus
employées pour I’identification d’un biofilm. En général, les biofilms cliniques sont les plus étudiés
grace a cette méthode (Bjarnsholt et al., 2009 ; Malic et al., 2009 ; Freiberg et al.,2014 ; Kragh et al.,
2014). La technique FISH a été employée pour la premiére fois sur des échantillons environnementaux
en 1988 par Giovannoni et al.,ainsi que Stahl et al.avec des sondes radioactives. Les sondes
fluorescentes ont quant a elles été utilisées pour la premiere fois en 1989 par DelLong et al. Wagner et
al. (1998) a travers leurs travaux ont affirmés que le FISH permet d’étudier avec exactitude la
composition d’une communauté microbienne, ainsi que 1’arrangement tridimensionnel de ces

populations comme dans le cas d’un biofilm (Lanthier, 2004).
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1. Biofilms dans la santé

Les biofilms peuvent représenter un probléme majeur pour la santé humaine car ils sont la cause de
diverses infections bactériennes chroniques. En effet, le National Institutes of Health (NIH) affirme que
80 % des infections microbiennes sont provoqueées par des biofilms (Verderosa, 2019). Les infections
lices aux biofilms sont généralement causées par des bactéries pathogénes ou opportunistes, le plus
souvent dans un contexte de chronicité. Les agents pathogenes ESKAPE (Enterococcus faecium, S.
aureus, K.pneumoniae, Acinetobacter baumannii, P. aeruginosa et Enterobacter spp.), représentent un
groupe de bactéries multirésistantes aux traitements antibiotiques (Multidrug résistance, MDR) (Prasad
et al.,2020 ; Mukhopadhyay, 2020). Les bactéries de ce groupe ont la capacité de se fixer aux tissus et
de former un biofilm, ce qui rend les infections a ESKAPE difficiles a prévenir et a traiter (Lazar et al.,
2021).

1.1 Différents types d’infections dans le domaine médical

Dans le domaine médical, on distingue deux types d’infections provoqués par un biofilm : les
infections liées a un matériel implanté (prothese, cathéter, etc.) et les infections chroniques
(endocardites, infections urinaires, ORL, pulmonaires, plaies chroniques, etc.) (Hgiby et al., 2015)
(Figure 7). Les principales infections associées au biofilm causant des maladies humaines sont
répertoriées dans le tableau II.

Infections liées au matériel Infections chroniques

. Pathologies buccodentaires et
ORL (caries, stomaties, otites

Dérivations ventriculaires

Sonde orotrachéales

Cathéters vasculaires centraux |

artériels et veineux 3 :
( ) | Pneumopathies chez les patients

atteints de mucoviscidose

Valves cardiaques et
stimulateurs cardiaques

Infections urinaires
récidivantes

Cathéters vasculaires
périphériques

Sondes sur voies urinaires
(urétrales et urétérales)

Prothéses articulaires et
matériels d’ostéosynthése
Infections associées aux plaies
chroniques

Figure 7: Principales infections associées aux biofilms (Lebeaux et Ghigo, 2012).
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Tableau Il : Especes bactériennes impliquées dans les infections associées aux biofilms
(Sharma et al., 2019).

Espéces Maladies/Infections Surfaces Références
bactériennes
Streptococcus | Caries dentaires, Surface des dents, greffes (Abranches et al.,
mutans endocardites vasculaires 2011 ; Metwalli et
al.,2013)
Enterococcus Endocardites, infections de | Valves cardiaques,
faecalis canaux cathéters urinaires, dents, (Minardi et al., 2012)
cathéters veineux centraux
Klebsiella Pneumonie, infections des
pneumoniae voies respiratoires,
infections des voies Poumons, foie (Chung, 2016)
urinaires, abces pyogene
du foie
Pseudomonas | Infectionsnosocomiales, Cathéters veineux (Werner et al., 2004 ;
aeruginosa otites moyennes, centraux, oreille moyenne, Wiley et al.,2012 ;

mucoviscidose

protheses, poumons,
lentille de contact

Huse et al., 2013)

Staphylococcus
sp. (S. aureus,
S. epidermidis)

Infections nosocomiales
Plaies chroniques
Endocardites
Mucolosquelettique
Infections

Otites moyennes

Sutures, cathétersveineux
centraux, retunts,
artérioveineux, protheses,
surfaces/peau profonde
Prothéses,
valvescardiaques

(Quetal., 2010 ;
Aricola et al., 2012)

Escherichia coli

Prostatite bactérienne
Infection des voies
urinaires

Otites moyennes

Prothéses, voies urinaires
Cathéters urinaires
Oreille moyenne

(Jackson et al.,2002)

Haemophilus
influenzae

Otites moyennes

Oreille moyenne

(Diazetal., 2011 ;
Takei et al., 2013)

Burkholderia

(Zlosnik et al., 2011)

cepacia Mucoviscidose Poumons
Mycobacterium (Quvist et al., 2014)
tuberculosis Tuberculose Poumons

1.11.

Infections chroniques

Les infections chroniques causées par des biofilms sont caractérisées par leur difficulté

thérapeutique, par 1I’impossibilité de stériliser certains foyers d’infection et le risque €levé de récidive

(Lebeaux et Ghigo, 2012). En d’autres termes, ni I’antibiothérapie ni le systéme immunitaire n’arrivent

a combattre les infections associées aux biofilms en milieu hospitalier.

a. Pathologies buccodentaires et oto-rhino-laryngologie (ORL)

Les infections liées aux biofilms oraux (caries, périodontites, etc.) sont généralement caractérisées

par la formation d’un biofilm poly-microbien a la surface des dents (Costerton et al., 1999 ; Peters et
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al., 2012).En outre, certaines bactéries telles queS. mutans, S.mitis, S.sanguis,sontresponsables de la
formation de la plaque dentaire (Jakubovics et al., 2021). En ce qui concerne les infections ORL, des
otites moyennes chroniques sont généralement causées par Haemophilus influenzae, S. pneumonaie et

Moraxella catarrhalis (Costerton et al., 1999 ; Peters et al., 2012).

b. Endocardite infectieuse

I s’agit de la formation d’un biofilm au niveau des valves cardiaques. S. aureus, E. faecalis et
Streptococcus gallolyticus sont les germes les plus incriminés dans ce genre d’infection (Di Domenico
et al., 2019). Le traitement de cette infection nécessite une antibiothérapie prolongée et un recours
fréquent a la chirurgie (Habib et al., 2009).

c. Infections associées aux plaies chroniques

Environs 1 a 2% de la population des pays développés, souffre de plaies chroniques, sous forme
d’ulceéres des membres inférieurs ou encore des complications cutanées pouvant étre liées au diabete.
La majeure partie des plaies ; soit 60 % d’entre elles sont colonisées par des bactéries vivantes sous
forme de biofilm qui ralentissent ou bloquent la cicatrisation, ce qui donne des inflammations
chroniques (Wolcott et al., 2008 ; Wu et al., 2019).

d. Infections pulmonaires

Deés la naissance, les voies respiratoires sont colonisées par les bactéries de 1’environnement mais
aussi par la flore maternelle, que ce soit chez les personnes saines ou bien chez les patients atteints de
mucoviscidose (Dominguez-Bello etal., 2010). Chez ces patients, la fonction respiratoire se dégrade a
cause de la production d’un mucus épais en grande quantité qui favorise la colonisation bactérienne et
donc la formation d’un biofilm. Le microbiote pulmonaire, d’une personne atteinte, évolue au cours du
temps et la diversité diminue considérablement (Zemanick et al., 2017 ; Caverly et LiPuma, 2018 ;
Lamoureux et al., 2019). En effet, aprés une premiére colonisation par le pathogéene P.aeruginosa, les
patients mucoviscidosiques seront sujets a des épisodes successifs de recolonisation jusqu’a la mise en
place d’une infection chronique et persistante (Briaud, 2019) (figure 8). De plus, il a été démontré que
chez ces patients, la région allant de la trachée aux bronchioles était recouverte de biofilms a

P.aeruginosa (Worlitzsch et al., 2002).
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Figure 8 : Différentes phases d’acquisition de P. aeruginosa chez un patient atteint de
mucoviscidose (Briaud, 2019).

Densité de P. Aeruginosa dans les crachats

1.1.2. Infections liées a un matériel implanté
Des microorganismes peuvent contaminer le matériel implanté, induisant a des infections. Ces

dernieres sont généralement liées a des bactéries productrices de biofilms (Vestby, 2020).

a. Cathéters vasculaires

Les cathéters vasculaires sont indispensables pour les patients en reanimation, la cancerologie, etc.,
car ils permettent la réalisation rapide d’une expansion volumique, I’administration de médicaments, de
nutrition parentérale ou de produits sanguins, la surveillance cardio-vasculaire et le maintien d’une voie
d’acceés veineuse en situation d’urgence (Landry et al., 2010). Les bactéries fréquemment isolées sont :
Staphylocoquesacoagulase négative (38 %), S. aureus (27 %), S. epidermidis, Candida albicans, et les
entérobactéries. En réanimation, ce sont les cocci a Gram positifs (49 %), les entérobactéries (28 %) et
P. aeruginosa (13 %) (LeBeaux et Ghigo, 2012).

Quand le cathéter rentre en contact avec le flux sanguin, ce dernier, finit et enveloppé d’un film
protéique (plaquettes, plasma, fibronectine, laminine, ou fibrine). Cette couche favorise la formation
d’un biofilm, qui apparait 3 jours apres la pose du cathéter (Donlan, 2008) (Figure 9). L’utilisation
d’antibiotiques dans le traitement d’un biofilm lié a la présence d’un cathéter chez des patients

hémodialysés, représente un taux de réussite de 32% (Marr et al., 1997).
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Figure 9 : Principales étapes de formation du biofilm de Staphylococcus epidermidis sur un
implant transcutané (Von Eiff et al., 2002).

b. Cathéters urinaires

Au niveau des cathéters urinaires, les biofilms se forment plus facilement grace a 1’apport constant
en urines, mais aussi grace a la configuration du cathéter, possédant un bon nombre de stries sur
lesquels les microorganismes peuvent s’y déposer (Stickler et al., 1998 ; Downer et al., 2003 ; Stickler,
2008). Au-dela de quatre semaines, un patient cathétérisé forme systématiquement un biofilm au niveau
du cathéter urinaire (Pelling et al., 2019). E. coli est le pathogéne le plus isolé dans les infections
urinaires (Shackley et al., 2017). Les infections urinaires associées aux cathéters (CAUTI) prennent la

premiére place des maladies nosocomiales (Feneley et al., 2015).

1.2. Résistance des biofilms aux antibiotiques

La contamination des dispositifs médicaux tels que les cathéters ou les prothéses articulaires se
solde par la formation de biofilms trés résistants aux antibiotiques, et qui libérent des bactéries
planctoniques persistantes. De ce fait, I’élimination compléte du matériel infecté s’impose, le plus
souvent, comme unique traitement. De plus, le probléme de résistance dans le milieu clinique repose
sur la présence d’EPS et d’ADN, qui diminuent le contact des antibiotiques avec les pathogenes. En
outre, la couche profonde du biofilm, constituée de souches métaboliquement peu actives, rend
inefficace les antibiotiques qui ne peuvent agir que durant la phase exponentielle en bloquant la
réplication bactérienne (Tasneemet al., 2015 ; Seviour et al., 2019 ; Singh et al., 2019). Le transfert
horizontal des genes permet également d’acquérir une résistance aux antibiotiques au sein du biofilm
(Sharma et al., 2019). Par ailleurs, des biofilms formés par P. aeruginosa produisent des

rhamnolipides, des elastases, des proteases et de la pyocyanine qui peuvent endommager les tissus
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pulmonaires et entrainer ainsi des résistances aux antibiotiques (Saxena et al., 2019). Les pompes a
efflux créées par les bactéries du biofilm afin d’évacuer les toxines intracellulaires, sont utilisées

également pour évacuer les antibiotiques (Orlov et al., 2019).

1.2.1. Hétérogénéité au sein d’un biofilm

L’activit¢é métabolique au sein d’un biofilm n’est pas la méme, et pour cause le manque de
nutriments et d’oxygeéne pousse les bactéries au centre du biofilm a réduire leur activité jusqu’a
atteindre un état de dormance ou semi-dormance (Christense et al., 2009). Afin de visualiser et apporter
une preuve concrete, Sternberg et al. (2009)ont utilisé des étiquettes fluorescentes pour déterminer
I’activité des cellules d’un biofilm. Les résultats obtenus sont sans appel, les cellules du centre sont
moins actives, mais apres un apport en nutriments ces bactéries reprennent une certaine activité
métabolique. Une autre étude réalisée par Beer et al. (1994) sur I’influence de I’oxygéne au sein d’un
biofilm, a 1’aide de microélectrodes a différentes profondeurs du biofilm, a montré que le taux
d’oxygeéne diminue jusqu’a 30 fois au centre. La conclusion est évidente ; les nutriments et I’oxygene
sont deux facteurs primordiaux pour une activité métabolique satisfaisante pour les bactéries. En cas de
manque, ces derniéres se mettent dans un état de dormance.

La difficulté majeure dans ce cas-la, est que la quasi-totalité des antibiotiques conventionnels ne
sont efficaces que sur des cellules actives. En effet, 1’accés limité aux nutriments, la faible
concentration en oxygéene et le pH élevé des couches profondes du biofilm provoquent un
ralentissement de la croissance bactérienne qui pourrait diminuer 1’activité des agents antibactériens. Se
rajoute a cela le fait que le manque en nutriments permet également I’activation des réponses au stress

qui offrent aux cellules une résistance accrue aux antibiotiques (Li et al., 2020).

1.2.2. Cellules persistantes

A D'intérieur du biofilm, on retrouve des cellules persistantes qui sont identiques génétiquement aux
cellules actives mais qui disposent d’une capacité de dormance et de tolérance plus importante (Liet al.,
2020). 1l a été proposé que ces cellules étaient un moyen pour le biofilm de s’adapter a un changement
environnemental et ainsi pouvoir recréer un biofilm en cas de dispersion ou altération. Les études
menées, il y a quelques années, confirment que les cellules persistances représentent le mécanisme de
résistance le plus important dans les biofilms (Qu et al., 2010). En effet, I’arrét de I’antibiothérapie va
permettre la régénérescence de la communauté bactérienne par réanimation des cellules persistantes
survivantes (Olivares, 2017). La présence de ce type de cellules est considérée comme le mécanisme de
résistance le plus important dans les biofilms formés par S.epidermidis(Qu et al., 2010).

1.2.3. Quorum sensing (QS)

La densité cellulaire au sein d’un biofilm est grandissante, sachant que celle-ci est en corrélation

avec la communication qui augmente en son sein. Les études menées par Larsen et al., (2002) ont
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démontré que la densité cellulaire influait sur la réponse face aux antibiotiques. En effet, le QS permet
le développement du biofilm mais aussi la régulation de la production de facteurs de virulences, afin de
s’adapter aux différents stress, tels que les traitements antibiotiques. De ce fait, I’inhibition du QS est
apparue comme une potentielle solution pour combattre la résistance des biofilms aux antibiotiques (Li
et al., 2020).

1.3. Stratégies de traitement des biofilms cliniques

Differentes stratégies sont envisagées pour prévenir ou inhiber le développement du biofilm. On
retrouve les agents antimicrobiens, 1’élaboration de revétements empéchant 1’adhésion des bactéries et
la dispersion des cellules bactériennes en brouillant le QS par des moyens chimiques (Mukhopadhyay
et al.,2020). Dans le cas de cette derniére méthode, il est important d’utiliser des agents antimicrobiens
qui prendront effet immédiatement apres la dispersion, dans le cas contraire les bactéries formeront
inévitablement un nouveau biofilm (Olsen, 2015). Par ailleurs, cette méthode est complexe mais
s’avere efficace ; les virus et les bactériophages peuvent étre utilisés comme des agents de dispersion
(Doub, 2020).

1.3.1. Utilisation des bactériophages

Les nombreuses recherches, qui ne cessent de se poursuivre a ce jour, démontrent davantage
I’inefficacité des antibiotiques, parallelement 1’intérét pour les bactériophages s’accroit. Ils disposent de
propriétés intrinseques qui pourraient étre favorables dans le traitement des infections cliniques causées
par des biofilms ; seulement, des connaissances sommaires sont connues sur 1’utilisation adéquate des
bactériophages in vivo (Doub, 2020).

Par ailleurs, des travaux ont démontré que la formation de biofilms bactériens est 1’une des
stratégies de protection élaborées contre leur infection par les phages. Cette protection dépend
fortement de la maturation ainsi que de la composition de la matrice extracellulaire du biofilm.
L’impact réel d’un bactériophage sur les biofilms est déterminant afin de palier au probléme
d’accoutumance grandissante des biofilms a 1’égard des antibiotiques (Svenningsen et al., 2019). En
outre, il est connu que la majorité des bactéries se développent sous un état sessile associées aux
biofilms, et qu’au cours du temps, les bactériophages ont coévolué avec les bactéries de sorte a pouvoir
les infecter et les lyser a I’intérieur des biofilms (figure 10). Ceci peut étre percu comme étant une
adaptation (Hanlon, 2007).
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Figure 10 : Représentation de I’action, potentielle, d’un bactériophage sur un biofilm clinique
(Fernandez et al., 2019).

1.3.2. Inhibition du quorum sensing (QS)

Les molécules signalvia lesquelles la communication s’établit au sein d’un biofilm sont a ’origine
des complications dans I’ensemble des domaines et industries. Il est devenu urgent de développer de
nouvelles méthodes afin de réduire voire de desincruster les biofilms ; 1’une d’elles, est le quorum
quenching (QQ) qui signifie littéralement « extinction du quorum » (Rehman et Leiknes, 2018 ; Paluch
et al.,, 2020). En effet, les molécules utilisées vont brouiller la communication entre les
microorganismes ce qui empéche par conséquent la formation d’un biofilm ou encore la production de
facteurs de virulence. Contrairement au QS, chez le QQ, on ne retrouve pas aisément des auto-
inducteurs, ils sont généralement synthétisés par génie chimique. La majorité d’entre eux sont des
enzymes ayant la capacité de dégrader les molécules signal, ou interférer dans la signalisation
cellulaire.

Plusieurs mécanismes d’inhibitions du QS ont porté leurs fruits. En premier il y a ; le blocage de la
synthése des molécules signal (Lade et al.,2014), ensuite on retrouve la dégradation des molécules
signal par des enzymes (Lade et al.,2014 ; Rampioni et al.,2014 ; Delago et al.,2016), ou encore une
concurrence entre les molécules signal et les molécules signal-analogues des récepteurs (Ni et al.,2009)
et enfin la perturbation de la communication cellulaire (Rampioni et al.,2014).

Le role du QQ est de dégrader de maniére enzymatique les molécules signal du QS, autrement
dit les auto-inducteurs (Rehman et Leiknes, 2018) (figure 11). Le but de cette dégradation est d’éviter
I’accumulation de ces derniéres dans I’environnement, ce qui favoriserait la communication entre les

especes bactériennes. Il permet de bloguer la production de facteurs de virulences qui sont les premiers
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responsables dans la résistance des biofilms aux antibiothérapies. Bacillus cereus VT96 produit
I’enzyme AHL-lactonase qui permet d’inhiber la production d’EPS ou encore la formation du biofilm
et la production de la pyocyanine dans le cas d’un biofilm formé par P.aeruginosa PAOL, espéce
pionniere des biofilms microbiens (Rajesh et Rai,2016). En contrepartie, P. aeruginosa et d’autres
espéeces telles que K. pneumoniae, Bacillus spp., ou encore Agrobacterium tumefacienssont utilisées
pour produire des enzymes pouvant dégrader les molécules AHL de certains biofilms. Chaque enzyme
posséde des caractéristiques propres a elle, telles que la lactonase MomL produite par Muricauda
olearia Th120, qui est dotée d’une capacité a fractionner les auto-inducteurs a chaine longue et a chaine

courte, ce qui aboutit a I’inhibition de la virulence de certaines souches pathogeénes (Wang et al., 2019).
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Figure 11 : Impact du quorum quenching sur la formation d’un biofilm
(Paluch et al., 2020).

Les inhibiteurs du QS n’ont pas le méme impact sur I’ensemble des mécanismes du QS, d’ou
I’importance d’en trouver plusieurs. Les recherches effectuées par Kalia (2013) rassemblent les critéres
de bases que I’on peut citer comme suit : un poids moléculaire assez faible, une structure chimique
stable et enfin, critére non négligeable, leur capacité a diminuer 1’expression des génes régulés par le
QS. Cependant, 1’¢élément déterminant pour considérer une molécule comme QQ est I’absence de
cytotoxicité de 1’héte, afin d’étre appliquée dans les infections cliniques (Kalia, 2013). Ces molécules
inhibitrices du QS sont applicables a divers domaines mais particulierement dans le domaine médical,
car c’est la ou on rencontre le plus grand nombre de biofilms résistants, provoquant des maladies

nosocomiales (Walsh et Toleman,2012 ; Haque et al., 2018 ;Zhong et He, 2021).
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2. Biofilms dans I’industrie alimentaire

Les procédés industriels actuels sont des milieux propices pour le développement de biofilms
sur des surfaces en contact avec des aliments. Pour cause, la complexité des usines de fabrication, la
production en tres grande masse et la longueur de la chaine de transformation favorisent, chacune
d’entre elles, une contamination (Lindsay et al., 2007). Les zones a risques de contaminations sont plus
vastes, cela augmente le risque de maladies graves chez le consommateur. Quatre-vingt pourcents des
infections bactériennes aux USA sont liées a un pathogénes dans un biofilm (Srey et al.,2013). La
formation d’un biofilm bactérien dépend : des caractéristiques de la surface de fixation, des composants
de la matrice alimentaire, des conditions biotiques et abiotiques, et des cellules bactériennes impliquées

(Carrascosa et al., 2021).

2.1. Principales souches formant des biofilms dans I’industrie alimentaire

2.1.1. Salmonella enterica

Salmonella enterica est un agent pathogéne d’origine alimentaire provoquant une gastro-entérite
ou une septicémie (Wang et al., 2013). Son importance autant qu’agent pathogénes est dii a son biofilm
et a sa structure multicellulaires complexes a la surface des aliments (Duguid et al., 1996 ; Galié et al.,
2018). Les couches de cellules peuvent présenter des morphologies différentes selon les nutriments
disponibles. On constate une forme de réticulum générée lors de la culture dans un milieu de bouillon
de soja tryptique, sans oublier la capacité du biofilm de S. enterica a se former sur une surface d’acier
inoxydable (Wang et al., 2013). L’acier non trait¢ et poncé mécaniquement est le métal le plus
facilement colonisé, par contre les aciers électropolis et finis a I’alun brillant ont été peu colonisés par
cette bactérie (Schlisselberg et Yaron, 2013). La principale source de contamination par cette bactérie
est la formation de biofilms dans les infrastructures utilisées lors de la fabrication d’aliments précuits
(Galie et al.,2018). Cependant, les surfaces en verre ne sont pas colonisées par S. enterica (De Oliveira
et al., 2014). Dans des conditions seches, le biofilm de S. enterica, peut survivre plus d’un an, ce qui
conduit a une contamination inévitable de milliers de lots d’aliments (Morita et al., 2011). En 2013 et
2014, une épidémie causée par des saucisses de porc contaminées en Allemagne a touché 145
personnes agées (Simon et al., 2018).
2.1.2. Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureusproduit des entérotoxines thermostable (10 a 46°C) (Giaouris et al.,
2015). Les matrices alimentaires a faible activité en eau, telles que celles a forte teneur en sucre ou en
sel, conviennent a cette bactérie (Schelin et al., 2017). S.aureus résiste a la méthicillinece qui
représente un réel danger dans 1’élevage, car les aliments d’origine animale sont une source de
contamination primaire pour ce pathogene résistant (Vergara et al., 2017). Cette espéce peut former des
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biofilms sur les surfaces biotiques et abiotiques tout au long de la chaine de production alimentaire ce
qui rend le traitement plus compliqué car il différe d’un cas a un autre, selon la composition de la
matrice (Galié et al.,2018). De plus, la croissance du biofilm de S. aureus peut étre favorisée par divers
mécanismes de traitement, comme des traitements thermiques avec une tempeérature sous-optimale ou
une désinfection inappropriée. La transcription des genes impliqués dans la formation de biofilm et la
virulence chez ce pathogene est régulée a la hausse en présence de concentrations de divers détergents

couramment utilisés dans I’alimentaire (Slanyet al., 2017).

2.1.3. Bacillus cereus

Bacillus cereus est une bactérie thermo-tolérante avec une large gamme allant de 4 °C a 50 °C,
et résistante aux traitements chimiques et aux radiations (Bottone, 2010). Les spores de cette bactérie,
résistent a la pasteurisation rendant 1’élimination de son biofilm plus compliqué, car en cas de
traitement thermique il y’aura dispersion du biofilm et sporulation, ce qui peut favoriser sa
reconstruction (Auger et al., 2009).

Le biofilm de B.cereus est souvent associé¢ a d’autres microorganismes le long des chaines de
transformation des aliments grace a son complexe d’EPS, de protéines et d’ADN extracellulaire
nécessaires a son adhésion sur différentes surfaces (Vilain et al.,2009). Cette fixation induit un effet de
pré-conditionnement, car elle facilite la fixation rapide d’autres especes bactériennes qui seraient
autrement éliminées (Marchand et al., 2012). B. cereus se retrouve couramment dans les usines laitieres
et dans les usines d’aliments et de boissons (Ehling-Schulz et al., 2015 ; Ruan et al., 2015). Son biofilm
se fixe le plus souvent a I’interface air-liquide avec un anneau typique attaché a la paroi de dépot a
partir duquel la matrice du biofilm bactérien forme une couche a la surface du liquide (Fagerlund et al.,
2014). 1l peut aussi se former sur des surfaces immergées, comme les réservoirs en acier inoxydables
(Wijman et al., 2007 ; Hayrapetyan et al., 2015). A partir de ces biofilms, les bactéries peuvent
facilement migrer sur de longues distances le long du pipeline des usines alimentaires, ce qui peut créer
des complications pour la santé de ’'Homme si elles atteignent les lots alimentaires distribués aux

consommateurs (Hayrapetyan et al., 2015).

2.2Méthodes de contrdle des biofilms

Les biofilms ont un impact aussi bien clinique qu’économique, ce qui pousse nécessairement au
développement d’études afin de controler ces derniers (Lebaux et Ghigo, 2012). II a fallu une vingtaine
d’années pour que les études sur les biofilms portent leurs fruits et permettent de trouver des méthodes
de contrdles fiables notamment dans le domaine alimentaire (Tableau I1l) ou la formation de biofilms,

non désirés, peut engendrer des complications désastreuses.
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Tableau I11: Méthodes de controle des biofilms dans I’industrie alimentaire(Galié et al.,2018).

Méthode Exemple Mécanisme d’action Références

NaOCl, (Rosenberg et al., 2008 ; Bayoumi et al.,
Traitement NaOH, Oxydation des 2012 ; Schmidt, 2012 ; Bang et al., 2014 ;

chimique H20, structures cellulaires Nam et al., 2014 ; Ban et Kang, 2016 ;

Techaruvichit et al., 2016 ; Yang et al.,

2016 ; Moretro et al.,2017)
1. (Wang et al., 2013 ; Coughlan et al.,
1. Cellulases

Perturbation
enzymatique

2. Protéases
3.Glycosidases

4. DNAses

Perturbation de la
matrice extracellulaire

2016 ; Stiefel et al., 2016)

2. (Oulahal-Lagsir et al., 2003 ; Chaignon
et al., 2007 ; Boels, 2011 ; Huang et al.,
2014 ; Coughlan et al., 2016 ; stiefel et

al.,2016)
3. (Boels, 2011 ; Huang et al., 2014 ;
Coughlan et al., 2016)
4. (Coughlan et al., 2016)

Nanoparticules

Altération des

Revétements | (AG®, Fes0q, membranes (Alexander, 2009 ; Beyth et al., 2015 ;
en acier TiO,, ZnO, bactériennes Rai et al., 2016)
CuO, MgO)
Biosurfactants Surfactin Inhibition de 1’adhésion | (Zhang et al., 2017 ; Zhao et al., 2017)
des bactéries
Bactériophages P100 Lyse cellulaire (Fister et al., 2016 ; Lacumin et al., 2016)
Bactériocines Nisin Altération de la
membrane cellulaire (Strempel et al., 2015)
Inhibition du Liaison des Régulation a la baisse
QS inhibiteurs au des mécanismes (Rasmussen et al., 2005 ; Brackman et
récepteur QS d’adhésion et de Coenye, 2015 ; Coughlan et al., 2015 ;
(acide lactique) virulence Amrutha et al., 2017)
Huiles Citral Inhibition du QS,
essentielles inhibition de la (Shietal., 2017)
mobilité
Haute pression H.O Bactéricide (méme (Evelyn et Silva, 2015 ; Santos et al.,
hydrostatique pour les endospores) 2017)
Photocatalyse UV plus O, Bactéricide (Chorianopoulos et al., 2011 ; Priha et
plasmatique 03, H,0 al.,2011 ; Nicaet al., 2017 ; Ishwarya et

non-thermique

al., 2018)

2.2.1 Traitement chimique

Plusieurs produits nettoyants chimiques dépendant de la concentration et du temps peuvent étre

utilisés pour le traitement des biofilms. L’objectif est de réduire les populations microbiennes a des

niveaux sans danger pour les humains. Un processus appelé assainissement est mis en place pour éviter

tout risque de contamination d’aliments (Schmidt, 2012) ; la désinfection des équipements doit étre
irréprochable (Bayoumi et al., 2012).
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Un traitement de nettoyage-assainissement efficace devrait (Chamberland, 2018) : (i) permettre
la solubilisation compléte des composantes de la couche d’encrassement ou le maintien en suspension
de celle-ci, (ii) étre doté d’un pouvoir moussant modéré afin d’augmenter la turbulence, (iii) disposé
d’un bon pouvoir tampon pour maintenir 1’efficacité des solutions de lavage, (iv) posséder un pouvoir
assainissant, et (v) étre chimiquement compatible avec les membranes. 1l ya une différence entre le
nettoyage et la désinfection. En effet, le nettoyage a pour but d’éliminer les restes sur les matériaux
utilisés (tableau V).

Tableau IV :Choix du produit nettoyant (Diaby, 2018).

Type de souillure Détergent adapté
Terre, sable, poussiere Détergent neutre
Tartre ou calcaire Détergent acide

Souillures fraiches de protéines et de | Agent alcalin doux avec un pH proche de la
graisses neutralité

Salissures blanchissable (fruits, café, vin, | Agent alcalin doux
etc.)

Graisses cuites ou séchés Détergent alcalin moyen (pH entre 9 et 12,5)

Graisses carbonisés (friteuse, gril, four, etc.) | Détergent alcalin fort (pHentre 13,5 et 14)

Résidus sucrés Détergent acide

Cela empéche les cellules microbiennes de se fixer. En revanche, elles restent toujours dans un
état viable, c’est pour cela qu’il faut procéder a une désinfection (tableau V). En absence de matiere
organique (graisse ou sucre), les désinfectants sont plus efficaces, donc la désinfection est optimale
qu’apres un nettoyage (Cloete et al., 1998 ; Diaby, 2018).

Tableau V: Spectre d’activité des désinfectants (David et Balty, 2014)

Bactérie Bactérie
Gram Gram Mycobactérie | Moisissure Virus Spore

positive négative et levure
Halogenes et + 0 + + + +
dérivés
Aldéhydes + + + + + +
Alcools + + + +/- +/- +/-
Oxydants + + + +/- +/- +/-
Dérivés + + i + - -
phénoliques
Ammoniums + +/- - + +/- -
qguaternaires
Biguanides + + +/- +/- +/- -
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2.2.2 Utilisation des bactériophages dans I’industrie alimentaire

Quand les méthodes classiques appliquées a I’encontre des biofilms ne suffisent plus, il est
primordial d’en chercher des nouvelles. La communauté scientifique se penche alors pour trouver de
nouvelles techniques plus efficaces et moins nocives pour tous ; les bactériophages se présentent
comme étant 1’espoir dans la lutte contre les biofilms. Les chercheurs explorent la possibilité d’utiliser
les phages comme agents de biocontrole, en réponse aux bactéries devenant multi-résistantes. La figure

12 représente certains emplacements stratégique ou 1’utilisation des bacteriophages devrait étre efficace

(Magin, 2019).

PHAGES

S
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- ';
) 2

[ -
Réduction des pathogéncs Hygiéne et conservation  Entretien ll)'gié'nc ¢t conscrvation
Protection des plantes des aliments des surfaces des aliments

Figure 12 : Applications de phages permettant de controler les contaminations tout au long de la chaine
alimentaire (Mills et al., 2017).
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1. Bioremédiation par biofilms

La bioremédiation concerne tant les sols que les milieux aquatiques, pollués par les
hydrocarbures ou métaux lourds. L’objectif étant de comprendre les interactions qui subsistent entre les
microorganismes, les polluants organiques et les matériaux du sol ou du milieu aquatique (Singh et al.,
2006). Lorsque les microorganismes produisent des biosurfactants ou encore disposent de chimiotaxie,
cela améliore la biodisponibilité et permet par la méme occasion de dégrader plus efficacement les
composés hydrophobes (Pandey et Jain, 2002 ; Paul et al., 2005). Plusieurs types de bioremédiations
existent : biosorption, bioaccumulation, biominéralisation (Barkay et Schaefer, 2001).

On rencontre souvent des réacteurs a biofilm pour le traitement ; lit de boue a flux ascendant
(USB), lit fluidisé de biofilm (BFB), biofilm airlift suspension (BAS), etc. (Singh et al., 2006), le choix
dépend du polluant et du milieu a dépolluer. Le tableau VI regroupe les réacteurs a biofilms utilisés
pour la bioremédiation des métaux lourds.

Tableau VI : Réacteurs a biofilm dans la bioremédiation de métaux lourds
(Singh et al., 2006).

Conditions du réacteur Méthodes de Métaux lourds Références
bioremédiation assainis

Procédé de biofilm anaérobie- Biosorption Zn, Cd, Ni (Chang et al., 2006)
anoxique-oxique (A20)
Biofilm formé sur un filtre @ Biosorption Cu, Zn, Ni, Co (Diels et al., 2003)
sable a lit mobile Bioprécipitation
Réacteur a biofilm rotatif pour Immobilisation  Co (Travieso et al., 2002)
I’immobilisation des algues
Biofilm  développé sur du Adsorption Cd, Cu, Zn, Ni (Scott et al., 1995; Scott et
charbon actif granulaire Karanjkar, 1998)
Réacteur a membrane composite Bioprecipitation Cd, Zn, Cu, Pb, Co, (Diels etal., 1995)
immobilisée par des bactéries Ni, Pd, Ge

De nombreuses études ont été entreprises pour comprendre le principe de bioremédiation des
métaux lourds. Nous pouvons notamment citer 1’étude de White et Gadd (2000) portant sur des
biofilms bactériens réduisant le Sulfate en culture continue, en les exposants a une certaine quantité de
Sulfure de cuivre. lls ont observe une augmentation de la teneur en EPS, ce qui permet de confirmer le
role des EPS et du biofilm dans le captage des précipités métalliques. L’étude de Labrenz et al., (2000)
a, quant a elle, permis d’observer la formation de sphalérite (ZnS) grice aux membranes des
Desulfobacteriaceae aérotolérantes se trouvant au sein d’un biofilm.

1.1 Traitement par biofilm en aquaculture

L’aquaculture a connu un boom économique durant le XX sigcle, et pour cause la

consommation en poisson dépasse 80 millions de tonnes, ces dernieres années (FAO, 2018). C’est sans

doute qu’on offre la premicre place de production aquacole a la Chine, en parall¢le, ce méme pays
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produit des quantités astronomiques d’eaux usées liées a I’aquaculture, ayant un fort impact
environnemental (Xiang, 2007).

En plus des rejets en azote, phosphore, antibiotiques et métaux lourds, on retrouve également
des meétalloides ; entre autre le Sélénium, un oligo-élément essentiel pour I’Homme et les animaux
(Pacitti et al., 2016 ; Gobi et al., 2018). Une carence peut s’avérer étre nocive, c’est pour cette raison
qu’une supplémentation en Sélénium (Se) a été accordé pour la culture aquacole (Han, 2020).
Cependant, une surconsommation peut provoquer diverses complications pour la santé, entre autre une
déformation tératogene des organes (colonne vertébrale, téte ou encore bouche) (Watanabe et al.,
1997 ; Kim et Kang, 2014), mais aussi d’énormes problémes au niveau des effluents aquacoles.

C’est pour cette raison qu’une surveillance accrue des dosages est indispensable.
L’Organisation Mondiale de la Santé, en 2011, a fixé la valeur 4 40 g L™ dans 1’eau potable et 2 10 g L~
! pour la Chine, ’Union Européenne (UE) et aux Etats-Unis (USA) (Who, 2011).L utilisation des
biofilms dans le traitement des eaux usées issues de 1’aquaculture intéressent de plus en plus de
chercheurs (Natrah et al., 2013 ; Li et al., 2017). Le tableau VII démontre une certaine efficacité des
biofilms dans 1’élimination de produits toxiques, notamment dans le secteur agricole ou I’exploitation
miniére. Les études dans ce sens ne cessent de le prouver (Staicu et al., 2017 ; Tan et al., 2018).
Cependant, le traitement des eaux usées dans 1’aquaculture, notamment chargée en Se, n’est pas encore
parfaitement étudié, car les recherches se font rares.

Tableau VII: Différents systemes de cultures de biofilms pour I’épuration des eaux usées

Systéme de culture Produits éliminés Références
Biofilm lit fixe (Biofiltres a Azote ammoniacal (Eding et al., 2006)
ruissellement)
Biofilm de microalgues Réduire le phosphate a des (Lietal., 2017 ; Barnharst etal.,
limites indétectables en 24 h 2018)
Antibiotiques :
Biofilm a lit mobile Norfloxacine (28.4 %), (Staicu et al., 2017 ; Tan et
Ciprofloxacine(32.9 %), al.,2018)

Enrofloxacine (69.5 %)

Han et al., en 2020 ont décidé de se pencher sur le sujet et d’étudier I’approche d’un biofilm
pour I’élimination des contaminants tels que le sélénium dans les effluents aquacoles (Han et al., 2020).
Les chercheurs utilisent un réacteur discontinu a biofilm algal-bactérien (ABBR) (figure 13), sur un
échantillon prélevé en septembre 2019 d’une eau usée de Foshan en Chine ou on cultive des poissons et

des crevettes.
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Figure 13 : Schéma du bioréacteur discontinu d’un biofilm algal-bactérien (Han et al., 2020).
2. Compostage
Les différentes industries actuelles, métallurgie, galvanoplastie, industrie miniére ou encore la

production d’engrais sont de gros producteurs de déchets toxiques tels que des métaux qui finissent
dans les eaux usées (Zhang et al., 2019). Le plus gros probléme que cause ces déchets est le fait qu’ils
arrivent a traverser le sol jusqu’aux terres agricoles via les irrigations (Xing et al., 2021) tout
particulierement les pays en voie de développement (Rezapour et al., 2019). Meng et al. (2019) ont
démontré que plus de 5.3 millions d’hectares de terres agricoles en Chine sont polluées par les métaux,
causant des soucis majeurs dans la sécurité alimentaire.
2.1 Biochar et biofilm

L’idée primaire afin de combattre ce fléau est d’empécher I’irrigation par les eaux usées.
Cependant, cette voie n’est pas concluante, et les alternatives utilisées pour le traitement traditionnel de
ces eaux ne permettent pas une sureté absolue (Sud et al., 2008). En parallele, on constate un intérét
croissant pour les ressources durables (Hoslett et al., 2019). On retrouve ainsi le biochar préparé par
pyrolyse (décomposition chimique du composé organique par élévation de la température) de la
biomasse des déchets alimentaires comme étant une voie exploitable (Wang et al., 2015). Tao et al.
(2019) ont démontré que la capacité d’adsorption du Cadium (Cd) par le biochar préparé a base de tiges
de mais a 700 °C est 1.8 fois plus important que celles a 300 °C, sachant que la surface du biochar est
propice au développement d’un biofilm. De plus, ce dernier est un excellent absorbant pour les métaux

(Xing et al., 2020) ; la combinaison des deux peut porter ses fruits.
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Les déchets alimentaires sont en constante augmentation et deviennent ainsi un probléme majeur a
traiter rapidement car si ce n’est pas fait, du gaz a effet de serre peut étre libéré dans 1’atmosphere
(Richter, 2017). Alors que les déchets alimentaires sont riches en matiére organique, ces derniers
fournissent de 1’énergie pour la croissance des microorganismes anaérobie (Xing et al., 2021). La
technologie développée autour du biochar de déchets alimentaires par pyrolyse permet de réduire
I’accumulation de ces déchets et leur effets néfastes sur I’environnement (Rago et al., 2018). Couplé a
un biofilm, on retrouve du carbone et de 1’azote produit par les déchets alimentaires qui sont des
sources importantes a la croissance d’un biofilm.

Xing et al. en 2021, ont voulu tester cette combinaison en produisant du biochar a partir de déchets
alimentaires. De ce fait, ils ont cultivé un biofilm bactérien sur un biochar pour étudier 1’efficacité
d’adsorption des métaux lourds notamment par le complexe biochar-biofilm, déenommé BAB (Biochar
Attaché a un Biofilm). Dans leur étude les auteurs ont choisi le Cadium et le Plomb comme métaux
lourds a traiter car ce sont les plus abondants dans 1’environnement (Lian et al., 2020). Les déchets ont
¢été prélevés a la cantine de I'université agricole de Huazhong puis traités et séchés. En contrepartie,
une culture bactérienne a été réalisée avec la souche Serratia marcescens S14 qui a été isolée d’un sol
contaminé au Cd (Xu et al., 2020), ayant la capacité de former rapidement des biofilms qui adsorbent
efficacement le Cd?* (Xing et al., 2020).

Les résultats obtenus montrent que 1’adsorption s’est faite en deux étapes, la premiére est trés
rapide et se déroule durant les 120 premiéres minutes grace a la couche autour du biochar (le biofilm),
puis durant les prochaines 24 h, 1’adsorption ralentit et se stabilise (Wang et al., 2015). Il est évident
que le BAB améliore considérablement la capacité d’adsorption en comparaison a un biochar classique
(Xing et al., 2021). L’étude menée par Xing et al., (2021), démontre des perspectives pour utiliser les
déchets alimentaires pour produire un biochar attaché a un biofilm afin d’éliminer les métaux lourds

fortement dangereux pour 1’environnement.

3. Biofilms en tant que biofertilisants

Dans le secteur agricole, les biofilms sont retrouvés comme d’excellents biofertilisants, avec un

bon nombre d’avantages (figure 14). Les biofilms qui se forment au niveau de la rhizosphére sont au
cceur des interactions entre les espéces végétales et microbiennes (Hassani et al., 2018). Les biofilms
rhizosphériques permettent de compenser 1’insuffisance en engrais chimiques conventionnels (Pandit et
al., 2020) en offrant une protection accrue aux plantes contre les maladies environnementales, contre
les stress abiotiques (salinité, polluants inorganiques et organiques, sécheresse, etc.) (Malusaet al.,
2012). Ils augmentent la stabilit¢ de I’eau (Kasim et al., 2016), dans certains cas, ils permettent la
dépollution d’un sol contaminé en métaux lourds (Gkorezis et al., 2016). Il subsiste un intérét tout
particulier pour les biofilms plurispécifiques qui tendent a produire des polysaccharides ainsi que des
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composés bioactifs avec un impact positif important sur la croissance des végétaux et la santé des sols
(Pandit et al., 2020).
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Figure 14 : Avantages et applications des biofertilisants a biofilms(Pandit et al., 2020).

4. Biofilms en industries
4.1 Production de biocatalyseurs a partir de biofilms

Les biocatalyseurs sont définis comme étant 1’ensemble des substances ayant une fonction
physiologique. On retrouve notamment les vitamines, les hormones, les enzymes et les oligoéléments.
Leurs applications industrielles sont tres diverses et pour cause ; les biocatalyseurs sont des outils
efficaces qui respectent I’environnement. Cependant, de nombreux soucis ont été relevés tels que
I’impossibilité a réutiliser les cultures ayant déja servies ou encore une faible stabilité (Todhanakasem,
2017).

Le biofilm est considéré aujourd’hui comme la nouvelle génération de biocatalyseurs
permettant la production de produits chimiques, d’antibiotiques, de bioéthanol, d’enzymes, de
biohydrogene, etc. (Woodley, 2006 ; Pollard et Woodley, 2007). L’utilisation des biofilms a été
retrouvée dans la production d’acide acétique, de butanol, d’éthanol, d’acide lactique, d’acide
fumarique, de butane-2,3-diol, d’acide succinique, d’acide propionique, etc... Pour cela, le biofilm était
soit monospécifique ou plurispécifique (Halan et al., 2012). Un avantage, non-négligeable des biofilms,
est qu’il est possible d’utiliser de la matiére premiére bon marché (la lignocellulosique, la mélasse, les

déchets industriels, le lactosérum ou encore les déchets de glycérol de I’industrie du biodiesl)
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(tableauVIIl1).Ceci permet de faire une belle économie sur le coQt, puisque la matiére premiere

représente 70 % du codt du produit fini (Todhanakasem, 2017).

Tableau VIII : Réacteurs a biofilm dans la production de produits a valeur
ajoutée(Todhanakasem, 2017)

Production

Bioénergie

Ethanol

Ethanol

Bio-
hydrogéne

Antibiotiques

Nisine

Cephalo-
sporine C

Lipopetide
iturin A
antibiotique
Acides
organiques

Acide
succinique

Acide lactique

Type
d’organisme et
de substrat

Zymonas
mobilis

Zymonas
mobilis
et
Saccharomyces
cerevisiae

Consortium
mixtes

Lactobacillus

lactis

Cephalosporium
acremonium

Bacillus subtilis

Actinobacillus
succinogenes

Lactobacillus
casei

Type de
substrat

Glucose

Glucose

Traitement
chimique de
I’eau salée

Saccharose
et composant
azoté

Saccharose

Milieu
formulé pour
la production

d’iturine A

Milieu
formulé

Glucose

Type de
réacteur a
Biofilm

Réacteur a lit
emballé

Réacteur a lit
emballé

Réacteur a
couverture
de boues
anaérobies a
écoulement
ascendant
(UASB)

Fermenteur a
arbre
agitateur

Bioréacteur a
cuve agitée
conventionne
|

Bécher et
réacteur a
plagues

Fermentation
répétée par
lots

Réacteur a lit
emballé

Transporteurs

Matériau
composite
agricole en

polypropyléne

DEAE
cellulose*

Matériaux
composite
agricoles en
polypropyléne
fixé a I’arbre de
I’agitateur

Matériaux
composites
agricoles en

polypropyléne
fixés a I’arbre de

I’agitateur

Perle de Siran

Goblet

Disque de
matériaux
agricoles
composites en
polypropyléne
Matériaux
agricoles
composites en
plastique

Références

(Kunduru et

Pometto, 1996a ;

1996b)

(Kunduru et

Pometto, 19964,

1996b)

(Mohan et al., 2007)

(Pongtharangkul et
Demirci, 20064,

2006b)

(Srivastava et
Kundu, 1999)

(Rahman et Takashi,

2009)

(Urbance et al.,

2003)

(Ho et al., 1997)
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Tableau VIII : Réacteurs a biofilm dans la production de produits a valeur ajoutée
(Todhanakasem, 2017) (suite).

Streptomuces
viridosporus Matériaux
Acide lactique et Glucose Fermentation agricoles (Demirci et Pometto,
Lactobacillus répétée par composites en 1995)
casei subsp. lots plastique
Rhamnosus
Acide lactiqgue  Lactobacillus Matériaux
casei subsp. Glucose Fermentation agricoles (Cotton et al., 2001)
Rhamnosus continue composites en
polypropyléne
Acide Entrepreneur (Jun et al., 2010)
fumarique Rhizopus oryzae = Milieu riche en biofilms Disque en
en Azote rotatifs plastique
Electricité
Pile a Clostridium
combustible cellulolyticum Cellulose Equipement Particules de (Ren et al., 2008)
microbienne et MFC cellulose
(MFC) Geobacter
sulferreducens
Enzymes
Aspergillus Milieu Colonnes a Tissu en (Villena et Gutiérrez-
Cellulase niger formulé microbulles polyester Correa, 2006)
Endo- Milieu de Fiole Tissu en (Villena et Gutiérrez-
glucanase Aspergillus culture submergée polyester Correa, 2006)
et Xylanase niger formulé
Lignine Phanerochaete = Milieu a base Réacteur a Fibre creuse  (Venkatadri et Irvine,
peroxydase chrysoporium de glucose  réservoirirrite  avec silicone 1993)
Autres
Bioréacteur a
1,3- Klebsiella Glycérol lit fixe avec Colonne de (Jun et al., 2010)
butanediol pneumonia traitement par verre
lots alimenté

*DEAE cellulose : Cellulose diéthylaminoéthyle

L’utilisation de biofilms multi-spécifiques concerne de nombreux procédés de fermentations
traditionnels. On retrouve notamment la symbiose qui subsiste entre les levures et les bactéries
lactiques dans la production de whisky, kefir, levain ou encore de cornichons (Pollard et Woodley,
2007). Saccharomycescervisiae associé a Lactobacilluscasei dans un biofilm est trés bien connu dans
(Pollard et 2007).0n

Lactobacillusplantarum et S. cerevisiae immobilisés sur des billes de cellulose dans la production de

I’élaboration  d’aliments  fermentés Woodley, retrouve  aussi

bioéthanol (Muffler et al., 2014). Les réacteurs a biofilm a lit fluidisés sont souvent sollicités, car ils

offrent de meilleurs résultats lors de la production de pénicilline,ou d’autres antibiotiques (Park et
Wallis, 1984).
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Des biofilms mono-spécifiques ont été réalises avec S. cerevisiae, L. lactis, Rhizopus oryzae et
Actinobacillus dans la production d’éthanol. Cependant, le rendement est loin derriére un biofilm multi-
spécifique (Muffler et al., 2014 ; Todhanakasem et al., 2015).

On remarque une augmentation fulgurante de 1’utilisation des réacteurs a biofilms que ce soit a
I’échelle pilote ou au niveau du laboratoire pour 1’élaboration de produits a valeur ajoutée dans divers
domaines : bioénergie, bioraffinerie, pharmaceutiques, chimie/biochimie, etc(Todhanakasem, 2017).
Ce succes est di au taux de production élevé, a la stabilité cellulaire et la résistance au substrat, aux

produits ainsi qu’aux composés toxiques (Todhanakasem, 2017).

5. Microbiotes : biofilm inné

Le microbiote de ’Homme est connu depuis de longues décennies mais, derniérement il se retrouve
au cceur des recherches. Son importance et son role dans le corps humain a été prouvé a travers
plusieurs d’études, notamment une connexion entre ’intestin et le cerveau (Hull et al., 2021). A une
époque ou les germes étaient encore méconnus (Hoption et al., 2003) le microbiote était bien présent.

Le microbiote de ’Homme peut étre défini comme étant son biofilm inné.

6.1 Microbiote intestinal et cutané

Le choix de développer particuliérement le microbiote intestinal et le microbiote cutané était
une évidence ; ce sont les zones du corps humain avec la plus grande diversité microbienne (Sender et
al., 2016). L’estimation atteint des chiffres astronomiques avec 3000 especes différentes et 40 000
milliards de cellules pour le microbiote intestinal (Hull et al., 2021), un million de bactérie/cm? dans le
cas du microbiote cutané (Gallo, 2017 ; Byrd et al., 2018 ; Balato et al., 2019 ). Une relation subsiste
entre les deux microbiotes (Navarro-Lopez et al., 2021), notamment un lien chronologique puisqu’une

partie d’eux est transmise par la mére, a la naissance (Sandall et al., 2018).

6.2 Sante et microbiote intestinal
Les bactéries qui constituent le microbiote intestinal ont un réle crucial dans le systeme

immunitaire de I’Homme (Cibulkova et al., 2021) mais aussi sur sa santé mentale. Une étude menée
par Zheng et al. en 2021, sur un ensemble d’étudiants diplomés (six femmes et six hommes) a
démontré que le stress avait un impact considérable sur la composition d’un biofilm intestinal. L’étude
permet également de déduire I’importance d’un microbiote intestinal sur la santé générale de I’ Homme

(Cibulkova et al., 2021) et le risque accru d’un cancer en cas de déséquilibre (figure 15).
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Figure 15 : Microbiote-intestin-cerveau : Interactions microbiote intestinal-cerveau et risque de
cancer en cas de déréglement (Hull et al., 2021).
6.3 Sante et microbiote cutané

Le microbiote cutané dispose d’un role de protection de la peau, comme dans le maintien de
I’acidité ayant un pH autour de 5. On trouve un mélange de sueur et de sébum au niveau cutané.
Certains anaérobies facultatifs, comme Cutibacterium acnes, fermentent les triglycérides du sébum
pour libérer des acides gras a chaines courtes ; 1’hydrolyse des acides gras entraine 1’acidification du
milieu(Hachem etal., 2003 ; Proksch, 2018 ; Henaff, 2021).On retrouve aussi d’autres méthodes de
protection, comme la compétition pour les nutriments et I’espace, et la sécrétion de bactériocine (Goetz,
2016).Par contre si la flore cutanée plonge dans un état de dysbiosie (un déséquilibre au niveau du
biofilm inné) cela peut provoquer différentes maladies (Tableau 1X).
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Maladies

Rosacée

Dermatite
atopique

Acné
vulgaire

Tableau IX: Microorganismes et autres facteurs associés aux maladies de la peau

Symptdomes

Gonflement et rougeur

des paupieres,
sensation de corps
étranger,

démangeaison, et

piqure de I’ceil, etc.

Une peau  seche,
démangeaisons,  des
Iésions, plaques
rouges...

Formation

de comédons, de

papules, de pustules,
de nodules et/ou de
kystes

(Pistone et al., 2021).

Microorganismes

Demodex folliculorum
Helicobacter pylori

Staphylococcus epidermidis

Chlamydophyla pneumoniae

Bacillus oleronius

Staphylococcus aureus
Virus de I’herpés simplex

Staphylococcus epidermidis
CoNS

Malassezia

Cause

Composition du
microbiome
Exposition solaire

Agents
diététiques

Médicaments

Anomalies du
systeme
vasculaire cutané
et lymphatique
Allergies
alimentaires
Irritants au
contact de la peau
Changements
hormonaux
Médicaments (par
exemple
corticostéroides,
lithium), Diéte,
Stress

Références

(Forton, 1998 ;
Lacey etal., 2018)
(Lazaridou
etal.,2017)
(Whitfeld etal.,
2011)
(Fernandez-
Obergon etal.,
2007 ; Fernandez-
Obergon et al.,
2019)

(Jarmuda etal.,
2012)

(Geogheganet al.,
2018)

(Ong etal., 2016)
(Ong etal., 2016)

(Xu etal., 2019)
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Conclusion et perspectives

La forme de vie en biofilm est certainement la forme de prédilection des especes
bactériennes. La forme planctonique est quant a elle trés peu retrouvée car les bactéries sont d’autant
plus fragiles et exposées au danger sous cette forme de vie. Lorsqu’un biofilm est responsable de
contamination, son éradication est une priorité. Cependant, les pratiques utilisées ne sont pas toujours
réalisables ni concluantes, et pour cause les multirésistances aux antibiotiques rendent ces derniers
inefficaces. Le développement des biofilms résistants touche de nombreux domaines, particuliérement
le domaine médical et le domaine agroalimentaire. Des stratégies alternatives doivent étre développées

et surtout généralisées pour éradiquer les biofilms ; certaines d’entre elles ont été citées dans ce travail.

L’étude des biofilms est encore loin d’étre aboutie, des recherches supplémentaires sont
nécessaires afin de percer leur mystére. L’ intérét est tout particulierement d’utiliser les biofilms, encore
trop souvent percus comme étant négatifs et nocifs, pour des applications bénéfiques. Ces applications
peuvent concerner divers domaines tels que 1’industrie alimentaire pour produire des substances a
valeur ajoutée (Antibiotiques, éthanol, biocatalyseurs), ainsi que I’environnement pour la
bioremédiation principalement, étant 1’inquié¢tude majeure, mais aussi dans la cosmétologie ou les
biofilms peuvent apporter un plus dans les cosmétiques naturels, notamment. En réalité les biofilms
sont omniprésent, ce n’est pas un hasard

Enfin, Il est donc primordial d’¢élargir le spectre d’action des biofilms dans d’autres domaines,
particulierement le milieu clinique afin de développer des substituts aux antibiotiques, avec des
molécules thérapeutiques sires. Puisque le biofilm est une cause directe de la résistance des microbes
aux anitbiotiques, ce qui constitue une menace grandissante. Les études peuvent egalement se porter

sur la surveillance d’un biofilm afin d’éviter sa propagation et méme son installation.
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Résumé & Abstract

Résume

Dans la plupart des écosystémes, la présence des microorganismes a 1’état planctonique est tres
rare, les bactéries favorisent un mode de vie attaché sur les surfaces en formant un biofilm. Ce dernier
proteége les bactéries contre les conditions environnementales défavorables, telles que 1’attaque par des
prédateurs bactériophages, des substances antibactériennes, des stress thermiques. En effet, les
bactéries d’un biofilm sont généralement moins sensibles aux antibiotiques et aux désinfectants, ce qui
pose de sérieux problemes dans le milieu médical et dans le secteur agroalimentaire. Méme si les
biofilms sont souvent percus négativement, ces derniers peuvent avoir des avantages et des applications
intéressantes. On peut citer notamment [’utilisation des biofilms dans 1’épuration des eaux usées et la
décontamination des sols pollués par les métaux lourds. Les biofilms polymicrobiens sont aussi de plus
en plus utilisés pour I’élaboration de produits a valeur ajoutée, ce qui permet d’accroitre la production,
afin de satisfaire les exigences des consommateurs en tendant toujours a réduire les cofits. L’objectif de
ce travail est d’élaborer une synthése bibliographique sur les aspects négatifs des biofilms, ainsi que sur

leurs applications positives dans divers domaines.

Mots-clés : Biofilms, Quorum Sensing, Bactériophage, Quorum Quenching, Bioremédiation

Abstract

In most ecosystems, the presence of microrganisms in planktonic state is very rare, bacteria
promote a lifestyle attached to surfaces by forming a biofilm. The later protects bacteria against
unfavorable environmental conditions, such as the attack of predatory bacteriophages, antibacterial
substances and thermal stresses. In fact, bacteria of a biofilm tend to be less sensitive to antibiotics and
disinfectants, which poses serious problems in the medical field and in the food industry. Even though
biofilms are often viewd negatively, they can have interesting benefits and applications. Biofilms can
be used in wastewater treatments, and the decontamination of polluted soils by heavy metals.
Polymicrobial biofilms are also increasingly used for the development of valued-added products, which
enhances the production, in order to meet consumer demands while reducing costs. The purpose of this
work is to make a bibliographical synthesis on the negative aspects of biofilms, as well as their positive

applications in various fields.

Keys words : Biofilms, Quorum Sensing, Bacteriophage, Quorum Quenching, Bioremediation.
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