
 

 

 

 

DÉPARTEMENT  DE BIOLOGIE 

 

Mémoire de fin d’études 

Présenté par 

Mlle. Aliane SAMIA 

Pour l’obtention du diplôme de  

Master en Biologie 

Spécialité : Microbiologie Appliquée 

Thème 

 

 

Soutenu publiquement le          Septembre 2018 

 

Devant le Jury : 

 
 
 
 

 

 

 

 

 

Président  DJIBAOUI   R. Professeur                               U. Mostaganem 

Encadreur BENNAMA  R. Maitre de Conférences [B]   U. Mostaganem 

Examinateur BELKACEMI L. Maitre de Conférences [A]   U. Mostaganem 

N°……………………………………………………..…….……/SNV/2018 

Université Abdelhamid Ibn 

Badis-Mostaganem 

Faculté des Sciences de la 

Nature et de la Vie 

 

ERERERRPPREERENQEE RCIRER EENEIREREREI RRCIREERER 

 

 

 

EباديسجامعةEبنEالحميدEعبدE
 مستغانم

EكليةEالحياةعلومEوEالطبيعة 
 

Contribution à l’étude de la formation de biofilm par des 
souches industrielles de  Streptococcus thermophilus 

Année Universitaire: 2017-2018 



Remerciements 

 

           Mes premiers remerciements sont adressés à ma directrice de mémoire, BENNAMA. 

R, Maître de conférences au département de biologie, qui a consacré toute son expérience, 

son temps et ses capacités pour réaliser et mettre au point ce travail.  

 

Je remercie spécialement, Mr. Djibaoui R. Professeur au département de biologie, pour avoir 

accepté de présider le jury et discuter ce  travail.  

 

Je remercie Madame BELKACEMI L. Maître de conférence à l’uŶiveƌsité de MostagaŶeŵ 

d’avoiƌ aĐĐepté  d’exaŵiŶeƌ Đe tƌavail. 

 

Cette étude a été ƌéalisée au Đouƌs d’uŶ stage de Ƌuatƌe ŵoiŶs  effeĐtué au seiŶ des 

laboratoires du département de la biologie au Ŷiveau de l’uŶiveƌsité Abdelhamid Ibn Badis-

Mostaganem. Je remercie M
me 

DJAMAIA technicienne du laboratoire de biologie animale 

N°1, pour ŵ’avoiƌ ƌeçue aveĐ uŶ gƌaŶd Đœuƌ et de ŵ’avoir encouragée, je vous présente 

mon respect le plus profond. 

 

Je remercie aussi l’eŶseŵďle du peƌsoŶŶel tƌavaillaŶt au Ŷiveau des laďoƌatoiƌes du 

département de Biologie,  pour leur aide. 

 

Je profite aussi pour  remercier particulièrement tous mes enseignants qui ont contribué à 

ma formation pendant mon cursus universitaire. 

 

EŶfiŶ, j’expƌiŵe ŵa reconnaissance enveƌs toutes Đelles et Đeux Ƌui ŵ’oŶt aidée de près ou 

de loin dans  la réalisation de ce mémoire. 

 



Tables des matières 

Résumé ............................................................................................................................       i 

Abstract...........................................................................................................................    ii 

Liste des abréviations.....................................................................................................     iii 

Liste des tableaux...........................................................................................................     iv 

Liste des figures .............................................................................................................    v 

Introduction 

 

01 

Partie I : Revue bibliographique 

 

 

I. Bactéries lactiques...................................................................................................... 04 

1. Caractéristiques générales........................................................................................... 04 

2. Ecologie des bactéries lactiques ................................................................................ 04 

3. Aperçu taxonomique ................................................................................................. 06 

4. Intérêt des bactéries lactiques ………………………................................................ 08 

II.Genre de Streptococcus  ........................................................................................... 09 

1. Streptococcus thermophilus...................................................................................... 09 

1.1.Principales activités métaboliques de S.thermophilus........................................... 10 

1.1.1.Métabolisme des sucres........................................................................................ 10 

1.1.2. Métabolisme protéolytique.................................................................................. 12 

1.1.3. Métabolisme des acides aminés........................................................................... 12 

1.1.4. Activité uréasique ............................................................................................... 12 

1.1.5. Production des exopolysaccharides ..................................................................... 13 

1.1.5.1.Classification des EPS....................................................................................... 13 

1.1.5.2.Biosynthèse des EPS.......................................................................................... 14 

III. Biofilm.................................................................................................................... 16 

1. Définition du biofilm................................................................................................. 16 

2. Composition du biofilm............................................................................................. 16 

3. Formation du biofilm bactérien ................................................................................ 17 

3.1. Attachement............................................................................................................ 17 

3.2. Formation des microcolonies ................................................................................. 18 

3.3. Structure en trois dimensions et maturation du biofilm.......................................... 18 

3.4. Dispersion…............................................................................................................ 19 

4. Communication cellulaire : Quorum Sensing............................................................ 19 

4.1 .Chez les bactéries à Gram positif........................................................................... 19 

4.2 .Chez les bactéries à Gram négatif........................................................................... 20 

5. Biofilm dans l’industrie laitière................................................................................. 21 

6. Biofilm chez le Streptococcus thermophilus ............................................................ 22 

 

Partie II : Matériel et méthodes  

 

 

1.Échantillons étudiés................................................................................................. 23 

2.Milieux de cultures et conditions de croissance....................................................... 24 

3. Souches étudiées ...................................................................................................... 24 

4. Isolement de S.thermophilus  ...................................................................................  24 

4.1. Préparation des échantillons et de culture d’enrichissement ................................. 24 

4.2. Isolement sur milieu gélosé ..................................................................................    25 

5. Purification et pré-identification des souches ........................................................... 25 



5.1.Étude morphologique ............................................................................................. 25 

5.1.1. Examen macroscopique........................................................................................ 25 

5.1.2. Recherche de catalase…………………………………………………………………… 25 

5.1.3. Examen microscopique......................................................................................... 26 

5.1.3.1. Observation à l’état frais.................................................................................... 26 

5.1.3.2. Examen après coloration de Gram.................................................................... 26 

6. Identification biochimique partielle des souches........................................................ 26 

6.1. Test de croissance dans le lait de Sherman............................................................ 27 

6.2. Test de croissance à une concentration de 6.5% de NaCl...................................... 27 

6.3. Test de thermorésistance......................................................................................... 27 

7. Identification de S.thermophilus par système API .................................................... 27 

7.1. Tests d’identification compris dans les galeries utilisés.......................................... 28 

7.1.1. Fermentation des sucres........................................................................................ 28 

7.1.2. Hydrolyse d’esculine............................................................................................. 28 

7.1.3. Recherche de l’uréase........................................................................................... 28 

7.1.4. Recherche d’arginine dihydrolase......................................................................... 28 

8. Mise en évidence de la formation du biofilm ............................................................ 29 

8.1. Méthode de microplaque en polystyrène (TCP)...................................................... 29 

8.2. Méthode en tube (TM)............................................................................................. 30 

8.3. Détection de la production de slime par la méthode rouge Congo agar RCA......... 30 

9. Détection de certains acteurs impliqués dans la formation du biofilm ..................... 30 

9.1. Détection de la production des EPS ........................................................................ 30 

9.2. Mise en évidence des EPS capsulaires..................................................................... 31 

10. Analyse statistique.................................................................................................... 31 

 
Partie III : Résultats et discussion 

 

 

 

1. Isolement de S.thermophilus..................................................................................... 32 

2. Pré-identification de Streptococcus thermophilus..................................................... 32 

2.1. Aspect macroscopique et test à catalase ................................................................. 32 

2.2. Aspect microscopique.............................................................................................. 33 

3. Identificationbiochimique partielle des souches ...................................................... 34 

3.1.Croissance sur le lait de Sherman........................................................................... 34 

3.2. Croissance à concentration de 6.5% de NaCl.......................................................... 34 

3.3. Test de thermorésistance.......................................................................................... 35 

3.4. Identification par système API……………………………………………………. 35 

4. Mise en évidence de formation du biofilm................................................................. 39 

4.1. Méthode d’évaluation en microplaque.................................................................... 39 

4.2. Méthode d’évaluation en tube ................................................................................ 47 

4. Production de slime sur le rouge Congo agar RCA .................................................. 51 

5. Détection de certains acteurs impliqués dans la formation du biofilm...................... 56 

5.1Production d’EPS....................................................................................................... 56 

5.2. Mise en évidence des EPS capsulaires ................................................................... 59 

Conclusion...................................................................................................................... 62 

Références bibliographiques ....................................................................................... 65 

Annexes.......................................................................................................................... 83 

 



                                                                                                                                                                     Résumé 

i 

 

                                                                           Résumé  

 

 

               Le présent travail décrit un protocole expérimentale visant à démontrer la formation 

du biofilm chez des souches industrielles de Streptococcus thermophilus isolé à partir de 

yaourt et du fromage, en faisant  le lien avec la biosynthèse des exopolysaccharides et 

mettant en évidence certains acteurs moléculaires impliqués dans ce processus. Au début, 

Nous avons isolé et purifié 20 souches industrielles de S. thermophilus issues des produits 

laitiers (i.e. Yaourt et fromage). Tous les isolats ont été identifiés selon des critères 

microbiologiques et biochimiques clés (coloration du Gram, test du catalase, croissance à 

6.5% du NaCl ;P/VͿ, suƌ le lait de SheƌŵaŶ aiŶsi Ƌue la feƌŵeŶtatioŶ des suĐƌes et l’hǇdƌolǇse 

de l’esĐuliŶeͿ. L’Ġtape d’ĠvaluatioŶ La formation du biofilm par trois méthodes différentes 

(microplaque en polystyrène (TCP), méthode en tube (TM)) afin de dĠteĐteƌ l’adhĠsioŶ de S. 

thermophilus sur deux surfaces de nature différente (polystyrène et le verre), ainsi nous 

avons adapté la méthode RCA (rouge Congo agar) vise à confirmer la production de slime 

dans les mêmes conditions de culture. Sachant que la formation du biofilm fait impliquer 

certains acteurs moléculaires (EPS et EPS capsulaire), l’attaĐheŵeŶt iŶitial doŶt les EPS 

s’iŶteƌvieŶŶeŶt Đ’est pouƌ Đette ƌaisoŶ Ŷous avoŶs cherché la production des EPS par une 

simple détection visuelle et sur la gélose RRM17 (gélose au rouge de ruthénium) dans les 

même conditions décrites précédemment, ce travail a été finalisé par la mise en évidence de 

la capsule paƌ l’eŶĐƌe de ChiŶe. Nous avons trouvé que toutes les souches sont des 

formatrices de biofilm par la méthode de TCP et TM avec une certaine différence dont une 

pƌopoƌtioŶ est uŶe foƌte foƌŵatƌiĐe et l’autƌe alteƌŶe eŶtƌe  ŵodĠƌĠe et faible. Parallèlement 

certaines souches ont montré une production de slime (souches présentant un aspect noir 

sec). SaĐhaŶt Ƌue Đette pƌoduĐtioŶ vaƌie ƋuaŶtitativeŵeŶt d’uŶe souĐhe à uŶe autƌe, cela est 

liĠ à l’aspeĐt de ĐoloŶie suƌ gĠlose RCA et l’iŶteƌpƌĠtatioŶ est aiŶsi ƌelative auǆ ƌĠfĠƌeŶĐes 

consultées. CoŶĐeƌŶaŶt la ďiosǇŶthğse d’EPS est aussi la majorité des souches sont des fortes 

productrices et le reste est modéré, nous avons bien éclaircit la capsule chez nos souches 

dont elles sont tous formatrices de capsules.  

 

Mots clés : Streptococcus thermophilus, formation de biofilm, Slime, production des EPS. 
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                                                                             Abstract 

 

               The present work describes an experimental protocol aimed at demonstrating the formation 

of biofilm in industrial strains of Streptococcus thermophilus isolated from yoghurt and cheese, 

making the link with the biosynthesis of exopolysaccharides and highlighting certain molecular actors 

involved in this process. . At first, 20 industrial S. thermophilus strains from dairy products (i.e. 

yoghurt and cheese) were isolated and purified. All isolates were identified according to key 

microbiological and biochemical criteria (Gram stain, catalase test, 6.5% growth of NaCl (P/V), 

Sherman milk, and sugar fermentation and hydrolysis esculin). The evaluation step The formation of 

the biofilm by three different methods (polystyrene microplate (TCP), tube method (TM)) to detect 

the adhesion of S. thermophilus to two surfaces of different nature (polystyrene and glass ), so we 

adapted the method RCA (Red Congo agar) aims to confirm the production of slime under the same 

growing conditions. Knowing that the formation of biofilm involves some molecular actors (EPS and 

capsular EPS), the initial attachment that EPS intervenes is for this reason we sought the production 

of EPS by a simple visual detection and agar RRM17 (ruthenium red agar) under the same conditions 

described above, this work was finalized by highlighting the capsule with Indian ink. We found that all 

the strains are biofilm formers by the TCP and TM method with some difference of which one 

proportion is a strong trainer and the other alternates between moderate and weak. At the same 

time some strains showed slime production (strains with a dry black appearance). Knowing that this 

production varies quantitatively from one strain to another, this is related to the appearance of 

colony on RCA agar and the interpretation is thus relative to the references consulted. Regarding EPS 

biosynthesis is also the majority of strains are high producers and the rest is moderate, we have 

cleared the capsule in our strains of which they all form capsules.  

Key words: Streptococcus thermophilus, biofilm formation, Slime, EPS production. 
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INTRODUCTION 

 Depuis plusieurs siècles, les bactéries lactiques ont présenté un grand intérêt dans 

l’ĠlaďoƌatioŶ des pƌoduits aliŵeŶtaiƌes feƌŵeŶtĠs. Plusieuƌs Ġtudes oŶt aďoƌdĠ leuƌ le ƌôle 

dans les transformations des aliments. Au cours de ces transformations, le produit a subi des 

modifications de la texture et de la flaveur.  Les bactéries lactiques assurent également une 

bonne sécurité alimentaire grâce à la production métabolites antimicrobiens tels que les 

acides organiques et les bactériocines. Plusieurs espèces de ce groupe ont la capacité de 

produire des exopolysaccharides (EPS) ĐoŶtƌiďuaŶt à l’aŵĠlioƌatioŶ des pƌopƌiĠtĠs 

oƌgaŶoleptiƋues des pƌoduits laitieƌs feƌŵeŶtĠs aiŶsi Ƌu’ils attƌiďueŶt uŶ effet ďĠŶĠfiƋue suƌ 

la saŶtĠ du ĐoŶsoŵŵateuƌ Đoŵŵe l’aĐtivitĠ aŶti-tumorale et la réduction de taux de

cholestérol (Taillez et al., 2001; Vinderola et al., 2006; Rul et al., 2011). 

Le Streptococcus thermophilus  est une espèce lactique très intéressante en raison de ses 

pƌopƌiĠtĠs teĐhŶologiƋues ĐitaŶt leuƌ ĐapaĐitĠ à pƌoduiƌe du folate, l’aĐtivité acidifiante,

l’aĐtivitĠ uƌĠasiƋue et la pƌoduĐtioŶ des ďaĐtĠƌioĐiŶe.  Ce feƌŵeŶt fait paƌtie de la floƌe 

lactique utilisée comme étant une culture initiatrice de yaourt à coté de Lactobacillus 

delbrueckii sp. bulgaricus. et celle du fromage (Emmental, Gruyère, Parmigiano et 

Mozzarella) (Lui et al., 2014). La production des EPS par le S. thermophilus est l’uŶe de ses

ĐaƌaĐtĠƌistiƋues eǆploitĠes daŶs l’iŶdustƌie laitiğƌe, en tant que des bio-épaississant,

texturants, stabilisants, émulsifiants, et agents viscosifiants (Jaiswal et al., 2014). 

Le mode de vie bactérien alterne entre la forme planctonique et la forme sessile connue 

également par le «  biofilm ». La capacité de se développer en biofilm présente un caractère 

dominant chez la majorité des bactéries. Ce mode de vie permet aux bactéries de persister 

et faire face à certaines hostilités rencontrées dans leur environnement. Certains bactéries 

laĐtiƋues oŶt ŵoŶtƌĠ uŶe ĐapaĐitĠ de foƌŵatioŶ du ďiofilŵ vaƌie d’uŶe espğĐe à uŶe autƌe 

(Diaz et al., 2016). Cette propriété est un trait important chez certaines espèces 

streptocoques. Tandis que la capacité de S. thermophilus à former un biofilm reste sous-

entendu (Couvigny et al., 2015). 
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Notre travail a concerné 21 souches de S. thermophilus isolées à partir de différents produits 

laitiers (yaourt et fromages à pâte cuite, iŶĐluaŶt l’eŵŵeŶtal et GƌuǇğƌe).  Les souches ont 

été testées pour leur l’aptitude à foƌŵeƌ uŶ ďiofilŵ sur des surfaces différentes (polystyrène 

et verre).  

Nous avons aussi exploité la production de slime comme étant un indice de formation du 

biofilm par la méthode de la gélose au rouge Congo. 

Certains acteurs moléculaires contribuant à la formation du biofilm ont été mis en évidence 

(EPS et CPS). 

 Ce mémoire est scindé en deux parties : 

La partie bibliographique : cette partie inclut cinq points traitant les titres suivants : les 

bactéries lactiques, le S. thermophilus, les exopolysaccharides bactériens et les biofilms. 

La partie expérimentale : elle comporte le matériel et  méthodes et les techniques adoptées 

dans cette partie. Les  résultats sont présentés  avec des interprétations aiŶsi Ƌu’une 

discussion et  une conclusion. 

 

 

 



                      Revue Bibliographique 

 

 

3 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Revue  Bibliographique 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



                      Revue Bibliographique 

 

 

4 

I. Les bactéries Lactiques 

1. Caractéristiques générales 

Les bactéries lactiques représentent un groupe de bactéries à Gram-positif ayant en 

commun des caractéristiques morphologiques, métaboliques et physiologiques. Elles se 

présentent sous forme de bâtonnets ou de coccoïdes, non sporulées, dépourvues de 

cytochromes et de catalase, quelques rares souches peuvent posséder des activités pseudo- 

catalasiques. Elles sont par ailleurs, aéro-tolĠƌaŶtes, tolĠƌaŶtes à l’aĐiditĠ (Dellaglio et al., 

1994; Guiraud, 1998; Endo et Dicks, 2014).  Sur le plan nutritionnel, les bactéries lactiques 

ont des exigences particulières vis-à-vis de certains facteurs de croissance, tels que les 

vitamines. Elles accumulent à partir du glucose, de l’aĐide laĐtiƋue Đoŵŵe pƌoduit 

majoritaire de leur métabolisme.  Leurs activités et conversions métaboliques sont assurées   

grâce à la glycolyse et à la fermentation par la réduction du NADH, en réduisant le pyruvate 

en lactate par la lactate déshydrogénase (LDH). Elles peuvent être homo-fermentaires, dans 

Đe Đas, l’aĐide laĐtiƋue est le pƌiŶĐipal pƌoduit de leuƌ ŵĠtaďolisŵe ;8ϱ%Ϳ. QuaŶd elles soŶt 

hétéro-fermentaires, les pƌoduits foƌŵĠs soŶt Đoŵpƌis daŶs l’aĐide laĐtiƋue, l’aĐide aĐĠtiƋue, 

l’ĠthaŶol et du CO2 (Fig. 1) (Stiles et Holzapfel, 1997; Axelsson, 2004; Endo et Dicks, 2014). 

 

2. Ecologie des bactéries lactiques 

Les bactéries lactiques sont rencontrées dans diverses niches écologiques, où les substrats 

glucidiques sont disponibles (Tailliez, 2001). Leur présence est souvent associée aux  

aliments : produits laitiers, produits céréaliers, viandes et produits de la pêche, fruits et jus 

de fruits, légumes marinés, choucroute, ensilage et levains. Certaines espèces prolifèrent au 

niveau des muqueuses respiratoires, gastro-intestinales et génitales des humains et des 

animaux (Horvath et al., 2009; Linares et al., 2017). Le genre Lactobacillus occupe une 

grande place dans ce groupe,  il comprend plus de 100 espèces qui sont omniprésentes où 

des substances riches en glucides sont disponibles. Ces espèces sont étroitement associées à 

des animaux terrestres et marins, leur eŶviƌoŶŶeŵeŶt ;plaŶtes, ŵatĠƌiauǆ d’oƌigiŶe vĠgĠtale 

et fumier) et leurs aliments (fromages et yaourts). Elles sont couramment trouvées dans les 

cavités corporelles des humains et des animaux (Liu et al., 2014; Mahasnah et Mahasnah, 

2017b). Les espèces du genre Lactococcus ont été isolées à partir des  produits végétaux, 

mais sont généralement associées aux produits laitiers (Liu et al., 2014; Mahasnah et 

Mahasnah, 2017a). 
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Fig. 1 : Les principales voies de fermentation du glucose chez les bactéries lactiques (Axelsson, 2004). 
 

(A) : La fermentation homolactique (glycolyse, voie d'EMP); 

(B) : La fermentation hétérolactique (6-phosphogluconate/phosphocétolase). 

 

Les enzymes sélectionnées sont numérotées:  

1: Gucokinase; 2: Fructose diphosphate-aldolase; 3: Glycéradéhyde-3-phosphate déshydrogénase; 4: Pyruvate kinase; 

5: Lactate déshydrogénase; 6: Glucose-6-phosphate déshydrogénase; 7: 6- phosphogluconate déshydrogénase; 

8: phosphocétolase; 9: Acétaldéhyde déshydrogénase; 10: Alcool déshydrogénase. 
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3. Aperçu taxonomique   

Les critères taxonomiques des bactéries lactiques (Tableau I) se basent principalement sur 

leur morphologie (bacilles ou coques), mais aussi sur les critères phénotypiques suivants: 

le mode de fermentation du glucose, la croissance à différentes température (de 15 à 

45°C), la Ŷatuƌe de l’aĐide laĐtiƋue ;D, L ouDLͿ, la tolĠƌaŶĐe ou l’iŶtolĠƌaŶĐe auǆ foƌtes 

concentrations en sel (6,5%, 18%  de NaCl), la tolĠƌaŶĐe à l’aĐiditĠ ;des pH ƌelativeŵeŶt 

basͿ, au ŵilieu alĐaliŶ ou àl’ĠthaŶol, la tolérance aux sels biliaires, l’hǇdƌolǇse de 

l’aƌgiŶiŶe, la foƌŵatioŶ de l’aĐĠtoïŶe,  et la production des polysaccharides extracellulaires 

(Axelsson, 2004; Liu et al., 2014). 

 

Tableau I. CaƌaĐtğƌes diffĠƌeŶtiels des geŶƌes de ďaĐtĠƌies laĐtiƋues adaptĠs d’apƌğs 

(Axelsson, 2004; Lahtinen et al., 2011; Kalschne et al., 2015). 
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%
 (

G
+
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Bâtonnet  Carnobacterium 

Lactobacillus 

- - 
b
 + - ND

c
 - ND - L 33 à 37% 

- ± ± ± ± - ± - D, L ,DL
e
 32 à 53% 

 
 
 
 
Coques  
  

Aerococcus + - + - + - - + L 35 à 44% 

Enterococcus - - + + + - - + L 37 à 44% 

Lactococcus 

Vagococcus 

- - + - - - ± - L 34 à 36% 
33 à 37% 

Leuconostoc 

Oenococcus 

- + + - ± - ± - D 36 à 42% 

Pediococcus + ± + ± ± - + - D, DL
e
 34 à 42% 

Streptococcus - - - ± - - - - L 34 à 46% 

Tetragenococcus + - ± - + + - + L 34 à 36% 

Weissella
a
 - + ± - ± - ± - D, DL

e
 DND 

 

+ : positif,   - : négatif,   ± : variable entre les espèces, ND :Non déterminé, DND : donnée non disponible. 

Weissella
a 

: peuvent avoir des formes bâtonnets. 

Production de D, L ou DL : acide lactique produits varie entre les espèces. 

a : quantité insuffisante se CO2produite, dépends du milieu de culture. 

c : absence de la croissance à 6.5% de NaCl. 

d : ĐoŶfiguƌatioŶ de l’aĐide laĐtiƋue pƌoduit à partir du glucose. 

e : pƌoduĐtioŶ de l’aĐide laĐtiƋue vaƌie eŶtƌe les espğĐes. 
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Selon la classification taxonomique actuelle fondée suƌ le sĠƋueŶçage de l’ARN 1ϲS,   les 

bactéries lactiques appartiennent à l’eŵďƌaŶĐhement des Firmicutes, la classe des Bacilli et 

l’oƌdƌe des LaĐtoďaĐillales (Lahtinen et al., 2011; Liu et al., 2014). Différentes familles ont 

été définies à savoir: Aerococcaceae, Carnobacteriaceae, Enterococcaceae, Lactobacillaceae, 

Leuconostocaceae et Streptococcaceae. Les genres de bactéries lactiques associés aux 

aliments sont : Aerococcus, Carnobacterium, Enterococcus, Tetragenococcus, Vagococcus, 

Pediococcus, Lactobacillus, Leuconostoc, Oenococcus, Weissella, Lactococcus et 

Streptococcus.  Les révisions taxonomiques des bactéries lactiques indiquent que ces micro-

organismes peuvent comprendre environ une quarantaine de genres (Stiles et Holzapfel, 

1997;  Wessels et al., 2004).  

Phylo-génétiquement, tous les genres susmentionnés forment un clade proche de la branche 

clostridiale (Fig. 2) des bactéries à Gram-positif, avec une faible teneur en guanine-cytosine 

(<50%). Cette propriété éloigne ces bactéries lactiques ''traditionnelles″ des bifidobactéries, 

Ƌui oŶt uŶe teŶeuƌ eŶ ;G+CͿ supĠƌieuƌe à ϱϱ%, figuƌaŶt paƌŵi l’eŵbranchement des 

Actinobactéries et proche du clade des 'Actinomyces' (Fig. 3). Néanmoins, le genre 

Bifidobacterium est toujours considéré par certains chercheurs comme une bactérie 

lactique, en raison de ses propriétés physiologiques et biochimiques similaires, et parce que 

le genre Bifidobacterium partage certaines niches écologiques communes telles que le 

tractus gastro-intestinal (Klein et al., 1998; Liu et al., 2014). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 2 : Arbre phylogénétique des membres représentatifs des Firmicutes (Brown, 2015). 
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Fig. 3 : Arbre phylogénétique des Actinobactéries (Brown, 2015). 

 

 

4. Intérêt des bactéries lactiques  

Vu que de nombreux effets bénéfiques (nutritionnels et pour la santé) ont été apportés par 

les bactéries lactiques, leur utilisation ĐoŵŵeŶĐe à s’Ġlaƌgiƌ et eŶvahiƌ plusieuƌs doŵaiŶes. 

D’aďoƌd Đe gƌoupe de ďaĐtĠƌies a ĠtĠ iŵpliƋuĠ daŶs l’iŶdustƌie aliŵeŶtaiƌe et plus 

spĠĐifiƋueŵeŶt daŶs l’iŶdustƌie laitiğƌe, en tant que ferments lactiques améliorant, la valeur 

nutritive, les propriétés organoleptiques ainsi que la flaveur, tout en augmentant la durée de 

conservation (Asmahan, 2010; Florou-Paneriet al., 2013; Bintsis, 2018). Les bactéries 

lactiques sont employées dans la bio-préservation (comme cultures protectrices) des 

aliŵeŶts, eŶ eǆploitaŶt leuƌs ŵĠtaďolites, tels Ƌue l’aĐide laĐtiƋue, l’aĐide aĐĠtiƋue, 

l’éthanol, le dioxyde du carbone et les bactériocines. Ces métabolites exercent des effets 

inhibiteurs sur les geƌŵes d’altĠƌatioŶ ou pathogğnes (Asmahan, 2010; Ołdak  et Zielińska, 

2017). Elles sont aussi connues par leurs effets probiotiques, ces bactéries peuvent avoir des 

effets salutaires pour le contrôle du cholestérol, ainsi que la stimulation du système 

immunitaire et des effets anti-cancérigènes (Asmahan, 2010). 
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II Le genre Streptococcus 

Le genre Streptococcus est constitué daŶs l’eŶseŵďle d’espèces bactériennes pathogènes. Il 

inclut des streptocoques beta-hémolytiques, des streptocoques non-hémolytiques et des 

streptocoques viridans. Des Ġtudes phǇlogĠŶĠtiƋues appuǇĠes suƌ l’aŶalǇse de la sĠƋueŶĐe 

ARN 16S ont permis de distinguer au sein des streptocoques viridans 5 groupes à savoir: 

mutans, anginosus, mitis, sanguinus et salivarius, comportant 26 espèces différentes. Les 

espèces du groupe viridans ne possèdent pas les antigènes de Lancefield et leur pouvoir de 

pathogénicité est faible (Kawamura et al., 1995; Facklam, 2002; Maeda et al., 2010). Le 

sous-groupe salivarius comprend  trois espèces S. salivarius, S. vestibularis et S. thermophilus 

(Delorme, 2008). Le S. salivarius, est un colonisateur pionnier des muqueuses orales chez 

l’hoŵŵe, principalement isolée de la langue dorsale. Le S. vestibularis (Whiley et Hardie, 

1988), une espèce mutualiste présente sur le vestibule de la muqueuse buccale. Le S. 

thermophilus, un streptocoque relativement thermophile utilisé en tant que ferment 

lactique dans la production de yaourt et des fromages à pâte cuite de type suisse ou italien 

(Schleiferet al., 1991). Des analyses phylogénétiques soutiennent une affiliation 

relativement étroite entre S. vestibularis et S. thermophilus et une divergence de S. salivarius 

dans la lignée du groupe salivarius (Pombert et al.,  2009; John et al., 2012). 

 

1. Streptococcus thermophilus 

Le S. thermophilus a été retenu dans le genre Streptococcus et re-classifié avec les 

streptocoques viridans. Il a en effet été considéré comme une espèce du groupe salivarius 

(Facklam, 2002; Delorme, 2008; Pontigo et al., 2015).  Le S. thermophilus est une exception 

dans le genre Streptococcus, car c'est la seule espèce qui n'est pas pathogène, et réputée par 

son statut de grade alimentaire, reconnu sous le nom GRAS (Generally Recognized As Safe) 

(Siezen et al.,  2008; Liu et al., 2014). 

Tous les isolats de S. thermophilus sont identifiés comme anaérobies, aérotolérants, catalase 

négative et Gram-positif. Leurs cellules ovoïdes se développent généralement en chaînes 

linéaires.  Ils sont Incapables de croître à 10°C, à pH 9,6 ou en présence de 6,5% de NaCl 

(Delorme, 2008; Iyer et al., 2010). 

Il s’agit, paƌ ailleuƌs, d’uŶe espğĐe theƌŵophile, aǇaŶt uŶe teŵpĠƌatuƌe d'iŶĐuďatioŶ 

optimale au-dessus de 40°C.  S. thermophilus est largement utilisé en combinaison avec Lb. 

delbrueckii subsp. bulgaricus, Lb. Lactis et / ou Lb. helveticus, en tant que culture starter 
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pour le yogourt et autres produits laitiers fermentés, ainsi que pour les fromages de type 

Suisse et Italien (Hols et 2005; Iyer et al., 2010).  

 

1.1 Principales activités métaboliques de S. thermophilus 

1.1.1. Métabolisme des sucres 

La première fonction de S. thermophilus dans la fermentation des produits laitiers industriels 

est la conversion rapide du lactose en lactate à des températures élevées. Cette espèce 

thermophile est réputée par sa capacité limitée à utiliser les hydrates de carbone. Cinq 

différents sucres sont fermentés par S. thermophilus (Tableau II) : le lactose, le saccharose, 

le glucose, le galactose et le fructose. Les deux derniers sucres sont utilisés par un nombre 

limité de souches. Chez S. thermophilus, le saccharose et le fructose sont les seuls sucres 

transportés par un système phospho-transférase dépendant du phospho-énolpyruvate (PTS-

PEP), mais avec un rendement inférieur à celui du lactose (Van Den Bogaardet al., 2004; 

Hols et al.,  2005; Wu et al., 2014). 

En outre, Le glucose est un sucre non-PTS chez S. thermophilus, la plupart des souches de 

cette espèce poussent faiblement sur le glucose. S. thermophilus est en effet, fortement 

adapté à croissance sur le lactose, qui est transporté daŶs la Đellule paƌ l’iŶteƌŵĠdiaiƌe d’uŶe 

perméase (LacS) (Fig. 4), et soŶ ŵĠtaďolisŵe ĐoŵpƌeŶd l’hǇdƌolǇse paƌ la -galactosidase 

(LacZ), puis la dégradation du glucose et du galactose, selon les voies de la glycolyse et de 

Leloir, respectivement. Bien que toutes les souches utilisent le glucose fragmenté du lactose, 

le galactose est généralement non métabolisé et expulsé à l'extérieur de la cellule (Hols et 

al., 2005; Iyer et al., 2010). 

 

Tableau II : Transport et métabolisme des sucres  chez  S. thermophilus (Poolman, 1993). 

 

 

Substrat 

Croissance Mécanisme de transport 

PEP-PTS Transport secondaire 

Lactose 

Galactose 

Glucose 

Saccharose 

fructose 

+ 

- 

+ / - 

+ 

+ 

- 

- 

- 

+ 

+ 

+ 

+ 

? 

- 

- 
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Fig. 4: Principales voies du métabolisme des sucres chez S. thermophilus (Hols et 

al., 2005). 

 

Les flèches en trait continu correspondent à une activité enzymatique active, par contre, les 

flèches en trait discontinu correspondent à une activité enzymatique inactive.les gènes entre 

parenthèses sont des pseudogènes ;ψ ou –tr). La couleur verte correspond au métabolisme 

des carbohydrates complexes, le rouge au catabolisme des sucres, le noir à la glycolyse, 

l’oƌaŶge à la ďiosǇŶthğse de ŶuĐlĠotide, le pouƌpƌe à la voie phosphate de peŶtose, le gƌis à 

la régulation du mĠtaďolise des suĐƌes, le ŵaƌƌoŶ à la ďiosǇŶthğse d’Oǆoglutaƌate. 
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1.1.2. Métabolisme protéique 

les bactéries lactiques sont exigeantes, et nécessitent un apport exogène en acides aminés 

pour assurer leur croissance (Herbet et al., 2000). Le système protéolytique de S. 

thermophilus comprend plus de 20 enzymes protéolytiques, il est composé de: (i)  d’uŶe 

protéase extracellulaire (PrtS) capable de dégrader et hydrolyser les caséines, (ii) de 

sǇstğŵes de tƌaŶspoƌt pouƌ des aĐides aŵiŶĠs et des peptides, ;iiiͿ d’uŶe sĠƌie de peptidases 

intracellulaires nécessaires à la dégradation des peptides et des peptides dérivés des 

caséines. A cet effet, parler du système protéolytique est également une manière de parler 

d’eŶzǇŵes pƌĠseŶtaŶt uŶe ĐapaĐitĠ siŶguliğƌe à la dĠgƌadatioŶ des peptides. Cette 

dégradation se traduit par une forte croissance et un fort pouvoir acidifiant dans le lait (Hols 

et al., 2005; Iyer et al., 2010). 

 

1.1.3. Métabolisme des acides aminés 

Coŵŵe le lait ĐoŶtieŶt de faiďles ƋuaŶtitĠs d’aĐides aŵiŶĠs liďƌes et de peptides, la 

croissance optimale de S.thermophilus dans le lait exige l’hǇdƌolǇse de la ĐasĠiŶe ou la 

biosynthèse de nouveaux acides aminés (Iyer et al., 2010). Il a démontré que le génome de 

S. thermophilus contient des gènes responsables de la biosynthèse des acides aminés 

appelés ″amino-transférase". Tƌois gƌoupes de gğŶes  d’aŵiŶo-transférases sont en effet, 

ĐoŶŶus, il s’agit: des aspartates amino-transférases (asp C1, aspC2, aspC3), d’uŶ gğŶe d’aĐide 

aminé aromatique amino-transférase (araT) et d’uŶ gğŶe d’aĐide aŵiŶĠ à ĐhaiŶe ƌaŵifiĠe 

(BCAA), amino-transférase (bcaT)  (Chaves et al., 2002). En revanche, puisque la plupart des 

souches de S. thermophilus sont capables de croitre eŶ pƌĠseŶĐe d’un mélange de glutamine, 

de méthionine, de leucine, d’isoleucine, de valine et  d’histidine, comme seules sources 

d'acides aminés, il est probable que les voies de biosynthèse  des autres acides aminés sont 

entièrement fonctionnelles (Hols et al., 2005).  

Par ailleurs, le catabolisme des acides aminés joue un rôle important en fournissant des 

précurseurs pour la biosynthèse des acides aminés, des vitamines et de la production d’uŶ 

grand nombre de composés aromatiques (Iyer et al., 2010). 

 

1.1.4.   Activité uréasique  

Le lait ĐoŶtieŶt de l’uƌĠe saĐhaŶt Ƌue la pƌĠseŶĐe de l’uƌĠe à ĐeƌtaiŶ Ŷiveau peut ĐoŶduiƌe à 

des tauǆ d’aĐidifiĐatioŶ iŵpƌĠvisiďles duƌaŶt le pƌoĐessus de la feƌŵeŶtatioŶ. L’aŵŵoŶiuŵ 
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exerce un effet tampon qui réduit le taux de diminution du pH, et en augmentant la durée 

de la fermentation. Ce phénomène peut affeĐteƌ la teǆtuƌe et l’aĐtivitĠ de l’eau du pƌoduit 

fermenté (Iyer et al., 2010). 

Le S. thermophilus est la seule bactérie lactique dotĠe d’uŶe aĐtivitĠ uréasique. Cependant, 

son rôle physiologique chez cette bactérie reste mal connu. Cette activité peut influencer la 

flaveuƌ et le pƌofil d’aĐidifiĐatioŶ, elle est exploitée dans la fabrication du yaourt et du 

fromage (Mora et al., 2004; Iyer et al., 2010). 

 

1.1.5. Production des exopolysaccharides 

Les S. thermophilus ont la capacité de produire des polysaccharides (polymère de nature 

glucidique), excrétés à l'extérieur de la cellule, appelés "exopolysaccharide" (EPS) ou 

"polysaccharide exocellulaire"(Cerning, 1990; Kanamarlapudi et Muddada, 2017). Ces 

macromolécules sont hautement diversifiées, dont les propriétés fonctionnelles sont 

investies dans plusieurs domaines industriels. Ces polymères peuvent être localisés à 

l’iŶtĠƌieuƌ de la Đellule, daŶs la paƌoi, ou à la suƌfaĐe ďaĐtĠƌieŶŶe, aveĐ ou sans attachement 

(Hassan, 2008; Zeidan et al., 2017). 

 

1.1.5.1. Classification des EPS de S. thermophilus 

Les souches de S. thermophilus synthétisent des EPS et parfois certaines souches peuvent 

former des EPS capsulaires (CPS) (Cui et al., 2016). Les EPS de S. thermophilus sont des 

hétéropolysaccharides composés de plusieurs types de sucre, principalement de glucose, de 

galactose et d’un monomère de rhamnose, mais aussi de N acétyl-galctosamine, de fucose et 

de galactose acétylé (Laws et al., 2001). En effet, la production des EPS par S thermophilus 

est d’uŶe iŵpoƌtaŶĐe ĐoŶsidĠƌaďle pouƌ l’iŶdustƌie laitiğƌe, Đaƌ elle ĐoŶtƌiďue daŶs 

l’aŵĠlioƌatioŶ de la teǆtuƌe et des pƌopƌiĠtĠs ƌhĠologiƋues des pƌoduits laitieƌs feƌŵeŶtĠs 

tels que le yaourt et les fromages (de Vuyst et al., 1998; Hassan, 2008). Les EPS synthétisés 

par le S. thermophilus apportent aussi des ďĠŶĠfiĐes pouƌ la saŶtĠ Đhez l’hoŵŵe et l’aŶiŵal, 

tout eŶ peƌfeĐtioŶŶaŶt le sǇstğŵe iŵŵuŶitaiƌe de l’hôte (Cui et al., 2016).  

La production des EPS est influencée par la souche elle-même, et les conditions de culture 

(température, le pH, la source de carbone et la souƌĐe d’azote (Zisu et Shah, 2003; Cui et al., 

2016). 
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1.1.5.2. Biosynthèse des EPS   

la biosynthèse des EPS se déroule dans le cytoplasme, elle  pƌĠseŶte l’uŶe des pƌopƌiĠtĠs les 

plus importantes chez le S. thermophilus (Cui et al., 2016). Les sucres précurseurs 

disponibles dans le ŵilieu de Đultuƌe voŶt s’iŶtƌoduiƌe dans le cytoplasme par une base 

régulatrice, là où intervient la glycosyltransférase, utilisant ces derniers comme substrat et 

permettant de former des unités répétitives du polysaccharide. les sucres nucléotidiques 

(UDP et TDP), qui sont dérivées de sucre -1- phosphate, jouent un rôle essentiel dans la 

biosynthèse des héteropolysaccharides, en activant le sucre pour la polymérisation  et les 

iŶteƌĐoŶveƌsioŶs ƌelatives auǆ pƌiŶĐipales ƌĠaĐtioŶs d’épimérisation, de décarboxylation et 

de déshydrogénation (Zeidan et al., 2017Ϳ. L’asseŵďlage suĐĐessif des suĐƌes aĐtivĠs ŵğŶe à 

la formation des EPS (Fig. 5).  UŶe fois l’uŶitĠ ƌĠpĠtitive est foƌŵĠe, le pƌeŵieƌ saĐĐhaƌide est 

liĠ à uŶ tƌaŶspoƌteuƌ lipidiƋue, et apƌğs additioŶ des autƌes uŶitĠs saĐĐhaƌidiƋues, l’eŶseŵďle 

quitte le cytoplasme vers le milieu extérieur. Les EPS peuvent être liés de manière covalente 

à la surface de la cellule pour former une capsule, ou libéré dans le milieu comme une masse 

(Broadbent et al., 2003). Le potentiel de production des  différents sucres nucléotidiques est 

déterminé par le génome bactérien, cela explique la diversité des EPS (Zeidan et al., 2017). 

 

  

 

 

 



 Revue Bibliographique 

 

 

15 

 

Fig. 05 : Représentation schématique des voies métaboliques pour la génération des 

précurseurs de sucres activés pour la synthèse des EPS par les bactéries lactiques,  au cours 

du  catabolisme du lactose ou du glucose (Zeidan et al., 2017). 

PTSMan (manMNL), lactose permease (lacS), phosphoglucose isomerase (pgi), 6-phosphofructo-1-

kinase (pfk); fructose-1,6-bisphosphate aldolase (fba), fructose-1,6-bisphoshatase (fbp); glucokinase 

(glk), β-galactosidase (lacZ), galactose mutarotase (galM), α-galactokinase (galK), galactose-1-

phosphate uridylyltransferase (galT), UDP-galactose 4-epimerase (galE), α-phosphoglucomutase 

(pgmA), glucose-1-phosphate uridylyltransferase (galU), UDP-glucose 6-dehydrogenase (ugd), dTDP-

glucose pyrophosphorylase (rmlA), dTDPglucose 4,6-dehydratase (rmlB), dTDP-4-keto-6-deoxy-D-

glucose 3,5-epimerase (rmlC), dTDP-4-keto-L-rhamnose reductase (rmlD), L-glutamine:D-fructose-6-

phosphate aminotransferase (glmS), phosphoglucosamine mutase (glmM) N-acetylglucosamine-1 

phosphate uridyltransferase and glucosamine-1-phosphate acetyltransferase (glmU), UDP-N-

acetylglucosamine 2-epimerase (mnaA), UDP-N-acetylglucosamine 4-epimerase (nagE), mannose 6-

phosphate isomerase (manA), phosphomannomutase (manB), mannose 1-phosphate 

guanylyltransferase (manC), GDP-mannose 4,6-dehydratase (gmd), GDP-fucose synthase (fcl). Gal, 

galactose; Glc, glucose; Rha, rhamnose; Man, mannose; Fuc, fucose; GlcA, glucuronic acid; GlcNAc, N-

acetyl-glucosamine; GalNAc, N-acetyl-galactosamine; ManNAc, N-acetyl-mannosamine; Glc-6-P, 

glucose-6-phosphate; Fru-6-P, fructose-6-phosphate; FBP, fructose-1,6-biphosphate; α-Gal-1-P, α-

galactose-1- phosphate; α-Glc-1-P, α-glucose-1- phosphate; GlcN-6-P, glucosamine-6-phosphate; 

GlcN-1-P, glucosamine-1-phosphate; GlcNAc-1-P, N-acetylglucosamine-1-phosphate; Man-6-P, 

mannose-6-phosphate; Man-1-P, mannose- 1-phosphate;4-KDG, 4-keto-6-deoxyglucose; 4-DRha, 4-

deoxyrhamnose; P, phosphate. 
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III. Les Biofilms  

1. Définition du biofilm  

Les biofilms bactériens sont généralement définis comme des agrégats de cellules 

ďaĐtĠƌieŶŶes attaĐhĠs à uŶe suƌfaĐe et eŶƌoďĠs d’uŶe ŵatƌiĐe polǇŵĠƌiƋue (Hall-Stoodley et 

al., 2004; Muhsin et al., 2015). Les bactéries peuvent tout aussi bien adhérer à une surface 

biotique, Ƌu’à uŶe suƌfaĐe aďiotiƋue ;Muhsin et al.,  2015). Ainsi, le biofilm est défini comme 

étant une association de micro-organismes, daŶs laƋuelle les Đellules se ĐolleŶt l’uŶe à 

l’autƌe sur une surface recouvrée par une matrice de substances extracellulaires 

polymériques produites par les bactéries elles-mêmes (Costertonet al., 1999; Hall-Stoodley 

et al., 2004; Muhsin et al., 2015). 

 

2. Composition du biofilm  

Le dĠveloppeŵeŶt de l’aƌĐhiteĐtuƌe des ďiofilŵs ďaĐtĠƌieŶs est en grande partie lié à la 

production de la matrice extracellulaire par les bactéries du biofilm, incluant des protéines, 

des enzymes, des polysaccharides, des acides nucléiques (ARN, ADN), des lipides, des 

glycolipides et des cations (Tableau III) (Flemming et Wingender, 2010). En plus de ces 

composants, l’eau est le composant majeur, avec plus de 97%, responsable du flux des 

ŶutƌiŵeŶts à l’iŶtĠƌieuƌ de la ŵatƌice du biofilm (Sutherland, 2001). La composition de la 

matrice vaƌie seloŶ l’espğĐe ďaĐtĠƌieŶŶe et les ĐoŶditioŶs de ĐƌoissaŶĐe (Yannick et al., 

2014). 

Tableau III. CoŵpositioŶ d’uŶ ďiofilŵ ďaĐtĠƌieŶ (Muhsin et al., 2015). 

 

Composés Pourcentage dans la matrice 

Cellules microbiennes 2-5% 

Protéines 1-2% 

Polysaccharides <1-2% 

ADN/ARN <1-2% 

Eau Supérieur à 97% 
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3. Formation du biofilm bactérien  

La formation du biofilm est un processus hautement complexe, dans lequel les cellules 

microbiennes passent de la forme planctonique à la forme sessile (Okada et al., 2005). Il a 

ĠtĠ supposĠ Ƌue la foƌŵatioŶ du ďiofilŵ est dĠpeŶdaŶte de l’eǆpƌessioŶ de ĐeƌtaiŶs gğŶes 

spécifiques contrôlant leur formation (Sauer et al., 2004; Okada et al., 2005). 

Le pƌoĐessus de foƌŵatioŶ de ďiofilŵ s’effeĐtue eŶ uŶe sĠƌie d’étapes conduisant à 

l’adaptatioŶ à uŶe ŵultitude de ĐoŶditioŶs ŶutƌitioŶŶelles et eŶviƌoŶŶeŵeŶtales (Hentzer et 

al., 2005; Rivera et al., 2007). Dans ce processus, les micro-organismes subissent des 

changements après leur adhésion à une surface. Les déférentes étapes du cycle de vie dans 

un biofilm sont montrées dans la Figure 6. 

 

.  

 

Fig. 6 : CǇĐle de vie d’uŶ ďiofilŵ et les faĐteuƌs iŶflueŶçaŶt sa foƌŵe (Toyofuku et al., 2016). 

 

 

3.1. Attachement 

Quand les cellules bactériennes sont à proximité de certaines surfaces ou supports, leur 

mouvement devient de plus en plus ralenti, cela engendre une adhésion réversible avec la 

surface d’uŶe paƌt et aveĐ les microorganismes adhérés préalablement à la surface d’autƌe 

part. 

Pour la formation du biofilm, l’iŶteƌfaĐe solide-liquide peut fournir un environnement idéal 

pouƌ les ŵiĐƌooƌgaŶisŵes pouƌ s’attaĐheƌ et se développer (Costerton et al., 1999; Muhsin 

et al., 2015). Ces variables sont indiquées dans le tableau IV. 
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La présence des structures locomotives aux niveaux de la surface cellulaire comme les 

flagelles, les pilis, les fimbriaes, les protéines ou les polysaccharides est également 

importante; et peut eŶgeŶdƌeƌ uŶ avaŶtage pouƌ la foƌŵatioŶ du ďiofilŵ loƌsƋu’il Ǉ’a uŶe 

communauté mixte (Donlan et Costerton, 2002; Muhsin et al., 2015). 

 

 

Tableau IV. Variables impliqués dans  l’attaĐheŵeŶt et la foƌŵatioŶ du ďiofilŵ (Donlan, 

2002). 

Propriétés du substratum Propriétés du fluide Propriétés des cellules 

Texture et rugosité 

Hydrophobicité 

Film du conditionnement 

Vitesse d’ĠĐouleŵeŶt 
pH 

Température 

Cations 

Présence des agents 

antimicrobiens 

 

Hydrophobicité de la surface 

cellulaire 

Fimbriae 

Flagelles 

Substances polymériques 

extracellulaires 

 

 

3.2. Formation des micro-colonies  

La formation des micro-ĐoloŶies pƌovieŶt apƌğs l’adhĠsioŶ à uŶe suƌfaĐe ďiotiƋue ou 

abiotique et la liaison devient stable,  dont le résultat est la formation de micro-colonies. La 

multiplication des bactéries dans le biofilm est le résultat des signaux chimiques. Le 

mécanisme génétique de la production des EPS est aĐtivĠ loƌsƋue l’iŶteŶsitĠ du sigŶal 

dépasse un certain seuil (Costerton et al., 1999). Aloƌs paƌ l’iŶteƌŵĠdiaiƌe du sigŶal 

chimique, les cellules bactériennes commencent à se diviser, tout en prenant une place dans 

la matrice exopolysaccharidique, entraînant la formation des micro-colonies (Mc Kenney et 

al., 1998;  Muhsinet al., 2015) . 

 

3.3. Structure en trois dimensions et la maturation du biofilm  

La  formation des micro-colonies iŶduit l’eǆpƌessioŶ de certains gènes liés à la formation du 

biofilm. Ces gènes sont nécessaires pour la synthèse des EPS présentant la charpente du 

biofilm. Il est ƌepoƌtĠ Ƌue l’attaĐheŵeŶt du ďiofilŵ peut aĐtiveƌ la foƌŵatioŶ de la ŵatƌiĐe 

extracellulaire. La foƌŵatioŶ de la ŵatƌiĐe est suivie paƌ la foƌŵatioŶ des ĐaŶauǆ d’eau, pour 

le transport des nutriments dans le biofilm. Ces canaux sont considérés comme un système 
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circulatoire, distribuant différents nutriments, et faisant sortir les déchets des micro-colonies 

du biofilm (Parsek et Singh, 2003; Toyofuku et al., 2016). 

 

3.4. Dispersion du biofilm 

Après la formation du biofilm, les bactéries quittent le biofilm sur une base régulatrice. Le 

détachement des cellules bactériennes planctoniques du biofilm est en effet programmé 

(Costerton et al., 1999). Lorsque les bactéries subissent un stress mécanique, elles sont 

dĠtaĐhĠes de la ĐoloŶie veƌs l’eŶviƌoŶŶeŵeŶt. La dispeƌsioŶ des Đellules dans le biofilm est  

une réponse à certains  stress mécaniques. Cependant, la plupart du temps les bactéries 

commencent à se dĠtaĐheƌ tout eŶ ƌepƌeŶaŶt leuƌ foƌŵe plaŶĐtoŶiƋue à l’issu d’uŶ Ƌuoƌuŵ 

quenching (Baselga et al., 1994; Kaplan, 2010; Muhsin et la., 2015). Parfois la dispersion du 

ďiofilŵ est ĐausĠe paƌ l’aĐtioŶ d’aĐtivitĠ eŶzǇŵatiƋue hǇdƌolǇsaŶt l’algiŶate (Costerton et al., 

1999; Muhsin et al., 2015). Les caractères phénotypiques des cellules sont nettement 

affectés par la dispersion du biofilm. Les cellules dispersées ont la capacité à retenir 

certaines propriétés du biofilm, comme la résistance aux antibiotiques. Les cellules 

dispersées peuvent retourner rapidement au phénotype planctonique (Baselga et al., 1994). 

Ces Đellules oŶt la ĐapaĐitĠ d’adhĠƌeƌ à de Ŷouvelles suƌfaĐes et de ƌefoƌŵeƌ uŶ ďiofilŵ 

(Karatan et Watnick, 2009). 

 

4. Communication cellulaire : Quorum Sensing 

Durant la formation du biofilm plusieurs espèces bactériennes sont capables de 

communiquer entre elles par le mécanismes du quorum sensing (QS) (Naves et al., 2010; 

Gad, 2018). C’est uŶ sǇstğŵe Ƌui stiŵule l’eǆpƌessioŶ ĐooƌdoŶŶĠe aveĐ d’autƌes Đellules et la 

réponse dépend de la densité de leur population locale. Pendant le QS,  les molécules 

signales  se fixent  à des récepteurs bactériens conduisant ainsi à un changement dans 

l’eǆpƌessioŶ des gğŶes Đhez la Đellule réceptrice. Cela est constaté chez les mono-espèces 

bactériennes et aussi chez les  hétéro-espèces (Miller et Bassler, 2001). 

 

4.1. Chez les bactéries à Gram négatif  

Le mécanisme de QS chez les Gram négatifs implique la production des petites molécules 

inductrices appartenant à la familles des N-acyles homo-sérines lactones ou molécules 

acylées  (AHLs) (Fuqua et al., 1994; Fuqua et Greenberg, 2002; Czajkowski et Jafra, 2009). 

Les AHLs sont synthétisées par une protéine homologue le ″LuxI", elles sortent par la suite 
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des cellules par une simple diffusion, pouƌ les Đouƌtes ĐhaiŶes d’AHLs,  ou par un transport 

actif pour les longues chaines (Fig. 7). Lorsque leur concentration atteint un seuil critique, 

elles entrent dans les cellules et se fixent sur un récepteur homologue de Lux R. Le complexe 

AHLs –LuxR active la transcription de gènes spécifiques (Fuqua et al., 1994). 

 

 

 

Fig. 7: Le mécanisme du QS chez les bactéries à Gram négatif  (Svjetlana et Jasmina, 2007). 

Pentagones= homo-sérine lactone acylé (acyle-HSL),  S= acyle HSL synthéases, R= protéine de liaison 

acyle-HSL. 

 

4.2. Chez les bactéries à Gram positif  

La voie de communication cellulaire chez les bactéries à Gram positif fait impliquer des 

molécules signales peptidiques, dont la protéine précurseur est secrétée dans le milieu 

eǆtƌaĐellulaiƌe et ĐoŵŵeŶĐeŶt à s’aĐĐuŵuleƌ. UŶe fois le tauǆ d’aĐĐuŵulatioŶ atteiŶt uŶe 

concentration seuil, uŶe zoŶe d’auto-induction est créée. Les molécules  peptidiques ″sigŶal" 

interagissent avec  l’histidine kinase portée par un récepteur membranaire (Kleerebezem et 

al., 1997; Waters et Bassler, 2005; Bose et Ghosh, 2016).  L’iŶteƌaĐtioŶ du ƌĠĐepteuƌ aveĐ le 

ligand peptidique initie une cascade de phosphorylation qui aboutit à la formation de la 

protéine régulatrice. Une série de phosphorylation active donc un récepteur qui vient se 

fixer sur l’ADN et ƌĠgule aiŶsi la tƌaŶsĐƌiptioŶ des gğŶes Điďles (Fig. 8) (Lazazzera et 

Grossman, 1998;  Miller et Bassler, 2001).  Tout comme les bactéries à Gram négatif, ce 
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type de système est aussi régulé de façon dépendante de la densité cellulaire (Kleerebezem 

et al., 1997; Bose et Ghosh, 2016). 

 

 

 

 

Fig. 8: Le mécanisme du QS chez les bactéries à Gram positif (Svjetlana et Jasmina, 2007). 

ABC= complexe de transport des protéines, H= histidine kinase, D= protéine régulatrice. 

 

 

5. Biofilŵ daŶs l’iŶdustrie laitière  

De Ŷoŵďƌeuǆ ŵiĐƌooƌgaŶisŵes ƌeŶĐoŶtƌĠs daŶs l’eŶviƌoŶŶeŵeŶt laitieƌs peuveŶt 

développer des biofilms à Ŷ’iŵpoƌte Ƌuel stade de la Đhaîne de production. Les analyses 

microbiologiques des surfaces des équipements ont montré que les bactéries adhérées sur 

ces dernières proviennent de la ferme (Huck et al., 2008; Gad, 2018). Les streptocoques 

theƌŵoƌĠsistaŶts oŶt l’aptitude de foƌŵeƌ des ďiofilŵs dans les équipements  de fabrication 

des produits laitiers. Des Ġtudes oŶt sigŶalĠ la ĐƌoissaŶĐe de Đes ďaĐtĠƌies à l’ĠĐhelle pilote  

au niveau des équipements de pasteurisation (Hup et al., 1979; Bouman et al., 1982; De 

Jong et al., 2002; Knight et al., 2004 ; Flint et al., 2015). De même, des niveaux élevés de 

contamination par des biofilms formés par des bactéries thermophiles ont été détectés dans 

les sections chauffantes du matériel de pasteurisation du lait et l’ĠlaďoƌatioŶ du fromage, où 

la température varie de 30 à 73°C. Ces sections contaminées sont par conséquent une 

source de contamination pour le lait pasteurisé. Cela peut affecter la qualité du lait et du 

fromage, en entrainant une saveur acide et une texture indésirable (Knignt et al., 2004). 
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Les biofilms des streptocoques thermorésistants atteignent un état stable après environ 12 

heures à 42,5°C, lorsque le taux de croissance et le taux de détachement sont équivalents. 

Les Ġtudes s’iŶteŶsifieŶt afiŶ de dĠteƌŵiŶeƌ l’iŵpoƌtaŶĐe des différents composants du lait 

et ses dérivés  dans la formation de biofilms par les streptocoques thermorésistants (Lee et 

al., 1997; Flint et al., 2015).  

 

6. Biofilm chez Streptococcus thermophilus  

De nombreuses espèces de streptocoques forment des biofilms, et les descriptions de 

formation du biofilm par S. thermophilus sont  par ailleurs rares (Couvigny et al., 2015).  

Chez S. thermophilus, les événements de transfert de gènes et la perte des traits ancestraux 

au fil des années ont contribué à son haut niveau d'adaptation aux environnements laitiers 

(Bassi et al., 2017). La capacité de formation de biofilms par cette espèce peut jouer un rôle 

dans la persistance dans les environnements laitiers, tels que les usines de pasteurisation du 

lait et la fabrication du fromage (Hup et al., 1980; Bassi et al., 2017).  

La formation de biofilms par le S. thermophilus est par ailleurs, influencée par les différents 

composants du lait, ainsi que la nature de la surface (Barnes et al., 1999;  Bassi et al., 2017). 

Des travaux récents portant sur l’Ġtude de la foƌŵatioŶ des biofilms par les bactéries 

lactiques affirment que le développement de S. thermophilus au seiŶ d’uŶ ďiofilŵ est 

renforcé en association avec les espèces L. lactis et Leuconostoc mesentéroides subsp 

mesenteroides. Par contre, en monoculture le biofilm de S. thermophilus s’avğƌe ŶetteŵeŶt 

affaibli. L’iŶtĠƌġt de Đette ĐoŵďiŶaisoŶ eŶtƌe S. thermophilus et les autres bactéries lactiques 

pouƌƌait ġtƌe eǆploitĠ daŶs le ĐoŶtƌôle et l’iŶhiďitioŶ de la ĐƌoissaŶĐes des pathogğŶes, aiŶsi 

que la production des EPS, tout en apportant des bénéfices aux corps humain, en particulier 

loƌs d’uŶe aŶtiďiothĠrapie (Rajpal et al., 2017). 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

 
 
 

 
 
 
 
 

Matériel & Méthodes 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 Matériel et Méthodes 

 

 

23 

1. Échantillons étudiés  

Au cours de cette étude, nous avons examiné un total de 21 produits laitiers fermentés, dont 

18 échantillons de yaourt et 3 échantillons de fromage à pâte pressée cuite. Les échantillons 

ont été obtenus à partir de quelques superettes à Mostaganem. La description des 

échantillons testés est indiquée dans le tableau V. Nous avons choisi ces échantillons étant 

donné que le S. thermophilus fait partie de leur flore lactique (Tamime et Deeth, 1980; 

Nathanon, 2002).  

 

Tableau V : Type des produits laitiers fermentés utilisés dans la présente étude. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 

DND : Donnée non disponible. 

 

 

 

 

 

 

Produit laitier fermenté  Type du produit Date d’eǆpiratioŶ 

1 : Yaourt  Aromatisé étuvé 19-02-2018 

2 : Yaourt Aromatisé étuvé 20-02-2018 

3 : Yaourt Aromatisé étuvé 22-02-2018 

4 : Fromage  Emmental 05/05/2018 

5 : Yaourt Aromatisé étuvé 27-02-2018 

6 : Yaourt Aromatisé brassé 02-03-2018 

7 : Yaourt Aromatisé brassé 27-02-2018 

8 : Yaourt Aromatisé 22-03-2018 

9 : Yaourt Aromatisé liquide brassé 14-02-2018 

10 : Yaourt Aromatisé brassé 26-02-2018 

11 : Yaourt Aromatisé étuvé 06-03-2018 

12 : Fromage Gruyère 10/07/2018 

13 : Yaourt Aromatisé étuvé 21-02-2018 

14 : Yaourt Aromatisé étuvé 07-03-2018 

15 : Yaourt Aromatisé étuvé 25-02-2018 

16 : Yaourt Aromatisé   étuvé 03-03-2018 

17 : Yaourt Aromatisé étuvé 09-03-2018 

18 : Yaourt Aromatisé  étuvé 26-02-2018 

19 : Yaourt Aromatisé brassé 04-02-2018 

20 : Yaourt Aromatisé brassé fruité 22 -02-2018 

21 : Fromage Gruyère DND 
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2. Milieux de culture et conditions de croissance  

Les souches de S. thermophilus ont été isolées sur le milieu M17 (annexe 1), additionné de 

2% (P/V) de lactose (LM17) et ajusté à pH 7. Il est utilisé sous les deux formes : liquide et 

solide paƌ additioŶ d͛agaƌ-agar à raison de 2% (P/V). Ce milieu est considéré comme étant un 

ŵilieu favoƌaďle à l͛isoleŵeŶt et à la Đultuƌe de la plupaƌt des ĐoƋues de ďaĐtĠƌies laĐtiƋues ; 

il favoƌise leuƌ dĠveloppeŵeŶt sous l͛effet taŵpoŶ du Bġta-glycérophosphate de Sodium 

(Terzaghi et Sandine, 1975).  

Les streptocoques thermophiles sont en général des bactéries aérotolérantes, mais afin 

d͛Ġviteƌ uŶe ĠveŶtuelle aĐtioŶ toǆiƋue de l͛oǆǇgğŶe, les Đultuƌes soŶt iŶĐuďĠes daŶs uŶe 

jaƌƌe d͛aŶaĠƌoďiose saŶs ĐatalǇseuƌ en présence de 10% de CO2. 

Toutes les souches isolées et identifiées comme étant des S. thermophilus ont été 

conservées à courte durée par des fréquents repiquages sur le LM17 gélosé, pour une 

période ne dépassant pas un mois à + 4°C. Alors que la conservation à long terme a été 

effectuée à - 20°C sur le LM17, en présence de 20% de glycérol (Bennama et al., 2012). 

 

3. Souches étudiées  

La pƌoĐĠduƌe d͛isoleŵeŶt, Ŷous a peƌŵis de ƌeteŶiƌ ϭϴ souĐhes de S. thermophilus à partir 

des échantillons de yaourt et 2 souches à partir des fromages : l͛eŵŵeŶtal et le gƌuǇğƌe. 

Comme souches de référence, nous avons utilisé trois souches de S. thermophilus (B05, B3 

et B34) appartenant à la collection du Dr.  Bennama. Ces souches ont été décongelées à 

paƌtiƌ d͛uŶ stoĐk de Đultuƌes eŶtƌeposĠ à -20°C, en présence de 20% de glycérol.  Elles ont 

été réactivées sur le LM17 à 42°C, puis conservées à + 4°C sur le LM17 gélosé. 

 

4. Isolement des S. thermophilus  

4.1. Préparation des échantillons et des Đultures d’eŶriĐhisseŵeŶt 

Les échantillons de yaourt (1ml) ou de fromage (1g) ont été homogénéisés aseptiquement 

daŶs ϵ ŵl de peptoŶe saliŶe ;AŶŶeǆe ϬϮͿ, afiŶ d͛oďteŶiƌ uŶe dilutioŶ ŵğƌe au ϭ/ϭϬ. AfiŶ 

d͛augŵeŶteƌ le Ŷoŵďƌe iŶitial des stƌeptoĐoƋues thermophiles présents dans les 

ĠĐhaŶtilloŶs ĠtudiĠs, Ŷous avoŶs pƌoĐĠdĠ à uŶe Đultuƌe d͛eŶƌiĐhisseŵeŶt, eŶ eŶseŵeŶçaŶt 

100µl de la dilution mère dans 10ml de LM17. Les cultures ainsi réalisées sont incubées à 

42°C pendant 18h. 
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4.2. Isolement sur milieu gélosé  

À l͛aide d͛uŶe aŶse de platiŶe, uŶe ƋuaŶtitĠ de la Đultuƌe d͛eŶƌiĐhisseŵeŶt du ďouilloŶ LMϭϳ 

a ĠtĠ pƌĠlevĠe et stƌiĠe paƌ la ŵĠthode d͛ĠpuiseŵeŶt suƌ des ďoites ĐoŶteŶaŶt le LMϭϳ agaƌ. 

Les boites sont ensuite incubées à 42°C pendant 24 à 48h. 

 

5. Purification et pré-identification des souches  

La puƌifiĐatioŶ des ĐoloŶies appaƌues suƌ les Đultuƌes d͛isoleŵeŶt a ĠtĠ ƌĠalisĠe paƌ la 

méthode des quadrants, sur des boites contenant du LM17 agar. Après confirmation de leur 

pureté, les souches isolées ont fait l͛oďjet d͛uŶe pƌĠ-identification en utilisant des tests 

ƌapides peƌŵettaŶt juste de vĠƌifieƌ leuƌ l͛appaƌteŶaŶĐe à la populatioŶ des ďaĐtĠƌies 

lactiques. 

 

5.1.  Étude morphologique 

L͛Ġtude ŵoƌphologiƋue est poƌtĠe suƌ la desĐƌiptioŶ des aspeĐts ŵoƌphologiƋues 

macroscopiques et microscopiques des souches (Guiraud, 1998).  

  

5.1.1.  Examen macroscopique 

La desĐƌiptioŶ ŵaĐƌosĐopiƋue eŶ ŵilieu liƋuide ĐoŶĐeƌŶe l͛eǆaŵeŶ à l͛œil-nu des cultures 

(sans les agiter), en notant trois caractères culturaux des souches à savoir la turbidité, la 

foƌŵatioŶ d͛uŶe pelliĐule à la suƌfaĐe et le dĠpôt. Paƌ ailleuƌs, l͛eǆaŵen macroscopique des 

colonies développées sur les  milieux gélosés permet de déterminer la forme, la taille, le 

diamètre, le contour, la couleur et la texture des colonies.  

 

5.1.2.  Recherche de la catalase 

La catalase est une enzyme présente chez la plupart des bactéries aérobies strictes et 

aĠƌoďies faĐultatives. Elle peƌŵet la dĠgƌadatioŶ de l͛eau oǆǇgĠŶĠe eŶ oǆǇgğŶe et eŶ eau 

selon la réaction suivante : 2 H2O2→2 H2O +O2. 

Elle est mise en évidence sur une lame en verre bien nettoyée, en émulsionnant une colonie 

de l͛isolat à testeƌ pƌĠlevĠe à l͛aide d͛uŶe pipette pasteuƌ ďoutoŶŶĠe daŶs uŶe goutte d͛eau 

oxygénée à 10 volumes. Un dégagement gazeux abondant sous forme de mousse, traduit la 

dĠĐoŵpositioŶ de l͛eau oǆǇgĠŶĠe sous l͛aĐtivitĠ de la Đatalase. Le ĐoŶtƌaiƌe iŶdiƋue paƌ 

ailleuƌs, l͛aďseŶĐe de Đette aĐtivitĠ eŶzǇŵatiƋue (Delarras, 2007).  
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5.1.3.  Examen microscopique 

Cet eǆaŵeŶ peƌŵet d͛oďseƌveƌ des ďaĐtĠƌies vivaŶtes ou fiǆĠes et colorées le plus souvent à 

l͛aide d͛uŶ ŵiĐƌosĐope optiƋue à foŶd Đlaiƌ. L͛oďseƌvatioŶ ŵiĐƌosĐopiƋue peƌŵet de 

dĠteƌŵiŶeƌ la ŵoďilitĠ, la foƌŵe Đellulaiƌe, le ŵode d͛assoĐiatioŶ et le Gƌaŵ ;Delarras, 

2014). 

 

5.1.3.1. Observation à l’Ġtat frais  

Cette teĐhŶiƋue peƌŵet l͛oďseƌvatioŶ des Đellules vivaŶtes, aveĐ la dĠteƌŵiŶatioŶ de leuƌ 

morphologie et de leur mobilité. A paƌtiƌ d͛uŶe Đultuƌe jeuŶe de ϭϴh, uŶe goutte est 

prélevée aseptiquement et déposée sur une lame propre. Ensuite, la préparation est 

ƌeĐouveƌte d͛uŶe laŵelle et l͛oďseƌvatioŶ se fait iŵŵĠdiateŵeŶt à l͛oďjeĐtif ϰϬ. Les ďaĐtĠƌies 

sont dites mobiles si les corps bactériens se déplacent et traversent le long du champ 

microscopique. 

 

5.1.3.2. Observation après coloration de Gram  

Cette technique est découverte par Hans Christian Joachim Gram en 1884.  Un frottis est 

pƌĠpaƌĠ à paƌtiƌ d͛uŶe  suspeŶsioŶ ďaĐtĠƌieŶŶe, Đe deƌŶieƌ est ƌeĐouveƌt aveĐ du Đƌistal 

violet peŶdaŶt ϭ ŵiŶute, puis l͛eǆĐğs est ĠliŵiŶĠ.  Juste apƌğs, le fƌottis est traité deux fois 

avec une solution de lugol,  pendant 30 secondes. Les lames sont décolorées en utilisant 

l͛ĠthaŶol à ϵϱ°C pouƌ ;ϱ àϭϬ seĐoŶdesͿ, puis ƌiŶĐĠes iŵŵĠdiateŵeŶt à l͛eau distillĠe. 

Finalement, le frottis est recouvert par la fuchsine pendant 1 minute. Les lames sont rincées 

à l͛eau distillĠe et sĠĐhĠes.  L͛oďseƌvatioŶ se fait à l͛iŵŵeƌsioŶ eŶ utilisaŶt l͛oďjeĐtif ϭϬϬ. Les 

bactéries dites « Gram négatives » apparaissent roses, tandis que les bactéries dites « Gram 

positives » sont colorées en violet (Delarras, 2007). 

 

6. Identification biochimique partielle des souches 

Nous rappelons que les produits laitiers fermentés industriels (Yaourt, Gruyère, Emmental)  

utilisĠs pouƌ l͛isoleŵeŶt des souĐhes de S. thermophilus  sont élaborés à base de ferments 

lactiques contenant principalement des souches industrielles de S. thermophilus. Pour ces 

ƌaisoŶs,  la pƌoĐĠduƌe d͛ideŶtifiĐatioŶ des souĐhes isolĠes  a ĐoŵpoƌtĠ uŶ Ŷoŵďƌe liŵitĠ de 

tests biochimiques.  
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6.1. Test de croissance sur le lait de Sherman  

L'utilisation de colorants comme un moyen d'identification de certains groupes bactériens 

Ŷ͛est pas ƌaƌe. C͛est le Đas du ďleu de ŵĠthǇlğŶe Ƌui peƌŵet de distiŶgueƌ paƌfaiteŵeŶt les 

véritables bactéries lactiques, connues par leur pouvoir réducteur, du genre Streptococcus 

qui ne possède pas de réductase. La mise en évidence de la réductase est testée en présence 

du ďleu de ŵĠthǇlğŶe à ƌaisoŶ d͛uŶe ĐoŶĐeŶtƌatioŶ fiŶale de Ϭ,ϭ% ;Sherman, 1937). Pour ce 

faire, une série de tubes à essai contenant 10 ml de lait demi-écrémé stérile (Candia) a été 

additionné de 1ml de bleu de méthylène à 1%. Le lait ainsi préparé est inoculé par les 

souĐhes à testeƌ à ƌaisoŶ d͛uŶe ĐoŶĐeŶtƌatioŶ iŶitiale de ϭ% ;V/VͿ et iŶĐuďĠ à ϰϮ°C peŶdaŶt 

24h (Sherman, 1937; Guiraud, 1998). Le résultat est révélé positif lorsque la couleur du 

milieu vire vers le blanc et négatif quand la couleur reste inchangée. 

 

6.2. Test de croissance sur 6.5 % de NaCl  

Parmi les autres caractéristiques inhabituelles de S. thermophilus est son extrême sensibilité 

au chlorure de sodium, certaines souches sont inhibées seulement par une concentration de 

2% (Sherman, 1937Ϳ. Ce test est ƌĠalisĠ paƌ l͛eŶseŵeŶĐeŵeŶt des souĐhes ;ϭ%Ϳ suƌ le ŵilieu 

de Naylor et Sharpe (annexe 03) contenant une concentration de 6,5% (P/V) de NaCl. 

L͛iŶĐuďatioŶ s͛effeĐtue à ϰϮ°C pendant 24h. 

 

6.3. Test de thermorésistance 

Ce test d͛ideŶtifiĐatioŶ ĐoŶsiste à vĠƌifieƌ la ƌĠsistaŶĐe des souĐhes à uŶe teŵpĠƌatuƌe Ġgale 

à celle de la pasteurisation (Sherman et Stark, 1931). Il a été effectué en inoculant le 

ďouilloŶ LMϭϳ aveĐ ϭ% d͛iŶoĐuluŵ pƌĠlevĠ d͛uŶe pƌĠ-culture de 18h. Les cultures établies 

sont portées dans un bain-marie réglé à 63°C pendant 30 min. Après quoi les cultures sont 

ƌefƌoidies sous uŶ jet d͛eau et iŶĐuďĠes à 42°C pendant 24h.  

Remarque : La croissance bactérienne dans un milieu liquide se manifeste par le 

dĠveloppeŵeŶt d͛uŶ tƌouďle. Pouƌ Đela, daŶs les tests de croissance sur 6,5% de NaCl et de 

thermo-résistance, la lecture des résultats consiste à détecter un trouble dans les tubes de 

ĐhaƋue souĐhe. L͛aďseŶĐe de tƌouďle iŶdiƋue uŶ ƌĠsultat ŶĠgatif.   

 

7. Identification de S. thermophilus par sǇstğŵe "API″ 

Vu Ƌue les tests ĐlĠs Đhoisis paƌ Ŷos soiŶs afiŶ d͛ideŶtifieƌ les souĐhes ĠtudiĠes ĠtaieŶt 

limités, et comme il a été mis à notre disposition des galeries "API" 20 Strep et 20E, nous 
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avoŶs doŶĐ ĐoŵplĠtĠ l͛ideŶtifiĐatioŶ des souĐhes, eŶ utilisaŶt Đes galeƌies ″API". Il est vƌai 

Ƌue la galeƌie API ϮϬE Ŷ͛est pas adaptĠe à l͛ideŶtifiĐatioŶ des S. thermophilus; mais nous 

avons juste considéré quelques tests, en se basant sur les critères utilisés dans 

l͛ideŶtifiĐatioŶ de Đette espğĐe. Toutes les iŶfoƌŵatioŶs ĐoŶcernant les galeries utilisées sont 

citées en annexe (07). 

 

7.1. Tests d’ideŶtifiĐatioŶ de S. thermophilus compris dans les galeries utilisées  

7.1.1. Fermentation des sucres  

Les ďaĐtĠƌies laĐtiƋues soŶt ĐoŶŶues paƌ leuƌs pƌopƌiĠtĠs feƌŵeŶtaiƌes d͛uŶ Ŷoŵďƌe 

iŵpoƌtaŶt de suďstƌats gluĐidiƋues. L͛ideŶtifiĐatioŶ de S. thermophilus est fondée sur sa 

ĐapaĐitĠ de feƌŵeŶteƌ des suĐƌes pƌiŶĐipaleŵeŶt le laĐtose, l͛iŶuliŶe, le soƌďitol, le mannitol, 

le galactose, la salicine, le cellobiose, le maltose, le melibiose et le raffinose (Moschetti et 

al., 1998; Facklam, 2002; Bennama et al., 2012). 

 
7.1.2. Hydrolyse de l’esĐuliŶe  

Ce test vise à ƌĠvĠleƌ la pƌĠseŶĐe de l͛eŶzǇŵe esĐuliŶe hǇdƌolase, Ƌui dĠgƌade l͛esĐuliŶe ;uŶ 

hĠtĠƌosideͿ eŶ gluĐose et esĐulĠtiŶe. L͛esĐulĠtiŶe doŶŶe eŶ pƌĠseŶĐe du Đitƌate feƌƌiƋue uŶe 

ĐoloƌatioŶ Ŷoiƌe due à la foƌŵatioŶ d͛esĐuliŶe feƌƌiƋue ;Guiraud, 1998). 

 

7.1.3. Recherche de l’urĠase  

Ce test ĐoŶĐeƌŶe la ŵise eŶ ĠvideŶĐe de l͛uƌĠase Ƌui ĐoŶveƌtit l͛uƌĠe eŶ aŵŵoŶiaĐ et 

dioxyde du carbone. Le S.thermophilus est la seule bactérie lactique possédant cette 

eŶzǇŵe. La dĠgƌadatioŶ de l͛uƌĠe alĐaliŶise le ŵilieu ;Zourari et al., 1992). 

 

7.1.4. ReĐherĐhe  de l’argiŶiŶe dihǇdrolase ;ADHͿ  

Cette eŶzǇŵe peƌŵet de liďĠƌeƌ l͚aŵŵoŶiaĐ à paƌtiƌ de l͚aƌgiŶiŶe, elle joue uŶ ƌôle iŵpoƌtaŶt 

daŶs l͛ideŶtifiĐatioŶ des ďaĐtĠƌies laĐtiƋues. Le ŵilieu utilisĠ ĐoŶtieŶt uŶ iŶdiĐateuƌ de pH, le 

pourpre de bromocrésol, si la couleur du milieu vire au jaune puis vers le violet, ceci indique 

la pƌĠseŶĐe de l͚eŶzǇŵe et la dĠgƌadatioŶ de l͚aƌgiŶiŶe. Si elle ƌeste jauŶe, Đela iŶdiƋue Ƌue 

la bactérie ne possède pas  une ADH (Thomas, 1973). 
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8. Mise en évidence de la formation de biofilm  

S. thermophilus est une espèce qui métabolise un nombre restreint de substrats glucidiques, 

tout en exhibant une haute affinité pour le lactose et peut également utiliser le saccharose, 

mais avec une efficacité moindre que le lactose (Poolman et al., 1992; Hols et al., 2005).  

Pouƌ Đes ŵotifs, le pƌotoĐole suivi daŶs l͛Ġtude du pouvoiƌ d͛adhĠƌeŶĐe et la foƌŵatioŶ de 

biofilm par les souches étudiées, le lactose et le saccharose ont été choisis comme source de 

carbone et additionnés au milieu M17 (LM17 et SM17) à raison d͛uŶe ĐoŶĐeŶtƌatioŶ de ϯ% 

(P/V). 

 

8.1. Méthode d’ĠvaluatioŶ en microplaque  

Après trois essais incluant les 23 souches étudiées, nous avons mis au point le protocole 

suivant : le bouillon LM17 ou SM17 testé en présence ou en absence du lait demi-écrémé 

(10%) a été utilisé pour remplir des microplaques de 96 puits en polystyrène transparent. 

Chaque puit a été ensemencé à partir des pré-cultures de 18h réalisées avec les souches 

étudiées. Les puits témoins ont été remplis par les mêmes milieux stériles. Les microplaques 

ont été ensuite incubées à 42°C pendant 24h. Après incubation, le surnageant est retiré et 

les puits ont été rincés deux fois avec du tampon phosphate (PBS) (annexe 04). Les cellules 

adhérées ont été colorées avec une solution aqueuse de cristal violet à 0,5% (P/V).  Après 

ϭϱŵiŶ d͛appliĐatioŶ, le Đƌistal violet a ĠtĠ ĠliŵiŶĠ et les puits oŶt ĠtĠ ƌiŶĐĠs tƌois fois à l͛eau 

bi-distillée stérile. La microplaque a été séchée pendant une quinzaine de minutes à 

température ambiante. La récupération du cristal violet retenu au niveau des cellules 

ďaĐtĠƌieŶŶes a ĠtĠ effeĐtuĠe paƌ l͛ĠthaŶol à ϵϱ%. Il a ĠtĠ dĠteƌŵiŶĠ paƌ la leĐtuƌe de 

l͛aďsoƌďaŶĐe à ϱϵϱŶŵ, eŶ utilisaŶt uŶ speĐtƌophotoŵğtƌe tǇpe ;Jenway 6715UV/Vis. 

Spectrophotometer).  

DaŶs Đe test l͛ĠvaluatioŶ est basée sur la comparaison des valeurs de la densité optique (DO) 

du film bactérien par rapport à la DO des témoins négatifs (milieux stériles). La capacité de 

formation de biofilm a été exprimée en utilisant la valeur seuil (DOc). La valeur seuil (DOc) 

est dĠfiŶie Đoŵŵe la ŵoǇeŶŶe de la DO des tĠŵoiŶs ŶĠgatifs plus tƌois fois l͛ĠĐaƌt-type des 

témoins négatifs  
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8.2. MĠthode d’ĠvaluatioŶ eŶ Tuďes (TM) 

Cette ĠvaluatioŶ d͛aspeĐt Ƌualitatif a ĠtĠ Ġtaďlie seloŶ la ŵĠthode de ďase dĠĐƌite paƌ 

Christensen et al. (1985), en utilisant des tubes à hémolyse en verre stériles, et dans les 

mêmes conditions de cultures décrites précédemment avec les microplaques. Dans le 

protocole réalisé, un volume des bouillons LM17 et SM17 a été transvasé aseptiquement 

dans les tubes à hémolyse et inoculé par les pré-cultures des souches testées. Après 

incubation à 42°C pendant 18 h, les tubes ont été vidés de leur contenu et lavés avec du PBS, 

puis séchés à température ambiante. Chaque tube a ensuite été coloré par du cristal violet à 

Ϭ,ϱ% peŶdaŶt ϭϱŵiŶ. Apƌğs ĠliŵiŶatioŶ du ĐoloƌaŶt, les tuďes oŶt ĠtĠ lavĠs  à l͛eau ďi-

distillée stérile, puis séchés renversés à température ambiante. Le test est considéré positif 

quand la coloration révèle une couche adhérente sur la surface interne des  tubes.  

 

8.3. DĠteĐtioŶ de la produĐtioŶ de "Sliŵe″ par la ŵĠthode de rouge CoŶgo agar  

La pƌoduĐtioŶ du "sliŵe″ a ĠtĠ ĠvaluĠe paƌ la ŵĠthode de Đultuƌe suƌ ƌouge CoŶgo agaƌ 

;‘CAͿ, seloŶ uŶ pƌotoĐole ŵodifiĠ adaptĠ d͛apƌğs Đelui dĠĐƌit iŶitialeŵeŶt paƌ Freeman et al. 

(1989). Le milieu RCA a été préparé avec du bouillon LM17 et SM17 contenant 0,08% de 

rouge Congo (Annexe 05) enrichi de lait écrémé stérile. Les boites de RCA inoculées ont été 

incubées pendant 24h à 42°C.  Concernant la lecture, différents aspects macroscopiques ont 

été décrits (Freeman et al., 1989; Arciola et al., 2001; Darwish et Asfour, 2013); mais en 

gĠŶĠƌal suƌ le ‘CA, les souĐhes pƌoduĐtƌiĐes de ″sliŵe" foƌŵeŶt des ĐoloŶies Ŷoiƌes, taŶdis 

que les souĐhes ŶoŶ pƌoduĐtƌiĐes dĠveloppeŶt des ĐoloŶies ƌouges. D͛autƌes desĐƌiptioŶs 

macroscopiques sont citées dans la partie résultats et discussion.  

 

9. Détection de certains acteurs impliqués dans la formation de biofilm 

9.1. Détection de la production des EPS par culture sur rouge de ruthénium agar  

Pour détecter  les souches productrices d'EPS, nous avons suivi le protocole de Dabour et La 

pointe (2005), en utilisant le milieu M17  additionné de 0,08% de rouge de ruthénium 

(RRLM17 ou RRSM17) (Annexe 06). Après ensemencement et incubation à 42°C pendant 

24h, les colonies des souches (EPS+) apparaissent blanches à roses claires et celles des 

souches (EPS –) roses à rouges.  

 

 



 Matériel et Méthodes 
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9.2. Mise en évidence des EPS capsulaires 

Sous certaines conditions de culture les bactéries lactiques peuvent former une capsule qui 

entoure le corps bactériens, les cellules sont alors dites « encapsulées ». La mise en évidence 

de la capsule a été établie par la technique de coloration négative à l'encre de Chine selon le 

protocole décrit par Mozzi et al. (2001). Cette technique consiste à déposer sur une lame 

pƌopƌe uŶe goutte de la pƌĠĐultuƌe à pƌoǆiŵitĠ d͛uŶe goutte d͛eŶĐƌe de ChiŶe. La 

pƌĠpaƌatioŶ est ƌeĐouveƌte d͛uŶe laŵelle, tout eŶ ĠvitaŶt l͛iŶtƌoduĐtioŶ de ďulles d͛aiƌ. 

L͛oďseƌvatioŶ ŵiĐƌosĐopiƋue est effeĐtuĠe à l͛oďjeĐtif ϰϬ, eŶsuite à l͛iŵŵeƌsioŶ eŶ utilisaŶt 

l͛oďjeĐtif ϭϬϬ. La Đapsule appaƌait Đoŵŵe uŶe zoŶe Đlaiƌe autouƌ de la ďaĐtĠƌie. 

 

10. Analyses statistiques  

Les résultats du test de la formation de biofilm sur microplaque en polystyrène  

représentent la moyenne de trois essais.  Les traitements statistiques (Analyse de la 

variance : Anova) oŶt ĠtĠ effeĐtuĠs  paƌ ″XLSTAT ϮϬϭϴ". La sigŶifiĐatioŶ a ĠtĠ fiǆĠe à p <Ϭ.Ϭϱ. 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Résultats & Discussion  

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



           Résultats et Discussion 

 

 

32 

1. Isolement de S. thermophilus  

Lors de cette étude, nous avons isolé au total vingt souches de S. thermophilus, dont dix-huit 

souches issues du yaourt et deux souches d͛oƌigiŶe fƌoŵagğƌe ;Emmental et Gruyère). 

 
2. Pré-identification de S. thermophilus  

La pré-ideŶtifiĐatioŶ est uŶe Ġtape iŵpoƌtaŶte daŶs les pƌoĐĠduƌes d͛ideŶtifiĐatioŶ des 

espèces microbiennes. Le groupe des bactéries lactiques peut être rapidement pré-identifié, 

apƌğs la dĠteƌŵiŶatioŶ de ses aspeĐts ŵaĐƌosĐopiƋues et ŵiĐƌosĐopiƋues, aiŶsi Ƌu͛uŶe 

recherche de la catalase (De Roissart et Luquet, 1994). 

 
2.1. Aspects macroscopiques et test à catalase 

Cultivées sur le bouillon LM17 apƌğs Ϯϰh d͛iŶĐuďatioŶ à 42°C, les souches de S. thermophilus 

forment un trouble homogène avec un dépôt cellulaire au fond du tube un peu collant, tout 

en donnant un aspect tourbillonnant. 

Sur le LM17 agar, les souches développent de petites colonies homogènes, blanchâtres, 

lisses, à élévation convexe et à contour régulier. Ces aspects macroscopiques typiques à 

l͛espğĐe S. thermophilus ont été largement décrits dans la littérature (Guiraud, 1998; Ayhan 

et al., 2005; Bennama et al., 2012). 

Par ailleurs, le test de catalase a été noté négatif, car aucun dégageŵeŶt gazeuǆ Ŷ͛a ĠtĠ 

observé après le traitement des colonies paƌ l͛eau oǆǇgĠŶĠe (Fig.9). Le test à catalase 

ĐoŶstitue uŶ test ĐlĠ daŶs l͛ideŶtifiĐatioŶ du gƌoupe des ďaĐtĠƌies laĐtiƋues, Ƌui sont 

dépourvues de cette activité enzymatique (Dellaglio  et al., 1994; Guiraud, 1998). 

 

 

 

Fig.9 : Aspect de la réaction du test de la catalase réalisé avec les souches S. thermophilus 

B05 et E17. 

 

E17 B05 
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2.2. Aspects microscopiques 

L͛eǆaŵeŶ ŵiĐƌosĐopiƋue à l͛Ġtat fƌais a peƌŵis de doŶŶer un aperçu sur la forme, 

l͛aƌƌaŶgeŵeŶt cellulaire, et aussi de confirmer le caractère immobile des souches. En outre, 

l͛oďseƌvatioŶ ŵiĐƌosĐopiƋue après coloration de Gram a montré la présence de cellules sous 

forme ovoïde, à Gram positif, organisées en chaînettes plus ou moins longues (Fig. 10). Ces 

aspects micro-ŵoƌphologiƋues ĐaƌaĐtĠƌiseŶt l͛espğĐe S. thermophilus et ont été signalés 

dans de nombreux travaux (Sherman, 1937; Moschetti et al., 1998; Delorme, 2008; 

Bennama et al., 2012). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.10 : Aspect microscopique de S. thermophilus E06 et E20, après coloration de Gram, 

iŶdiƋuaŶt la foƌŵe ovoïde et l͛aƌƌaŶgeŵeŶt eŶ Đhaînettes. 

- OďseƌvatioŶ effeĐtuĠe à l͛oďjeĐtif ϭϬϬ. 

Les flèchent indiquent le ŵode d͛assoĐiatioŶ eŶ ĐhaîŶettes. 

 

E20 

E06 
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3. Identification biochimique partielle des souches 

3.1. Croissance sur le lait de Sherman  

Les souches isolées sont incapables de croitre sur le lait de Sherman (en présence de 0,1% de 

bleu de méthylène, le milieu ne vire pas en blanc) (Fig. 11). Ce résultat est liĠ à l͛aďseŶĐe de 

la réductase, confirme en effet, l͛appaƌteŶaŶĐe des souches testées au genre Streptococcus 

(Sherman, 1937; Guiraud, 1998). 

 

 

 

Fig. 11 : Résultat du test de croissance des souches de S. thermophilus sur le lait de Sherman, 

apƌğs Ϯϰh d͛iŶĐuďatioŶ à ϰϮ°C. 

TS : Témoin sans bleu de méthylène; TA : Témoin avec bleu de méthylène. 

 

 
3.2. Croissance à une concentration de 6.5 %de NaCl  

Toutes les souches isolées sont incapables de se développer sur le milieu Nayler et Shape à 

une concentration de 6.5% de NaCl (Fig. 12). Ce ƌĠsultat s͛aĐĐoƌde aveĐ les données 

bibliographiques portant sur la sensibilité de l͛espğĐe S. thermophilus au chlorure de sodium, 

sachant que cette espèce est inhibée à une concentration de 4% de NaCl (Sherman, 1937; 

Delorme, 2008; Moschetti et al., 1998; Maqsood et al., 2013). 

 

TS TA B34 E2 E4 E14 B05 E20 E19 E8 
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Fig. 12: Résultat du test de croissance des souches de S. thermophilus E12 et E14 à une 

concentration de 6.5 % de NaCl, iŶdiƋuaŶt l͛aďseŶĐe de ĐƌoissaŶĐe apƌğs Ϯϰh d͛iŶĐuďatioŶ à 

42°C.  T : témoin. 

 

3.3. Test de thermorésistance 

Les ƌĠsultats de Đe test oŶt ŵoŶtƌĠ la pƌĠseŶĐe d͛uŶ tƌouďle au Ŷiveau des tuďes, ĐoŶfiƌŵaŶt 

ainsi la thermorésistante des souches à une température de 63°C. CeĐi s͛aĐĐoƌde aveĐ les 

études rapportant que le S. thermophilus a la capacité de croitre à des températures élevées 

comprises entre 50°C et 65°C (Sherman, 1937;  Delorme, 2008). 

 

3.4. Identification de S. thermophilus par système "API″  

Les résultats obtenus avec le système "API 20 STREP″ et ″20E" oŶt ĐoŶfiƌŵĠ l͛appaƌteŶaŶĐe 

des souches ĠtudiĠes au ƌaŶg de l͛espğĐe S .thermophilus. Le pƌofil d͛ideŶtifiĐatioŶ obtenu 

avec les souches testées est présenté dans les figures (13 et 14) et le Tableau VI . 

L͛ideŶtifiĐatioŶ paƌ le sǇstğŵe API a montré que les souches testées oŶt l͛aptitude à 

hǇdƌolǇseƌ l͛uƌĠe, aloƌs Ƌu͛elles soŶt iŶĐapaďles d͛hǇdƌolǇseƌ l͛esĐuliŶe et l͛aƌgiŶiŶe. 

T 
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Fig.13: Aspects de la galerie Api 20E obtenus avec les souches S. thermophilus E4, E14 et 

B05. 

 

 

Fig.14 : Aspects de la galerie ″Api Strep" obtenus avec les souches S. thermophilus E4 et E12. 
 

 

 

 

 

 

 

    VP  HIP ESC  PYRAαGAL βGUR Βgal PAL LAPADH RIB ARA MAN SOR LAC TRE INURAFAMDGLYG 

E12 

E4 

VPHIP ESC PYRA αGAL βGUR Βgal PAL LAPADHRIB ARA MAN SOR LACTRE INURAFAMDGLYG 

ONPG : Béta galactosidase; ADH : Arginine dihydrolase; LDC : Lysine décarboxylase ; ODC : Ornithine décarboxylase; CIT : 

Utilisation de citrate; H2S : PƌoduĐtioŶ d͛H2S; URE : Uréase; TDA : Tryptophane désaminase; IND : PƌoduĐtioŶ d͛iŶdole; 
VP : PƌoduĐtioŶ d͛aĐĠtoiŶe; GEL : gélatinase; GLU : glucose; INO : Inositol; RHA : Rhamnose; SAC : saccharose; MEL: 

melibiose; AMY : Amygdaline; Hip : Hippurate; ESC: Esculine; PYRA: pyrrolidonyl arylamidase; αGAL: α galaĐtosidase; 
βGUR :β glucorunidase; βGAL :βgalactosidase;  PAL: Phosphatase alcaline;  LAP : Leucine aminopeptidase;  RIB : Ribose; 

ARA: Arabinose; MAN :Mannitol; SOR :Sorbitol; LAC: Lactose; TRE :Trehalose; INU : Inuline ; RAF: Raffinose; 

AMD :Amidon ; GLYG: Glycogène. 
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Concernant la source de carbone utilisée par les isolats, il semble clair que le lactose est le 

sucre majoritairement utilisé lors de leur métabolisme fermentatif (Fig. 14). Cela est 

ĐoŶfiƌŵĠ aussi paƌ la positivitĠ du test de la β-galactosidase (ONPG), inclut dans la galerie 

Api ϮϬE. Paƌ ailleuƌs, les isolats soŶt iŶĐapaďles de feƌŵeŶteƌ d͛autƌes ĐaƌďohǇdƌates tels Ƌue 

l͛aŵǇgdaliŶe, l͛aŵidoŶ, le raffinose et l͛iŶuliŶe. Ce pƌofil feƌŵeŶtaiƌe ĐaƌaĐtĠƌisaŶt l͛espğĐe S. 

thermophilus est décrit dans de nombreuses  études (Sherman, 1937; Delorme, 2008; 

Bennama et al., 2012). 

EŶ teŶaŶt Đoŵpte de l͛oƌigiŶe des isolats ;Ǉaouƌt et fƌoŵage à pâte ĐuiteͿ et suite aux 

résultats de cette ideŶtifiĐatioŶ, Ŷous ĐoŶfiƌŵoŶs l͛appaƌteŶaŶĐe des souĐhes isolĠes à 

l͛espğĐe S. thermophilus. 
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Tableau VI .Tests d͛ideŶtifiĐatioŶ phĠŶotǇpiƋue, phǇsiologiƋue et ďioĐhiŵiƋue des souches 

de S. thermophilus. 
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E1 + - - - + - - - - - - - - - - - - - + + + 

E2 + - - - + - - - - - - - - - - - - - + + + 

E3 + - - - + - - - - - - - - - - - - - + + + 

E4 + - - - + - - - - - - - - - - - - - + + + 

E5 + - - - + - - - - - - - - - - - - - + + + 

E6 + - - - + - - - - - - - - - - - - - + + + 

E7 + - - - + - - - - - - - - - - - - - + + + 

E8 + - - - + - - - - - - - - - - - - - + + + 

E9 + - - - + - - - - - - - - - - - - - + + + 

E10 + - - - + - - - - - - - - - - - - - + + + 

E11 + - - - + - - - - - - - - - - - - - + + + 

E12 + - - - + - - - - - - - - - - - - - + + + 

E13 + - - - + - - - - - - - - - - - - - + + + 

E14 + - - - + - - - - - - - - - - - - - + + + 

E15 + - - - + - - - - - - - - - - - - - + + + 

E16 + - - - + - - - - - - - - - - - - - + + + 

E17 + - - - + - - - - - - - - - - - - - + + + 

E18 + - - - + - - - - - - - - - - - - - + + + 

E19 + - - - + - - - - - - - - - - - - - + + + 

E20 + - - - + - - - - - - - - - - - - - + + + 

B05 + - - - + - - - - - - - - - - - - - + + + 

B03 + - - - + - - - - - - - - - - - - - + + + 

B34 + - - - + - - - - - - - - - - - - - + + + 

+ : test positif, - : test négatif. 
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4. Mise en évidence de la formation de biofilm 

4.1. Évaluation en microplaque 

Toutes les souches isolées ont été testées pour leur capacité à former des biofilms sur 

microplaque en polystyrène. Nous rappelons que dans une première étape chaque souche a 

subi 4 tests (sur milieu M17 lactosé ou saccharosé en présence ou en absence du lait). Dans 

une seconde étape, les souches ayant présenté un pouvoir d͛adhĠƌeŶĐe visiďle, après 

coloration des puits au cristal violet ont été sélectionnées pour refaire les tests. Ces souches 

sont: E1, E2, E4, E6, E8, E11, E12, E14, E17, E19, E20, B03, B05 et B34. 

Le test sur microplaque utilisant le cristal violet est une méthode indirecte de quantification 

des biofilms. Le cristal violet ne colore pas spécifiquement toute la biomasse viable ou 

morte, ni la matrice du biofilm. Cette coloration évalue la réponse globale du ďiofilŵ d͛uŶe 

souche (Burton et al., 2007).  

L͛Ġtape de la ƌĠĐupĠƌatioŶ du Đƌistal violet Ƌui a pénétré dans les cellules, en utilisant 

l͛ĠthaŶol 9ϱ%, a peƌŵis de doŶŶeƌ uŶe pƌeŵiğƌe appƌĠĐiatioŶ suƌ la ĐapaĐitĠ d͛adhĠƌeŶĐe 

des souches étudiées. Les aspects des microplaques avant et après récupération du cristal 

violet sont illustrés par les figures 15 et 16. Les résultats obtenus avec les souches 

sĠleĐtioŶŶĠes ŵoŶtƌeŶt Ƌu͛elles sont Đapaďles d͛adhĠƌeƌ au polǇstǇƌğŶe ;Fig. 15, 16), 

ƌĠvĠlaŶt aiŶsi leuƌs aptitudes à s͛oƌgaŶiseƌ eŶ ďiofilŵ. La capacité de former un biofilm est 

liée pƌiŶĐipaleŵeŶt à l͛adhérence du microorganisme à une surface (Costerton et al., 1987). 

Comme première analyse, cette faculté à adhérer à la surface du polystyrène varie entre ces 

souches de S. thermophilus. Ceci a été confirmé dans un premier temps avec les valeurs de la 

densité optique lues à 595nm et dans un second temps à travers les traitements relatifs à la 

classification des souches en catégories par rapport à la valeur seuil (DOc). 

Peu d͛iŶfoƌŵatioŶs soŶt connues sur la capacité de S. thermophilus à former des biofilms et 

à y vivre, mais les données bibliographiques disponibles (Licitra et al., 2007; Lortal et al., 

2009; Couvigny et al., 2015) suƌ la ĐapaĐitĠ de l͛espğĐe S. thermophilus d͛adhĠƌeƌ auǆ 

suƌfaĐes et de foƌŵeƌ uŶ ďiofilŵ oŶt dĠjà sigŶalĠ l͛eǆisteŶĐe de vaƌiatioŶs, à savoiƌ des 

différences entre les souches au sein de cette espèce. Bassi et al. (2017) ont rapporté que la 

souche S. thermophilus UC8547, connue pour ses propriétés d'acidification est dotĠe d͛uŶe 

capacité élevée à former un biofilm sur de l'acier inoxydable dans des conditions 

environnementales semblables à l'environnement laitier.  
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Fig. 15 : Résultats ŵoŶtƌaŶt l͛aspeĐt des microplaques en absence du lait après 18h 

d͛incubation à 42°C. 1 : avant coloration au cristal violet; 2 : Après récupération du cristal 

violet. 

 (a): Milieu saccharosé; (b): Milieu lactosé. 
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Fig. 16 : Résultats ŵoŶtƌaŶt l͛aspeĐt des microplaques en présence du lait, après 18h 

d͛iŶĐuďatioŶ à ϰϮ°C. 1 : avant coloration au cristal violet; 2 : Après récupération du cristal 

violet. 

 (A): Milieu saccharosé; (B): Milieu lactosé. 
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Les valeurs de la densité optique obtenues avec le cristal violet récupéré, sont indiquées 

dans les figures 17, 18, 19 et 20. L͛aŶalǇse de la vaƌiaŶĐe portée sur ces valeurs a permis de 

révéler quelques différences significatives entre les souches étudiées.  

Les résultats observés indiquent clairement que la formation du biofilm vaƌie d͛uŶe souĐhe à 

une autre. Cette variabilité est associée directement à la composition du milieu. En présence 

du saccharose dépourvu du lait. Les souches E2, B03, E17 et B34 ont montré une différence 

significative (p<0.05) avec les autres souches. La souĐhe Eϭϭ s͛avğƌe la ŵeilleuƌe foƌŵatƌiĐe 

de biofilm (Fig. 17).   

Quand le milieu saccharosé est additionné de lait, les souches E12, E14, E17, E2 et E20 

affichent une différence significative par rapport aux autres souches (P<0.05). La souche E14 

apparaît une forte formatrice de biofilm (Fig. 18). Une nuance significative (P<0.05) est 

observée en milieu lactosé dépourvu de lait entre les souches E2, E17, B03, B05 et B34 d͛uŶe 

part  et les autres souches d͛autƌe paƌt. La souche E8 s͛est montrée comme étant la 

meilleure formatrice de biofilm (Fig. 19).  

Lorsque le milieu lactosé est additionné de lait, les souches E2, E6, E12, E17, E19, E20, B05 et 

B34 ont présenté une variabilité significative  avec les autres souches  (P<0.05) (Fig. 20). La 

souche B34 est signalée comme étant une meilleure formatrice de biofilm.  

Par ailleurs, il apparait nettement que la composition du milieu de croissance a une 

influence sur l͛adhĠƌeŶĐe des souĐhes (Fig. 18 et Fig. 20). Les souches ont en effet, exhibé 

une forte adhérence dans le milieu additionné de lait, en présence de saccharose et du 

lactose. 

Les résultats de cette étape ont montré que le lait stiŵule l͛adhĠƌeŶĐe eŶ pƌĠseŶĐe du 

saĐĐhaƌose et du laĐtose. La souĐhe Eϭ9 s͛est ŵoŶtƌĠe uŶe foƌte foƌŵatƌiĐe de ďiofilŵ, vu 

Ƌu͛elle a ĠtĠ la seule Ƌu͛a eue la ĐapaĐitĠ d͛adhĠƌeƌ suƌ les ŵiĐƌoplaƋues, en donnant les 

valeurs de la DO les plus élevées et ce dans la majorité des conditions établies, suivie par les 

souches E8, E12, E14, E17 et E20. Ces souches ont affiché une forte adhésion dans les deux 

conditions (quelle que soit la nature de la source de carbone (lactose ou saccharose), et en 

présence ou en absence du lait.   
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Fig. 17 : Capacité de formation de biofilm par les souches de S. thermophilus sur 
microplaque en polystyrène, après 24h d͛iŶĐuďatioŶ eŶ ďouilloŶ Mϭ7 saĐĐhaƌosĠ et en 

absence de lait.   
Les lettres a, b, c, d et f représentent des valeurs significativement différentes (P<0.05). 
 

  

Fig. 18 : Capacité de formation de biofilm par les souches de S. thermophilus sur 
microplaque en polystyrène, après 24h d͛iŶĐuďatioŶ eŶ ďouilloŶ Mϭ7 saĐĐhaƌosĠ additioŶŶĠ 

de lait.   
Les lettres a et b représentent des valeurs significativement différentes (P<0.05). 
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Fig. 19: Capacité de formation de biofilm par les souches de S. thermophilus sur microplaque 
en polystyrène, après 24h d͛iŶĐuďatioŶ eŶ ďouilloŶ Mϭ7 laĐtosĠ et en absence de lait. 

- Les lettres a, b, c, représentent des valeurs significativement différentes (P<0.05).  
 

 

Fig. 20 : Capacité de formation de biofilm par les souches de S.thermophilus sur microplaque 
en polystyrène, apƌğs Ϯϰh d͛iŶĐuďatioŶ eŶ ďouilloŶ Mϭ7 laĐtosĠ eŶ pƌĠseŶĐe de lait. 
- Les lettres a, b, c, d et f représentent des valeurs significativement différentes (P<0.05). 
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Selon Diaz et al. (2016), certaines bactéries lactiques (Enterococcus faecalis, Enterococcus 

faecium, Enterococcus durans, Enterococcus hirae, Lactococcus lactis, Lactobacillus vaginalis, 

Lactobacillus curvatus, Lactobacillus brevis, Lactobacillus reuteri et Lactobacillus 

parabuchneri), oŶt uŶe adhĠƌeŶĐe alteƌŶaŶt eŶtƌe l͛aspeĐt foƌt et faiďle. EŶ outƌe, les 

ƌĠsultats d͛uŶe autƌe Ġtude oŶt tƌouvĠ Ƌue toutes les espèces de Lactobacillus testées sont 

de fortes formatrices de biofilm, sur des microplaques en polystyrène (Gomez et al., 2016). 

Chen et al. (2017) ont constaté que la capacité de formation de biofilm par certaines  

bactéries lactiques (Lactobacillus plantarum et Leuconostoc citreum) est influencée par la 

composition du milieu (NaCl et saccharose), son pH initial ainsi que certaines conditions de 

Đultuƌe  eŶ ƌelatioŶ aveĐ la ĐoŶĐeŶtƌatioŶ de l͛iŶoĐuluŵ et la teŵpĠƌatuƌe d͛iŶĐuďatioŶ. 

Par ailleurs, comme il a été signalé plus haut, la détermination de la valeur seuil (ODc), a 

permis de classer les souches en catégories, tel il est indiqué dans le tableau VII. Les souches 

testées alternent généralement entre forte adhérente ou modérée. Cette classification a  

ƌĠvĠlĠ la vaƌiaďilitĠ liĠe à la ĐoŵpositioŶ du ŵilieu de Đultuƌe. L͛adhĠƌeŶĐe des souĐhes de S. 

thermophilus à la surface du polystyrène a été fortement modulée par le milieu saccharosé 

additionné de lait. Parallèlement, le milieu lactosé additionné de lait  a exercé les mêmes 

effets, tout eŶ favoƌisaŶt uŶe foƌte adhĠƌeŶĐe de la ŵajoƌitĠ des souĐhes testĠes. Ce Ŷ͛est 

pas le même constat en absence du lait (quelle que soit la source de carbone), où 

l͛adhĠƌeŶĐe des souĐhes vaƌie eŶtƌe l͛aspeĐt foƌt ;9 souĐhesͿ, ŵodĠƌĠ ;ϰ souĐhesͿ et faiďle ;ϭ 

souche).  
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Tableau VII. ClassifiĐatioŶ de l͛adhĠƌeŶĐe des souĐhes sĠleĐtioŶŶĠes de S. thermophilus par 

la méthode de microplaque en polystyrène. 

 

Source de carbone Lait Valeur seuil Adhérence Nombre de 
souches 

Lactose + OD ӊ 0.144 Non adhérente 0 

0.144<OD <0.289 Faible adhérente 0 

0.289<ODӊ 0.578 Adhérente modérée 2 

OD Ӌ0.578 Forte adhérente 12 

Lactose - OD ӊ 0.1 33 Non adhérente 0 

0.133<OD <0.267 Faible adhérente 1 

0.267<ODӊ 0.533 Adhérente modérée 4 

OD Ӌ0.533 Forte adhérente 9 

Saccharose  + OD ӊ 0.112 Non adhérente 0 

0.112<OD <0.223 Faible adhérente 0 

0.223<ODӊ 0.447 Adhérente modérée 0 

OD Ӌ0.447 Forte adhérente 14 

 Saccharose  - OD ӊ 0.130 Non adhérente 0 

0.130<OD <0.261 Faible adhérente 1 

0.261<ODӊ 0.523 Adhérente modérée 4 

OD Ӌ0.523 Forte adhérente 9 

+ : avec lait; - : sans lait. 
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 4.2. Méthode d’évaluatioŶ eŶ Tubes (TM) 

Cette méthode présente une technique classique pour la mise en évidence de la formation 

de biofilm, basée sur l͛appƌĠĐiatioŶ visuelle de l͛adhĠƌeŶĐe cellulaire à une surface lisse par 

la mention présence/absence. Après uŶe pĠƌiode d͛iŶĐuďatioŶ de Ϯϰh à ϰϮ°C et apƌğs 

coloration, nous avons remarqué et pour la majorité des souches une adhérence faible, avec 

foƌŵatioŶ d͛uŶ filŵ à peiŶe visiďle à la surface interne des tubes à hémolyse. Cette 

adhérence a été quand même remarquable en présence du lactose comme source de 

ĐaƌďoŶe, Đe Ƌui Ŷ͛est pas le cas avec le saccharose. En absence du lait, nous avons constaté 

uŶe diŵiŶutioŶ Ŷette du pouvoiƌ d͛adhĠƌeŶĐe des souĐhes. L͛iŶteŶsitĠ de cette adhérence 

diminue encore plus, quand la source de carbone est changée du lactose au saccharose. La 

formation du biofilm est considérable dans les milieux contenant du lait; sachant que le 

laĐtose et le lait iŶduiseŶt la foƌŵatioŶ de la Đapsule et du ďiofilŵ paƌ l͛augŵeŶtatioŶ de la 

production du polysaccharide intercellulaire adhésine  "PIA″ (Poutrel et al., 1995; Xue et 

al.,2014). Comparativement aux autres souches, la souche E8 sur le LM17 additionné de lait 

a présenté un aspect différent, elle s͛adhğƌe foƌteŵeŶt au foŶd du tuďe par la formation 

d͛uŶ agƌĠgat iŵpoƌtaŶt (Fig. 21). Par ailleurs, les souches E4, E6, E17, E20 et B05 ont montré 

une adhésion modérée, sauf que la souche B05 s͛adhğƌe plus en se localisant dans une zone 

de la périphérie du tube (Fig. 21). Cette souche a aussi présenté un aspect remarquable sur 

le milieu saccharosé additionné de lait. En outre, testées dans les mêmes conditions de 

culture et en absence de lait, les souches ont exprimé une faible adhérence par rapport à 

celle obtenue avec le lait. En milieu lactosé (Fig. 23), seulement quatre souches (E1, E12, E17 

et B03) ont montré une adhérence faible à modérée par rapport aux autres souches, qui ont 

affiché une très faible adhérence. En milieu saccharosé (Fig. 24), une faible adhérence a été 

notée sur les souches E6, E17 et B03. Le reste des souches ont été qualifiées comme de très 

faibles adhérentes. L͛adhérence faible observée en absence de lait, confirme la théorie que 

le lait stiŵule l͛adhĠƌeŶĐe auǆ suƌfaĐes, tout en favorisant la formation de biofilm par 

certaines souches de Streptococcus uberis  (Vanhimo et al., 2011). Selon les mêmes auteurs 

les composants du lait stimulent la formation de biofilm, eŶ augŵeŶtaŶt l͛eǆpƌessioŶ des 

protéines de surface. Un autre travail a confirmé ce fait, puisque la formation de biofilm est 

faible en absence du lait, et que cette formation est induite par des nutriments contenus 

dans le lait (Vanhimo et al., 2011; Mohd Yusof et al., 2017). 
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Fig.21: Formation de biofilm par les souches sélectionnées de S. thermophilus. Évaluation 

par la méthode en tubes sur le LM17 avec lait, après incubation à 42°C pendant 24h. 

T : témoin. La flèche indique une forte adhérence. 

  

 

Fig. 22: Formation de biofilm par les souches sélectionnées de S. thermophilus. Évaluation 

par la méthode en tubes sur le SM17 avec lait, après incubation à 42°C pendant 24h. 

T : témoin.  
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Il est vƌai Ƌue l͛iŶĐoŶvĠŶieŶt ŵajeuƌ de cette méthode réside dans la difficulté  à distinguer 

une formation modérée d͛uŶe foƌŵatioŶ faible de biofilm (Bakir et Ali, 2016). Des études 

ont montré que la méthode en tubes Ŷ͛est pas pƌoposĠe Đoŵŵe ĠtaŶt uŶ test de choix pour 

cribler et identifier les souches formatrices de biofilm (Christensen et al., 1995; Mathur et 

al., 2006; Hassan et al., 2011). Ruzicka et al. (2009) ont signalé que la méthode en tubes est 

meilleure par rapport à la gélose au rouge Congo. L͛avaŶtage de Đette ŵĠthode est Ƌu͛elle 

Ŷ͛eǆige pas une mesure de la densité optique par le spectrophotomètre. La TM reste quand 

même utiliser comme une méthode pour la détection de la formation de biofilm par les 

bactéries.  

L͛adhésion faible exprimée par cette méthode est liée aux propriétés hydrophiles de la 

surface en verre des tubes à hémolyse. L͛adhĠrence de S. thermophilus est très substratum- 

dépendante (Boulangé-Petermann et al., 1993). Les microorganismes hydrophobes 

adhérent fortement  aux surfaces hydrophobes non polaires, comme le plastique et le 

téflon, alors que les microorganismes hydrophiles adhérent plus fortement aux surfaces 

hydrophiles comme le métal et le verre (Fletcher et Loeb, 1979; Boulangé-Petermann et al., 

1993; Grivet et al., 2000; Briandet et al., 2001). Selon le fournisseur "Greiner Bio-One", la 

surface en polystyrène est hydrophobe, sachant que la surface cellulaire de S. thermophilus 

est ainsi hydrophobe, ce qui permet une bonne adhérence, par rapport à celle observée sur 

des surfaces hydrophiles comme le verre (Couvignyet al., 2015). 

JusƋu͛à pƌĠseŶt, les deuǆ ŵĠthodes testĠes, Ŷous oŶt peƌŵis de ŵettƌe eŶ ĠvideŶĐe la 

capacité de nos souches à adhérer à des surfaces différentes (verre et polystyrène). La 

ŵĠthode eŶ ŵiĐƌoplaƋue à faĐiliteƌ l͛appƌĠĐiatioŶ de l͛adhĠƌeŶĐe de ĐhaƋue souĐhe, eŶ 

déterminant quantitativement quatre catégories de souches. Cependant, la méthode en 

tuďes a seuleŵeŶt peƌŵis de dĠĐƌiƌe l͛adhĠƌeŶĐe des souĐhes, Đaƌ il est diffiĐile Đoŵŵe il a 

été signalé précédemment, de distinguer les souches adhérentes faibles,  des souches 

adhérentes modérées. Cette technique demeure limitée à une détection qualitative. 
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Fig.23 : Formation de biofilm par les souches sélectionnées de S.thermophilus. Évaluation par 

la méthode en tubes sur le LM17 sans lait, après incubation à 42°C pendant 24h.                 

T : témoin. 

 

  
 

Fig.24: Formation de biofilm par les souches sélectionnées de S. thermophilus. Évaluation par 

la méthode en tubes sur le SM17 sans lait, après incubation à 42°C pendant 24h. 

T : témoin. 
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4.3. Production de "Slime″ sur gélose au rouge Congo (RCA)  

Chez les bactéries, la production d͛uŶe Đouche mince de nature polysaccharidique, appelée 

″slime" constitue un facteur majeur dans la formation du biofilm, en jouant un rôle 

remarquable dans l͛adhĠƌeŶĐe et la colonisation des surfaces (O’Gara et Huŵphreys, 2001). 

Chez Staphylococcus aureus et epidermidis, le  "slime″ est composé principaleŵeŶt d͛uŶ 

polysaccharide intercellulaire adhésine (PIA), où il représente probablement le composant 

majeur de la matrice extracellulaire du biofilm (Joo  et Otto, 2012). 

La méthode de la gélose au rouge Congo permet de détecter la formation de biofilm par la 

mise en évidence de la production de ″slime" (Freeman et al., 1989). Les souches de S. 

thermophilus ĠvaluĠes paƌ Đette ŵĠthode oŶt dĠveloppĠ apƌğs Ϯϰh d͛iŶĐuďatioŶ à ϰϮ°C, des 

ĐoloŶies d͛appaƌeŶĐe vaƌiaďle, doŶt la Đouleuƌ osĐille eŶtƌe le ƌose Đlaiƌ, le ƌouge et le Ŷoiƌ 

(Fig. 25 et 26). Nous sigŶaloŶs Ƌu͛auĐuŶ ĐhaŶgeŵeŶt daŶs la Đouleuƌ des colonies Ŷ͛a été 

observé après 48h d͛eŶtƌeposage à teŵpĠƌatuƌe aŵďiaŶte. Cela pƌopose Ƌue l͛iŶĐuďatioŶ 

pendant 24h est suffisante pour la production de "slime″par S. thermophilus; et que ses 

étapes de formation de ďiofilŵ Ŷ͛oŶt pas ďesoiŶ de ŵĠtaďolites seĐoŶdaiƌes ou de molécules 

issus du métabolisme secondaire pendant la phase stationnaire. 

En fait, concernant le sens de la couleur de la colonie, de multiples interprétations ont été 

proposées, et d͛ailleuƌs ĐeƌtaiŶes Ġtudes ŵoŶtƌeŶt Ƌue l͛aspeĐt seĐ ĐoƌƌespoŶd auǆ souĐhes 

productrices de ″slime" sans donner d͛iŵpoƌtaŶĐe à la Đouleuƌ ;Ŷoiƌe, rouge ou rose) 

(Curarella et al., 2004; Knobloch et al., 2002; Dubravkaet al., 2010). 

Pour le traitement de ces résultats, nous avons calculé un pourcentage, en se basant sur le 

nombre de souches positives dans chaque catégorie de couleur. Les résultats relatifs sont 

illustrés par les figures (Fig. 27 et 28). Il a été remarqué et indépendamment de la source de 

carbone (saccharose ou lactose) que 42,86% des souches (E2, E4, E6, E11, E17, B03 et B34) 

développent des colonies noires sèches sur le RCA. Plusieurs auteurs (Darwish et Asfour, 

2013; Kaiser et al., 2013; Casagrande-Proietti et al., 2015) indiquent que cet aspect (colonie 

ŶoiƌeͿ  est uŶ sigŶe ŵajeuƌ d͛uŶe foƌte pƌoduĐtioŶ de "sliŵe″.  La couleur noire est due à une 

association entre la couche épaisse du ″sliŵe" et le colorant rouge Congo. La diminution de 

Đette assoĐiatioŶ ou de l͛Ġpaisseuƌ du "sliŵe″ entraîne un aspect de couleur plus claire 

(Fabre-klein et al., 2015). 
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Fig. 25: Aspects des colonies des souches S. 

thermophilus E4, E14 et E20, indiquant la 

pƌoduĐtioŶ de ″sliŵe" sur le LM17 RCA au 

lait, apƌğs Ϯϰh d͛iŶĐuďatioŶ à ϰϮ°C. 

 

Fig. 26 : Aspects des colonies des souches S. 

thermophilusE14, E20et B34, indiquant la 

pƌoduĐtioŶ de "sliŵe″ sur le SM17 RCA au 

lait, apƌğs Ϯϰh d͛iŶĐuďatioŶ à ϰϮ°C. 
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Par ailleurs, les colonies présentant un aspect noir lisse ou rouge sec sont considérées 

comme productrices modérées de ″slime". Cette description a concerné 35,71% des souches 

formatrices de colonies noires lisses et 7,14 % des souches avec des colonies rouges sèches 

sur le RCA saccharosé. Parallèlement, 21,43% des souches ont formé des colonies noires 

lisses et 21, 43% des colonies rouges sèches sur le RCA lactosé (Fig. 27 et Fig. 28). 

Les autres souches ont donné un aspect de colonies alternant entre le rouge lisse (0% sur le 

RCA saccharosé et 14,28% sur le RCA lactosé) et rose sec (14,28% sur le RCA saccharosé et 

0% sur le RCA lactosé) (Fig. 27 et Fig. 28). Elles ont été évaluées comme non productrices de 

"slime″, eŶ se ƌĠfĠƌaŶt auǆ desĐƌiptioŶs faites paƌ Darwish et Asfour, (2013) et Hammadi et 

Yousif, (2014). 

D͛apƌğs la littérature les souches productrices de "slime″ sont celles qui forment des 

colonies noires sèches, mais les colonies rouges lisses/sèches et roses lisses/sèches sont des 

phénotypes considérés comme étant non producteurs de ″slime" (Freeman et al., 1989; 

Rajkumar et al., 2016; Kaiser et al., 2013). 

D͛autƌes études considèrent les colonies noires lisses et rouges sèches comme un résultat 

indéterminé (Dubravkaet al., 2010 ; Hammadi et Yousif, 2014). Par contre, certains travaux 

parlent de résultats intermédiaires (Darwish et Asfour, 2013). Los et al. (2010) ont montré 

que les colonies roses claires sont  non productrices de "slime″, aloƌs Ƌue les colonies roses 

foncées sont des productrices modérées de "slime″. Les phénotypes (noirs sec, noir lisse, 

rouge sec et rose sec) soŶt susĐeptiďles d͛ġtƌe pƌoduĐteuƌs de "slime″ et cette production 

est plus importante sur un milieu saccharosé chez certaines souches de Lactobacillus (Los et 

al., 2010; Sharma et al., 2018).     
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Fig.27 : Fréquence (%) des différents aspects macroscopiques des colonies de S. 

thermophilus  développées sur le LM17 RCA. 

 

 

 

Fig. 28 : Fréquence (%) des différents aspects macroscopiques des colonies de S. 

thermophilus développées sur le SM17 RCA . 
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Au Đouƌs de l͛eǆaŵeŶ ŵaĐƌosĐopiƋue des ĐoloŶies dĠveloppĠes suƌ le ‘CA, Ŷous avoŶs 

remarqué que la taille des colonies est influencée par la nature de la source de carbone 

présente dans le RCA. Nous avons aussi noté que la fréquence des colonies noires pour 

certaines souches était influencée par la densité cellulaire (nombre et condensation des 

ĐoloŶiesͿ suƌ le ‘CA. C͛est-à-diƌe, les ĐoloŶies pƌoĐhes disposaŶt d͛uŶ espaĐe Ġtƌoit, gĠŶğƌeŶt 

uŶe ĐoloƌatioŶ Ŷoiƌe plus foŶĐĠe ;du ″sliŵe"Ϳ (Fig. 29), comparativement à celles 

développées sur un espace évasé (aéré), et ce au niveau de la même boite. Ces observations 

foŶt peŶseƌ au phĠŶoŵğŶe du "Quoƌuŵ SeŶsiŶg″, Đhez ĐeƌtaiŶes ďaĐtĠƌies, où les ŵolĠĐules 

signal (i.e. Les AHLs) diffusent dans l'espace extracellulaire en réponse à l͛augŵeŶtatioŶ de la 

densité cellulaire, tout en contribuant à la formation de biofilms (Raina et al., 2009). 

 

 

 

 

Fig. 29 : IŶflueŶĐe de l͛espaĐe suƌ l͛iŶteŶsitĠ de pƌoduĐtioŶ du ″slime" par les S. thermophilus E14 

et E20, cultivées sur le LM17 RCA au lait. 
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5. Détection des acteurs impliqués dans la formation de biofilm 

Les ďiofilŵs soŶt ĐoŵposĠs pƌiŶĐipaleŵeŶt de Đellules ŵiĐƌoďieŶŶes et d͛uŶe ŵatƌiĐe 

polymérique extracellulaire.  Cette matrice de nature polysaccharidique peut représenter de 

50% à 90% du carbone total des biofilms. Généralement, les matrices des biofilms ne sont 

pas uniformes, elles peuvent varier dans l'espace et temporellement (Donlan, 2002; 

Sreeremya, 2017). Comme il a été signalé plus haut, le ″sliŵe", un polysaccharide agrégatif 

discret, joue un rôle important daŶs l͛attaĐheŵeŶt auǆ suƌfaĐes dans les premières étapes 

de la formation du biofilm, il est même appelé le "polysaccharide adhésif" (Berne et al., 

2015). Dans les autres étapes de la formation de biofilm, par la plupart des espèces 

ďaĐtĠƌieŶŶes, d͛autƌes aĐteuƌs ŵolĠĐulaiƌes outƌe Ƌue le ″slime" soŶt iŵpliƋuĠs. C͛est le Đas 

des EPS (polysaccharide extracellulaire), qui peuvent être vaguement associés ou même 

libérés de la surface cellulaire. Les EPS paƌtiĐipeŶt daŶs la ŵatuƌatioŶ et l͛aƌĐhiteĐtuƌe du 

biofilm (Costerton et al., 1987; Berne et al., 2015). Dans le présent travail, nous avons 

effectué une petite démonstration relative à la détection de la production des EPS par les S. 

thermophilus étudiés. 

 

5.1. Mise en évidence de la production des EPS  

Nous rappelons que cette détection a ĠtĠ effeĐtuĠe à l͛aide du ĐoloƌaŶt, le rouge de 

ruthénium. Le rouge de ruthénium est un colorant cationique, empêche la coloration des 

ĐoloŶies EPS+, Ƌui appaƌaisseŶt ďlaŶĐhes paƌ le ŵasƋuage de la ĐoloƌatioŶ eŶ pƌĠseŶĐe d͛uŶe 

production en EPS. Le rouge de ruthénium a été utilisé par de nombreux auteurs (Mora et 

al., 2002; Dabour et La pointe, 2005; Bennama et al.,  2012) dans la  détection des souches 

lactiques mucoïdes à phénotype EPS+. 

Après incubation, nous avons ŶotĠ l͛aďseŶĐe totale des ĐoloŶies ƌouges. La plupart des 

souches testées développent des colonies blanchâtres de type mucoïde (muqueux) (Fig. 30), 

révélant ainsi une production probable en EPS. Par ailleurs, les colonies roses, indiquent une 

production très faible en EPS. Les comparaisons effectuées entre les souches, ont montré 

que 57.14% des souches (E2, E4, E6, E11, E12, E14, E17 et E20) forment des colonies 

blanchâtres sur le RRLM17 (Fig. 31). Par contre, 64.29% des souches (E4, E6, E11, E12, E1, 

E20, B05, E19 et B34) ont présenté un aspect blanchâtre sur le RRSM17 (Fig. 32). Les souches 

E6, E4, E11, E12 et E17 ont la capacité de produire des EPS en présence des deux sources de 

carbone (lactose et saccharose). En effet, il est connu que la production des EPS est  
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influencée par le type de sucre présent dans le milieu de culture (Gancel et Novel, 1994a; 

Paulo et al., 2012). 

 

 

 

 

Fig. 30: Fréquences (%) relatives à la couleur des colonies formées par les souches 

sélectionnées de S. thermophilus sur la gélose RRM17. 

 

En outre, nous avons remarqué que la taille de la colonie est plus importante lorsque le 

milieu est sacccharosé. Ceci révèle que le saccharose est une source de carbone importante 

pour la biosynthèse de ce type de polymère. Ce ĐoŶstat est ĐoŶfiƌŵĠ paƌ d͛autƌes études 

rapportant que le M17 hypersaccharosé est le meilleur milieu pouƌ dĠteĐteƌ l͛aspeĐt 

mucoide (Kersani et al., 2017; Sharma et al., 2018).  

La production des EPS n'a pas été démontrée comme conférant un avantage évident pour la 

croissance ou la survie des S. thermophilus dans le lait. Cependant, la production des EPS in 

situ, par cette espèce ou d'autres démarreurs de bactéries lactiques donne généralement 

une texture "ropy" ou visqueuse désirée aux produits laitiers fermentés (Hassan et al., 

1996a, 1996b; Laws et Marshall, 2001; Zeidan et al., 2017).  
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Fig. 31 : Aspects des colonies de S. 

thermophilus E11, E14 et E17 développées 

sur le RRSM17 agaƌ, apƌğs Ϯϰh d͛iŶĐuďatioŶ à 
42°C. 

Fig. 32 : Aspects des colonies de S. 

thermophilus E6, E20 et E17 développées sur 

le RRLM17 agaƌ, apƌğs Ϯϰh d͛iŶĐuďatioŶ à 
42°C. 
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Dans le processus de formation des biofilms, les EPS pourraient conduire au pré-

conditionnement des surfaces, en favorisant l͛adhĠrence et facilitant ainsi la colonisation de 

nombreux écosystèmes (Oliveira et al., 1994; Flint et al., 1997; Atlan et al., 2008). il a été 

rapporté que les bactéries lactiques thermophiles productrices des EPS sont capables de 

former des biofilms (Mostefaoui et al., 2015).  

 
5.2. Mise en évidence des EPS capsulaires  

Les polǇsaĐĐhaƌides Đapsulaiƌes ;CPSͿ ĐoŶstitueŶt l͛eŶveloppe la plus eǆteƌŶe et foƌŵeŶt uŶe 

structure bien définie autour des bactéries (Whitfield, 2006). Les ďaĐtĠƌies dotĠes d͛uŶe 

Đapsule doŶŶeŶt ŶaissaŶĐe à des ĐoloŶies d͛aspeĐt muqueux (Gotschlich et al., 1981; Kandi, 

2015). La capsule confère une résistance à la dessiccation, ce qui assure de meilleures 

conditions de survie pour les bactéries dans le milieu extérieur (Ophir et Gutnick, 1994). Elle 

joue de ce fait, un rôle fondamental dans le développement de la structure du biofilm (Qin 

et al., 2013); tout en augmentant sa résistance (Schembri et al., 2005).  

La limite de distinction des CPS par rapport aux EPS sécrétés dans le milieu extracellulaire, 

est souvent très floue dans la pratique. Ils se distinguent par des liaisons faibles de type 

hydrogènes et électrostatiques non covalentes, les EPS sécrétés peuvent être séparés des 

cellules par une simple centrifugation contrairement aux CPS (Whitfield, 1988; Branda et al., 

2005). 

Loƌs de l͛oďseƌvatioŶ ŵiĐƌosĐopiƋue des laŵes tƌaitĠes paƌ la ŵĠthode à l͛eŶĐƌe de ChiŶe, 

Ŷous avoŶs ƌeŵaƌƋuĠ la pƌĠseŶĐe d͛uŶ halo tƌansparent qui entoure la surface cellulaire (Fig. 

33 et 34), indiquant la formation de la capsule par les souches étudiées de S. thermophilus. 

Les EPS capsulaires se visualisent en microscopie par la présence de capsule autour de la 

paroi bactérienne (Hassan et al., 1995). Cette propriété de formation de la capsule est  par 

ailleurs, eǆploitĠe daŶs la ƌĠteŶtioŶ d͛huŵiditĠ dans les fromages, comme avec le mozzarella 

(Low et al., 1998; Luis-arroyo et al., 2014).  

En effet, le fromage constitue un écosystème laitier à part, où les bactéries lactiques sont 

gérées par des interactions positives ou négatives (Accolas et al., 1971; Charlet et al., 2009). 

Il est l͛eǆeŵple ĐoŶŶu de l͛assoĐiatioŶ de S. thermophilus  avec  certains lactobacilles 

thermophiles. Cette association se traduit paƌ uŶ effet sǇŶeƌgiƋue Ŷotaďle suƌ l͛aĐtivité 

acidifiante, dans le processus de fabrication des fromages à pâte cuite  (Accolas et al., 1971; 

Charlet et al., 2009). 
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Fig. 33 : Aspect microscopique de la souche S. thermophilus E20, après coloration négative à 
l͚eŶĐƌe de ChiŶe iŶdiƋuaŶt la pƌĠseŶĐe d͛uŶ halo eŶtouƌaŶt le Đoƌps Đellulaiƌe,  

 - OďseƌvatioŶ effeĐtuĠe à l͛oďjeĐtif ϭϬϬ. 
 

 

Fig. 34 : Aspect microscopique de la souche S. thermophilus E17, après coloration négative à 
l͚eŶĐƌe de ChiŶe iŶdiƋuaŶt la pƌĠseŶĐe d͛uŶ halo eŶtouƌaŶt le Đoƌps Đellulaiƌe,  

 - OďseƌvatioŶ effeĐtuĠe à l͛oďjeĐtif ϭϬϬ. 
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En revanche, la croissance de S. thermophilus à l͛ĠĐhelle pilote, au Ŷiveau de l͛ĠƋuipeŵeŶt 

de pasteurisation du lait pour la fabrication du fromage a été signalée par certaines études 

(Hup et al., 1979; Knight et al., 2004). Le nombre des streptocoques thermophiles augmente 

progressivement, ce qui est en faveur à la formation rapide de biofilms au niveau des 

installations de pasteurisation. Cette organisation en biofilms de la part des streptocoques 

theƌŵophiles daŶs l͛eŶviƌoŶŶeŵeŶt iŶdustƌiel pouƌƌait avoiƌ uŶ effet positif, paƌ iŶhiďitioŶ 

de la croissance des germes pathogènes (Hup et al., 1979; Devine et al., 2015). 
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Conclusion 

 

DaŶs l͛eŶseŵďle Đe tƌavail a ĐoŶĐeƌŶĠ la ƌĠalisatioŶ d͛uŶ pƌotoĐole eǆpĠƌiŵeŶtale Điďle la 

mise en évidence de la capacité de la formation du biofilm chez le Streptococcus 

thermophilus liée à leur aptitude de produire des exopolysaccharides. 

Les souches de S.thermophilus étudiées  ont été isolées à partir de produits laitiers 

fermentés ;Ǉaouƌt et fƌoŵage à pâte Đuite iŶĐluaŶt le gƌuǇğƌe et l͛eŵŵeŶtal, les souĐhes oŶt 

été identifiées pour confirmer leur appartenance. 

La mise en évidence de la formation du biofilm a été évaluée en premier temps par la 

méthode de microplaque en polystyrène. Toutes les souches ont été testées afin de 

pƌĠsĠĐtioŶŶeƌ Đelles pƌĠseŶtaŶt uŶ pouvoiƌ d͚adhĠsioŶ visiďle, chaque souche a subi 4 tests 

sur le milieu M17 (saccharosé, lactosé, additionné ou non u lait) . A l͛issu de cette étape, une 

14
aine

 de souches a été (E1, E2, E4, E6, E8, E11, E12, E14, E17, E19, E20, B03, B05 et B34) 

ƌeteŶue pouƌ ƌefaiƌe le test d͛adhĠsioŶ eŶ ŵiĐƌoplaƋue daŶs les mêmes conditions établies. 

En second temps, une évaluation de formation du biofilm par la méthode en tube a eu lieu 

pouƌ testeƌ l͛aptitude d͛adhĠsioŶ des souĐhes suƌ diffĠƌeŶte suƌfaĐe ;veƌƌeͿ eŶ ƌespeĐtaŶt les 

mêmes conditions. 

Nous avons passé par une détection de production du slime par la méthode de la gélose au 

rouge Congo additionné de 3% (P/V) de source de carbone (lactose ou saccharose), 5% du 

lait écrémé et 0.08% de rouge Congo. 

Finalement, une détection de certains acteurs impliqués dans la formation du biofilm (EPS et 

EPS capsulaire) a été réalisée, concernant la détection de la pƌoduĐtioŶ d͛EPS est effeĐtuĠe 

sur le milieu M17 additionné du 3% (p/V) de source de carbone(saccharose ou lactose), du 

5% du lait écrémé et 0.08% de rouge de ruthénium. Parallèlement, les EPS capsulaires ont 

été mis en évidence par la technique de coloƌatioŶ à l͛eŶĐƌe de ChiŶe. 

La majorité des souches de S.thermophilus ont montré une adhésion considérable sur 

microplaque dans toutes les conditions établies, cette adhésion a été de plus en plus 

importante en présence du saccharose et le lait. La méthode en tube a monté que le pouvoir 

d͛adhĠsioŶ des souĐhes s͛aŵĠlioƌe eŶ pƌĠseŶĐe du laĐtose et du lait. EŶ ĐoŵpaƌaŶt les deuǆ 

méthodes, la suƌfaĐe eŶ polǇstǇƌğŶe favoƌise l͛adhĠsioŶ des souĐhes ĐoŶtƌaiƌeŵeŶt la 

surface en verre. 
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Un pourcentage de 42.86% des souches de S.thermophilus présentant des colonies noires 

sèches quelle que soit la source de carbone indique une forte production de slime. Le reste 

des souches ont présenté des phénotypes alternent entre (noir lisse, rouge sec/lisse et rose 

sec) avec différentes ratios. 

Toutes les souches sont des productrices de slime dont cette production varie entre faible et 

forte. La majorité des souches ont présenté des colonies blanches en présence du lactose et 

du saccharose indiquant une forte  production des polysaccharides le saccharose a favorise 

plus cette aptitude. Finalement, toutes les souches de S.thermophilus ont l͛aptitude à 

former des capsules qui apparaissent en halo transparent entourant le corps cellulaire. 
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Annexe 01  

Le milieu M17 (Terzaghi et Sandine, 1975). 

Composition en (g /l) 

Tryptone .................................................................................................................... 05.00 

Peptone de soja......................................................................................................... 05.00 

Glycérophosphate di-sodium.................................................................................... 19.00 

Extrait de viande ....................................................................................................... 05.00 

Extrait de levure......................................................................................................... 02.50 

L’aĐide asĐoƌďiƋue .................................................................................................... 00.50 

Magnésium du sulfate............................................................................................... 00.25 

Lactose....................................................................................................................... 20.00 

Agar............................................................................................................................ 20.00 

pH= 6.9±0.2 à 25°C  

 

Annexe 02 

 

Milieu Nayler et Sharpe (Naylor et Sharpe, 1958) 

 

 

Glucose .................................................................................................................... 05.00 

Peptone .................................................................................................................... 10.00 

Extrait de viande....................................................................................................... 10.00 

NaCl........................................................................................................................... 65.00 

pH =7.00 ±0.2 à 25°C  

 

Annexe 03  

 

Peptone saline (Straka et Stokes, 1957) 

 

Tryptone.................................................................................................................... 

 

NaCl........................................................................................................................... 08.50 

 

Annexe 04  

Tampon phosphaté (en g/ml) 

NaCl......................................................................................................................... 0.876 

Na2HPO4.................................................................................................................... 0.709 

Eau.......................................................................................................................... 100.0 

pH =7.00 ±0.2 à 25°C 
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Annexe 05 

Solution de rouge Congo (g/ml) (Kaiser et al., 2013) 

Rouge Congo.........................................................................................................   8.0 

L’eau distillĠe stĠƌile.............................................................................................   100  

Annexe 06 

Solution de rouge de ruthénium (g/ml) (Stingele et al., 1996) 

Rouge ruthénium ................................................................................................. 8.0 

L’eau distillĠe stĠƌile ............................................................................................. 100  

 

Annexe 07 

Galerie API 

PréparatioŶ de l’iŶoculuŵ : 

Un volume de 1ml de préculture a été pris et mis en  tube à Eppendorf pour subir une 

centrifugation à 10000rpm pendant 2min, on récupère le Đulot puis oŶ ajoute ϭŵl d’uŶ 

diluant simple avec une bonne agitation. 

API 20 Strep  

Selon le fournisseur (Api 20 Strep, biomérieux) la galerie API20 Strep comporte 20 

microtubules conteŶaŶt les suďstƌats dĠshǇdƌatĠs pouƌ la ŵise eŶ ĠvideŶĐe d’aĐtivitĠs 
enzymatiques ou de fermentation de sucres. 

Pouƌ la ƌĠalisatioŶ des tests eŶzǇŵatiƋues uŶe suspeŶsioŶ deŶse, ƌĠalisĠe à paƌtiƌ d’uŶe puƌe 
est utilisée comme étant un inoculum, qui reconstitue les milieux. Les réactions produites 

peŶdaŶt la pĠƌiode d’iŶĐuďatioŶ se tƌaduisaŶt paƌ des viƌages ĐoloƌĠs spoŶtaŶĠs ou ƌĠvĠlĠs 
par des réactifs. 

Les tests de fermentation sont inoculés avec un milieu enrichi (contenant un indicateur de 

pH) qui réhydrate les sucres.la fermentation des carbohydrates entraine une acidification se 

tƌaduisaŶt paƌ uŶ viƌage spoŶtaŶĠ de l’iŶdiĐateuƌ ĐoloƌĠ. 

La leĐtuƌe de Đes ƌĠaĐtioŶs se fait à l’aide du taďleau de leĐtuƌe et l’ideŶtifiĐatioŶ est oďteŶue 
à l’aide du Đatalogue ou d’uŶ logiĐiel d’ideŶtifiĐatioŶ.  
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Tableau de lecture 

Tests substrats Réactions /enzymes Résultats 

Négatif Positif 

VP Pyruvate Production 

d’aĐĠtoiŶe 

VP 1+VP 2 / jusqu'à 10min(3) 

Incolore Rose-rouge 

HIP Hippurate Hydrolyse NIN/jusqu'à 10 min 

Incolore/Bleu pale Bleu foncé/Violet 

ESC Esculine β-glucosidase 4h 24h 4h 24h 

Incolore 

Jaune pale 

Incolore 

Jaune pale 

Gris clair 

Noir 

gris 

Noir 

PYRA Pyrrolidonyl 2 

naphtylamide 

Pyrrolidonyl 

arylamidase 

ZYM A +ZYM B/ 10min (PYRA ou LAP) (1) 

Besoin décoloré par éclaircissement intense 

Incolore ou orange très 

pale 

Orange 

αGAL  6-Bromo-2-naphtyl α -

D-galactopyranoside 

α galaĐtosidase Incolore Violet 

βGUR Naphtol AS-BI β-D- 

Glucuronate 

β gluĐoƌuŶidase Incolore bleu 

βGAL 2-naphtyl –β-D- 

galactopyranidase 

β galaĐtosidase Incolore ou Violet trés 

pale 

Violet 

PAL  2-naphtyl  phosphate Phosphatase 

alcaline 

Incolore ou Violet trés 

pale 

Violet 

LAP L-leucine 2- 

naphtylamide 

Leucine 

aminopeptidase 

Incolore Orange 

ADH Arginine Arginine dihydrolase Jaune Rouge 

RIB Ribose acidification 4h 24h 4h 24h 

rouge Orange –
rouge 

Orange – 

jaune 

Jaune 

ARA Arabinose acidification rouge Orange –
rouge 

Orange – 

jaune 

Jaune 

MAN Mannitol acidification rouge Orange –
rouge 

Orange – 

jaune 

Jaune 

SOR sorbitol acidification rouge Orange –
rouge 

Orange – 

jaune 

Jaune 

LAC Lactose acidification rouge Orange –
rouge 

Orange – 

jaune 

Jaune 

TRE Trehalose acidification rouge Orange –
rouge 

Orange – 

jaune 

Jaune 

INU Inuline acidification rouge Orange –
rouge 

Orange – 

jaune 

Jaune 

RAF Raffinose acidification rouge Orange –
rouge 

Orange – 

jaune 

Jaune 

AMD Amidon (2) acidification rouge Orange –
rouge 

Orange – 

jaune 

Jaune 

GLYC Glycogène acidification Rouge ou orange Jaune franc 

 

(1) Loƌs d’uŶe deuǆiğŵe leĐtuƌe apƌğs Ϯ4heuƌes d’iŶĐuďatioŶ oŶ peut ƌeŵaƌƋueƌ uŶ dĠpôt daŶs les tuďes ou 
ont été les réactifs ZYM A et ZYM B. Ce phénomène est normal ne doit pas être pris en considération. 

(2) L’aĐidifiĐatioŶ de l’aŵidoŶ est fƌĠƋueŵŵeŶt ŵoiŶs foƌte Ƌue Đelle des autƌes suĐƌes. 
(3) Une coloration rose pale obtenue après 10minutes doit être considéré négative. 
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API 20E  

Cette galerie (biomérieux, Inc.) est utilisée pour identifier bacilles entériques gram négatifs, 

elle comporte 20 compartiments des tests séparés déshydratés, une suspension bactérienne 

est utilisées pour les réhydrater. 

Tableau de lecture 

Tests substrats Réactions /enzymes Résultats  

Négatifs  positif 

ONPG Ortho- nitro-

phényl- 

galactoside  

β galactosidase  Incolore  Jaune (1) 

ADH Arginine  Arginine dihydrolase  Jaune  Rouge/orangé (2) 

LDC Lysine  Lysine décarboxylase  Jaune  Orangé(2) 

ODC Ornithine  Ornithine décarboxylase  jaune Rouge-

/orangé(2) 

CIT Citrate de sodium Utilisation de citrate  Vert pale  Bleu 

vert /bleu(3) 

H2S Thiosulfate de 

sodium  

Production de H2S Incolore /grisâtre  Dépôt noir/fin de 

liseré   

URE urée Uréase jaune Rouge /orangé  

TDA Tryptophane  Tryptophane désaminase TDA immédiat 

jaune Marron foncé 

IND Tryptophane PƌoduĐtioŶ d’iŶdole  JAMES immédiat ou IND/2min 

JAMES 

Incolore vert pale-

jaune  

IND 

jaune 

JAMES 

rose 

 

IND 

Anneau rouge  

VP Pyruvate de 

sodium  

PƌoduĐtioŶ d’aĐĠtoiŶe  VP1 +VP2 /10min 

incolore Rosé-Rouge  

GEL Gélatine de Kohn  gélatinase Non diffusion  Diffusion du 

pigment noir 

GLU glucose Fermentation /oxydation(4) Bleu /Bleu vert Jaune 

MAN Mannitol Fermentation /oxydation(4) Bleu /Bleu vert Jaune 

INO Inositol Fermentation /oxydation(4) Bleu /Bleu vert Jaune 

SOR Sorbitol Fermentation /oxydation(4) Bleu /Bleu vert Jaune 

RHA Rhamnose Fermentation /oxydation(4) Bleu /Bleu vert Jaune 

SAC saccharose Fermentation /oxydation(4) Bleu /Bleu vert Jaune 

MEL melibiose Fermentation /oxydation(4) Bleu /Bleu vert Jaune 

ARA arabinose Fermentation /oxydation(4) Bleu /Bleu vert Jaune 

AMY Amygdaline Fermentation /oxydation(4) Bleu /Bleu vert Jaune 

 

(1) une très légère couleur jaune est également positive. 

(2) une couleur orange apparaissant après 24h doit être considérée négative. 

(3) lecture dans la cupule (zone aérobie). 

(4) fermentation commence dans la paƌtie iŶfĠƌieuƌe des tuďes aloƌs Ƌue l’oǆǇdatioŶ ĐoŵŵeŶĐe daŶs la 
cupule. 


