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Introduction 

 

     De très nombreux organismes des milieux terrestres et aquatiques forment des associations 

attachées à un support, qui peut être une plante ou un élément du sol. Le résultat est un 

biofilm qui peut se définir comme le développement d’une population de microorganismes 

adhérents à un support et consolidés par un ciment commun (Jouenne., 2008). 

La mise en évidence de ces biofilms est longtemps restée anecdotique, en partie parce que les 

méthodes d’observations n’étaient pas suffisamment performantes. Dès 1973,  Characklis mit 

en évidence des agrégats microbiens provenant de circuits d’eaux industrielles et qui étaient 

hautement résistants aux désinfectants. En 1978, Costerton et Col proposèrent les premières 

hypothèses sur les mécanismes d’adhésion des micro-organismes. Depuis, un nombre 

croissant d’études ont été consacrées aux biofilms, aussi bien dans le domaine industriel que 

dans le domaine médical (Phillips, 2011).Les biofilms bactériens jouent un rôle majeur dans 

plus de 80% des infections. Staphylococcus aureus et Bacillus cereus sont deux bactéries 

susceptibles d’entrainer des maladies, les TIA (toxi infections alimentaires), ou intoxication, 

qui sont dues au développement des toxines : ceurolides, entérotoxine… et les MIA (Maladies 

Infection Alimentaire), qui sont dues au développement des bactéries dans l’organisme, après 

ingestion d’un aliment contaminé. 

 

Compte tenu de cette importance biologique des biofilms, la présente thématique constitue 

une contribution à l’étude de la formation des biofilms in vitro. A cet effet, le travail 

pencherait sur la mise en place d’un protocole permettant d’observer, la formation de biofilms 

par deux souches pathogènes. L’élimination du biofilm par l’acide salicylique en tant que 

agent inhibiteur serait aussi examinée. 

Notre travail, dans une première partie, englobe une recherche bibliographique qui 

comporte deux chapitres :  

Dans le premier chapitre on a la présentation sur les biofilms, les étapes de formation des 

biofilms, les exopolysaccharides, et le lien entre Quorum Sensing, biofilm et infection à 

S.aureus et B.cereus . 



                                                                                                         Introduction 
 

 
2 

 

Alors que le deuxième chapitre présente une généralité sur l’acide salicylique, la structure et 

la biosynthèse, mode d’action, rôle physiologique, et effet de l’acide salicylique sur la 

formation de biofilm par S.aureus et B.cereus. 

Le but de notre travail consiste à : 

• Obtention et confirmation des isolats testées. 

• Suivre la cinétique de la formation de biofilm de ces bactéries S.aureus et B.cereus.. 

• L’étude de l’effet de l’acide salicylique sur la formation de biofilm par S.aureus et 

B.cereus. 
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1. Toxi-infection alimentaire  

1.1. Définition  

          Les toxi-infections alimentaires sont soit des intoxications soit des infections qui 

résultent de la consommation d’aliments contaminés par des toxines produites par des micro-

organismes spécifiques ou par la présence de micro-organismes infectieux. Une toxi-infection 

alimentaire collective (TIAC) doit faire l’objet d’une déclaration obligatoire. Elle est définie 

par l’apparition d’au moins deux cas groupés d’une symptomatologie similaire, en général 

gastro-intestinale, dont on peut rapporter la cause à une même origine alimentaire. 

Salmonella, Staphylococcus aureus, Clostridium perfringens , Escherichia coli, Yersinia , 

Shigella et Bacillus cereus sont les principales bactéries responsables de  toxi-infections 

alimentaires liées à la présence de la bactérie dans l’aliment (Hugas et al., 2002). Les 

symptomes apparaissent plus 12 h après l’ingestion de l’aliment contaminé, suite au 

développement de la bactérie dans l’organisme et, dans certains cas, à la production de 

toxines. A l’inverse, l’apparition de symptomes suite à une intoxication alimentaire est très 

rapide (quelques heures) car elle est liée à la consommation de toxines préalablement 

produites par la bactérie dans l’aliment (INVS, 2011).  

.2. Les souches bactériennes étudiées 

2.1. Staphylococcus aureus 

2.1.1. Généralités   

 Staphylococcus aureus est une bactérie pathogène capable de provoquer diverses 

maladies chez l’homme ainsi que chez l’animal domestique .chez l’homme, S. aureus peut 

causer, soit des infections mineures de la peau ou des muqueuses, soit des infections sévères, 

associés ou non à des septicémies, telles que des pneumonies, des endocardites, 

l’ostéomyélite, le syndrome du choc toxique, etc (Lowy, 1998). 

 Tableau 1 : Classification de Staphylococcus aureus d’après (Pasteur, 1877). 

 

Règne Bacteria 

Division Firmicutes 

Ordre Bacilli 

Classe Bacillales 

Famille Staphylococcaceae 

        Genre                                Staphylococcus 

Espèce                                     aureus 



Chapitre I : Toxi-infection alimentaire                                                       Synthèse bibliographique 

 

 
4 

 

 

2.1.2.  Taxonomie 

        2.1.2.1.  Historique  

 Staphylocoques ont été l’objet de nombreuses investigations menées par d’éminents 

microbiologistes à l’instar de KOCH, PASTEUR, OGSTON et ROSENBACH. En 1878, 

KOCH souligne le rôle pathogène de bactéries se présentant sous forme de cocci Gram 

positif. Ces cocci seront ensuite isolées puis identifiés d’un pus par Louis Pasteur en 1880. Ils 

seront baptisés en 1883 par Ogston sous le nom de staphylocoques, du latin« staphylle » ou 

grappe et coccus ou « grain ». En 1884, ils sont classés en fonction de la pigmentation des 

colonies par ROSENBACH en Staphylococcus aureus du latin « orange » et Staphylococcus 

albus, du latin« blanche ». 

 

2.1.2.2. Habitat  
 Le réservoir naturel des staphylocoques est l’homme et les animaux à sang chaud. 

Cependant, éliminées dans le milieu extérieur, ces bactéries très résistantes sont fréquemment 

retrouvées dans l’environnement (air, eaux et sol).et vivent à l’état commensale sur la peau et 

les muqueuses des organismes humains et d’animaux. 

 Le site de colonisation préférentielle de Staphylococcus aureus chez l’homme est la 

muqueuse nasale et à partir de ces sites de portage, il colonise les territoires cutanés en 

particulier, les zones humides (aisselles,périnée) et les mains (Fasquelle, 1968). 

 
 

Figure 1 : Observation microscopique de Staphylococcus aureus (Grx 100) 

 

 

 

 



Chapitre I : Toxi-infection alimentaire                                                       Synthèse bibliographique 

 

 
5 

 

2.1.3. Caractéristique et identification Staphylococcus aureus  

 

S. aureus est un coque à gram positif de 0,5 à 1 µm de diamètre, non sporulés, parfois 

encapsulés, immobile, aéro- anaérobie facultatif, possédant une catalase-positives et oxydase 

–négatives, isolés ou groupés en amas, S.aureus est identifié sur l’aspect pigmenté des 

colonies, la positivité des tests de coagulation et d’agglutination. Appartient au genre 

Staphylococcus phylogénétiquement proche des genres Enterococcus, Bacillus et Listeria. 

Dont certains sont subdivisées en 2 sous-espèces : S. aureus subsp. Anaérobiose. Cette 

dernière, isolée en 1985 à partir d’abcès chez les moutons, est anaérobie et peu connue (Brun 

et Bes,  2000). 

2.1.4. Pouvoir pathogène  

 C’est le plus régulièrement pathogène, d’origine humaine, animale (volaille, bovin, 

ovin, caprin…), environnementale ou non spécifique (Delarras, 2007). C’est une bactérie 

présente chez les humains, lesquels sont à 95% responsables des contaminations alimentaire. 

50%  des humains sont porteurs de ce germe (cavité nasale), ceci même chez un individu en 

santé. On peut la retrouve en particulier dans les préparations alimentaires à cause d’un 

manque d’hygiène du personnel (porteur sain ou blessures). Il se retrouve facilement dans les 

aliments (Liesse, 2012). 

La présence de S.aureus dans les aliments constitue un risque pour la santé humaine parce que 

certains souches sont capables de produire des entérotoxines (protéines globulaires de poids 

moléculaire 25000-28000 Dalton) dont l’ingestion provoque une intoxication (Afssa, 2009). 

Cette bactérie peut provoquer la staphylococcitose rarement mortelle chez l’homme 

(Delarras, 2007). 

 

 Toxines  

     Les intoxications à S. aureus (la plus fréquente) sont plus répandues que celles des 

Clostridium botulinum. L’entérotoxine est produite dans chacune des phases de croissance de 

la bactérie. Elle présente une grande thermorésistence malgré que S.aureus soit détruite par un 

traitement de pasteurisation. Même les traitements Ultra Hight Température (U.H.T) 

(143°C /10P

1/2
P) n’activent pas les toxines, généralement, les symptômes indicateurs d’une 

intoxication par S. aureus sont les suivantes : période d’incubation de quelques heures ; les 

entérotoxines agissent au niveau des nerfs du tube digestif qui stimulent le centre des 
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vomissements ; douleurs abdominales ; diarrhées ; crampes. On parle souvent de 

gastroentérites dues aux Staphylococcies (Afssa, 2009). 

 

2.2. Bacillus cereus 

2.2.1. Généralités  

    Le groupe Bacillus cereus sensu lato, est constitué de six espèces taxonomiquement très 

proches: Bacillus anthracis, Bacillus cereus sensu stricto, Bacillus mycoïdes, Bacillus 

pseudomycoïdes, Bacillus thuringiensis et Bacillus weihenstephanensis. Ce groupe appartient 

à la famille des Bacillaceae (section 13 du Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology). Ce 

sont des bacilles à coloration de Gram positive, généralement mobiles par ciliature péritriche 

ou immobiles, produisant des endospores.  

    La plupart des bacilles sont d’une totale innocuité vis-à-vis des organismes vivants, B. 

cereus sensu stricto communément appelé B. cereus, est un pathogène opportuniste émergent, 

généralement associé à des toxi-infections alimentaires ou à des infections locales de l’œil et 

du parodonte (EFSA, 2005).   

Tableau 2: Classification de Bacillus cereus d’après (Pasteur, 1877). 
 

Règne Bacteria 

Division Firmicutes 

Ordre Bacilli 

Classe Bacillales 

Famille Bacillaceae 

                  Genre                                       Bacillus 

                 Espèce                                        cereus 

 

2.2.2 Historique 

     Bacillus cereus fut isolé pour la première fois par Frankland en 1887 au Royaume Uni, à 

partir de l’air d’une étable. Cette souche dénommée ATCC 14579 est considérée comme la 

souche type de Bacillus cereus (Hauge, 1995). 

2.2.3 Habitats 

     Les Bacillus sont ubiquitaires car leurs spores leur confèrent une grande résistance. On en 

trouve dans les sols qui constituent le principal réservoir, dans l’eau de mer, dans l’eau douce 
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et sur les plantes. On en trouve également dans les aliments, et même dans les produits 

« stérilisés » alimentaire ou médicamenteux à cause de la thermorésistante des spores 

(Guinebretière et al., 2008). 

2.2.4 Caractéristiques et taxonomie  

     Bacillus cereus aussi appelé Bacillus cereus sensu stricto (ss) fait partie 

morphologiquement et de part sa phynologénie à un groupe de bactéries que l’on nomme : 

groupe B.cereus ou B. cereus sensu lato. Outre les caractères généraux du genre Bacillus, les 

espèces du groupe Bacillus cereus sont des bacilles de grande taille (> 1.0 μm) à Gram positif, 

généralement mobiles grâce à une ciliature péritriche. Ils se distinguent des autres Bacillus 

essentiellement par leur aptitude à croitre en anaérobiose.  

Les espèces du groupe cereus sont très répandues dans la nature et sont souvent isolées du sol, 

de la poussière ou de la surface des végétaux, ce qui favorise leur propagation dans les 

aliments. Certaines espèces sont aussi capables d’infecter des mammifères et /ou des insectes 

(Drobniewski 1993 ; Kotiranta et al., 2000). La capacité à produire des spores leur permet 

de résister à des environnements extrêmes tels que la pasteurisation ou l’acidité rencontrée 

dans l’estomac mais aussi à adhérer aux matériaux utilisés au cours de la chaine de fabrication 

des plats cuisinés (Lequette et al., 2011 ; Mols & Abee, 2011 ; Ceuppens et al., 2012). La 

gamme de température de croissance varie en fonction des souches et s’étend de 5°C à 50°C.

Outre sa capacité à produire des spores, B.cereus est aussi reconnu comme difficile à 

éradiquer à cause de la formation de biofilm (Hauge, 1995). 

2.2.5. Bacillus cereus agent indésirable en industrie agroalimentaire 

2.2.5.1. Bacillus cereus responsable de TIA et de TIAC 

    Il a été montré que B. cereus fait partie des 4 plus importantes causes d’intoxication 

alimentaire commune (TIAC) en France (Albert et al., 2009), c’est une toxi-infection 

alimentaire collective définie par l’apparition d’au moins deux cas groupés similaires d’une 

symptomatologie, en général gastro-intestinale, dont on peut rapporter la cause à une même 

origine alimentaire au groupe. Les Bacillus cereus peuvent provoquer soit des vomissements 

soit des symptômes diarrhéiques par le biais de deux types de toxines: respectivement la 

cereulide et des toxines entériques. 
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 La cereulide 

          La cereulide est un dodéca de psipeptide c'est à-dire une structure cyclique composée 

d’une alternance de 12 acides aminés et d’ester . D’après Kotiranta et al (2000) cette enzyme 

ne perd son activité jusqu’à une température de 121°Celle tolère des pH compris entre 2 et 11 

et enfin elle est stable après traitement à la pepsine et trypsine. Lorsqu’elle est ingérée, la 

cereulide provoque un syndrome émétique. Les premiers vomissements peuvent apparaitre 

dans la demi-heure suivant l’ingestion du produit contaminé. A la différence des 

entérotoxines, la cereulide est directement produite dans les aliments lorsque les bactéries sont 

dans leur phase de croissance stationnaire ou de sporulation (Drobniewski, 1993). Selon 

Guinebretière (2008) les bactéries capables de produire la cereulide fait parties du groupe III. 

La cereulide est toxique pour les mitochondries en entrainant la perméabilisassions des 

membranes aux ions potassium. Cependant, le syndrome émétique semble lié à l’implication 

d’un récepteur à la sérotonine 5-HT3 . 

 

 Les entérotoxines 

     Il existe trois types de toxines produites par B. cereus capables d’induire des syndromes 

diarrhéiques: la Nhe (entérotoxine non hémolytique), Hbl (Hémolysine BL) et Cyt K 

(cytotoxine K).Ces entérotoxines impliquées dans des TIAC sont produites lors de la phase de 

croissance végétative des B. cereus dans le petit intestin de la personne contaminée (Weigel et 

al., 2003). 
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1. Biofilm 

1.1. Généralités  

En conditions naturelles, les bactéries se développent sous deux formes (Clutterbuck 

et al., 2007), une forme libre ou planctonique, et une forme sessile ou attachée en biofilm. Les 

transitions entre ces modes de vie mettent en jeu des processus dynamiques et complexes. Un 

mode de vie planctonique permet aux microorganismes de proliférer et de coloniser de 

nouvelles niches environnementales. Puis, en s’attachant à une surface de façon irréversible, 

les micro-organismes peuvent alors adopter une forme de vie sessile, qui est le mode de vie 

majoritaire des bactéries (Costerton et al., 1999). Une fois attachées entre elles et/ou à une 

interface, les bactéries se développent et produisent des polymères extracellulaires, formant 

une matrice à forte teneur en eau, protéines, polysaccharides et lipides (Sutherland, 2001). 
 

1.2. Définition  

 Les biofilms sont des micro-organismes immobilisés sur un substrat et typiquement 

enchâssés dans un polymère organique d’origines microbiennes. Ils se développent sur 

virtuellement toutes les surfaces dans les environnements naturels aqueux qu'elles soient 

biologique (plantes et animaux aquatiques) ou non (béton, métal, plastique et pierres).les 

biofilm se forme particulièrement rapidement dans des systèmes ou l'eau circule et ou les 

micro-organismes reçoivent un apport régulier de nutriment. Un intense développement 

accompagné de l'excrétion de grandes quantités de polymères extracellulaires, conduit à la 

formation de couches visqueuses visibles sur les surfaces solides.  

 L’unité structurale du biofilm est donc la micro-colonie (Costerton, 1999). La 

composante bactérienne représente 10 à 25% du biofilm, les 75 à 90% autres étant 

principalement composés par la matrice. Les bactéries de la micro-colonie sont caractérisées 

par l’absence de mouvements browniens. 

On peut donc définir simplement les biofilm comme des agrégats de microcolonies 

bactériennes fixées à un support et engluées dans leurs propres exopolymères formant une 

matrice (Figure 2); les bactéries ne représentant que 10 à 25% en masse du biofilm. La 

matrice d’exopolysaccharide, représente quelque 85 % du volume total.  
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Figure 2 : Schéma représente les composants d’un biofilm (tel que : surface, cellules 
bactériens, EPS « exopolysaccharides ») (Cerning., 1990). 

              

1.3. Les principaux constituants du biofilm 

 Les constituants essentiels d’un biofilm sont les micro-organismes agglomérés et la 

matrice qu’ils synthétisent. La présence de canaux permet l’établissement de flux d’eau, 

d’ions et de nutriments (Clutterbuck et al., 2007). Les micro-organismes représentent 2 à  

15 % du matériel du biofilm. La matrice extracellulaire représente 50 à 90% de la masse 

organique carbonée d’un biofilm. Suspension de bactéries planctoniques, ceci étant dû à la 

prédominance de la matrice (Sutherland 2001, Branda et al., 2005). 

 Les propriétés physico-chimiques de la matrice d’exopolymères sont variables d’un 

biofilm à l’autre. Sa très forte teneur en eau, due à sa capacité à fixer un grand nombre de 

molécules d’eau par des liaisons hydrogène, permet à certains biofilm de lutter contre la 

dessiccation dans le milieu naturel. La matrice d’exopolymères joue aussi un rôle majeur dans 

les propriétés de résistance aux biocides des biofilm, en se liant directement aux agents 

antimicrobiens et en les empêchant de pénétrer au sein du biofilm (Donlan et Costerton 

2002).  

 Ainsi, la matrice Exopolymérique joue un rôle structural et fonctionnel important 

puisqu’elle sert de barrière protectrice contre la dessiccation, les biocides mais aussi contre les 

bactériophages (Donlan et Costerton, 2002). 
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1.4. Formation des biofilm 

 La formation des biofilms est largement décrite dans la littérature (Pratt et Kolter 

1998, Filloux et Vallet 2002, Lejeune 2003, Hall-Stoodley et al., 2004, Kolter et 

Greenberg 2006). La généralisation des étapes de formations des biofilms reposent 

principalement sur les études menées sur Bacillus cereus et Staphylococcus aures (Figure 3), 

ainsi six étapes peuvent être suivies lors du développement d’un biofilm (Figure 4 sont 

dessous) qui présente les étapes de formation d’un biofilm tel que : * Attachement initial 

réversible ; * Attachement irréversible ; *  Apparition « ou bien  maturation I » du biofilm ; * 

Maturation II du biofilm ; * Erosion et dispersion par détachement autogène ; * Dispersion. 

 

   
Bacillus cereus                                         Staphylococcus aures 

Figure 3 : Observation microscopique d’un biofilm de Bacillus cereus et Staphylococcus 

aureus  au microscope électronique à balayage. 

1.4.1. Conditionnement de surface 

 La formation d’un biofilm suit plusieurs phases, la première étape est l’établissement 

d’un film primaire conditionnant la surface et facilitant l’attachement des bactéries. C’est un 

phénomène rapide n’excédant pas quelques heures.  

Durant cette première phase, les molécules organiques et inorganiques présentes dans le 

milieu se déposent sur la surface. Cette accumulation de molécules à l’interface liquide/solide 

définit le film de conditionnement et apporte une plus grande concentration en nutriments sur 

la surface par rapport au milieu liquide. L’adsorption de ces molécules joue un rôle important 

dans l’attachement des bactéries à une surface par l’altération des propriétés physico-
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chimiques de la surface (énergie libre de surface, hydrophobicité, charges électrostatiques, 

etc…). 

 

1.4.2. Transport et déplacement 

 La deuxième étape permettant l’établissement d’un biofilm est le transport, ou le 

déplacement, des micro-organismes vers une interface. Cette étape dépend fortement de la 

composition du milieu (viscosité, force ionique) et des mouvements des bactéries. Lorsque les 

forces de cisaillement sont nulles ou faibles (en condition statique ou en écoulement 

laminaire) les micro-organismes peuvent s’approcher de la surface par différents mécanismes 

(Characklis et Cooksey 1983, Marshall 1986, Characklis et al., 1990) : 

• Passif, par un mouvement brownien (Brown, 1866) menant à une sédimentation 

due à la force de gravité s’exerçant sur tous les corps (Dickson et Daniels 1991, 

Banks et Bryers 1992), ou par des mouvements de convection du milieu 

amenant physiquement les bactéries vers une surface. 

• Actif, par le déplacement des bactéries grâce à des appareils locomoteurs (pili, 

flagelles) vers des substances nutritives (Chimiotactisme)(Davies, 2000). 

 
1.4.3. Adhésion réversible 

 La troisième étape de la formation d’un biofilm est l’adsorption réversible et non-

spécifique des bactéries à une surface. L’attachement primaire à une surface est sous 

l’influence de nombreux facteurs: pH, osmolarité du milieu, température, ... (Beloin et al., 

2008) et fait intervenir principalement des processus physiques de type van der Waals, 

électrostatique, interactions hydrophobes (Van Lossdrecht et al., 1987 ; Bellon-Fontaine et 

Cerf 1991 ; Faille et al., 2002) et acide-base de Lewis, dépendant de la nature du support et 

de son conditionnement. Elle combine les effets d’attraction de forces de van der Walls et les 

effets de répulsion générés par la double couche d’ions chargés formée en surface. La théorie 

DVLO (Dejarguin et Landau 1941, Verwey et Overbeek 1948) prend en compte la 

variation d’énergie entre l’énergie d’attraction due aux interactions dipolaires 

intermoléculaires et l’énergie de répulsion en fonction de la distance entre deux particules. La 

somme des deux énergies donne l’énergie totale d’interaction. 
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1.4.4. Adhésion irréversible 

 L’adhésion irréversible, quant à elle, correspond à une fixation active et spécifique des 

micro-organismes sur une surface. Les structures d’adhésion varient selon les types de micro-

organismes concernés. Pour les bactéries à Gram-négatif, il s’agit des pili, des curli,des 

capsules et du glycocalix. Pour les bactéries à Gram-positif, ce sont les acides teichoïques, 

l’acide mycolique, la capsule et le glycocalix. D’autres bactéries vivant en partie fixées, 

comme Caulobacter ou Hyphomicrobium, peuvent utiliser des structures spécifiques comme 

un pédoncule ou une gaine (Van Houdt et Michiels, 2005).Ces molécules d’adhésion 

permettent d’établir des contacts cellule-surface et des contacts cellule-cellule (Lemon et al., 

2008). 

 
1.4.5. Maturation 

 Dès que l’attachement au substrat devient irréversible, le biofilm entame des phases de 

croissance et de maturation. La synthèse des substances exopolymériques (EPS), qui débute 

dès les premières étapes d’adhésion, se poursuit pendant la maturation du biofilm et la matrice 

peut alors occuper jusqu’à 75-95 % du volume d’un biofilm mature (Ghigo 2001, Kuchma et 

al., 2005). 

 La matrice extracellulaire est constituée de différentes molécules telles que des 

exopolysaccharides (40-95%), des protéines (1 -60%), des acides nucléiques (1 -10%) et des 

lipides (1 -40%) (Wingender et al., 2001). La composition et la quantité d’EPS produites par 

les bactéries varient en fonction du genre bactérien, de l’âge du biofilm et des facteurs 

environnementaux (Donlan et Costerton, 2002). De plus, d’autres micro-organismes tels que 

des micro-algues (diatomées) peuvent sécréter des exopolymères dont profitent les bactéries. 

De nombreuses molécules d’eau sont associées aux exopolymères rendant la matrice 

hautement hydratée, visqueuse et élastique, on peut alors parler d’hydrogel. Seuls à 1% de 

matières organiques sont nécessaires pour lier 98 à 99% d’eau et former un gel stable (Donlan 

et Costerton, 2002). 

 La maturation du biofilm est divisée en deux phases (Clutterbuck et al., 2007). La 

première phase est marquée par des régulations de gènes engendrant un changement marqué 

de phénotype par rapport aux formes planctoniques. Par exemple, au cours de la formation 

d’un biofilm d’Escherichia coli, 22% des gènes sont stimulés et l’expression de 16% des 

gènes est inhibée (Prigent-Combaret et Lejeune 1999, Prigent-Combaret et al., 1999). 

Lors de la formation de biofilm de Staphyloccocus aureus par exemple, des gènes codant pour 
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des enzymes intervenant dans la fermentation et la glycolyse (phosphoglycérate mutase, triose 

phosphate isomérase et alcool déshydrogénase) sont stimulés. Les régulations concernent 

essentiellement des gènes codant pour des protéines impliquées dans des métabolismes 

anaérobies, suggérant la faible présence d’oxygène, surtout dans les zones les plus proches du 

support (Sauer et al., 2002, Becker et al., 2001). La seconde phase de maturation du biofilm 

est marquée par des synthèses polymériques importantes. L’épaisseur maximale du biofilm 

est alors atteinte durant la phase de maturation (Clutterbuck et al., 2007). 

1.4.6. Dispersion 

 Lorsque l’épaisseur maximale du biofilm est atteinte, le biofilm subit des phénomènes 

de dispersion. Lors de cette phase, des formes planctoniques sont rélargies dans le milieu 

extérieur. Cette libération permet de promouvoir une diversité génétique et de favoriser la 

colonisation de nouvelles niches écologiques engendrant la formation d’autres biofilms 

(Parsek et Greenberg 2005, Clutterbuck et al., 2007). 

 Les mécanismes d’attachement et de détachement d’un biofilm sont étroitement liés 

puisque les facteurs moléculaires intervenant dans l’attachement doivent être détruits ou 

inactivés pour qu’il y ait détachement (Spormann, 2008). Plusieurs facteurs peuvent induire 

le détachement du biofilm et l’essaimage de bactéries sous forme planctonique, permettant 

ainsi la colonisation d’autres sites. Parmi ces facteurs, on peut citer : 

 L’arrêt de la synthèse de matériaux constitutifs du biofilm : polysaccharides de la 

matrice par exemple, 

 La lyse des cellules du biofilm par l’induction d’un prophage, de l’EDTA, du NaCl, 

duCaCl2, ou encore par l’action d’agents chélateurs (Spormann, 2008), 

 L’action de facteurs de détachements : agents tensioactifs ou enzymes dégradant la 

matrice (Otto, 2008). 

 La dispersion d’un biofilm peut aussi être initiée par des changements 

environnementaux : limitation en oxygène ou en nutriments (Spormann, 2008), modification 

du pH ou présence de certains composés spécifiques (Gjermansen et al., 2005)ou par l’action 

mécanique exercée par un flux de liquide..Les conditions environnementales, notamment la 

privation en oxygène, jouent un rôle très important dans le déclenchement de la dispersion des 

biofilms (Thormann et al., 2006). 

 

 



Chapitre II : Les biofilms bactériens                                                           Synthèse bibliographique 

 

 
15 

 

                        
Figure 4 : Représentation schématisée des principales étapes de la formation d’un biofilm a 

partir de cellule planctonique (mobile) (Stoodley et al., 2002). 

 

1.5. Le Quorum Sensing 

 Au sein d’un biofilm, les micro-organismes communiquent entre eux par des signaux 

de cellules à cellules. Ces derniers, appelés « quorum sensing », jouent un rôle important dans 

le développement et la régulation de la formation des biofilm. 

 
1.5.1. Définition   

 Le quorum sensing est un système de communication, basé sur la synthèse, l’émission 

et la réception par les cellules de facteurs moléculaires diffusibles « l’auto inducteurs » 

(Parsek, 2005).Suivant la concentration d’auto-inducteur dans le milieu, les bactéries 

déclenchent des mécanismes synchronisés au sein du biofilm comme l’expression de facteurs 

de virulence, le développement du biofilm (détachement ou attachement de nouvelles 

bactéries) (Tomlin, 2005).Ces petites molécules s’accumulent jusqu’à une concentration seuil 

(quorum) qui une fois atteinte engendre une cascade de signalisations aboutissant à une 

réponse adaptée et coordonnée de toutes les cellules d’une même espèce (Bassler, 2002 ; 

Camara et al.,2002 ; Fuqua et Greenberg,2002 ;Waters et Bassler, 2005). 

 Chez les bactéries à Gram positif , les auto- inducteurs sont des oligopeptides ( Gray, 

1997 ;Keller et Surette,2006 ; Irie et Parsek, 2008), ces molécules sont très spécifiques et 

peuvent parfois permettre de distinguer le signal entre deux souches d’une même espèce 

.Cette forte spécificité a été particulièrement marquée chez Staphylococcus aureus dont les 

souches sont classées en fonction de leur signal oligopeptidique ( Ji et al., 1997 ;Lyon et al ., 
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2002 ). Chez Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis et chez d’autres espèces de 

Staphylocoques, l’expression coordonnée des facteurs de virulence, en fonction des signaux 

extracellulaires, est contrôlée en grande partie par un régulateur global nommé agr (accessory 

gene regulator) (Wolz et al., 2000 ; Kong et al., 2006; Novick, 2006; Yarwood, 2006). 

 

1.6. Biofilm dans le domaine agroalimentaire 

 La présence de biofilm a un impact considérable dans l’industrie agroalimentaire 

touchant tous les secteurs : laiteries, industries de transformation de la viande, brasseries, 

sucreries,…..etc. tout équipement non stérilisé abrite des microorganismes qui peuvent 

démarrer un processus de colonisation notamment dans des zones peu accessibles au 

nettoyage et à la désinfection (Tomlin, 2005). Un biofilm peut se mettre en place en quelques 

heures, et permettre ainsi aux bactéries qui s’y trouvent de devenir résistances aux agents 

extérieurs engendrant d’éventuelles contaminations (biofilms composés de bactéries 

pathogènes comme Staphylococcus, Listeria, Bacillus) (Thormann et al., 2006). 
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1. Historique  

La découverte de l’acide salicylique date de 1828 quand Johann Buchner a isolé, à 

partir de l’écorce de saule, le glucoside d’alcool salicylique. Le nom de l’acide salicylique 

(SA) a été donné par Raffaele Piria en 1838. Et c’est en 1874 en Allemagne que la première 

production commerciale du SA synthétique a débutée, son dérivé l’acide acétylsalicylique a 

été introduit sous le nom commerciale d’aspirine en 1898. 

Depuis la découverte en 1990 de la production de l’acide salicylique lors de 

l’établissement de la résistance systémique chez le concombre et le tabac, beaucoup d’efforts 

ont été déployés pour élucider le rôle de cette molécule dans cette résistance (Metraux et 

al.,1990 ; Malamy et al.,1990 ;Raskin, 1992 ; Delaney et al.,1994).Chez le tabac, il a été  

montré que les mêmes gènes activés dans la réaction de défense contre le virus de la mosaïque 

de tabac (TMV)sont   exprimés par application du SA(Ward et al.,1991).Par la suite, l’acide 

salicylique a été reconnu comme molécule de signalisation dans la défense des plantes contre 

divers agents pathogènes (Ened et al.,1992 ;Gaffney et al.,1993). 

2. Définition de l’acide salicylique  

L’acide salicylique (SA), un composé phénolique issu de la voie de biosynthèse des 

shikimat–phénylpropanoides, joue un rôle clé dans les mécanismes de défense des plantes 

contre les agents pathogènes. En effet, ce composé est impliqué à la fois dans la mise en place 

d’une résistance locale, dans la régulation de l’expression des gènes de défense et la réaction 

d’hypersensibilité, et dans la mise en place d’une résistance générale, de longue durée et à 

large spectre, qui protège la plante contre des infections ultérieures et appelée SAR (de 

l’anglais « Systemic Acquired Résistance »)(Durant et Dong , 2004 ; Loake et Grant, 

2007). 

Cet acide (SA) est synthétisé dans les plantes en réponse à l’attaque de divers 

pathogènes et constitue un élément clef pour l’établissement de la résistance locale et la SAR 

(Loake et Grant, 2007).Il est impliqué dans plusieurs réponses aux stress biotique (infection 

par les pathogènes) et  abiotique (excès de radiation UV, des niveaux d’ozone accrus)et qui 

interagissent avec les espèces réactives d’oxygène dans un réseau de signalisation encore pas 

bien élucidé. Le SA module aussi la mort cellulaire associe à la réponse hypersensible, 

l’activation de la peroxydation des lipides et la génération de radicaux libres (Dempsey et al 

.,1999 ;Shah et Klessig, 1999). 
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3. Propriétés physico-chimique 

Le groupement acide carboxylique (-COOH) peut réagir avec un alcool en donnant de 

nombreux esters. Le groupe hydroxyle peut réagir avec l’acide acétique pour former de 

l’acide acétylsalicylique,ou aspirine (Chen et al.,1991). 

Industriellement, l’acide salicylique est synthétisé par la réaction de Kolbe : 

 

 

 

 

Figure 5 : La synthèse de l’acide salicylique par la réaction de Kolbe (Chen et al.,1991). 

 

 

4. Structure et biosynthèse de l’acide salicylique  

Chimiquement, le SA appartient à un groupe de composés phénoliques qui possèdent 

un anneau aromatique et un groupe hydroxyle. C’est une petite molécule de 138,12g de poids 

moléculaires, peu soluble dans l’eau, mais soluble dans des solvants organiques. 

Deux voies de biosynthèse du SA ont été décrites (figures 6) :  

• La voie des shikimat –phénylpropanoides (Hermann et Weaver, 1999). Elle 

commence par la version du phénylalanine en acide trans-cinnamique par la 

PAL(phenylalanineammonialyase).l’acide trans-cinnamique donne le SA après une 

chaine de réaction  produisant l’acide benzoïque qui en subissant une hydroxylation au 

niveau du carbone 2 donne l’acide salicylique (Yalpani et al.,1993).Cette dernière 

étape est catalysée al par le cytochrome P450 monooxygéne appelée aussi l’acide 

benzoïque hydroxylase (BA2H) dont l’activité est induite par l’application de l’acide 

benzoïque ou par les agents pathogènes(Leon et al.,1995). 

https://fr.wikipedia.org/wiki/Fichier:Kolbeschmitt.gif
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L’étape limitant la production du SA est celle entre l’acide trans-cinnamique et l’acide 

benzoïque (Yalpani et al., 1993).Le mécanisme de production de l’acide benzoïque à partir 

de l’acide trans-cinnamique est inconnu .Il pourrait s’agir d’une hydroxylation rappelant la ß 

oxydation des acides gras. Cette suggestion est soutenue par des études faites chez le Quercus 

pedonculata chez qui il a été montré que la transformation de l’acide trans-cinnamique est 

stimulée par l’acétyle-coA (Alibet et Ranjeva, 1971). 

• Cependant, il a été montre que quelque plantes sont capables de synthétiser le SA a 

partie du chorismate. Cette voie de synthèse implique deux enzymes, 

l’isochorismatesynthase (ICS) et l’isochorismate pyruvate lyase (IPL) (Vasyukova et 

Ozertskovskaya, 2007). 

 

 

Figure 6 : Représentation simplifie des voies de biosynthèse de l’acide salicylique (Lee et al., 
1995 ;Wildermuth et al .,2001). 
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Les enzymes responsables des transformations sont indiqués en bleu.les plantes 

NahGexpriment la salicylate hydroxylase qui dégrade le SA en catéchol.ICS, 

Isochrismatesynthase ;PAL, phénylalanineamonia-lyase ; BA2H, l’acide benzoïque 2 

hydroylase ;IPL,Isochorismate  pyruvate lyase. 

La première enzyme catalyse la conversion du chorismate en isochorismate, et la 

deuxième la conversion de ce dernier en SA. L’expression des gènes bactériens ICS et IPL 

dans des plantes de tabac et d’Arabidopsis a engendré une accumulation de SA et une 

amélioration de la résistance contre les agents pathogènes (Mauch et al.,2001). 

Les études de Wilderuth et autre ont montré que le mutant d’Arabidopsis sid2 (eds16) 

(salicylic acid induction deficient2 ;enhanced disease susceptibility16) affecté dans le gène 

ICS ,accumule très peu de SA et présente une sensibilité accrue aux maladie(Wildermuth et 

al.,2001). 

5. Le mode d’action de l’acide salicylique  

Différents niveaux d’interventions du AS ont été décrites (Vasyukova et Ozeretskovskaya, 

2007) 

• Le SA active l’expression des gènes intervenant dans la défense des plantes 

(Vasyukova et al., 1999).Plusieurs PR protéines « pathogenes related 

proteines »induites par le SA one des activités antimicrobiennes, c’est le  cas des 

chitinases et de ß1-3 glucanase (Mauch et al.,1988 ;Salzman et al.,1998). D’autres 

appartiennent à la famille des PR-1, elles ont activités inhibitrice de la croissance 

mycélienne (Niderman et al., 1995 ;Rauscher et al., 1999). 

• Le SA a aussi la capacité de lier des enzymes comme les catalases, les ascorbates  

peroxydases et les aconitases(Farmer et al.,1998 ;Zhang et al.,1998 ;Coa et 

Dang,1998 ;Mikolajczyk et al.,2000). La capacité du AS d’inhiber la 

catalase(enzyme qui détoxifie le peroxyde d’hydrogène) pourrait prolonger le demi 

vie du 𝐻𝐻2𝑂𝑂2et conduirait à l’amplification du stress oxydatif à l’origine du 

déclanchement des réactions de la défense locale (Chen et Klessing, 1991 ;Mehdy, 

1994 ;Ruffer et al.,1995 ;Levine et al .,1996 ;Panina et al .,2004) 

• Le SA interviendrait aussi comme molécule de signalisation susceptible de migrer 

dans les vaisseaux de la plantes, et conférer une immunité à distance aux tissus de la 

plante dans la SAR (Raksin, 1992 ; Chen et al.,1993).Cependant, il a été rapporté 
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que le SA ne serait pas le signal mobile de la SAR mais qu’il est nécessaire pour son 

établissement (Vernooij et al.,1994).D’autres molécules notamment l’acide 

jasmonique et l’éthylène inter viendraient dans la signalisation aboutissant aux 

réactions de défense. Ces molécules agiraient indépendant ou en synergie avec la voie 

de le AS. 

6. Résistance Systémique Induite  

 L’acide salicylique n’est pas nécessaire à l’expression de la résistance systémique 

acquis dans certains cas précis .Par exemple, des plantes d’Arabidopsis thaliana. colonisés par 

une bactérie non pathogénique, Pseudomonas fluorescens, devient très résistantes à l’attaque 

de plusieurs parasites (Pieterse et al.,2001).Cette résistance contrôlée par la bactérie 

P.fluorescens est appelée ISR (Induced Systemic Resistance) (Dong,1998). L’ISR est 

dépendante de l’action du gène NPR1mais n’est pas associée à l’accumulation du SA ni à 

l’activation de protéines PR (Pieterse, 2001). 

En revanche, cette résistance contrôlée semble être dépendante de l’acide jasmonique et 

éthylène (Beckers et Spoel, 2006). 

 

7. Effet de l’Acide Salicylique sur la formation de biofilm par S.aureus et B.cereus 

Plusieurs études ont également indiqué l’effet de l’acide salicylique (AS) sur la formation de 

biofilm par S. aureus et B.cereus (Mei et al., 2010). 

La signalisation QS chez les S.aureus et B.cereus contrôle beaucoup de facteurs de virulence 

et donc pourrait réguler la formation de son biofilm. Une étude réalisée sur le biofilm de 

S.aureus et B.cereus révèle que le blocage de la signalisation QS permettrait de détruire la 

formation de biofilm et de diminuer la résistance aux antibiotique (Adonizio et al., 2008). 

D’autres études ont également indiqué que l’acide salicylique (AS) perturbe chacun des trois 

systèmes de QS (las, rhl et pqs) de S.aureus et B.cereus (Yang et al., 2009). En outre, il a été 

observé que l’AS change la structure et la composition d’un mutant lasR de S.aureus (abrupt 

par une insertion de Tn à lasR) (Yang et al., 2009). 

 



Chapitre IV: Matériel et Méthodes                                                                      Etude expérimentale 

 

 
22 

 

IV. Matériel et méthodes 

Objectif du travail : 

Dans cette étude, la détection de la formation de biofilm de S.aureus et B.cereus est 

basée sur trois techniques, couramment décrites dans ce contexte à savoir ;  la cinétique de la 

formation  de biofilm (DO), la coloration de biofilm formés au cristal violet (CV) et l’effet 

d’acide salicylique (AS) sur la formation de biofilm. Les différentes expériences ont été 

menées sur cinq souches de S.aureus et cinq souches de B.cereus. 

1. Obtention des souches bactériennes 

Les différentes souches de Bacillus cereus et de Staphylococcus aureus testées dans 

cette étude, ont été isolées à partir des denrées alimentaires. L’identification a été faite par des 

tests biochimiques et des API systèmes.       

 

2. Cinétique de croissance des souches bactériennes au cours de formation du biofilm 

bactérien  

 A raison d’évaluer la croissance planctonique et la biomasse adhérée des 10 isolats 

bactériens, nous avons inoculé un flacon contenant 50 ml du milieu TSB par 2 ml de 

suspensions bactériennes de chacune des dix  isolats de B.cereus et S.aureus contenant dans 

de l’eau physiologie stérile ajustée à 600 nm à une densité optique de 0,05 (ce qui correspond 

approximativement à une concentration de 10P

5
P UFC/ml). Ce volume a été réparti à raison de 

2ml dans chaque tube en verre et nous avons fait l’incubation à 30°C pendant 48h. Les essais 

ont été faits en trois répétitions.  

Après différents temps d’incubation (2h, 4h, 6h, 20h, 24h, 30h et 48h) à 30°C nous avons 

mesuré la densité optique à 600nm des suspensions bactériennes.  
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Figure 7: Evaluation de la cinétique de croissance des isolats bactériens de B. cereus et S. 

aureus au cours de formation de biofilm. 

3. Formation des biofilm bactériens 

3.1. Evaluation de la biomasse adhérée en fonction du temps d’incubation 

Après 2h, 4h, 6h, 20h, 24h, 30h et 48h d’’incubation des tubes contenant le milieu TSB 

inoculé, l’évaluation de la biomasse adhérée a été réalisée par mesure spectrophotométrique à 

595 nm, après l’utilisation d'analyse de violet cristal (Yang et al., 2009). 

 Analyse cristal violet  

La quantification de la biomasse adhérée est faite selon la méthode du cristal violet. La 

biomasse fixée sur les parois du tube (formation de biofilm) est révélée après coloration au 

CV à 1 % (1g de la poudre de cristal violet dans 100 ml d’eau distillée).Un temps de contact 

de 30 mn est estimé pour la coloration. Ensuite l’excès de colorant est éliminé suivi d’un 

lavage abondant des parois du tube à l’eau distillée. Les tubes sont ensuite égouttés et sécher à 

l’air libre (Yang et al., 2009). 

La biomasse fixée est récupérée avec la solubilisation du cristal violet fixé sur les 

parois du tube à l’aide d’une solution d’un mélange éthanol 95 C° (2 ml). L’absorbance de la 

solution obtenue est mesurée à 595 nm à l’aide d’un spectrophotomètre. La biomasse 

Suspension 
bactérienne 
105UFC/mL 

   2 mL  

50 mL TSB 

2 mL  

Tubes en verre 

Incubation 

à 30°C/48h 
Mesure de la Do à 

600 nm 
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bactérienne accumulée au sein des biofilms formés est ainsi quantifiée. La quantité de 

colorant retenue étant alors directement proportionnelle à la quantité de bactéries fixées. 

4. Détermination de l’effet de l’acide salicylique sur la croissance planctonique des 

souches bactériennes étudiées 

La Concentration Minimale Inhibitrice (CMI) de façon générale est la plus faible 

concentration d’antibactérienne capable d’inhiber toute croissance visible après un temps 

d’incubation de 18 à 24 heures. Ici sa détermination s’est effectuée à partir de la mesure de la 

turbidité induite par la croissance des germes étudiés. 

   Chacune des dix isolats de B.cereus et S.aureus étudiées est inoculée dans des tubes à raison 

de 2 ml de suspension bactérienne ajustée à une densité optique (DO) de 0,04 contenant 2ml 

de milieu TSB ajusté avec les déférentes concentrations de l’AS (0,03-0,06- 0,138 - 0,34-0,69 

– 1,38 – 2,76 mM ) testées. Ces tubes sont incubés à 30°C pendant 24h. 

 

 

 

 

 

 

   2ml 

 

 

 

Figure 8 : Diagramme représentant  l’effet de l’acide salicylique sur la croissance 

planctonique et l’adhérence de B. cereus et S. aureus. 

Suspension 
bactérienne 

105 UFC /ml 
en milieu TSB 
DO = 0,08 à 

600nm 

200μl 

Tubes en verre contenant 2ml de 
milieu TSB stérile + les ≠ 

concentrations d’AS 

Incubation 
à 37°C/24h 

Mesure de la DO 

A 600 nm 
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5. L’étude de l’effet d’acide salicylique sur la formation de biofilm de Bacillus cereus et 

Staphylococcus aureus  

Dans le but d’étudie l’effet acide salicylique sur la formation de biofilm par B.cereus et 

S.aureus, nous avons utilisé la méthode d’analyse cristal violet décrit par Djordjevic en 2002. 

Chacune des dix isolats et la souche Bacillus cereus et Staphylococcus aureus étudiés est 

inoculée dans des tubes à raison de 10P

5
P  UFC/ml soit 200 μl de suspension bactérienne/tube, 

ces tubes contenant préalablement 2ml de milieu Bouillon de TSB additionné par les 

déférentes concentrations de l’AS. Ces tubes sont incubés semi-quantitativement 48h. La 

quantification des biofilms attachés aux tubes est évaluée semi-quantitativement par l’analyse 

cristal violet après d’incubation de 24 H. 

2ml de milieu TSB Tubes en verre contenant les différentes concentrations d’AS 

 +200μl de la suspension bactérienne à 10P

5 
PUFC/ml 

 

Incubation à 30°C pendant 48H 

 

Rinçage (3 fois) par l’eau distillée (10ml) 

Séchage à l’air libre 

 

Ajout de 2,3 ml de Cristal de Violet à 1% (laisser agir 15 min) 

 

Rinçage (3fois) par l’eau distillée 

 

Ajout de 2,5ml d’éthanol 95% (laisser 10 min) 

Transfert de l’éthanol de chaque tube vers une cuve de spectrophotomètrie 

 

Lecture de la DO à 600nm 

 
Figure 9 : Protocole de quantification de la formation de biofilm (Djordjevic, 2002). 
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Annexe 3: Résultats de la formation de biofilm 

Annexe 3.1. Evolution de la production de biofilm par la méthode CV 

(1) Incubation/ Croissance, (2) Lavage 3 fois et coloration au Cv, (3) Lavage jusqu’à l’obtention des gouttes transparentes/ égouttés et 
mise à sécher à l’aire libre, (4) Solubilisation du CV fixé par l’Ethanol 95% pendant une heure, (5) Quantification au 
spectrophotomète 

 

                                                                                                        

              Bouillon TSB                                 Culture                              Coloration par                       Fixation de                             Le crostal violet  

                                                             Bactérienne après                      Cristal Violet                    cristal violet sur                        solube dans alcool 

                                                                   incubation                                                                    les parois du tube                             (Ethanol) 

                                                                    

    1     4    3    2   5 
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ANNEXES 

Annexe 1 : Les milieux de culture 

• Gélose nutritive (GN) 

Peptone :…………………………………………………………………6g 

Extrait de viande :………………………………………………………..1g 

Extrait de levure :…………………………………………………………2g 

Na CL :…………………………………………………………………….5g 

Agar :…………………………………………………………………….20g 

Eau distillée :………………………………………………………...1000mL 

pH :………………………………………………………………………..7.2 

• Bouillon nutritive (BN) 

Peptone :……………………………………………………………….…6g 

                Extrait de viande :………………………………………………………..1g 

                Extrait de levure :…………………………………………………….…..2g 

                Na CL :…………………………………………………………………...5g 

                Eau distillée :………………………………………………………1000mL 

pH:……………….……………………………………………………...7.2 

• Milieu TSB (TrypticSoyBroth) 

Digestion pancréatique de 
caséine :………………………………………………………………..17 g/L 

Digestion enzymatique de farine de soja : ……………………………..3 g/L 

              Na CL :………………………….…………………………………….. ..5 g/L 

𝐾𝐾2HP𝑂𝑂4 :………………………………………………………………..2.5g/L 

 Dextrose :……………………………………………………………....2.5g/L 

               Eau distillé :……………….………………………………………....1000mL 

               pH :……………………..………………………………………………….7.2 
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Annexe n°2 : 

1. Cinétique de croissance bactérienne de B. cereus et S. aureus au cours de 

formation du biofilm bactérien : 

a-Evaluation de la cinétique de croissance bactérienne de Bacillus cereus au 

cours de formation de biofilm : 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

SOUCHE 
TEMPS 

BFM617 BLP2 PBTS1 BRIS3 BCSV1 

T0 0,11±0.01 0,11±0.01 0,11±0.01 0,11±0.01 0,11±0.01 
T1 0,691±0.001 0,581±0.001 0,541±0.001 0,671±0.001 0,534±0.001 
T2 0,837±0.001 0,608±0.001 0,955±0.001 0,866±0.001 0,616±0.001 
T3 0,972±0.001 0,726±0.001 1,111±0.001 0,903±0.001 0,742±0.001 
T4 1,116±0.001 0,886±0.001 1,158±0.001 0,923±0.001 0,826±0.001 
T5 1,273±0.002 1,135±0.001 1,231±0.001 0,993±0.001 1,043±0.001 
T6 1,32±0.001 1,222±0.001 1,361±0.001 1,116±0.001 1,231±0.001 
T7 1,431±0.001 1,32±0.001 1,601±0.001 1,516±0.403 1,262±0.001 

SOUCHE 
TEMPS 

BFM617 BLP2 PBTS1 BRIS3 BCSV1 

T0 6,66±0.01 6,61±0.01 6,81±0.01 6,57±0.01 6,65±0.01 
T1 6,11±0.01 6,41±0.01 6,61±0.01 6,33±0.01 6,44±0.01 
T2 5,93±0.01 6,34±0.01 6,39±0.01 6,09±0.01 6,29±0.01 
T3 5,65±0.01 6,01±0.01 6,21±0.01 5,86±0.01 5,97±0.01 
T4 5,31±0.01 5,88±0.01 5,66±0.01 5,73±0.01 5,76±0.01 
T5 5,01±0.01 5,21±0.01 5,5±0.01 5,67±0.01 5,53±0.01 
T6 4,96±0.01 5,12±0.01 5,23±0.01 5,14±0.01 5,17±0.01 
T7 4,64±0.01 4,99±0.01 4,86±0.01 5,03±0.01 5,04±0.01 
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b- Evaluation de la cinétique de croissance bactérienne de Staphylococcus aureus au 

cours de formation de biofilm : 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

SOUCHE 
TEMPS 

SVLY3 SPRE2R SFMG5BP SLGM1 SSEM4 

T0 0,11±0.05 0,11±0.04 0,11±0.04 0,11±0.04 0,11±0.04 
T1 0,868±0.04 0,456±0.05 0,593±0.04 0,417±0.05 0,403±0.05 
T2 0,954±0.03 0,692±0.06 0,713±0.06 0,559±0.06 0,561±0.04 
T3 1,022±0.04 0,754±0.04 0,856±0.05 0,682±0.04 0,762±0.04 
T4 1,148±0.04 0,889±0.04 0,986±0.04 0,782±0.05 0,802±0.05 
T5 1,297±0.03 0,981±0.06 1,301±0.04 0,893±0.06 0,923±0.04 
T6 1,369±0.04 1,113±0.05 1,438±0.05 0,999±0.05 1,118±0.05 
T7 1,377±0.05 1,297±0.04 1,487±0.06 1,152±0.04 1,251±0.04 

SOUCHE 
TEMPS 

SVLY3 SPRE2R SFMG5BP SLGM1 SSEM4 

T0 6,93±0.15 6,54±0.15 6,86±0.19 6,47±0.18 6,86±0.19 
T1 6,47±0.16 6,23±0.16 6,24±0.16 6,21±0.19 6,51±0.20 
T2 6,21±0.17 6,01±0.17 6,21±0.17 6,19±0.15 6,16±0.23 
T3 5,96±0.18 5,64±0.18 6,1±0.18 6,01±0.20 5,74±0.22 
T4 5,24±0.18 5,31±0.20 6,07±0.22 5,86±0.21 5,55±0.24 
T5 5,01±0.20 5,16±0.21 5,94±0.23 5,24±0.22 5,43±0.25 
T6 4,86±0.21 5,1±0.18 5,66±0.24 5,09±0.20 4,86±0.21 
T7 4,59±0.22 4,59±0.19 5,11±0.23 4,84±0.19 4,53±0.19 



                                                                                                                Annexes 
 

2. Evaluation de la biomasse adhérée par la méthode Cristal Violet (CV) : 

a-Evaluation de la biomasse adhérée de Bacillus cereusau cours de formation de 

biofilm : 

SOUCHE 
TEMPS 

BFM617 BLP2 PBTS1 BRIS3 BCSV1 

T0 0,219±0.05 0,774±0.07 0,232±0.06 0,129±0.04 0,146±0.05 
T1 0,457±0.05 0,141±0.07 0,426±0.06 0,547±0.04 0,279±0.05 
T2 0,565±0.05 0,21±0.07 0,539±0.06 0,652±0.04 0,355±0.05 
T3 0,728±0.05 0,302±0.07 0,642±0.06 0,849±0.04 0,423±0.05 
T4 0,847±0.05 0,689±0.07 0,842±0.06 0,965±0.04 0,58±0.05 
T5 0,96±0.05 0,803±0.07 0,959±0.06 1,073±0.04 0,747±0.05 
T6 1,352±0.05 0,954±0.07 0,966±0.06 1,157±0.04 0,941±0.05 
T7 1,6±0.05 0,981±0.07 1,098±0.06 1,564±0.04 1,028±0.05 

 

 

b-Evaluation de la biomasse adhérée de Staphylococcus aureus au cours de formation de 

biofilm. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

SOUCHE 
TEMPS 

SVLY3 SPRE2R SFMG5BP SLGM1 SSEM4 

T0 0,267±0.04 0,165±0.05 0,216±0.06 0,249±0.04 0,206±0.075 
T1 0,342±0.04 0,284±0.05 0,416±0.06 0,352±0.04 0,352±0.075 
T2 0,448±0.04 0,302±0.05 0,608±0.06 0,527±0.04 0,441±0.075 
T3 0,636±0.04 0,421±0.05 0,712±0.06 0,72±0.04 0,597±0.075 
T4 0,734±0.04 0,622±0.05 0,959±0.06 0,864±0.04 0,728±0.075 
T5 0,867±0.04 0,772±0.05 1,116±0.06 0,994±0.04 0,884±0.075 
T6 0,961±0.04 0,822±0.05 1,161±0.06 1,302±0.04 0,957±0.075 
T7 1,003±0.04 0,981±0.05 1,308±0.06 1,4±0.04 1,052±0.075 
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3-Détermination de l’effet de l’acide salicylique sur la croissance planctonique des 

souches bactériennes étudiées : 

a-Evaluation de l’effet de l’acide salicylique sur la croissance planctonique de Bacillus 

cereus. 

 

 

b-Evaluation de l’effet de l’acide salicylique sur la croissance planctonique de 

Staphylococcus aureus. 

 

 

 

 

 

 

 

SOUCHE 
TEMPS 

BFM617 BLP2 PBTS1 BRIS3 BCSV1 

T0 1,412±0.05 1,211±0.05 1,311±0.05 1,232±0.05 1,11±0.05 
T1 1,366±0.04 1,074±0.04 1,133±0.04 0,975±0.04 1,007±0.04 
T2 1,267±0.05 0,976±0.05 1,011±0.05 0,902±0.05 0,989±0.05 
T3 1,133±0.07 0,88±0.07 0,997±0.07 0,883±0.07 0,82±0.07 
T4 0,983±0.06 0,758±0.06 0,875±0.06 0,723±0.06 0,749±0.06 
T5 0,897±0.04 0,644±0.04 0,755±0.04 0,64±0.04 0,617±0.04 
T6 0,778±0.06 0,589±0.06 0,633±0.06 0,559±0.06 0,505±0.06 
T7 0,697±0.04 0,407±0.04 0,533±0.04 0,422±0.04 0,497±0.04 

SOUCHE 
TEMPS 

SVLY3 SPRE2R SFMG5BP SLGM1 SSEM4 

T0 1,21±0.04 1,163±0.04 1,131±0.04 1,211±0.04 1,211±0.04 
T1 1,084±0.05 1,07±0.05 1,042±0.05 1,011±0.05 1,081±0.05 
T2 1,018±0.06 0,916±0.06 1,036±0.06 0,967±0.06 0,964±0.06 
T3 0,999±0.07 0,883±0.07 0,998±0.07 0,915±0.07 0,923±0.07 
T4 0,961±0.04 0,876±0.04 0,945±0.04 0,819±0.04 0,832±0.04 
T5 0,874±0.05 0,77±0.05 0,802±0.05 0,785±0.05 0,727±0.05 
T6 0,742±0.06 0,639±0.06 0,748±0.06 0,677±0.06 0,642±0.06 
T7 0,64±0.04 0,541±0.04 0,668±0.04 0,589±0.04 0,509±0.04 
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3.2. Etude de l’effet d’acide salicylique sur la formation de biofilm de Bacillus cereuset 

Staphylococcus aureus : 

a- Evaluation de l’effet d’acide salicylique sur les biofilms matures de Bacillus cereus : 

SOUCHE 
TEMPS 

BFM617 BLP2 PBTS1 BRIS3 BCSV1 

T0 0 0 0 0 0 
T1 3,234946871±2 11,33736929±2 13,57742182±1 20,86038961±2 9,279279279±2 
T2 10,24793388±2 19,42762796±1 22,88329519±1.5 26,78571429±1.5 10,9009009±2 
T3 19,74025974±2 27,35277931±2.5 23,9511823±2 28,32792208±2 26,12612613±1.5 
T4 30,36599764±2 37,42432581±1 33,25705568±2 41,31493506±1 32,52252252±1 
T5 36,45808737±2 46,83544304±2 42,41037376±2 48,05194805±2 44,41441441±1.5 
T6 44,88783943±2 94,80479126±1.5 51,71624714±1 54,62662338±1 54,5045045±1.5 
T7 50,6257379±2 96,41010194±2 59,3440122±2 65,74675325±2 55,22522523±1 

 

 

b- Evaluation de l’effet d’acide salicylique sur les biofilms matures de Staphylococcus 
aureus : 

 

SOUCHE 
TEMPS 

SVLY3 SPRE2R SFMG5BP SLGM1 SSEM4 

T0 0 0 0 0 0 
T1 10,41322314±2 7,970183486±2 7,896287566±1 16,53824986±2 10,75949367±2 
T2 15,8677686±2 21,21559633±1 8,426635239±1.5 20,1706109±1.5 20,41827188±2 
T3 17,43801653±2 24,05389908±2 11,78550383±2 24,46340121±2 23,80297193±1.5 
T4 20,5785124±2 24,6559633±2.5 16,4702416±2 32,38855256±1 31,31535498±1 
T5 27,76859504±2 33,77293578±1 29,11019446±2 35,195377±2 39,98348927±1.5 
T6 38,67768595±2 45,04013761±2 33,88332351±1 44,1111722±1 47,00055036±2 
T7 47,10743802±2 53,4690367±1.5 40,95462581±2 51,37589433±2 57,98018712±1 
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Résumé 

 

Staphylococcus aureus et Bacillus cereus sont des pathogènes opportunistes 
responsables des toxi-infections alimentaires dans une partie est due à leurs capacité de 
coloniser beaucoup de surfaces biotiques et abiotiques. Ces toxi-infections persistantes 
peuvent être difficiles à traiter en raison d’un grand répertoire de facteur de virulence, et les 
capacités d’organisation pour former des biofilms.Le protocole suivi nous a permis et d’une 
façon très claire de démontrer le taux de formation du biofilm bactérien par B.cereus et 
S.aureus au cours du temps d’incubation par la méthode cristal violet. Beaucoup de facteurs 
dans la formation de biofilm sont également impliqués dans l’inhibition. Dans notre travail 
avons étudié l’effet inhibiteur de l’acide salicylique sur l’adhérence et la croissance 
planctonique des deux espèces S.aureus et B.cereus (dix isolats). Les résultats ont montré que 
les différents isolats de Bacillus cereus testés ont exhibé une capacité à former et à s’adhérer 
aux supports testés comparativement aux isolats de S.aureus. Le nombre de cellules de 
B.cereus attachées a atteint (DO = 1,6)  et celui de S.aureus est de (DO =1,4) en suspension. 
L’analyse testée sur l’effet inhibiteur de l’acide salicylique a prouvé que les concentrations 
testées d’acide salicylique diminuent la croissance bactérienne planctonique des isolats de 
S.aureus et B.cereus avec des valeurs de densité optique (DO)  de …..et…. respectivement. 
Ces résultats ont été corrélés avec une diminution significative dans la formation des biofilms 
matures formés par les différents isolats étudiés,  avec des taux d’inhibition de 9% et % 
respectivement, avec une concentration minimale inhibitrice (CMI) de 2,76 mM. 

Mot clés : Toxi-infections, S.aureus , B.cereus, Biofilm, Acide salicylique. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



summary 

 

Staphylococcus aureus and Bacillus cereus are opportunistic pathogens responsible for 
foodborne illness in part is due to their ability to colonize many biotic and abiotic surfaces. 
These persistent poisoning can be difficulte to treat because of a large virulence factor 
directory, and organizational capacity to form monitoring protocol biofilms.Le helped us and 
in a very clear way to demonstrate the rate of formation of bacterial biofilm per B.cereus and 
S.aureus during the incubation time by the crystal violet method. Many factors in biofilm 
formation are also involved in inhibition. In our work we studied the inhibitory effect of 
salicylic acid on adhesion and planktonic growth of both species S.aureus and B.cereus (ten 
isolates). The results showed that different isolates of Bacillus cereus tested exhibited an 
ability to form and to join the tested materials compared to isolates of S.aureus. The number 
of cells attached to B.cereus reached% and S.aureus is % suspension. The analysis tested the 
inhibitory effect of salicylic acid has proved that the salicylic acid concentrations tested 
reduced bacterial growth planktonic S. aureus isolates and B.cereus with optical density 
values (DO) of ... ..and…. respectively. These results were correlated with a significant 
decrease in the formation of mature biofilms formed by different isolates studied, with% 
inhibition rate and% respectively, with a minimum inhibitory concentration (CMI) of 2.76 
mM. 

Key words : Borne infections, S.aureus, B.cereus, Biofilm, salicylic acid. 

 

 ملخص

 

 الأغذیة تنقلھا التي الأمراض عن المسؤولة الانتھازیة الأمراض مسببات من عصیة والشمعیة الذھبیة العنقودیة المكورات
 الصعب من یكون أن یمكن لأمراضا ھذه. الحیویة وغیر الحیویة الأسطح من العدید استعمار على قدرتھا إلى ذلك ویرجع
 جدا واضحة بطریقة لنا قدم بروتوكولال, یوفیلمھا للبلتشكیلا التنظیمیة والقدرة كبیر، لفوعةا عامل دلیل بسبب ھاعلاج

 ةضحاو طریقة خلال من الحضانة فترة خلال S.aureusو B.cereus في البكتیریة التجمعات تشكیل معدل على للتدلیل
 للحمض مثبط تأثیر بدراسة قمنا عملنا في. تثبیط في أیضا بیوفیلم تشكیل في العوامل من العدید وتشارك. البنفسجیة فوق

 النتائج وأظھرت). العزلات عشرة( B.cereusو S.aureus النوعین كلا من العوالق ونمو التصاق على السالیسیلیك
 من العزلات مع مقارنة المواد اختبار إلى والانضمام تشكیل على القدرةا ھل عصیة الشمعیة من مختلفة عزلات أنختبار الا

S.aureus .على تعلق خلایا عدد بلغ B.cereus٪ و S.aureus حمض من كابح تأثیر أثبتت تحلیلال اختبار. تعلیق ٪ھو 
 B.cereusو المعزولة الذھبیة العنقودیة البكتیریا نمو العوالق انخفاض اختبار السالیسیلیك حمض تركیزات أن الصفصاف

 تكوین في كبیر انخفاض حدوث النتائج ھذه مع مرتبطة كانت. التوالي على....  و... ..  من) DO( الضوئیة الكثافة قیم مع
 من الأدنى الحد مع التوالي، على ٪و تثبیط ٪معدل مع المدروسة، العزلات مختلف شكلتھا التي الناضجة الحیویة الأغشیة

 .ملم 2.76 من) MIC( مثبط تركیز

 الصفصاف حمض بیوفیلم، ،S.aureus، B.cereus : الكلمات المفتاحیة
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