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Abstract

The biofilm is a heterogeneous community of microorganisms that have the ability to
attach to different surfaces, whether living or inert, such as materials and equipment used in the
dairy industry. Several factors contribute to the formation of this biofilm, with temperature
playing a crucial role. Among the microorganisms present, the bacterium Klebsiella
pneumoniae, an opportunistic pathogen, plays a significant role in the degradation of the
organoleptic and sanitary quality of finished products. This study aims to examine the effect of
temperature on biofilm formation by isolates of Klebsiella pneumoniae obtained from raw milk
production lines, specifically the pre- and post-pasteurization sections, after the implementation
of the cleaning-in-place protocol. We evaluated the biofilm formation capacity using the 96-
well microtiter plate technique with three strains (lamaabe4-75, lamaabe4-63, and lamaabe4-
90) at three different temperatures (20°C, 37°C, and 55°C) for four durations (2 hours, 4 hours,
6 hours, and 24 hours). After measuring the optical density (OD) of each strain, we found that
the lamaabe4-90 strain at 37°C for 24 hours exhibited the highest biofilm-forming activity, with
an OD of 1.58 nm.

Keywords: Klebsiella pneumoniae, biofilm, temperature, dairy industry.



Résumé

Le biofilm est une communauté hétérogene de micro-organismes ayant la capacité de se
fixer sur différentes surfaces, qu'elles soient vivantes ou inertes, telles que les matériaux et les
équipements utilisés dans I'industrie laitiére. Plusieurs facteurs contribuent a la formation de ce
biofilm, dont la température qui joue un role crucial. Parmi les micro-organismes présents, la
bactérie Klebsiella pneumoniae, un pathogene opportuniste, joue un réle prépondérant dans la
dégradation de la qualité organoleptique et sanitaire des produits finis. Cette étude vise a
examiner l'effet de la température sur la formation du biofilm par des souches isolées de
Klebsiella pneumoniae provenant des lignes de production de lait cru, plus précisément des
sections pré- et post-pasteurisation, apres I'application du protocole de nettoyage en place. Nous
avons évalué la capacité de formation du biofilm en utilisant la technique des microplaques de
titration a 96 puits sur trois souches (lamaabe4-75, lamaabe4-63 et lamaabe4-90) a trois
températures différentes (20°C, 37°C et 55°C) pendant quatre durées (2h, 4h, 6h et 24h). Apres
avoir mesuré la densité optique (DO) de chaque souche, nous avons constaté que la souche
lamaabe4-90 a 37°C pendant 24 heures présentait la meilleure activité de formation de biofilm,

avec une DO de 1,58 nm.

Mots clé : klebseilla pneumonie, biofilm, température, industrie laitiere.
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Introduction générale

L’industrie laitiére est considérée comme I'une des principales industries alimentaires

dans le monde qui commercialise une large gamme de différents produits laitiers dont le lait.

Le lait est un aliment naturellement riche en nutriments essentiels tels que les
protéines, les lipides et les glucides, ce qui en fait une source idéale pour la croissance des
micro-organismes, y compris les bactéries. Cependant, la présence de bactéries contaminants
dans le lait peut entrainer diverses maladies d'origine alimentaire, ce qui représente un risque
pour la santé publique. Parmi les bactéries pathogénes potentiellement présentes dans le lait,
Klebsiella pneumoniae est une espéce particulierement préoccupante en raison de son

implication dans les infections nosocomiales et communautaires.

Klebsiella pneumoniae est une bactérie a Gram négatif faisant partie de la famille des
Enterobacteriaceae. On la retrouve dans divers environnements tels que les sols, I'eau et les
matiéres fécales d'animaux et d’humains. De plus, cette bactérie a la capacité de coloniser les
voies respiratoires et le systeme digestif des mammiféeres, y compris I'étre humain. La
présence de Klebsiella pneumoniae dans le lait peut résulter d'une contamination lors des

étapes de traite, de stockage ou de transport.

La formation de biofilms par des bactéries pathogenes telles que Klebsiella
pneumoniae représente un défi majeur pour l'industrie laitiere. Ces biofilms peuvent
contaminer le lait, augmentant ainsi les risques pour la santé des consommateurs et entrainant
d'importantes pertes économiques pour les producteurs laitiers (Marchand et al., 2012). 1l est
donc essentiel de comprendre les facteurs qui influencent la formation de biofilms par
Klebsiella pneumoniae dans 1’industrie laitiére, afin de mettre au point des stratégies de

prévention et de contréle efficaces.

La température est un parametre environnemental crucial qui peut avoir un impact sur
la formation de biofilms. Les fluctuations de température peuvent affecter la dynamique de
croissance bactérienne, la production de molécules de signalisation et la composition de la
matrice extracellulaire. Cependant, I'effet spécifique de la température sur la formation de

biofilms par I’espece Klebsiella pneumoniae dans le lait demeure relativement peu étudié.

L'objectif de ce mémoire est donc d'étudier I'effet de différentes températures sur la
formation de biofilms par Klebsiella pneumoniae couramment rencontrées dans 1’industrie

laitiere. Pour ce faire, nous examinerons les connaissances actuelles sur la formation de
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biofilms par d'autres bactéries dans le lait et mettrons en évidence les facteurs influencant ce
processus. Nous réaliserons également des expériences en laboratoire pour évaluer la capacité
de Klebsiella pneumoniae a former des biofilms a différentes températures dans des pendant

différent temps d’incubation.

Cette étude permettra d'approfondir notre comprehension de I'impact de la température
sur la formation de biofilms par Klebsiella pneumoniae dans le domaine laitiére. Les
informations ainsi obtenues seront cruciales pour le développement de stratégies de
prévention et de contrdle spécifiques visant a réduire la formation de biofilms dans I'industrie
laitiere. En améliorant notre compréhension de ce processus, nous pourrons renforcer la
protection de la qualité et de la sécurité des produits laitiers, ainsi que la santé des

consommateurs.
La structure de présent manuscrit sera comme la suite :

La premiere partie comportera une synthese bibliographique composant du trois
chapitres traitant des généralités sur I’espéce K.pneumoniae, des généralités sur les biofilms

et les facteurs influengant la formation du de ces biofilms.

La seconde partie sera consacrée a la méthodologie appliquée pour atteindre notre

objectif.
Les résultats obtenus et leur discussion seront présentés en troisieme partie.

Pour finir, une conclusion avec des perspectives cldturera ce travail.
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En 1887, Trevisan a choisi de nommer le genre Klebsiella en hommage a Klebs Edwin,
un microbiologiste allemand du 19éme siécle. L'espéce principale de ce genre est Klebsiella
pneumoniae, également connue sous le nom de pneumobacille de Friedlander. Cette bactérie a
été initialement décrite par Friedlander, qui I'a détecté dans les poumons d'un patient décéde de
pneumonie (Belbel, 2013).

1.  Classification
Selon la classification de la 2éme édition de Bergy’s manuel Klebsiella pneumoniae

appartienne au:

Reégne : Bacteria
Embranchement . Proteobactéria
Classe :  Gamma Proteobactéria
Ordre :  Enterobacteriales
Famille :  Enterobacteriaceae
Genre . Klebsiella
—» Subsp. Ozenae.
Espece: _____ Klebsiella pneumoniae. |,  Subsp. Pneumoniae.

- » Subsp. Rhinoscleromatis.
— Klebsiella oxytoca.
— Klebsiella planticola.

—  Klebsiella terrigena.

— Klebsiella ornithinolytica. (George,2004).

2. Bactériologie de Klebsiella pneumonie
2.1 Caracteres généraux
2.1.1 Caracteres morphologiques :

Ces organismes sont des bacilles a Gram négatif qui se présentent généralement sous forme de
diplobacilles et sont toujours immobiles. Leur taille est similaire a celle d'Escherichia coli, avec
un diametre allant de 0,3 a 1,0 um et une longueur de 0,6 a 6,0 um. Il est courant qu'ils soient
encapsulés, bien que seulement environ 5% des souches ne le soient pas. Non sporulés. Cette

espece appartient a la famille des entérobactéries (ElI Khoury, 2019) ; (Benmesmoudie,

3
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2015) ; (Richard et Grimont, 1992).
2.1.2 Caractéres culturaux :

K. pneumoniae, tout comme les autres entérobacteries, se développe sur des milieuxordinaires.
Son métabolisme est aérobie-anaérobie facultatif. Les colonies se forment en environ 18 heures
a 37°C et ont une apparence ronde et bombée, souvent avec un aspect muqueux variable. Sur
les milieux contenant du lactose, les colonies de K. pneumoniae sont positives au test du lactose
(Clave,2013).

Figure 1: Aspect des colonies de K. pneumoniae sur milieu gélosé Mac Conkey (Gueye,
2007).

La culture en milieu liquide tel que le bouillon nutritif ou I'eau peptonée se développe
rapidement a des températures comprise entre 30°C et 37°C, avec une possible formation d'un
dépbt muqueux et d'une collerette visqueuse en surface. Contrairement aux autres espéces de
Klebsiella, plus de 90% des souches de K.pneumoniae peuvent croitre a 44°C dans un bouillon
lactosé bilié vert brillant et plus de 80% produisent du gaz lorsqu'elles fermentent le lactose (Le
Minor et Véron, 1989).
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2.1.3 Caracteres biochimiques :

Klebsiella pneumoniae peut étre définie comme une Entérobactérie immobile,
Hydrogéne sulfuré (H2S) -, RM -, KCN+, OrthonitrophénylB-D- galactopyranoside (ONPG)
+, B-xylosidase +, Vogues-Proskauer (VP) +, ODC -, désaminase oxydative -, LDC +, indole -
, lipase, DNase et geélatinase -, uréase +, fermentant de nombreux substrats glucidiques ce qui
se traduit par une production de gaz, utilisant le citrate de Simmons et le malonate L’ensemble
de ces caractéres est présentes dans le tableau 1.

Tableau 1: Principaux caractéres biochimiques de K. pneumoniae (Joly, 2002).

Indole | Glucose | Gaz | ONPG | VP | Mobilité | TDA | RM | ODC | H2S | Citrate | ADH | LDC
- + + + + - - - - - + - +
3. Habitat

K. pneumoniae est présente au niveau du tube digestif de ’homme (chez 30 % des
individus) et des animaux a sang chaud. Sa présence dans 1’eau peut signifier une contamination
fécale. Elle peut étre rencontrée dans I’environnement (sol, végétaux). Au cours des infections
nosocomiales, le tube digestif des patients hospitalisés et les mains du personnel sont les deux

sources principales de contamination (Clave,2013).

4. Pouvoir pathogéne de Klebsiella pneumoniae

Les espéces du genre Klebsiella sont également des pathogénes opportunistes importants,
en particulier chez les personnes immunodéprimées. Les facteurs de pathogeénicité des espéces
du genre Klebsiella comprennent des adhésines, des sidérophores, des polysaccharides
capsulaires, des lipopolysaccharides de surface cellulaire (LPS) et des toxines, qui jouent
chacun un réle particulier dans la pathogenese associée a ces espéces. Selon le type d'infection
et le mode d'infectivité, les bactéries du genre Klebsiella peuvent, en vue de les attaquer,
adherer aux cellules épithéliales des voies respiratoires supérieures, aux cellules du tractus
gastro-intestinal, aux cellules endothéliales ou aux cellules uroépithéliales, avant de coloniser
les muqueuses. Les affections sous-jacentes sont souvent lI'alcoolisme, le diabéte sucré, I'atteinte
chronique du foie (cirrhose), lI'insuffisance rénale chronique, le cancer, les greffes, les brdlures
et l'utilisation de cathéters (Janda et Abbott, 2006).
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Klebsiella pneumoniae occupe une place prépondérante parmi les entérobactéries
pathogénes opportunistes, étant fortement impliquée dans les infections nosocomiales. Elle est
responsable d'une variété d'infections, notamment des infections suppuratives, urinaires,
respiratoires, biliaires, hépatiques intra-abdominales, des bactériémies, des septicémies et des

infections des sites opératoires (Sekhri,2011).
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1. Historique

C’est au XVlIle siécle qu’Antonie van Leeuwenhoek découvrit les biofilms en observant
la présence de micro-organismes « animalcules » dans des prélévements effectués a la surface
desdents. En 1933, lors d’études de la croissance des algues, Henrici observa des communautés
microbiennes fixées sur des lames en verre. Il émit alors I’hypothése que la plupart des bactéries
¢taient capables de s’organiser sous forme de communautés sessiles fixées a une surface
(Henrici, 1933). Heukelekian et Heller (1940) mirent en évidence « I’effet bouteille », ¢’est-
a-dire la capacité des bactéries fixées a un substrat solide d’exhiber des propriétés de croissance
et des activités métaboliques plus importantes que celles des mémes bactéries en suspension
(Heukelekian & Heller, 1940). Claude E.Zobell (1904-1989), considéré comme le pere de la
microbiologie marine, démontra en 1943 que la quantité de bactéries fixées a un substrat était
largement supérieure a la quantité de bactéries libres dans la phase liquide adjacente (Zobell,
1943). Enfin, c’est seulement aux alentours des années 1970 que 1’étude des biofilms conniit
un véritable essor grace aux techniques de microscopie électronique a transmission et a
balayage et I’utilisation De colorants spécifiques des polysaccharides tel que rouge de
ruthénium. Ainsi Jones et al, confirmérent 1’existence d’agrégats mono et polymicrobiens, mais
aussi I’entité d’une matrice polyosidique (Jones et al., 1969). En 1973, Characklis démontra
que ces matrices d’exopolymeres conféraient aux biofilms une certaine ténacité et résistance
vis-a-vis des désinfectants (Characklis, 1973). Enfin, c’est en 1978 que fut menée la premicre
¢tude des communautés microbiennes des cours d’eau ; Costerton et son équipe proposerent
pour la premiére fois le terme de « biofilms », considéré comme un mode de vie naturel utilisé

par une grande majorité de micro-organismes (Costerton et al., 1978).

2.  Définition du biofilm

Les biofilms sont définis comme des communautés microbiennes structurées, englobées
dans une matrice polymérique produite par les bactéries elles-mémes, et adhérentes a une
surface inerte ou biotique telles que les métaux, les sols, les plantes ou encore les muqueuses
(Costerton et al., 1999). De nombreuses activités humaines sont ainsi concernées par les
biofilms, que ce soit le secteur industriel, environnemental, agro-alimentaire ou celui de la
santé. Les bactéries ayant la capacité de former un biofilm présentent des caractéristiques
conjointes. Elles sont recouvertes d’une matrice polymérique fortement hydratée et composée

d’exopolysaccharides, de protéines et d’acides nucléiques (Figure 2) (Goetz et al., 2016).
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Figure 2: Composition du biofilm (Bentiba, 2017).
Structure et composition du biofilm

Le terme "biofilm™ décrit un ensemble de matériel vivant (bio) formant un mince
revétement (film). Les micro-organismes présents dans le biofilm ne représentent que 10
% de sa masse seche, tandis que la matrice qui les entoure constitue 90 % du biofilm. La
structure d'un biofilm est complexe, avec des arrangements tridimensionnels hétérogenes.
Des agrégats de micro-organismes sont entrelacés avec des canaux hydriques, facilitant
ainsi la diffusion des nutriments et de I'oxygene a tous les niveaux du biofilm, ainsi que
I'élimination des déchets (Donlan, 2002 ) (Figure 3). La matrice du biofilm présente une
teneur en eau élevée, pouvant atteindre jusqu'a 97 %. Sa composition varie en fonction de
I'espéce bactérienne et des conditions de culture (Tremblay et al., 2014). Les composants
polymériques extracellulaires qui la composent, jouant le réle de matériaux de
construction, comprennent des polysaccharides, des protéines et de I'ADN extracellulaire
(ADNe). (Figure 2) Ces substances contribuent a la cohésion et a la fixation du biofilm
aux surfaces (Wei & Ma, 2013).
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Figure 3: Représentation schématique de la structure tridimensionnelle d’un biofilm
bactérien. Les fleches bleues indiquent le sens de la circulation du fluide a I’intérieur des
canaux hydriques (Site web 1).

Figure 4: Observation en microscopie électronique a balayage de biofilms. A Biofilm de 48h
a Klebsiella pneumoniae formé sur lamelle de Thermanox, en microfermenteur (Balestrino et
al.,2008).

4.  Etapes de formation du biofilm

La formation de biofilm est un processus complexe qui se fait tres rapidement, en
quelques heures, en réponse a une pression environnementale, telle que le manque d’oxygéne
et de nutriments. Les biofilms sont généralement formés selon un processus de plusieurs étapes,

la figure ci-dessous schématise ces étapes :
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Figure 5: Représentation schématique de la formation de biofilm (Chamberland, 2018).
4.1 Formation de film de conditionnement :

La premiere étape consiste & former un film de conditionnement composé de
protéines ou de fragments protéiques, de glucides, de lipides et de matiéres minérales (comme
des sels) provenant de I'environnement environnant. La nature de ce film de conditionnement
peut varier considérablement en fonction du type d'environnement auquella surface du substrat
est exposée. Ce film modifie les propriétés physico-chimiques de la surface, telles que la tension
de surface, la polarité et le caractére hydrophile ou hydrophobe, ce qui peut favoriser ou inhiber
I'adhésion bactérienne; (Brauge, 2015 ; Loriteet al., 2011 ; Branger, 2007). De plus,
L'adsorption et I'accumulation de molécules organiques sur le support créent une disponibilité
en nutriments qui favorise le chimiotactisme et I'installation des microorganismes a la surface
(Brauge, 2015).

4.2 Adhésion initiale réversible :

Au cours de cette étape, les bactéries planctoniques s'approchent de la surface grace a
des forces de flux, la gravité ou leur mobilité intrinséque. Lorsqu'elles se rapprochent des
surfaces, elles se fixent de maniere transitoire de maniére réversible. Cette étape permetaux
bactéries de s'adapter a l'environnement et peut éventuellement conduire a une fixation
permanente ou a un retour a I'état planctonique (Caiazza et O’Toole, 2004) ; (sauer et al.,
2002).
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4.3 Adhésion irréversible :

L'adhésion devient irréversible grace a la sécrétion d'exopolymeres par les bactéries,
renforgant ainsi leur fixation au support. Des interactions fortes, telles que des liaisons
hydrophobes, se forment entre la bactérie et la surface. La synthése des exopolymeres, débutant
des les premieres étapes d'adhésion, se poursuit pendant la maturation du biofilm,et la matrice
peut occuper jusqu'a 75-95 % du volume d'un biofilm mature (Kuchma et al., 2005 ; Spiers et
al., 2003).

4.4 Croissance et maturation :

Une fois que les cellules bactériennes se sont solidement attachées a la surface, elles
vont commencer a s'agglutiner, se multiplier et former des micro-colonies. Cela marque le début
de I'étape de colonisation, au cours de laquelle les bactéries adhérées se multiplient par division
cellulaire et sont continuellement rejointes par de nouvelles bactéries provenantde la phase
liquide. Cette étape d'accumulation peut varier en intensité et en rapidité (Tremblay et al.,
2014). La mise en place de I'architecture complexe du biofilm implique la formation de canaux
aqueux et de pores entre les micro-colonies, qui permettent la circulation d'oxygéne et de
nutriments essentiels a la croissance des micro-organismes, ainsi que I'élimination des déchets.
Cela favorise un environnement propice a la survie et au développement des micro-organismes
(Tanke et al, 2006).

4.5 Dispersion :

La dispersion d'un biofilm se produit lorsque les conditions environnementales
deviennent défavorables, telles que la diminution des nutriments, des acides aminés,
I'exposition a des forces de cisaillement dues aux conditions hydrodynamiques, la limitation en
oxygene et les carences métaboliques (Sauer et al, 2004). La dispersion joue également un role
crucial dans la dissémination bactérienne et la colonisation de nouvelles surfaces. Ce processus
de détachement est influencé par la mobilité des bactéries et la taille des micro- colonies
(Hermsan et al, 2010).

5. Le biofilm en industries laitiéres

Le probleme des biofilms pose de sérieux défis économiques et sanitaires a presque toutes les
branches de l'industrie alimentaire, y compris le secteur des produits laitiers. En effet, les
biofilms sont une source de contamination des aliments transformés par des micro-organismes
indésirables, et ils sont largement responsables de la détérioration de la qualité organoleptique
et sanitaire des produits finis, ainsi que de la réduction de leur durée de conservation (Malek,
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2019).

Dans l'industrie laitiere, on peut identifier deux types de biofilms. Tout d'abord, il y a
les biofilms environnementaux, qui se forment lentement sur toutes les surfaces humides telles
que les planchers, les murs et les plafonds. En revanche, les biofilms de procéde se forment sur
les surfaces internes des équipements. Ils sont genéralement moins diversifiés et se développent
de maniere plus rapide (Chamberland, 2018).

5.1 Les micro-organismes contaminants du lait dans I’industrie laitiére

Les microorganismes responsables d’altérations néfastes de la qualité des produits
trouvent dans le lait de vache un environnement propice a leur développement. La mise en place
de normes de gestion rigoureuses contribue a améliorer la qualité du lait. Bien que cela
nécessite des ressources financiéres supplémentaires pour garantir la sécurité du lait destiné aux
consommateurs, ces mesures constituent une barriere contre la prolifération des

microorganismes (Maiworé et al., 2018).

Selon Mami (2013), La microflore présente dans le lait peut étre classée en deux
catégories : la microflore indigéne, qui est naturellement présente, et la microflore de
contamination. Cette derniere peut étre subdivisée en deux sous-catégories : la microflore
responsable de I'altération du lait et la microflore pathogene.

5.1.1 Flore indigene (originelle) :

La présence de la flore naturelle dans le lait joue un réle crucial dans ses caractéristiques
organoleptiques (Foutou et al., 2011). Le lait posséde sa propre flore protectrice, comprenant
des ferments lactiques tels que Micrococcus sp, Lactococcus, Streptobacillus et Lactobacillus.
Ces micro-organismes ont en commun la capacité de fermenter le lactose en acide lactique
(Brisabois et al., 1997).

5.1.2 Flore de contamination

La garantie de I'nygiéne tout au long de la production, de la conservation et de la
transformation du lait revét une importance cruciale pour la santé publique (Sissao et al., 2015).
Il est nécessaire d'assurer un approvisionnement régulier pour maintenir la qualité hygiénique

du lait, qui peut souvent étre instable et susciter des doutes (Bachtarzi et al.,
2015).

La flore de contamination comprend tous les microorganismes qui contaminent le lait,

de sa collecte a sa consommation. Elle se divise en une flore d'altération, responsable de défauts

12
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sensoriels et de réduction de la durée de conservation des produits, ainsi qu'en une flore
pathogeéne présentant un danger pour la santé (Vignola, 2002). Cette flore peut se composer
d'une flore d'altération et d'une flore pathogene (Vignola, 2002).

> Flore pathogéne

La présence de micro-organismes pathogénes dans le lait et les produits laitiers
représente un risque pour la santé des consommateurs, car ces micro-organismes peuvent
produire et libérer des toxines potentiellement dangereuses (Vignola, 2002). La contamination
par des agents pathogénes peut étre de nature endogéne, résultant d'une infection chez I'animal
lors de la traite, ou exogeéne, survenant suite & un contact direct avec des surfaces infectées ou
a des facteurs environnementaux (Brisabois et al., 1997). Parmi les principales bactéries de cette
flore pathogéne on cite : Salmonella ; Bacillus ; Staphylococcus...

> Flore d’altération

Elle entraine la dégradation des composants du lait cru tels que les lipides et les
protéines, ce qui peut engendrer des défauts sensoriels au niveau du godt, de lI'aréme, de
I'apparence et de la texture, tout en réduisant la durée de conservation du produit (Beuvier et
Feutry, 2005). Les principaux groupes d’altération sont : Klebsiella, Pseudomonas,

entérobacteries, Clostridium spp (Valérie et al., 2002).
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La formation d'un biofilm est un processus complexe qui est influencé par diversfacteurs,
tels que les propriétés du substrat sur lequel les bactéries s'attachent, les caractéristiques du
milieu environnant et les propriétés de surface des cellules impliquées (Donlan, 2002).

1.  Caractéristique de la surface :

ces caracteristique incluent la rugosité de la surface ; propriétés physico-chimique de la
surface et la présence de film protéique.

1.1 Rugosité de la surface :

L'effet de la rugosité de surface sur I'adhésion bactérienne et la formation de biofilm a fait
I'objet de nombreuses études. Une surface rugueuse offre une plus grande surface disponible
pour l'attachement bactérien et sert de support pour favoriser I'adhérence (Yodaet al., 2014).
Par ailleurs, les surfaces rugueuses peuvent offrir une protection supplémentaire aux bactéries
contre les forces de cisaillement (Bollen et al., 1996). En conséquence, il est largement accepté
que l'augmentation de la rugosité de surface conduit a une adhérence bactérienne et a une
formation de biofilm accrues, ce qui rend les bactériesplus résistantes au détachement (Yao et
al., 2020 ; Yuetal., 2016 ; Xingetal., 2015).

1.2 Propriétés physico-chimiques de la surface :

Les propriétés physico-chimiques de la surface jouent un rdle crucial dans le taux et I'étendue
de I'attachement des micro-organismes. Les surfaces hydrophobes et non polarisées, telles que
le téflon ou d'autres matieres plastiques, favorisent une fixation plus facile des micro-
organismes par rapport aux surfaces hydrophiles comme le verre ou les métaux. Les cellules
sont capables de surmonter les forces de répulsion exercées par le substrat grace a des
interactions hydrophobes (Bendinger et al., 2003).

1.3 Présence de film protéique sur la surface :

La présence d'un polymeére sur un matériau altére les propriétés physico-chimiquesde

sa surface, ce qui a une incidence directe sur I'attachement des bactéries a ce matériau.

Par exemple, la présence préalable d'un film protéique tel que le sang, les larmes, l'urine
ou la salive sur un biomatériau influence I'attachement des bactéries a sa surface et favorise la
formation du biofilm (Mittelman, 1996).
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2.  Caractéristiques du milieu

Parmi les facteurs du milieu qui ont une large influence sur la formation des biofilms on peut

citer les facteurs suivants :

o La température : En 1998, Smoot et Pierson ont démontré une corrélation entre la
diminution de la température de croissance et I'augmentation de I'hydrophobicité. Il a également
été constaté que I'hydrophobicité influe sur I'activité métabolique etenzymatique des bactéries
(Dumas, 2007). La température de croissance peut influencer de maniére significative la
mobilité électro-phorétique des cellules et la production de flagelles, ce qui a son tour peut avoir
un impact sur I'adhésion (Bellifa Samia,2014).

o Le pH du milieu environnant peut altérer la charge de surface des microorganismesainsi
que celle des supports solides en modifiant les équilibres d'ionisation des groupements
fonctionnels exposés, conformément a leurs valeurs de pKa (Bellifa samia,2014). Cela peut
entrainer une diminution ou une augmentation des interactions électrostatiques répulsives qui
peuvent étre défavorables a I'adhésion des microorganismes (Boutaleb, 2007).

o Concentration en fer, osmolarité, présence d’ions spécifiques.

o Les sources de carbone disponible : elles ont une influence sur la formation et la
maturation d’un biofilm (Martinez, 2007).

o Les concentrations en nutriments : La formation d'un biofilm dans un environnement
statique requiert une concentration élevée de nutriments, contrairement a un environnement
hydrodynamique ou cette concentration élevée n'est pas nécessaire (Spormann, 2008).
Hydrodynamique du fluide : La localisation du matériau dans un fluide joue un rélecrucial
dans son exposition aux turbulences. Les zones de fixation, situées a I'écart des flux laminaires
et présentant une turbulence minimale, sont les endroits privilégiés ou les micro-organismes
peuvent se fixer plus facilement sur une surface, étant moins soumis aux forces du fluide
(Donlan, 2002).

3. Caractéristiques des microorganismes

L'hydrophobicité de la surface cellulaire, la présence de fimbriae et de flagelles, ainsi que la
production d'exopolysaccharides jouent un réle dans I'attachement des bactéries a une surface.
La plupart des bactéries ont une charge négative et des zones hydrophobes a leur surface. Cette

hydrophobicité influence I'attachement des bactéries a une surface, ou les liaisons hydrophobes
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deviennent plus importantes lorsque les surfaces sont moins polarisées (Liesse, 2012).

En regle générale, les bactéries qui possédent des caractéristiques hydrophobes celles
ayant des caractéristiques hydrophiles ont tendance a privilégier les surfaces hydrophiles
(Mitik-Dineva et al., 2009). Des recherches ont révélé que I'adhérence des bactéries est
davantage influencée par les matériaux dotés de surfaces hydrophobes que parl'hydrophobicité

de la surface bactérienne elle-méme (Katsikogianni et Missirlis, 2004).

La formation d'une liaison stable avec la surface est facilitée par la présence de
structures adhésives telles que des filaments adhésifs (fimbriae, pili) ou d'autres composants
non filamenteux tels que les EPS et les capsules (Perrin, 2009). La capacité des
microorganismes a coloniser les surfaces peut varier considérablement, méme au sein d'une

méme espece microbienne (Kukavica-1brulj, 2007).
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1. Origine des souches

Dans le présent travail, 3 souches (lamaabe4-75 ; lamaabe4-63 et lamaabe4-90) sont
sélectionnées pour faire 1’objet de cette étude. Ces souches appartenant a 1’espéce Klebsiella
pneumoniae ont été isolées et caractérisées dans une étude préceédente (Cherif-Antar et al.,
2016). Elles ont été isolées a partir des chaines de production de lait cru plus précisément des
lignes pré et post-pasteurisation et aprés 1’application du protocole de nettoyage en place.
L’identification moléculaire des souches a €té réalisée par la technique Random Amplified
Polymorphic DNA (RAPD-PCR), Amplified Ribosomal DNA Restriction Analysis (ARDRA)
et le séquencage de I'ADNr 16s. La capacité des souches a former le biofilm in vitro a également
été évaluée par différentes techniques. Elles ont montré une bonne aptitude a produire des

biofilms par différentes techniques sur différentes surfaces solides.

La présente étude a été menée au Laboratoire de Microbiologie Appliquée a
I’ Agroalimentaire, au Biomédical et a I’Environnement (LAMAABE) et le laboratoire de
microbiologie a I’Institut des Sciences et Techniques Appliquées (ISTA), Université¢ de

Tlemcen.

2. Revivification des souches
Les souches sélectionnées pour faire 1’objet de ce travail étaient conservées a -80°C.
Pour les revivifier, une petite fraction de la culture de glycérol a -80°C de chaque souche est
transférée dans 5 ml de bouillon cceur-cervelle (BHIB) (Fluka, fabriquer en Inde) puis
incubée a 37°C pendant 18a 24h. Aprés I’incubation, les suspensions bactériennes sont
homogénéisées au vortex puis ensemencées sur la gélose Mac Conkey (Fluka, fabriqué en
Inde). Les boites sont incubées a 37°C pour une durée de 24h.
3. Observation microscopique
Afin de vérifier la pureté des souches, une observation microscopique est réalisée. Des
frottis bactériens sont préparés pour chaque souche de Klebsiella pneumoniae puis colorés au

bleu de méthyléne.

4. Conservation des souches

Deux techniques de conservation sont appliquées pour nos souches a savoir :
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4.1 Conservation a court terme
Cette technique consiste a ensemencer une colonie de la souche de K.pneumoniae apres
revivification sur la gélose inclinée ensuite incubée a 37°C pendant 24h. Aprés I’incubation, les

tubes sont placés au réfrigérateur a 4°C, pour une durée de 20 jours.

4.2 Conservation a long terme

Ce type de conservation se fait a -80°C. Pour cela, 3 ml du milieu BHIB (Fluka, fabriqué
en Inde) est ensemencé et incubé a 37°C pendant 24 h. Un volume de 1 ml de chaque
suspension est centrifugé a 13200 rpm pendant 2 min. Le surnageant est éliminé et le culot est
additionné de 500 pl de bouillon BHI stérile et de 500 pl de glycérol stérile a une concentration
finale de glycérol & 50% (marque : Merck ; pays producteur : Allemagne) en tant qu’agent

cryo-protecteur.

5.  Effet de la température sur la formation de biofilm par K.pneumoniae
5.1 Preparation de la suspension bactérienne
Une colonie de chaque souche a étudier issue de la culture bactérienne revivifiée est

transférée dans un bouillon BHI et incubée a 37°C pendant une nuit puis ajustée a une

concentration finale de = 108 ufc/ml.

5.2 Formation de biofilm par Klebsiella pneumoniae
5.2.1 Protocol

Un total de 3 souches de K.pneumoniae est sélectionné pour étudier 1’effet de la
température sur leur capacité de formation de biofilm. Pour cela, 3 températures souvent

rencontrées dans 1’industrie laitiere sont choisies a savoir 20, 37 et 55°C.

La formation de biofilm est réalisée sur les microplaques de titration a 96 puits. Pour
chaque souche, trois puits de la microplague de titration sont inoculés indépendamment avec
10 ul de la suspension bactérienne additionnée de glucose a une concentration finale de 0,25
% (p/v) pour une croissance bactérienne optimale. La concentration cellulaire est d’environ
108 ufc/ml. Par la suite, les puits sont remplis avec 200 ul du méme milieu stérile. Les
microplagques sont incubées en aérobiose pendant 2, 4, 6 et 24 h a 20, 37 et 55°C. Les puits de
controle négatif sont remplis uniquement avec le milieu de culture. Pour chaque souche la

technique est realisée en triplicata.
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5.2.2 Quantification des biofilms formés
Pour quantifier le biofilm formé, les étapes suivantes sont appliquées : le contenu de
chaque puits jeté pour éliminer les cellules planctoniques, puis lavé deux fois avec du tampon
phosphate salin (PBS).

Les microplaques de titration sont ensuite séchées a température ambiante pendant 15
minutes. Les puits des microplaques sont remplis avec 200 pl du cristal violet a 0,1% (p/v)
pendant 15 minutes. L'exces de colorant est éliminé et les microplaques sont rincées avec de
l'eau distillée stérile. Un séchage a I’air est effectué par la suite. L'adhérence des cellules et par
conséquent la formation de biofilm bactériennes est mesurée par I'absorbance a 596 nm (ODsge)
a l'aide d'un lecteur de microplaque de titration automatique (BioTek ELx808, fabrique en

U.S.A) aprés solubilisation du colorant avec 150 pl d’une solution d'acide acétique a 33 %.
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Troisieme partie Résultats et discussion

La présente étude s’est concentrée sur I’impact des températures rencontrées dans le domaine
laitier sur la formation de biofilm par des souches de Klebsiella pneumoniae pendant différentes

périodes d’incubation a savoir 2, 4, 6 et 24h.

1. Vérification de la pureté des souches étudiées :

Les souches qui ont fait 1’objet de la présente étude étaient conservées a -80°C. Pour s’assurer
de leur pureté, un ensemencement est réalisé sur le milieu Mac Conkey (Figure 6) et une
observation microscopique apreés coloration simple (figure7) montrant clairement la pureté des

souches.

Figure 6 : ensemencement des souches  Figure 7: observation microscopique de
k.pneumoniea sur gélose MacConkey  souche k.pneumonia Grossisment100

(Originale).
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2. Effet de la température sur la formation de biofilm par Klebsiella pneumoniae :

Afin d’atteindre ’objectif fixé, trois températures couramment rencontré dans I’industrie
laitiere ont été choisies a savoir 20, 37 et 55°C. Les biofilms formés a chaque température
sélectée apres différent temps d’incubation (2, 4, 6 et 24h) ont été évalués par la mesure de la
DO a596nm apres une coloration au cristal violet. Les résultats ont révélés un effet significatif

de la température sur la formation de biofilm.

2.1 Effet de la température sur la formation de biofilm par la souche K.pneumoniae
lamaabe4-75 :
La formation de biofilm par cette souche sous trois tempeératures différentes comme indiqué
dans la figure 8 a montré que la température testée 37°C a favorisé la formation de biofilm
avec la valeur maximale enregistrée était obtenue apres 24H d’incubation et qui était de 1,48
nm qui dépassent a celle du témoin par 0.67nm (figure8, B) 0.81nm. A 20°C, nous avons
obtenu des valeurs de DO qui variaient de 0,31 et 0,47nm (figure 8, A), la valeur minimale était
obtenue aprés 2h d’incubation et qui était de 0.3 Inm, ainsi que la valeur maximale était obtenue
aprés 24h d’incubation. Les résultats obtenus ont indiqué que la température 55°C n’a pas
favorisé la formation de biofilm car la valeur de DO enregistrée apres 24H d’incubation était

inférieur a celle obtenus a 37°C pendant la méme période et qui était de 0,86nm (figure 8, C).
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Figure 8 : quantification du biofilm formée par la souche 1 "lamaab75"(A) : la souche 1 «
lamaabe4-75 » incubée a 20°c ; (B) : la souchel a 37°c ; (C) : lasouchel a 55°c.
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2.2 Effet de la température sur la formation de biofilm par la souche K.pneumoniae
lamaabe4-63 :

Les résultats enregistrés pour la souche lamaabe4-63 ont montré une différence dans les valeurs
DO mesurés aprés chaque durée d’incubation pour les trois températures testées tout en
soulignant I’effet significatif de la température 37°C sur la formation de biofilm par rapport aux
autres températures testées. A 37°C, le biofilm formé était plus important que celui formé a
20°C et /ou a 55°C avec une valeur de 1.33 nm apres 24h, tandis que la valeur du contréle
négatif ¢’était 0.87nm (figure9, B). A 20°C, les valeurs variaient de 0,27 a 0,33 nm pendant 2
et 24h, respectivement. Les valeurs enregistrées a 55°C se rapprochent de celles obtenues a
20°C comme indiqué dans la figure 9 .

Ces résultats montrent clairement une augmentation du biofilm formé par cette souche en

fonction du temps ; avec une température optimale du croissance de 37°C.
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Figure 9:quantification du biofilm formée par la souche 2 "lamaabe4-63". (A)
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2.3 Effet de la température sur la formation de biofilm par la souche K.pneumoniae
lamaabe4-90 :

Les valeurs mentionnées indiquent que la formation de biofilm par la troisieme souche étudiée
était également favorisée par la température de 37°C par rapport aux deux autres températures
testées avec un taux croissant en fonction de la durée d’incubation pour atteindre une valeur de
1,58 nm enregistré aprés 24h d’incubation qui dépassent celle du témoin par 0.85nm, et celles
obtenues apres 20 et 55°C par 1.1nm et 0.46nm, respectivement (figure10, B). Pour 20 et 55°C,
les valeurs de DO obtenues variaient en faction des temps d’incubation, allant de 0,33 a 0,48

nm et de 0,31 a 1,12 nm, respectivement (figurel10).
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Figure 10: quantification du biofilm formée par la souche 3 "lamaabe4-90". (A) : la souche 3
a20°c; (B)a3d7°c; (C)ab5°c
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L’ensemble de ces résultats ont permis de soulever les différences suivantes pour les souches de
K.pneumoniae étudiées. Quand les souches sont mises a 20°C, les valeurs indiquant le biofilm formé
étaient croissantes en fonction du temps avec des valeurs Iégerement différentes dont la plus grande
valeur enregistrée était celle de la souche lamaabe4-90 (0,48 nm) apres 24h alors que les valeurs (0,47
nm) Et (0,33 nm) étaient obtenues par les souches lamaabe4-75 et lamaabe4-63, respectivement (Figure
11).
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0 T T T
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Figure 11 : Cinétique de formation du biofilm par les 3 souches par
rapport au température 20°C en fonction du temps

Lorsque la température d’incubation était fixée a 37°C, la méme souche a donné une
plus grande valeur (DO=1,58 nm) montant I’augmentation de formation de biofilm apres 24h
d’incubation dépassant celle obtenue a 20°C par 1,1 nm et par rapport aux autres souches
(Figure 12).
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Figure 12: Cinétique de formation du biofilm par les 3 souches par Yfilm formé

rapport au température 37°C en fonction du temps 57
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étaient croissantes en fonction du temps avec des valeurs légérement differentes dont la plus
grande valeur enregistrée était celle de la souche lamaabe4-90 (1,12 nm) aprés 24h d’incubation
mois que celle a 37°c par (0,46 nm) et plus que celle a obtenus a 20°c par (0,64 nm) par

rapport aux autres souches (Figurel3).
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Figure 13: Cinétique de formation du biofilm par les 3 souches par

rapport au température 55°C en fonction du temps
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Discussion :

La présente étude a visé d’évaluer I’effet de la température sur la formation de biofilm
par des souches de K.pneumoniae. Ces souches ont éte isolées des lignes post pasteurisation de
lait cru et apres I’application de nettoyage en place. L’évaluation de leur capacité a adhérer et
former des biofilms par différentes techniques et sur différentes surfaces a été effectué dans une
études antérieure (Cherif-Antar et al., 2016).

Les biofilms bactériens peuvent étre définis comme des communautés microbiennes
adherant aux surfaces abiotiques et biotiques et formant un mode de croissance sécurisé dans
une matrice extracellulaire (Costerton et al., 1999).

On estime que jusqu'a 80 % des bactéries sur Terre vivent dans des biofilms, qui offrent
une protection contre les stress environnementaux, par exemple la chaleur et la dessiccation, et
les traitements antimicrobiens tel que les antibiotiques et les désinfectants (Sturtevant et al.,
2015).

Les biofilms sont particulierement importants dans l'industrie alimentaire, car ils
fournissent une contamination croisée et post-traitement persistante dans I’environnement de la
transformation des aliments. L'apparition de biofilms peut réduire la durée de conservation des

aliments et méme des risques importants pour la sécurité alimentaire.

L'impact des facteurs environnementaux sur la croissance bactérienne est largement
étudié, mais seulement peu de choses sont connues sur la fagon dont ces facteurs influencent la

formation de biofilms bactériens.

La formation de ces biofilms est lI'une des réponses bactériennes au stress dans des

conditions environnementales instables (Toyofuku et al., 2016).

La capacité des micro-organismes pathogénes et/ou d’altération a former des biofilms
en industrie alimentaire est généralement testée a un niveau optimal de conditions de croissance,
c'est-a-dire a 37°C. Il est évident que la température est I’un des facteurs les plus importants qui

affectent la croissance bactérienne et par conséquent le développement des biofilms.

Les souches de Klebsiella pneumoniae qui ont fait I’objet de cette étude, ont formé plus
de biofilms a 37°C. La formation de biofilm a diminué lorsque 1’incubation est faite a 20 et
55°C. Cela indique que la température optimale de croissance de cette bactérie a favorisé le
mieux la formation de biofilm sachant que la majorité des agents pathogénes sont mésophiles
et poussent bien a des températures optimales comprises entre 25 °C et 40 °C (Mizan et al.,
2018).
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Cependant, dans un environnement alimentaire, il est important de savoir si les bactéries
peuvent former des biofilms a des températures non optimales, comme a la température de
congélation (-18°C) ou environnements de traitement réfrigérés (10-15°C). La température
optimale pour la formation de biofilm bactérien s'est avérée dépendante de la souche (Sizova
et al., 2012) ce qui est en accord avec nos résultats car les souches de K.pneumoniae étudiées

ont donné un meilleur résultat a 37°C, leur température optimale.

Une étude menée par Alotaibi et ses collaborateurs en 2021 a indiqué que la production
de biofilm par K.pneumoniae était maximale a 40 °C, suivi de 37 °C, alors que I'épaisseur du
biofilm était significativement réduite a 25°C et 50°C. La production maximale de biofilms a
40°C pourrait suggérer que cette température est une température idéale pour le développement

du biofilm par des souches de K.pneumoniae.

Il a également été rapporté que Pseudomonas putida tolérent des températures de 40°C
Comparées 30°C par amelioration de la production de biofilm, suggérant un processus de
régulation avec un multi-niveau complexe dans lequel de nombreux génes différents sont

impliqués (Srivastava et al., 2008).

Une autre étude réalisée par Bonaventure et al. (2007) a montré que Stenotrophomonas
maltophilia ont la capacité de former un biofilm a une température ambiante de 32°C et 37°C.
Cela a ¢été interprét¢ comme suggérant qu’une croissance bactérienne plus lente pourrait
conduire a I'absorbance plus faible obtenue a température ambiante. De méme, la diminution
de biofilm par les trois souches de K. pneumoniae a 20°C par rapport a 37°C pourrait également
étre interprété comme étant un résultat des croissance bactérienne lente & 20°C (Hostacka et
al., 2010).

Des températures plus extrémes telles que 50°C pourraient affecter négativement la
formation de biofilm en inhibant et/ en ralentissant la croissance. Une étude de la température
sur les propriétés polymériques et mécaniques du biofilm de Staphylococcus epidermidis a
montré que la morphologie, la viabilité cellulaire et les caractéristiques mécaniques des biofilms
bactériens peuvent étre affectés par des températures plus élevées qui peuvent générer une
diminution remarquable de la limite d'élasticité et de la petite déformation du biofilm, suggérant
qu'une température élevée peut réduire l'intégrite du biofilm (Pavlovsky et al., 2015 ; Rihs et
al., 2013).

Les travaux de Tomaras et al., (2003) ont montré qu’une souche sauvage d’A. baumannii

était capable de produire plus de biofilm a une température de 30°C qu’a 37°C. Ce phénoméne
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est aussi observé chez d’autres especes bactériennes tell Hafnia alvei, un pathogéne
opportuniste de I’homme et de 1’animal est considérablement accéléré a 25°C qu’a37°C (Vivas
et al., 2008). Par contre Miao et al ., 2009 ont indiqué que L'environnement optimal pour la
formation de biofilm des souches de S. aureus alimentaire était de 37 °C. Cette étude a

montré que Le biofilm de S. aureus était sensible a diverses conditions de température.

Dans une étude antérieure, pour différents serotypes de Salmonella incluant S. Kottbus,
S. meleagridis, S. derby, S. agona, S. Kinston, S. calabar, S. senftenberg et S. Typhimurium, la
formation de biofilms a augmenté a des températures comprises entre 25 et 42°C) mais tout en
indiquant que la température optimale était 37°C (Yin et al., 2018). Parmi différents serotypes
de Salmonella, il n'y avait pas de différences sur la formation du biofilm sauf S. Typhimurium.
Pendant une température plus basse d'incubation la formation de biofilm est diminuée lors de
la transformation de la viande bovine sur les surfaces en contracter avec Salmonella (Lianou
et Koutsoumanis, 2012 ; Yin et al., 2018).

De méme, remarqué que des températures plus élevées (25 a 37°C) induisaient a une
formation de biofilm plus fort par V. parahaemolyticus que 4 et 10°C, ce qui a entrainé la
fixation de bactéries en monocouches (Han et al., 2016).

La température d'incubation peut affecter de nombreux aspects qui modulent
I'attachement cellulaire et la formation de biofilm, y compris la physiologie cellulaire, les
propriétés de la surface cellulaire, la solubilité des composants/nutriments alimentaires, et les
propriétés des polysaccharides extracellulaires, mais la réponse varie d'une espece a l'autre (Yin
etal., 2018 ; Yang et al., 2016 ; Pagan et Garcia-Gonzalo, 2015 ; Karaca et al., 2013).
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Conclusion

Le biofilm est une communauté microbienne hautement structurée qui se forme sur
diverses surfaces, y compris les surfaces en acier inoxydable couramment utilisées en industries
alimentaires. C’est une source persistante de contamination qui menace I’industrie alimentaire
incluant I’industrie laitiére. La présence des biofilms sur les surfaces en contact avec les
aliments conduit a de sérieux économiques. Ils peuvent se composer de bactéries pathogenes
et/ou d’altération provoquant la détérioration organoleptique et sensorielle des produits laitiers
et par conséquent la réduction de leur durée de vie et peuvent étre responsables de la
transmission de maladie d’origine alimentaire. Plusicurs facteurs peuvent influencer la
formation de biofilm, parmi lesquels la température est un important pour la croissance

bactérienne et le développement de biofilm.

Klebsiella pneumoniae est une bactérie pathogéne opportuniste souvent associée aux

infections nosocomiales.

Comprendre ces facteurs est essentiel pour optimiser et/ou mettre en ceuvre des

stratégies de lutte contre ces biofilms menacant de tel secteur.

L’objectif de notre étude était d’étudier I’effet de différentes températures couramment
rencontrées en industrie laitiere sur le développement de biofilm par des souches de K.
pneumoniae isolée des lignes pré et post-pasteurisation du lait cru. Un total de 4 durées
d’incubation a été envisagé a savoir 2,4,6 et 24h pour suivre la cinétique de formation de biofilm

en fonction de la température.

Dans I’ensemble, nos résultats ont montré que les températures testées 20, 37 et 55°C
ont favorisé une formation croissante de biofilm en fonction du temps. Latempérature optimale
de 37°C était la plus favorable pour le développement de biofilm par K. pneumoniae avec une
valeurs élevée enregistrée apres 24h d’incubation, tandis que les deux autres températures
testées (20 et 55°C) ont indiqué des valeurs inferieures ce qui montre un ralentissement de
croissance a ces températures. Ces résultats soulignent I’importance de la température sur le

développement du biofilm bactérien.

Des études plus approfondies sont nécessaires pour comprendre mieux le phénoméne
de formation de biofilm en industries laitiéres tout en combinant plusieurs paramétres incluant
le pH, la composition du lait, la rugosité de la surface, I’effet du fluide et méme la composition
variable des microflores bactériennes du lait pour reproduire un microenvironnement des lignes

de production laitiére.
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Abstract

The biofilm is a heterogeneous community of microorganisms that have the ability to
attach to different surfaces, whether living or inert, such as materials and equipment used in the
dairy industry. Several factors contribute to the formation of this biofilm, with temperature
playing a crucial role. Among the microorganisms present, the bacterium Klebsiella
pneumoniae, an opportunistic pathogen, plays a significant role in the degradation of the
organoleptic and sanitary quality of finished products. This study aims to examine the effect of
temperature on biofilm formation by isolates of Klebsiella pneumoniae obtained from raw milk
production lines, specifically the pre- and post-pasteurization sections, after the implementation
of the cleaning-in-place protocol. We evaluated the biofilm formation capacity using the 96-
well microtiter plate technique with three strains (lamaabe4-75, lamaabe4-63, and lamaabe4-
90) at three different temperatures (20°C, 37°C, and 55°C) for four durations (2 hours, 4 hours,
6 hours, and 24 hours). After measuring the optical density (OD) of each strain, we found that
the lamaabe4-90 strain at 37°C for 24 hours exhibited the highest biofilm-forming activity, with
an OD of 1.58 nm.
Keywords: Klebsiella pneumoniae, biofilm, temperature, dairy industry.

Résumé

Le biofilm est une communauté hétérogéne de micro-organismes ayant la capacité de se
fixer sur différentes surfaces, qu'elles soient vivantes ou inertes, telles que les matériaux et les
équipements utilisés dans I'industrie laitiére. Plusieurs facteurs contribuent a la formation de ce
biofilm, dont la température qui joue un role crucial. Parmi les micro-organismes presents, la
bactérie Klebsiella pneumoniae, un pathogéne opportuniste, joue un réle prépondérant dans la
dégradation de la qualité organoleptique et sanitaire des produits finis. Cette etude vise a
examiner l'effet de la température sur la formation du biofilm par des souches isolées de
Klebsiella pneumoniae provenant des lignes de production de lait cru, plus précisement des
sections pré- et post-pasteurisation, apres I'application du protocole de nettoyage en place. Nous
avons évalué la capacité de formation du biofilm en utilisant la technique des microplaques de
titration a 96 puits sur trois souches (lamaabe4-75, lamaabe4-63 et lamaabe4-90) a trois
températures differentes (20°C, 37°C et 55°C) pendant quatre durées (2h, 4h, 6h et 24h). Apres
avoir mesuré la densité optique (DO) de chaque souche, nous avons constaté que la souche
lamaabe4-90 a 37°C pendant 24 heures présentait la meilleure activité de formation de biofilm,
avec une DO de 1,58 nm.
Mots clé : klebseilla pneumonie, biofilm, température, industrie laitiére.



