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RESUME 

 

L’objectif de ces travaux a été d’étudier le rôle des exopolysaccharides dans la 

formation des biofilms de Listeria monocytogenes et dans leur résistance face à des 

procédures de nettoyage rencontrées en entreprise dans des circuits fermés. Nous avons 

montré que l’exopolysaccharide majeur dans la matrice extracellulaire était l’acide téichoïque 

qui était de structure identique à l’acide téichoïque pariétal. De plus, nous avons identifié que 

50% des 93 souches de sérotype 1/2a étudiées avaient une mutation non-sens ou silencieuse 

ou faux-sens sur le gène lmo2550 ce qui pouvait entraîner la non-ramification de l’acide 

téichoïque avec le résidu N-Acétylglucosamine (GlcNAc). Nous avons donc étudié des 

mutants de la souche de référence EGD-e qui avaient des gènes lmo2549 ou lmo2550 ou 

lmo2537 ou tagO1tagO2 inactivés ce qui a permis de mettre en évidence que l’absence de 

résidu GlcNAc sur les acides téichoïques avait modifié les propriétés de surface de L. 

monocytogenes, diminué l’adhésion à l’acier inoxydable et modifié l’architecture des biofilms 

de 48h. Par ailleurs, ils étaient plus sensibles à une procédure de nettoyage en circuit fermé 

avec un détachement plus important, une modification de l’architecture des biofilms et la 

présence uniquement de cellules viables non cultivables et mortes après passage du flux de 

soude versus la souche sauvage EGD-e. Le but de ces travaux était de mieux comprendre le 

rôle de la matrice extracellulaire dans la formation des biofilms de L. monocytogenes pour 

ensuite trouver le meilleur moyen de l’éradiquer dans l’environnement industriel.  
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ABSTRACT 

 

TITLE: STUDY OF EXOPOLYSACCHARIDES FROM EXTRACELLULAR MATRIX OF 

LISTERIA MONOCYTOGENES BIOFILMS 

The objective of this work was to study the role of exopolysaccharides in the formation of 

Listeria monocytogenes biofilm and their resistance to cleaning procedure in industry. We 

showed that the exopolysaccharide in major extracellular matrix was teichoic acid, which was 

identical at the structure to the parietal teichoic acid. In addition, we identified that 50% of 93 

strains of 1/2a serotype studied had a non-sense mutation or mis-sense or silent on the 

lmo2550 gene that could lead to non-branching of the teichoic acid with the residue N-

Acetylglucosamine (GlcNAc). We therefore examined mutants of EGD-e reference strain 

which had inactivated lmo2549 or lmo2550 or lmo2537 or tagO1tagO2 genes allowing 

highlighting the absence of the GlcNAc residue on teichoic acids. The mutation of these genes 

had changed the L. monocytogenes surface properties, decreased the adhesion to stainless 

steel and modified the architecture of 48h-biofilms. Furthermore, they were more susceptible 

to a circuit cleaning procedure with an important detachment, a change in the architecture of 

the biofilm and the presence of non-cultivable but viable cells and dead cells after passage of 

the caustic soda flow versus the wild-type EGD-e strain. The aim of this work was to better 

understand of the role of the extracellular matrix in the formation of L. monocytogenes 

biofilms and then find the procedure to eradicate it in the industrial environment. 
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ABREVIATIONS UTILISEES 

ADN: Acide désoxyribonucléique  

ADNe: Acide désoxyribonucléique extracellulaire  

ATP: Adénosine tri-phosphate 

BAP : Biofilm associated protein (proteine associé au biofilm)  

BET: Bromure d'éthidium  

Cm: Chloramphenicol  

Ct: Threshold cycle ou cycle ceuil  

CDC: Centers for Disease Control and Prevention 

Da: Dalton 

DAPI: 4',6'-diamidino-2-phénylindole  

DO: Densité optique  

EPS : Extracellular polymeric substance (Substance polymère extracellulaire)  

Gal: Galactose  

EMA : Ethidium Monoazide 

Gal : Galactose 

GC MS: Chromatographie en phase gazeuse-spectrométrie de masse  

Glc: Glucose  

GlcNAc: N-Acétylglucosamine  

HF: Acide fluorhydrique  

HPLC-MS: Chromatographie en phase liquide-spectrométrie de masse  

HTM : Milieu Hsiang-Ning Tsai  

Hz : Hertz 

IPTG: Isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside  

Km: Kanamycine  
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ManNAc : N-Acetyl-D-mannosamine 

MCBL: Microscopie confocale à balayage laser  

MEB: Microscopie électronique à balayage  

MET: Microscopie électronique en transmission  

ml: millilitre  

MWB : Modified Welshimer’s Both (Milieu de culture pauvre) 

mM: Millimolaire  

OA: Orange d'acridine  

Pa : Pascal 

Pb : Paire de bases 

PCR: Réaction en chaîne par polymérase 

Pg : Picogramme  

PMA: Monoazide de propidium  

PMA-qPCR: qPCR précédé d'un traitement au PMA  

PNAG : Poly-N-acetyl Glucosamine 

pH: Potentiel hydrogène 

qPCR: Réaction en chaîne par polymérase quantitative  

Rha: Rhamnose  

RMN : Résonance magnétique nucléaire  

RTqPCR : qPCR précédé d'une rétrotranscription des ARN 

TFA: Acide trifluoroacétique  

TSAYe: Milieu gélosé (agar) Trypticase soja avec extrait de levure   

TSBYe: Bouillon de Trypticase soja avec extrait de levure   

UFC: Unité formant colonie  

UG: Unité génome 
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PRESENTATION GENERALE 

 

Annuellement, le centre pour le contrôle et la prévention des maladies aux Etats-Unis 

(Centers for Disease Control and Prevention, CDC) a estimé à 48 millions de malades, 128 

000 hospitalisations et 3 000 morts dus à des maladies transmises par les aliments (Batz, et 

al., 2012). Le pourcentage de population souffrant chaque année d’une maladie transmise par 

les aliments est estimé à 30%. En France, par exemple, au cours de la période 1996-2005, les 

épidémies ont entrainées 7364 hospitalisations et 45 décès (Delmas, et al., 2006). Entre 2006 

et 2008, 3 127 foyers de toxi-infections alimentaires collectives (TIAC) ont été déclarés aux 

autorités sanitaires en France. Elles concernaient 33 404 malades dont 2 302 ont été 

hospitalisés et 15 sont décédés (Delmas, et al., 2010). Par conséquent, la contamination des 

aliments induit un coût très élevé, tant social qu’économique : aux USA, par exemple, les 

dépenses annuelles induites par les maladies dues aux principaux pathogènes sont estimées à 

3500 millions de dollars US (1997) en dépenses médicales et pertes de productivité. Il est 

maintenant reconnu que les surfaces des ateliers et des équipements dans les agro-industries 

sont impliquées dans la contamination des aliments et in fine d’une quantité non négligeable 

des intoxications alimentaires. Selon Haeghebaert, et al. (2001) la contamination des 

équipements aurait été à l’origine d’environ 40% des TIAC en France entre 1996 et 1998. 

Plus récemment, il a été estimé que près de 25% des infections alimentaires sont induites au 

cours des procédures de transformation des aliments et il a également été décrit dans des 

épidémies récentes de listérioses au Canada en 2008 et aux Etats-Unis en 2011 que des 

problèmes de nettoyage et désinfection pouvaient être mis en cause avec une persistance de 

Listeria monocytogenes dans les industries agro-alimentaires. En effet, la présence de biofilms 

sur les surfaces affecte largement l’hygiène des surfaces 
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(Carpentier et Cerf, 1993, Leriche et Carpentier, 1995, Norwood et Gilmour, 1999, Lindsay, 

et al., 2002, Midelet-Bourdin, et al., 2006). Il a été estimé que L. monocytogenes par exemple, 

dont la principale  voie de contamination est la voie alimentaire, causait plus de 2500 

maladies par an aux Etats-Unis dont 500 cas mortels et 300 cas dont 80 cas mortels en France. 

Le nombre de cas humains de listérioses a par ailleurs augmenté de 59% ces 5 dernières 

années dans l’Union Européenne (European Food Safety Authority, 2007a) avec un taux élevé 

de mortalité (14,2%) (European Food Safety Authority, 2007b), surtout parmi les populations 

dites à risque (femmes enceintes, personnes immunodéprimées, personnes âgées) avec des 

symptômes cliniques de type méningite, bactériémie, encéphalite, listériose fœto-maternelle 

ou néonatale. De plus, L. monocytogenes est capable d’adhérer à diverses surfaces telles que 

le verre, l’acier inoxydable, le polystyrène ou encore le tétrafluoroéthylène (téflon) et de se 

développer par la suite en biofilm (Di Bonaventura, et al., 2008, Blatter, et al., 2010, Branger, 

2012). La formation de biofilm contribue fortement à la résistance accrue des bactéries à des 

agressions environnementales (dessiccation, manque de nutriments…) et à des traitements 

rencontrés en entreprise (procédure de nettoyage-désinfection). Les biofilms sont donc à 

l’origine de la persistance de L. monocytogenes dans les environnements industriels pendant 

de longues périodes, ce qui pose de sérieux problèmes en termes de sécurité sanitaire des 

aliments puisque cela peut-être à l’origine de source(s) de contamination ou de 

recontamination d’aliments. Un des principaux facteurs conférant cette protection aux cellules 

bactériennes en biofilm est la présence d’une matrice gélatineuse, composée de protéines, 

d’ADNe et d’exopolysaccharides. Par sa simple présence, cette matrice gélatineuse, aussi 

appelée matrice extracellulaire, confère une protection passive des cellules bactériennes grâce 

à un simple effet barrière contre l’entrée des agents antimicrobiens, détergents et 

antibiotiques. Cette matrice extracellulaire confère également une protection active en  
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favorisant la communication cellulaire notamment via le quorum sensing. Il est admis que la 

matrice extracellulaire des biofilms de la majorité des espèces bactériennes est composée  

principalement de polysaccharides qui ont été identifiés pour plusieurs espèces des genres 

bactériens Staphylococcus, Pseudomonas, Escherichia (Flemming et Wingender, 2010). Les 

exopolysaccharides identifiés peuvent être de différentes nature, même au sein d’une même 

espèce bactérienne. Ce sont de longues molécules, linéaires ou ramifiées, avec une masse 

moléculaire allant de 500 Da à 200 kDa. Il n’y a pas d’études sur la composition et la 

structure des exopolysaccharides présents dans la matrice extracellulaire des biofilms de L. 

monocytogenes.  

 

L’objectif principal de ce travail de recherche a été de caractériser les 

exopolysaccharides de la matrice extracellulaire des biofilms de L. monocytogenes et 

d’étudier leur rôle, de l’adhésion bactérienne à la formation et au détachement du biofilm sur 

de l’acier inoxydable.  

 

Dans un premier temps, nous avons fait un état de l’art sur la problématique de 

L. monocytogenes dans les biofilms en appuyant sur la partie composition et rôle de la matrice 

extracellulaire. 

 

Dans un second temps, nous avons caractérisé les exopolysaccharides de la 

matrice extracellulaire des biofilms versus les polysaccharides pariétaux. Une fois la nature 

des exopolysaccharides identifiée, la capacité d’adhésion et de formation des biofilms par des 

mutants géniques exprimant des exopolysaccharides modifiés ou bloqués dans leurs voies de 

biosynthèse a été étudiée ainsi que leur résistance à l’application d’une action mécanique 

seule ou associée à une action chimique.  
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ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE 

Chapitre 1. Listeria monocytogenes 

1.1 Le genre Listeria 

La découverte officielle de Listeria remonte à 1924, lorsqu’ E.G.D. Murray, R.A. Webb 

et M.B.R. Swann isolent une bactérie responsable d’une septicémie affectant les lapins et les 

cobayes de leur laboratoire à Cambridge en Angleterre. Cette bactérie, encore jamais décrite, 

est baptisée Bacterium monocytogenes (Murray, et al., 1926). Les premiers cas de listérioses 

humaines ont été signalés en 1929 au Danemark (Nyfelt, 1929). Cependant, le premier 

isolement de cette bactérie date de 1921, en France, par Dumont et Cotoni à partir d'un patient 

atteint d’une méningite (Dumont et Cotoni, 1921). Suite à sa détection chez l’homme, les 

animaux, la nourriture et l’environnement, Pirie (1940) définit le genre Listeria et décrit la 

bactérie comme un bacille Gram positif, catalase positif. Dès 1973, les premières études 

d'hybridation ADN - ADN ont suggéré l'hétérogénéité génomique des souches regroupées 

sous la dénomination de Listeria monocytogenes. Rocourt, et al. (1983) furent les premiers à 

distinguer l’espèce L. monocytogenes des autres espèces de Listeria par des méthodes 

biochimiques puis par comparaison génétique. Le genre Listeria appartient au phylum des 

Firmicutes, proche du genre Bacillus. Elle fait partie de la classe des Bacilli, à l’ordre des 

Bacilliales et à la famille des Listeriaceae. Actuellement, 18 espèces de Listeria ont été 

identifiées : L. monocytogenes, L. innocua, L. seeligeri, L. welshimeri, L. grayi, L. 

denitrificans, L. ivanovii, L. marthii, L. rocourtiae, L. fleischmannii, L. weihenstephanensis 

(Wiedmann, 2002, Graves, et al., 2010, Leclercq, et al., 2010, Bertsch, et al., 2013, Lang 

Halter, et al., 2013), et plus récemment publiées, les espèces L. floridensis, L. aquatica,  
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Tableau 1 : Antigènes somatiques et flagellaires utilisés dans le sérotypage de Listeria monocytogenes. 

Sérotype Antigènes somatiques (O) 
1
 Antigènes flagellaires (H) 

1/2a I, II, III A, B 

1/2b I, II, III A, B, C 

1/2c I, II, III B, D 

3a II, III, IV, (XII), (XIII) A, B 

3b II, III, IV, (XII), (XIII) A, B, C 

3c II, III, IV, (XII), (XIII) B, D 

4a III, (V), VII, IX A, B, C 

4ab III, V, VI, VII, IX, X A, B, C 

4b III, V, VI A, B, C 

4c III, V, VII A, B, C 

4d III, (V), VI, VIII A, B, C 

4e III, V, VI, (VIII), X A, B, C 

7 III, XII, XIII A, B, C 

1
 ( ) : indique les facteurs qui ne sont pas systématiquement détectés 
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L. cornellensis, L. riparia, L. grandensis, L. booriae et L. newyorkensis (den Bakker, et al., 

2014, Weller, et al., 2015). Suite à des analyses moléculaires, une dix-neuvième espèce de 

Listeria, L. murrayi, a été rétrogradée au rang de sous-espèce de L. grayii (Boerlin, et al., 

1992, Hof et Rocourt, 1992). Il existe également les sous-espèces Listeria fleischmannii 

subsp. coloradonensis, Listeria fleischmannii subsp. fleischmannii, Listeria ivanovii subsp. 

londoniensis.   

 

L. ivanovii et L. monocytogenes sont les 2 seules espèces de Listeria pathogènes pour 

l’homme et les mammifères. Elles sont responsables d’une maladie appelée la listériose.       

L. ivanovii atteint principalement les ruminants (Vazquez-Boland, et al., 2001) mais fut 

également isolée à de rares reprises à partir d’humains infectés (Guillet, et al., 2010). La rareté 

des infections humaines causées par L. ivanovii peut résulter d’une pathogénicité faible pour 

les humains mais aussi de sa faible occurrence dans les sources environnementales ou 

animales. L. monocytogenes est pathogène pour les animaux et les humains, et est la 

principale responsable des cas de listérioses. 

 

Une des premières méthodes permettant de caractériser et de discriminer les souches 

de L. monocytogenes lors d’épidémies a été le sérotypage par agglutination. Mise en place par 

Paterson (1940) puis modifiée par Seeliger et Hohne (1979), cette technique est basée sur des 

réactions Anticorps/ Antigènes. Les familles d’antigènes ciblés sont les antigènes somatiques 

(O) qui sont au nombre de 13 et les antigènes flagellaires (H) qui sont au nombre de 4. Il a été 

défini treize sérotypes de L. monocytogenes : 1/2a, 1/2b, 1/2c, 3a, 3b, 3c, 4a, 4ab, 4b, 4c, 4d, 

4e et 7 (Seeliger et Hohne, 1979, Kathariou, 2002) (Tableau 1) 
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1.2 La listériose 

1.2.1 La maladie et ses symptômes 

La listériose est une maladie rare mais grave avec un taux de mortalité entre 20 et 

30%. Les signes cliniques de la listériose permettent une distinction en deux catégories, la 

listériose non-invasive et la listériose invasive. 

 

La première citée, aussi appelée gastro-entérite fébrile à Listeria, concerne les cas 

présentant les symptômes de la gastro-entérite, tels que la diarrhée, des fièvres céphalées et 

myalgies, peu de temps (12 à 24 h) après l’ingestion des aliments infectés (Salamina, et al., 

1996, Dalton, et al., 1997, Aureli, et al., 2000, Donovan, 2015) . Dans la majorité des cas, ce 

sont des personnes en bonne santé qui ont ingéré un aliment fortement contaminé. L’infection 

dure quelques jours puis L. monocytogenes est éliminée par les fèces.  

 

Pour la listériose invasive, elle touche principalement une population dite à risque 

(femmes enceintes, fœtus, personnes âgées et personnes immunodéprimées). La listériose 

invasive intervient lorsque l’infection ne se limite pas au tissu intestinal et se propage à 

d’autres parties du corps telles que le placenta contenu dans l’utérus lors d’une grossesse, le 

système nerveux central ou le sang. Les symptômes sont plus graves comme des encéphalites, 

méningites, septicémies et fausses couches. De nombreuses restrictions sont conseillées aux 

femmes enceintes qui ont 12 fois plus de risque qu’une personne normale de développer une 

listériose après ingestion d’aliments contaminés. La mère ne sera pas gravement malade dans 

la majorité des cas mais la bactérie via la circulation sanguine peut coloniser le placenta. Le 

bébé peut alors mourir ou être atteint d’une listériose dès la naissance.  
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Figure 1 : Incidence de la listériose par million d’habitants en France métropolitaine de 1999 à 2013 (Institut de veille 
sanitaire, 2014). 
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La majorité des cas de listérioses humaines a été associée à des souches de sérotype 4b 

(Rocourt, et al., 2000, Swaminathan et Gerner-Smidt, 2007), bien que des souches de 

sérotypes 1/2a et 1/2b aient aussi été isolées de patients (Nelson, et al., 2004). 

1.2.2 Incidence de la listériose 

Les maladies transmises par les aliments, y compris les listérioses, ont bien entendu un 

coût humain et économique conséquent. de Noordhout, et al. (2014) ont estimé que L. 

monocytogenes infectait 23 150 personnes avec 5463 morts d’entre eux (23,6%) au niveau 

mondial en 2010 sur la base d’une population mondiale de 6 860 035 412. Des aliments de 

différentes natures ont été impliqués dans plusieurs épidémies de listérioses depuis les années 

1980 comme par exemple des produits de charcuterie, des fromages (Ericsson, et al., 1997, 

Brett, et al., 1998, Tham, et al., 2000). La listériose est une maladie à déclaration obligatoire 

dans plusieurs pays comme le Canada, la Belgique et la France.  

 

En 2012, il y a une augmentation de 10,5 % des cas de listérioses (1642 cas) en 

Europe par rapport à 2011 et de 8,6% en 2013 (1763 cas avec 191 décès) (EFSA-ECDC, 

2015). Aux Etats-Unis, le centre de prévention et de contrôle des maladies (Center for 

Diseases Control and Prevention ou CDC) a estimé que près de 1 600 maladies et 260 décès 

sont causés chaque année par L. monocytogenes (Scallan, et al., 2011). Les données 

d’incidence étaient de 0,26 par 100 000 personnes en 2013 aux Etats-Unis (Crim, et al., 2014) 

et de 0,41 cas pour 100 000 personnes en 2012 en Europe. En France, l’incidence de la 

listériose a beaucoup évolué au cours des années (Figure 1). Entre 1999 et 2005, l’incidence 

de la maladie est passée de 4,5 à 3,5 cas par million d’habitants. Depuis 2006, elle a augmenté 

pour atteindre 5,7 cas par million d’habitants en 2013. En 2013, 369 cas de listérioses et 64 

décès sont survenus en France (létalité 17 %) (Tourdjman, et al., 2014). Cette augmentation 

d’incidence est surtout observée chez les sujets très âgés et ceux présentant des comorbidités, 
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et a également été constatée dans d’autres pays européens (Goulet, et al., 2008). Les raisons 

de cette augmentation ne sont pas clairement établies, mais elles semblent davantage liées à 

une augmentation de la population sensible qu’à une circulation accrue de produits 

contaminés. Les plans de surveillance et de contrôle de la contamination des denrées 

alimentaires par L. monocytogenes suggèrent en effet, d’après l’échantillonnage effectué, une 

amélioration constante de la qualité microbiologique des aliments depuis 1993 (Tourdjman, et 

al., 2014). 

1.2.3 Exemples d’épidémies récentes avec pour source de contamination l’environnement 

ou une contamination croisée 

Plus de 79 épidémies ont été rapportées dans la littérature à ce jour dont 12 en France 

(Annexe 1) Les produits incriminés dans les épidémies les plus récentes étaient de diverses 

natures comme par exemple de la charcuterie, des fromages et du melon Cantaloup.  

 

En 2008, le Canada a connu deux importantes épidémies de listérioses. La première 

épidémie fut responsable de 57 cas de listérioses avec 23 décès. L’enquête épidémiologique, 

la traçabilité des produits et l’isolement des souches responsables de l’épidémie dans des 

prélèvements environnementaux et dans des échantillons d’aliments ont confirmé 

l’implication de produits de charcuterie fabriqués par une entreprise et vendus principalement 

à des institutions, et qui étaient à la source de l’épidémie. Durant une augmentation de 

l’activité de l’entreprise, la bactérie avait vraisemblablement établi un biofilm au sein de deux 

trancheuses à viande que les procédures classiques de nettoyage désinfection n’auraient pas 

suffi à éliminer (Currie, et al., 2015). La deuxième épidémie fut responsable de 41 cas de 

listérioses avec 2 décès (Gaulin, et al., 2012). Après enquête, il a été démontré qu’environ 

40% des personnes avaient consommé des produits provenant de l’usine A. Dans cette 

entreprise, le procédé de pasteurisation des fromages n’était pas déficient ce qui suggérait que 
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la contamination devait être post-pasteurisation avec une source environnementale. Environ 

55% des autres personnes avaient acheté les fromages dans des commerces qui recevaient des 

produits de cette entreprise. La manipulation et la coupe de ces fromages contaminés ont 

probablement contribué à la contamination d’autres formages dans les différents commerces. 

Le phénomène de contamination croisée a vraisemblablement été très important dans cette 

épidémie. 

 

En 2009, la contamination d’un fromage à partir de caillé acide produit en Autriche a 

été responsable d’une épidémie touchant l’Autriche mais aussi l’Allemagne et la République 

Tchèque, lieux d’exportation des fromages. Deux clones d’une souche de sérotype 1/2a ont 

été responsables de 34 cas avec 8 décès. Suite à cette épidémie, Fretz (2010a, 2010b) a 

souligné l’importance du typage moléculaire des souches isolées des patients. En effet cela 

permet l’identification rapide de la souche responsable et donc son origine. De plus, comme 

vu dans cette épidémie, la mondialisation permet l’exportation de denrées alimentaires dans le 

monde entier et met en avant la nécessité de collaborations internationales.  

 

En 2011, une épidémie de listériose a frappé les Etats-Unis à travers plusieurs états où 

au moins 147 personnes ont été atteintes, au moins 33 personnes sont décédées et une femme 

enceinte a fait une fausse couche. Quatre souches de L. monocytogenes étaient associées à 

cette épidémie qui avait pour origine des melons cantaloups entiers provenant d’une seule 

ferme, la Jensen Farm. Les melons étaient entiers et contaminés à leur surface. Le 

consommateur contaminait la chair en tranchant le melon. Les enquêtes menées par le CDC 

ont permis de mettre en évidence plusieurs facteurs ayant entrainé la contamination des 

melons et de souligner le rôle des équipements dans la contamination. Les souches de L. 

monocytogenes ont été retrouvées sur des équipements sales et corrodés, achetés d’occasion et 
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précédemment utilisés pour des pommes de terre. De plus, de l’eau contaminée a été 

retrouvée sur le sol du lieu de conditionnement. Il a été établi que les employés marchaient 

dans cette eau et propageaient la contamination. Cette eau contaminée était aussi présente sur 

les tapis de convoyage des melons. Il a également été prouvé que le sol de la ferme était 

dépourvu de L. monocytogenes et donc que la contamination provenait bien du lieu de 

conditionnement. De plus, un camion de transport, pris d’une ferme de bétail, utilisé pour 

récupérer les melons cueillis, a été suspecté d’être à l’origine de l’arrivée de Listeria dans la 

ferme de Jensen (McCollum, et al., 2013). 

 

Dans quatre états des Etats-Unis, 10 personnes ont été infectées avec plusieurs souches 

de Listeria. Les personnes malades dans la période 2010-2014 ont été identifiées grâce à une 

rétrospective de la base de données ADN de FoodNet qui avaient des profils identiques à ceux 

de prélèvements de crème glacée de l’entreprise Blue Bell Creameries (CDC, 2015). 

 

Entre 2014 et 2015, une éclosion de listériose au Danemark a entrainée 47 cas de 

Listériose dont 17 décès. Il s’avère que le produit incriminé était de la viande de sandwichs 

« rullepølse ». La contamination proviendrait d’un équipement de découpe et d’autres 

équipements seraient impliqués car ils ont été en contact avec le produit. 

 

Dans plusieurs épidémies, la persistance de souches de L. monocytogenes malgré des 

procédures de nettoyage désinfection a été montrée, ce qui suggère fortement la présence de 

biofilm bactérien. 
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Figure 2 : Cellule de L. monocytogenes observée par microscopie électronique en transmission (Source : ANSES, Boulogne 
Sur Mer). 
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1.3 Caractéristiques microbiologiques et cellulaires de Listeria 

monocytogenes 

1.3.1 Morphologie et conditions de culture 

Listeria monocytogenes est décrite comme un petit bacille Gram positif, non capsulé, 

non sporulé, formant des bâtonnets aux bouts arrondis mesurant de 1 à 2 μm de long sur 0,4-

0,5 μm de diamètre (Figure 2). Les bactéries sont mobiles entre 20 et 28°C par une 

flagellation péritriche formée de 4 à 6 flagelles par bactérie. La biosynthèse des flagelles est 

température dépendante et se produit à des températures inférieures ou égales à 30°C. A 37°C 

(température de l’hôte), la majorité des souches ne produisent pas de flagelles et sont donc 

immobiles (Nilsson, et al., 2011).  

 

L. monocytogenes est une bactérie ubiquitaire saprophyte facultative qui peut vivre 

dans les sols et la végétation. Elle dispose d’une forte capacité d’adaptation et peut survivre 

ou se multiplier dans des conditions difficiles. Le pH optimal se situe aux alentours de 7 mais 

Listeria peut croitre en présence d’un pH compris entre 4 et 9,6 (ANSES, 2011). Elle est 

halotolérante et peut survivre à des concentrations de 10% de NaCl. Certaines souches 

peuvent supporter jusque 20% de sel dans le milieu environnant. Enfin, la valeur optimale de 

l'aw est de 0,99 avec une croissance possible jusque 0,92. Elle peut croître à des températures 

allant de -2°C à 45°C, avec un optimum de température compris entre 30 et 37°C. 

 

Sur gélose nutritive, L. monocytogenes forme des colonies lisses de 0,5 à 1,5 µm, 

légèrement convexes, translucides, aux bords réguliers. Elle est également β-hémolytique sur 

gélose au sang. En trans-illumination oblique, les colonies présentent une coloration bleue-

verte caractéristique. Dans certaines conditions de stress (acide, salin…)  
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Figure 3 : Structure de la paroi des bactéries Gram positif (Swoboda, et al., 2010). 
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(Bereksi, et al., 2002, Hazeleger, et al., 2006, Giotis, et al., 2007) ou en mode de croissance 

sessile (Monk, et al., 2004), les cellules peuvent s’allonger jusqu’à atteindre une longueur de 

55 μm (Bereksi, et al., 2002) et former des colonies dites rugueuses retrouvées également 

lorsque l’incubation des géloses est prolongée. Une troisième forme a également été décrite 

chez L. monocytogenes, appelée « L-form » et correspondant à des bactéries dépourvues de 

peptidoglycanes et de paroi cellulaire. Dell'Era, et al. (2009) ont décrit des souches de L. 

monocytogenes présentant une morphologie de type L-form stable et non réversible. 

1.3.2 Description de la paroi cellulaire et plus particulièrement des polysaccharides 

L’une des principales différences entre les micro-organismes Gram négatif et ceux 

Gram positif est l’absence d’une membrane externe et d’un périplasme chez les Gram positif 

(Figure 3). Par conséquent la couche de peptidoglycane, présente chez les deux types de 

micro-organismes, est beaucoup plus épaisse chez les micro-organismes Gram positif. Cette 

épaisse couche de peptidoglycane stabilise la membrane cellulaire et fournit également de 

nombreux sites auxquels d'autres molécules de nature protéique ou glucidique peuvent être 

attachées. Une classe importante des glycopolymères de la paroi cellulaire est l’acide 

téichoïque. C’est un polymère anionique représentant 30 à 60 % de la paroi cellulaire des 

bactéries Gram positif (Neuhaus et Baddiley, 2003) et il est fixé de manière covalente au 

peptidoglycane. Il se distingue de son homologue, les acides lipotéichoïques qui sont ancrés à 

la membrane plasmique et qui présentent une fonction lipidique (Figure 3). 

 

Les deux types de polymères (acides téichoïques et acides lipotéichoïques) se composent 

d’une chaîne principale de poly (ribitol phosphate) ou de poly (glycérol phosphate) ancrée au 

peptidoglycane via une unité de liaison formée par un N-Acetylmannosamine lié en β1 → 4 

avec un N-Acétylglucosamine (ManNAc(β1 → 4) GlcNAc) disaccharide avec 3 glycérols  
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Tableau 2 : Quantification des composants des acides téichoïques de la paroi cellulaire selon le sérotype de Listeria 
(Fiedler, 1988). 

 

 

 

Figure 4 : Structure des acides téichoïques pariétaux de L. monocytogenes selon le sérotype (Eugster et Loessner, 2014) 
GlcNAc : N-acétylglucosamine, Rha : Rhamnose, Gal : Galactose, Glc : Glucose. 
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phosphates attachés au C4 hydroxyle du résidu ManNAc du peptidoglycane (Neuhaus et 

Baddiley, 2003, Swoboda, et al., 2010). Alors que les acides lipotéichoïques se composent 

d’un poly(glycérol phosphate), les acides téichoïques pariétaux de L. monocytogenes sont 

formés d’un poly(ribitol phosphate) pouvant être estérifié par des acides aminés ou glycosylé 

(Fiedler, 1988, Eugster et Loessner, 2012). 

 

Les substitutions glycosydiques des acides téichoïques pariétaux ont été décrits dans 

les années 80-90 et sont variables selon le sérotype de Listeria. Les premières études ont 

décrit les compositions et les structures de souches de L. monocytogenes de sérotypes 1a, 3a, 

4a, 4b, 4d, 4f, 6 et 7 (Kamisango, et al., 1983, Fiedler, et al., 1984, Fujii, et al., 1985, 

Kamisango, et al., 1985, Uchikawa, et al., 1986). En 1988, après une évolution importante de 

la classification des espèces et des sérotypes de Listeria, Fiedler (1988) a réalisé un travail 

récapitulatif en redéfinissant les compositions d’acides téichoïques identifiés en fonction des 

sérotypes et des espèces de Listeria nouvellement définies (Tableau 2). Aujourd’hui, la 

composition des acides téichoïques pariétaux des 13 sérotypes de L. monocytogenes est 

décrite mais des études structurales manquent encore pour les sérotypes 4ab, 4c et 4e (Figure 

4).  

 

Les acides téichoïques pariétaux des sérogroupes 1/2 (sérotypes 1/2a, 1/2b et 1/2c) et 3 

(sérotypes 3a, 3b et 3c) sont substitués d’un N-acétylglucosamine (GlcNAc) et/ou d’un 

rhamnose (Rha) liés aux C2 et aux C4 des ribitols de la chaîne principale de poly (ribitol 

phosphate). Au contraire, pour les souches du sérogroupe 4, le GlcNAc n’est pas substitué à la 

chaîne de poly (ribitol phosphate) mais est directement incorporé dans les chaînes de poly 

(ribitol phosphate) et porte selon le sérotype (4a, 4b…) des substituts de galactose (Gal) et/ou 

de glucose (Glc). Les souches de sérotype 4a sont les seules à ne pas présenter de  
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Tableau 3: Gènes identifiés comme intervenant dans la voie de biosynthèse et la glycosylation des acides téichoïques 
pariétaux de L. monocytogenes. 

Gènes Fonctions géniques Fonctions Références 

lmo2537 UDP-N-acétylglucosamine 

2-épimérase 

Intervient dans l'unité de liaison 

entre l'acide téichoïque de type 

1/2a et le peptidoglycane 

(Dubail, et al., 2006) 

tagO1 

(lmo0959) 

tagO2 

(lmo2519) 

UDP-

GlcNAc:undecaprenyl 

phosphate GlcNAc-1-

phosphate 

transférases 

Intervient dans l'unité de liaison 

entre l'acide téichoïque de type 

1/2a et 4b et le peptidoglycane 

(Eugster et Loessner, 

2012) 

lmo2549 (gtcA) Glycosyltransférase Ramifie le GlcNAc sur les acides 

téichoïques pariétaux de type 1/2a 

Ramifie le Gal et le Glc sur les 

acides téichoïques pariétaux de 

type 4b 

(Promadej, et al., 1999, 

Autret, et al., 2001, 

Cheng, et al., 2007, 

Eugster, et al., 2011) 

 

lmo2550 (csbB) Glycosyltransférase Ramifie le GlcNAc sur les acides 

téichoïques pariétaux de type 1/2a 

(Eugster, et al., 2011) 

lmo1079  Glycosyltransférase Ramifie le GlcNAc sur les acides 

téichoïques pariétaux de type 1/2a 

(Eugster, et al., 2011) 

lmo1080 Rhamnosyltransférase Ramifie le Rha sur les acides 

téichoïques pariétaux de type 1/2a 

(Eugster, et al., 2015) 

rmlACBD 

(lmo1081–1084) 

Biosynthèse dTDP-

Lrhamnose 

Ramifie le Rha sur les acides 

téichoïques pariétaux de type 1/2a 

(Eugster, et al., 2015) 

gltA gltB Glycosyltransférase Ramifie le Glc sur les acides 

téichoïques pariétaux de type 4b 

(Lei, et al., 2001, Faith, et 

al., 2009) 

glcV Glycosyltransférase ND
1
 (Spears, et al., 2008) 

tagB (lmo1088) Glycosyltransférase ND (Deng, et al., 2010) 

tagD (lmo1089) Glycérol-3-phosphate 

cytidylyltransférase 

ND (Deng, et al., 2010) 

1
 : Non déterminé
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substitutions sur le GlcNAc. Les souches de sérotype 4d portent une seule substitution Glc, 

alors que les souches provenant du sérotype 4b sont porteuses des deux substitutions Glc et 

Gal.  

 

Récemment, plusieurs études se sont intéressées aux voies de biosynthèse de ces 

acides téichoïques pariétaux qui ont été décrites chez les 2 principaux modèles Gram positif : 

Staphylococcus aureus et Bacillus subtilis (Swoboda, et al., 2010). Concernant L. 

monocytogenes, aucune voie n’a été proposée. Seuls quelques gènes ont été décrits comme 

intervenant soit dans l’unité de liaison de la chaîne principale de poly (ribitol phosphate) au 

peptidoglycane, soit dans la glycosylation (Tableau 3). Le gène gtcA a été mis en évidence 

comme intervenant dans la ramification du Gal et du Glc sur le GlcNAc des acides 

téichoïques pariétaux des souches de sérotype 4b (Promadej, et al., 1999). Les gènes lmo1079, 

lmo2549 et lmo2550 sont apparus essentiels dans la glycosylation des acides téichoïques 

pariétaux avec le GlcNAc (Eugster, et al., 2011, Eugster, et al., 2015) et le gène lmo1080 et 

l’opéron rml essentiels dans la ramification du Rha sur les acides téichoïques pariétaux pour 

les souches de sérotype 1/2a. Lors de leur identification, les gènes lmo2549 et lmo2550 ont 

été nommés respectivement gtcA et csbB (Autret, et al., 2001) du fait de leur homologie de 

séquence avec le gène gtcA provenant des souches de L. monocytogenes de sérotype 4b 

(Promadej, et al., 1999), et avec le gène csbB de B. subtilis (Huang et Helmann, 1998). 

L’inactivation simultanée des gènes gltA et gltB a permis de mettre en évidence que ces 2 

glycosyltransférases intervenaient dans la ramification du Glc sur le GlcNAc des acides 

téichoïques pariétaux des souches de sérotype 4b (Lei, et al., 2001). Le gène glcV a été 

identifié comme codant une glycosyltransférase intervenant dans la glycosylation des acides 

téichoïques pariétaux des souches de sérotype 1/2a mais la fonction précise de ce gène n’a pas 

été déterminée. En ce qui concerne la mise en place de la chaîne principale des acides  
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téichoïques pariétaux, le gène lmo2537 codant une UDP-N-acétylglucosamine 2 – 

épimérase a été mis en évidence comme intervenant dans la formation de l’UDP-N-

acétylmannosamine à partir d’UDP-GlcNAc, un précurseur nécessaire à la synthèse de l’unité 

de liaison entre l’acide téichoïque pariétal et le peptidoglycane. L’inactivation de ce gène 

bloque la synthèse des acides téichoïques pariétaux dans la phase précoce. Il en est de même 

pour les gènes tagO1 et tagO2. Le gène tagO chez B. subtilis et S. aureus a été caractérisé 

comme codant une UDP-N-acétylglucosamine:undécaprényl-P N-acétylglucosaminyl 1-P 

transférase, qui est un enzyme responsable pour catalyser la première étape de la synthèse de 

l’unité de liaison de l’acide téichoïque (Swoboda, et al., 2010). 

 

Eugster et Loessner (2012) ont identifié les gènes clés impliqués dans la synthèse des 

acides téichoïques chez L. monocytogenes dans le but de leur permettre de construire des 

mutants déficients afin d’évaluer l’affinité au domaine de liaison cellulaire C-terminal du 

bactériophage et de comprendre le rôle des acides téichoïques pariétaux. Ils ont mis en 

évidence qu’il existait 2 homologues du gène tagO chez L. monocytogenes ainsi que dans 

plusieurs espèces de Listeria : le gène tagO1 (lmo0959) et le gène tagO2 (lmo2519). 

L’inactivation simultanée de ces 2 gènes est nécessaire pour inactiver la biosynthèse des 

acides téichoïques pariétaux dans les souches de sérotypes 1/2a et 4b. 

 

Récemment, un polysaccharide insoluble pariétal (poly-β- (1,4) -N-

acétylmannosamine décoré avec un α-1,6-Gal terminal) a été identifié dans des cultures 

planctoniques d’un mutant ΔpdeB/C/D de la souche EGD-e, inactivé pour les gènes 

pdeB/C/D, et surproduisant ce polysaccharide induit par le c-di-GMP (Chen, et al., 2014, 

Koseoglu, et al., 2015). Ce polysaccharide insoluble n’a pas été trouvé ni dans la souche 

sauvage EGD-e, ni dans le mutant ΔpdeB/C/D ΔpssC, utilisé comme contrôle négatif par les 
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auteurs. De plus, ce polysaccharide n’a jamais été décrit dans d’autres micro-organismes 

Gram positif ou Gram négatif. 

 

La caractérisation des voies de biosynthèse des acides téichoïques dans différents 

modèles Gram positif et des travaux de mutagenèse dirigés ont permis d’attribuer de 

nombreuses fonctions aux acides téichoïques pariétaux notamment dans la division cellulaire, 

l’activité des autolysines, les propriétés physico chimiques de la surface cellulaire, la 

reconnaissance phagique et cellulaire, la sensibilité aux peptides antimicrobiens et 

l’homéostasie des cations (Weidenmaier et Peschel, 2008, Swoboda, et al., 2010, Holland, et 

al., 2011). Concernant L. monocytogenes, les acides téichoïques et leurs glycosylations sont 

apparus déterminants dans la reconnaissance phagique, la virulence ou pour la sensibilité aux 

peptides antimicrobiens (Dubail, et al., 2006, Eugster, et al., 2011, Eugster et Loessner, 2012, 

Carvalho, et al., 2015). Ils sont donc depuis peu classés comme facteurs de virulence de L. 

monocytogenes (Dubail, et al., 2006). 

Chapitre 2. Les biofilms de Listeria monocytogenes 

2.1 Historique et définition 

 La présence de bactéries adhérentes sur des surfaces est connue depuis maintenant de 

nombreuses années. Le terme de biofilm a été utilisé pour la première fois en 1943 par E. 

Zobell (1943). Il n’existe pas de réel consensus sur la définition du terme « biofilm » et il 

existe des différences suivant les auteurs. Nous avons retenu la définition de Sutherland 

(2001a) : « Un biofilm est une communauté de micro-organismes (bactéries, champignons, 

autres…) fixée à une surface et maintenue par la sécrétion d’une matrice adhésive et 

protectrice ». Van Leeuwenhoek, considéré comme l’un des fondateurs de la microscopie, fut 

le premier à observer des micro-organismes issus de grattages de sa propre surface dentaire 
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Figure 5: Représentation schématique de la formation d'un biofilm (Stoodley, et al., 2002). (1) transport des bactéries 
vers le support conditionné, (2) adhésion réversible des bactéries sur un film primaire, (3) adhésion irréversible et 
initiation de la sécrétion de matrice extracellulaire, (4) maturation du biofilm, (5) détachement et transport des bactéries 
vers le support. 
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dans les année 1670 (Larousse, 2015). Il est donc considéré comme la personne ayant 

découvert les biofilms. En 1940, Heukelekian et Heller mirent en évidence « l’effet 

bouteille » consistant en une croissance et une activité métabolique de micro-organismes 

marins renforcées par la présence d'une surface à laquelle les organismes peuvent s’attacher 

(Heukelekian et Heller, 1940). S’en sont suivies de nombreuses études sur les biofilms 

récemment répertoriées par Hoiby (2014).  

2.2 Formation des biofilms 

 La formation d’un biofilm est influencée par un certain nombre de facteurs 

environnementaux comme la nature de la surface, le milieu et les micro-organismes. Il est 

admis que ces facteurs interviennent dans 5 processus successifs et cycliques amenant à la 

formation d’un biofilm dit « actif mature» (Figure 5) (Donlan, 2002): 

1) le transport des bactéries vers leur support, 

2) l’adhésion réversible des micro-organismes, caractérisée par des interactions non 

spécifiques où les cellules peuvent être facilement décrochées par un rinçage doux, 

3) l’adhésion irréversible, caractérisée par des interactions spécifiques entre le support et la 

bactérie via les pili, les adhésines ou les exopolysaccharides,  

4) la maturation du biofilm et la sécrétion de matrice extracellulaire, 

5) le détachement des cellules. 

2.2.1 Conditionnement de la surface 

 La formation d’un biofilm bactérien est généralement initiée lors de l’immersion d‘un 

support dans un milieu aqueux (eau d’une rivière, condensation, jus de poissons...). Lors de 

l’immersion du support, des ions et des macro-molécules tels que des protéines, des lipides, 

des glucides et/ou des matières minérales vont être adsorbés spontanément sur la surface. Ce 

phénomène d’encrassement de la surface par des molécules permet la mise en place d’un film 
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appelé film primaire ou film conditionnant (Branger, 2012). Ce film conditionnant conduit à 

une modification des propriétés physico-chimiques de la surface d’origine (rugosité, polarité, 

caractère hydrophile/hydrophobe…), ce qui a pour conséquence de favoriser ou d’inhiber 

l’adhésion bactérienne (Stoodley, et al., 2002, Lorite, et al., 2011).  

 

 De plus, l’adsorption et l’accumulation de molécules organiques sur le support 

permettent une disponibilité en nutriment favorisant le chimiotaxisme et l’installation des 

micro-organismes sur la surface (Kumar et Anand, 1998, Garrett, et al., 2008).  

2.2.2 Le transport des bactéries vers le support  

 La première étape de formation d‘un biofilm est le transport des bactéries vers le 

support. Les bactéries peuvent soit provenir du milieu planctonique dans lequel baigne la 

surface, soit d’un biofilm présent dans l’environnement et qui est en phase de dispersion. 

Cette approche des bactéries sur la surface peut être divisée en 2 types : une approche dite 

« active » et une autre dite « passive » (Kumar et Anand, 1998). 

 

 L’approche active fait référence au mécanisme de mobilité des bactéries. Il est connu 

que la mobilité bactérienne augmente l’adhésion. Cette mobilité semble permettre aux 

bactéries de surmonter les forces électrostatiques de répulsion entre la surface bactérienne et 

le support ainsi que de se déplacer lors du chimiotaxisme (Percival, et al., 2011). Il a ainsi été 

mis en évidence chez Bacillus cereus qu’une mutation dans l’opéron responsable de la 

synthèse du flagelle empêchait l’adhésion des bactéries sur une surface en verre (Houry, et al., 

2010). 
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 L’approche passive, dépend plus du milieu dans lequel les bactéries évoluent 

(viscosité du milieu, force ionique) ainsi que le mouvement de ce dernier (écoulement, 

sédimentation flux brownien). La nature des surfaces joue aussi un rôle important, notamment 

le caractère hydrophile/hydrophobe (de la surface bactérienne et du support) mais aussi le pH 

et la température de la surface de contact (Kumar et Anand, 1998, Hori et Matsumoto, 2010). 

2.2.3 Adhésion des bactéries au support  

 Suite à la phase de transport, l’étape d’adhésion « réversible » a lieu et elle est suivie 

d’une phase d’adhésion « irréversible ».  

 

 La phase d’adhésion dite « réversible » de contact des bactéries sur le support 

implique que les cellules bactériennes se trouvent à une distance de moins de 50 nm par 

rapport à la surface (Percival, et al., 2011). Cette étape est caractérisée par une adsorption de 

faible intensité des cellules bactériennes par le support faisant intervenir des forces de type 

Van der Waals, électrostatiques (souvent répulsives car la plupart des bactéries et des surfaces 

inertes sont chargées négativement), hydrophobes/hydrophiles pouvant conduire à une 

attraction ou à une répulsion (Carpentier et Cerf, 1993).  

 

Trois théories ont été proposées pour décrire ce phénomène: 

  

- La première théorie est celle de Derjaguin, Landau, Verwey et Overbeek (DLVO) qui ne 

prend en compte que les forces de Lifshitz-Van der Waals (attractive) et les forces 

électrostatiques de Coulomb (attractive ou répulsive) (Marshall, et al., 1971, Chen et Strevett, 

2003, Jacobs, et al., 2007). 
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Il est possible de distinguer deux types d'adhésion :   

 L’adhésion réversible où seules les forces de Van der Waals agissent ce qui permet 

à la bactérie d’être détachée facilement du support par des mouvements browniens,   

 L’adhésion irréversible où les forces de Van der Waals, les forces électrostatiques, 

les substances polymériques extracellulaires (EPS) et les appendices bactériens agissent 

ensemble pour que la bactérie franchisse une zone de répulsion et puisse atteindre une 

distance de 2 à 1 nm de la surface.  

Cette théorie ne prend pas en compte les interactions intermoléculaires pouvant se mettre en 

place entre la surface bactérienne et le support. En effet, à faible distance (2 nm), d'autres 

types d'interactions interviennent comme des liaisons hydrogènes. Cette théorie ne peut donc 

pas décrire le comportement d’un micro-organisme à proximité immédiate d’une surface, 

notamment dans un milieu aqueux, où les interactions hydrophiles et hydrophobes sont 

susceptibles d’être très importantes (Jacobs, et al., 2007, Hori et Matsumoto, 2010).  

 

- La deuxième théorie est celle du mouillage, une approche thermodynamique qui prend en 

compte les interactions acido – basiques en plus des forces décrites dans la théorie DLVO. 

Les interactions acido-basiques sont dues aux caractères électron-donneurs et électron-

accepteurs des espèces polaires en solution (Van Oss, et al., 1986, Morra et Cassinelli, 1997). 

   

- La troisième théorie est celle de DLVO étendue (XDLVO) qui complète les modèles 

précédents en prenant en compte les interactions acide-bases de Lewis  (Van Oss, et al., 1986, 

Hermansson, 1999, Grasso, et al., 2002). En effet, dans un milieu aqueux, les interactions 

acide-bases de Lewis (ou accepteur / donneur d’électrons) peuvent être attractives (attractions 

hydrophobes) ou répulsives (répulsions hydrophiles). Dans l’eau, ces forces sont responsables 

de toutes les interactions polaires, non-électrostatiques et non-covalentes. Bien qu’elle soit 
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plus rigoureuse, cette théorie ne constitue qu’une ébauche d’explication du processus 

complexe d’adhésion (Jacobs, et al., 2007).  

 

 Durant l’adhésion réversible, les bactéries sont encore facilement détachables par les 

mouvements browniens comme par exemple des forces de cisaillement induites par le milieu 

environnant. C’est d’ailleurs ce dernier paramètre qui permet de différencier la phase 

d’adhésion réversible de la phase d’adhésion irréversible.  

 

 En phase d’adhésion irréversible, les forces nécessaires pour le détachement des 

cellules doivent être beaucoup plus importantes (grattage, ultrasons, force de cisaillement) 

(Kumar et Anand, 1998, Palmer, et al., 2007). Dans cette phase, l’encrage des bactéries se met 

en place sur de courtes distances (1 à 1,5 nm). Cette notion d’ « irréversibilité » est liée aux 

multiples points d’interaction conduisant à une liaison de forte énergie. L’hydrophobicité de 

surface, les appendices protéiques comme les pilis, les flagelles, ou les fimbriaes, et la 

composition et la proportion des EPS, influencent à la fois la vitesse et l'importance de 

l'adhésion microbienne (Garrett, et al., 2008, Percival, et al., 2011). Le passage entre la phase 

d’adhésion réversible et la phase d'adhésion irréversible serait très rapide (de la seconde à la 

minute) (Compere, 1999, Palmer, et al., 2007).   

2.2.4 La maturation du biofilm  

 Une fois que les bactéries ont adhéré solidement au support, elles vont accélérer leur 

division cellulaire pour développer le biofilm et lui donner son architecture. Cette 

augmentation de la masse bactérienne va être accompagnée d’une production plus intense 

d’EPS et notamment d’exopolysaccharides qui vont interagir avec des molécules organiques 
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et inorganiques du milieu environnant pour former la matrice extracellulaire (Dunne, 2002, 

Branger, 2012).  

 

 La capacité des biofilms bactériens à croître reste limitée par la disponibilité et la 

bonne diffusion des nutriments à travers cette matrice extracellulaire (Lawrence, et al., 1991, 

Dunne, 2002, Roux et Ghigo, 2006). D'autres facteurs peuvent contrôler la maturation du 

biofilm notamment le pH interne, la disponibilité en oxygène, la disponibilité en source 

carbonée, et l'osmolarité (Carpentier et Cerf, 1993). 

2.2.5 Détachement et dispersion des bactéries 

 Après un certain temps, le vieillissement, un stress environnemental ou une carence 

nutritive provoquent une déstructuration du biofilm durant laquelle les couches externes du 

biofilm se détachent pour libérer les micro-organismes dans le milieu environnant (Dunne, 

2002, Gjermansen, et al., 2005). La dispersion de ces micro-organismes peut être passive 

et/ou active. Le détachement passif implique le milieu environnant et les forces que ce dernier 

peut appliquer sur le biofilm provoquant la dispersion des micro-organismes (mouvements 

browniens, forces de cisaillement…). Le détachement actif implique directement les micro-

organismes. Sous l’action du quorum sensing, des populations bactériennes vont exprimer, 

surexprimer ou réprimer des gènes facilitant la dispersion. Des bactéries vont ainsi produire 

des agents (protéase, DNase…) leur permettant de consommer la matrice extracellulaire qui 

les entourent afin de se procurer une source d’énergie et se séparer du biofilm (Stoodley, et 

al., 2002). C’est le cas de S. aureus qui, via le quorum sensing, régule l’expression d’une 

protéase facilitant la dispersion des bactéries. Il en est de même pour Escherichia coli K12 

produisant la protéine régulatrice CsrA (Carbon storage regulator A) servant d’activateur de la 

dispersion des biofilms (Jackson, et al., 2002). Une fois libérées, les bactéries vont activer de  
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nouveaux gènes pour faciliter la colonisation d’un environnement moins hostile. Cela a été 

mis en évidence chez Pseudomonas aeruginosa avec l’induction des gènes impliqués dans la 

synthèse des flagelles (Sauer, et al., 2004). 

2.3 La matrice extracellulaire 

Une fois l’adhésion au support faite, les bactéries commencent à sécréter une matrice 

adhésive et protectrice appelée matrice extracellulaire. La matrice extracellulaire constitue 

une véritable barrière de protection pour les cellules bactériennes. En raison de 

l’environnement dans lequel se développe le biofilm, il est difficile de généraliser sur sa 

composition et son activité métabolique. Comme le montre Wimpenny et Wimpenny (2000), 

la nature de la matrice extracellulaire dépend de 2 facteurs : un facteur intrinsèque, dépendant 

du bagage génétique de l’espèce bactérienne, et un facteur extrinsèque dépendant de 

l’environnement dans lequel se forme et évolue le biofilm. 

 

Le composant majoritaire de la matrice extracellulaire est l’eau qui peut représenter 

jusqu'à 97% du poids humide d’un biofilm (Schmitt et Flemming, 1999, Roux et Ghigo, 

2006). En plus de l’eau, la matrice extracellulaire est constituée d’une association complexe 

de molécules : principalement des polymères mais aussi des nutriments, des métabolites, des 

produits de lyse cellulaire et tout autre détritus provenant du milieu environnant. Les 

polymères présents dans la matrice extracellulaire sont aussi appelés EPS. Les EPS jouent un 

rôle essentiel dans l’architecture du biofilm. Ils sont responsables de la fixation du biofilm à la 

surface mais aussi de la cohésion de ce dernier. La nature des EPS peut considérablement 

varier selon les micro-organismes et l’environnement dans lequel se développe le biofilm. A 

l’origine, le terme « EPS » désignait exclusivement les polysaccharides extracellulaires 
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(exopolysaccharides), mais suite à la mise en évidence que d’autres composés étaient présents 

comme les protéines, les acides nucléiques, les lipides et d’autres biopolymères, la définition 

de ce terme s’est élargie à toutes ces molécules présentes dans la matrice extracellulaire 

(Kumar et Anand, 1998, Sutherland, 2001b, Hori et Matsumoto, 2010). Peu d’informations 

existent sur la composition de la matrice extracellulaire des biofilms de L. monocytogenes. 

Suite à une étude réalisée sur 6 souches de L. monocytogenes, Combrouse, et al. (2013) ont 

mis en évidence que les quantités d’EPS variaient selon les souches étudiées et le milieu de 

culture utilisé (pauvre ou riche). Une tendance est toutefois ressortie où les EPS seraient 

majoritairement de nature protéique et que la teneur en polysaccharides était généralement 

inférieure à la teneur en ADNe. 

 Protéines extracellulaires 2.3.1.1

La matrice extracellulaire peut dans certains cas contenir des quantités de protéines 

pouvant dépasser la teneur en polysaccharide sur le plan massique (Frølund, et al., 1996, 

Conrad, et al., 2003). 

 

Il existe plusieurs familles de protéines retrouvées dans la matrice extracellulaire et 

impliquées dans la formation des biofilms bactériens : 

o Les enzymes : Plusieurs enzymes ont été détectées dans les biofilms, dont 

beaucoup sont impliquées dans la dégradation des EPS ce qui a deux 

utilités. D’une part, un apport nutritif puisque la dégradation de polymères 

en plus petites molécules assimilables par les bactéries sont utilisables 

comme source d’énergie. D’autre part, en dégradant les EPS structuraux, 

ces enzymes facilitent le processus de détachement et de dissémination du 

biofilm et des bactéries. Allison, et al. (1998) ont montré que dans un 

biofilm de P. fluorescens, la carence en nutriment entrainait la sécrétion 
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d’une exopolysaccharide lyase dégradant la matrice du biofilm et facilitant 

donc la dispersion des bactéries.  

 

o Les protéines structurales :  

 Les lectines font partie des protéines n’ayant pas d’activité 

enzymatique dans la matrice extracellulaire mais ayant une 

importance dans les interactions cellulaires avec la matrice 

extracellulaire ou entre les cellules. Par exemple, P. aeruginosa 

produit 2 lectines LecA et LecB qui sont essentielles à la formation 

des biofilms (Thormann, et al., 2005). La présence de ces 2 

composés dans la matrice extracellulaire a été confirmée par 

microscopie à fluorescence. LecB, qui est spécifique à la L-fucose, a 

été mise en évidence comme favorisant les interactions 

cellule/cellule. 

 

 Les protéines associées au biofilm, Bap (biofilm associated protein) 

ont été mises en évidence comme essentielles dans la formation des 

biofilms de plusieurs espèces bactériennes comme par exemple 

Staphylococcus aureus ou Salmonella entrica (Latasa, et al., 2006). 

Ces protéines sont généralement de grande taille (de 1800 à 8800 

acides aminés) et interviennent dans l’adhésion bactérienne. Les 

protéines Bap sont présentes sur la surface cellulaire mais peuvent 

aussi être sécrétées dans le milieu. Ainsi, l’hypothèse est que les 

protéines Bap permettent de maintenir les cellules au sein du biofilm 

(Lasa et Penades, 2006).  
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o Les appendices protéiques comme les pilis, les flagelles, ou les fimbriaes sont 

également considérés comme des éléments structuraux du biofilm du fait de 

leurs interactions avec les divers EPS de la matrice extracellulaire. Par 

exemple, il a été mis en évidence que des pilis de type IV purifiés à partir de 

cellules de P. aeruginosa été capable de fixer de l’ADNe provenant de 

plasmides et de sperme de saumon, leur attribuant ainsi un potentiel rôle dans 

la fixation de l’ADNe des biofilms de P. aeruginosa essentiel dans 

l’architecture du biofilm (van Schaik, et al., 2005). De plus, certaines études 

transcriptomiques ont mis en évidence une surexpression des gènes codant les 

fimbriaes et les pilis dans des biofilms comparés à des cultures planctoniques, 

ce qui accentue l’idée que ces éléments sont bien des composants de la matrice 

extracellulaire (Sand et Gehrke, 2006, Van Houdt et Michiels, 2010).  

 

La fonction des protéines extracellulaires dans les biofilms de L. monocytogenes a 

principalement été mise en évidence par l’utilisation de peptidases (ou protéases ou enzymes 

protéolytiques). Smoot et Pierson (1998) furent les premiers à étudier les protéines de la 

matrice extracellulaire des biofilms de L. monocytogenes. Après l’ajout de trypsine à 0,01% 

dans un bouillon de culture, ces derniers observèrent une réduction de 99,9% des bactéries 

adhérentes sur acier inoxydable et sur caoutchouc après écouvillonnage des surfaces et 

dénombrement sur milieux gélosés. Des colorations réalisées avec du cristal violet ont permis 

de mettre en évidence que des cellules de L. monocytogenes traitées préalablement à des 

concentrations sublétales en serratiopeptidase (SPEP), une métalloprotéase extracellulaire 

produite par Serratia marcescens, étaient incapables de former des biofilms de 24 h à 37°C 

dans un milieu riche bouillon cœur-cervelle sur polystyrène malgré une croissance non 

affectée (Longhi, et al., 2008). La protéinase K a également été décrite comme une enzyme  
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Figure 6 : Adhésion de la souche de L. monocytogenes EGD-e après 30 min d’incubation à 37°C sur verre. Les observations 
permettent de visualiser les cellules adhérentes de L. monocytogenes en présence de tampon phosphate salin (No 
traitement), et en présence de Tampon phosphate salin supplémenté en enzyme (DNase I ou protéinase K) (Harmsen, et 
al., 2010). 
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efficace pour la déstructuration des biofilms de L. monocytogenes provenant d’isolats 

cliniques (Franciosa, et al., 2009). Dans ces travaux, des mesures réalisées après coloration au 

cristal violet ont permis de mettre en évidence qu’un traitement à partir de protéinase K à 1 

mg/ml durant 3 h à 37°C permettait de disperser 84 à 98% des biofilms de L. monocytogenes 

cultivés sur 40h à 32°C. Plus récemment, il a été mis en évidence que de la protéinase K 

appliquée à 1,6 µg/ml a permis de disperser totalement des biofilms de 3 jours formés par la 

souche de référence de L. monocytogenes EGD-e sur polystyrène ainsi que sur 568 autres 

souches de L. monocytogenes après 60 min d’action (Nguyen et Burrows, 2014). Sur des 

traitements de plus courte durée (5 min), l’enzyme a également été efficace puisque à partir 

d’une concentration finale de 25 µg/ml, les biofilms étaient totalement dispersés. Dans des 

conditions identiques, des résultats similaires ont été obtenus sur des biofilms cultivés sur 

acier inoxydable et traités à une concentration finale de 200 µg/ml de protéinase K (Nguyen et 

Burrows, 2014). 

 

Par contre, Harmsen, et al. (2010) n’ont pas montré d’effet significatif de la protéinase 

K sur des biofilms formés sur verre de la souche de référence L. monocytogenes EGD-e 

(Figure 6). Ces différences peuvent s’expliquer par la nature de la surface qui varie entre les 

différentes études.  

 ADN extracellulaire 2.3.1.2

Tout comme les exopolysaccharides et les protéines, l’ADN extracellulaire (ADNe) 

est également un constituant de la matrice extracellulaire des biofilms bactériens. Par 

exemple, des traitements à la désoxyribonucléase (DNase) ont permis de mettre en évidence 

que les biofilms de P. aeruginosa possédaient des quantités importantes d’ADNe essentielles 

à l’intégrité du biofilm (Whitchurch, et al., 2002, Matsukawa et Greenberg, 2004, Tabak, et 

al., 2007). La libération d’ADN génomique issue de la lyse cellulaire semble être l’hypothèse  
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la plus probable sur l’origine de l’ADNe présent dans la matrice extracellulaire des 

biofilms. Cela a été mis en évidence chez Enterococcus faecalis, où de l’ADN 

chromosomique est libéré à la suite de l’autolyse d’une partie de la population cellulaire du 

biofilm (Thomas, et al., 2008). A l’heure actuelle, malgré de nombreuses hypothèses, aucune 

publication n’a mis en évidence l’excrétion active d’ADNe dans les biofilms bactériens.  

 

La présence de l’ADNe dans la matrice extracellulaire des biofilms de L. 

monocytogenes a notamment été mise en évidence par des traitements à la DNase. En effet, 

après coloration au cristal violet des biofilms, Nguyen et Burrows (2014) ont mis en évidence 

que des biofilms de L. monocytogenes de 3 jours, traités pendant 1 h avec des concentrations 

supérieures à 6,3 µg/ml de DNase I, entrainaient une dispersion de 60 à 70% des biofilms par 

rapport à ceux non traités. Des résultats similaires ont été obtenus par Harmsen, et al. (2010) 

qui ont testé des concentrations plus élevées en DNaseI (100µg/ml) sur 41 souches de L. 

monocytogenes (Figure 6). Dans leurs travaux, les biofilms ont été traités à différents temps 

(0, 9, 24 et 48 h) puis colorés avec du cristal violet après 51 h d’incubation. L’addition de 

DNase I dans les premières heures (de 0 à 24 h) a entrainé une réduction de l’adhésion 

bactérienne et de la formation des biofilms.  

 

Plus récemment, Guilbaud, et al. (2015) ont observé par microscopie confocale des 

biofilms de L. monocytogenes colorés avec du Live/Dead® Bac Light™. L’architecture des 

biofilms était en nid d’abeille et contenait une quantité importante d’ADNe dans leur matrice 

extracellulaire. L’origine de cet ADNe n’a toutefois pas été identifiée mais la lyse cellulaire 

ou la libération de petites vésicules comme cela a été observé pour d’autres espèces 

bactériennes pourraient être une explication (Whitchurch, et al., 2002). La présence de cet  
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ADNe pourrait avoir un double objectif, d’une part nourrir la communauté bactérienne du 

biofilm et d’autre part assurer la structure du biofilm (Guilbaud, et al., 2015) . 

 Exopolysaccharides 2.3.1.3

Les exopolysaccharides sont un des composants de la matrice extracellulaire et ils sont 

majoritaires dans les biofilms de plusieurs espèces bactériennes. Ce sont de longues 

molécules, linéaires ou ramifiées, avec une masse moléculaire allant de 500 Da à 200 kDa. 

Des technique microscopiques, en utilisant des lectines couplées à un fluorochrome , ainsi que 

des analyses biochimiques ont permis de mettre en évidence la présence importante de 

polysaccharides dans la matrice extracellulaire de biofilm de diverses origines (marine, sols, 

système d’eau…) (Flemming et Wingender, 2010).  

 

Les exopolysaccharides peuvent être de différentes natures, même au sein d’une même 

espèce. Par exemple, il a été mis en évidence que plusieurs souches de Streptococcus 

thermophilus exprimaient des exopolysaccharides en quantité, composition et masses 

moléculaires différentes (Vaningelgem, et al., 2004). Il en est de même pour E. coli où il a été 

mis en évidence qu’en plus de Poly-N-acetyl Glucosamine (PNAG) et de cellulose, certaines 

souches comme la souche de référence E. coli K-12, pouvaient exprimer un troisième type 

d’exopolysaccharide appelé acide colanique (Stevenson, et al., 1996). Une autre espèce 

capable de synthétiser plusieurs types d’exopolysaccharides dans sa matrice extracellulaire est 

P. aeruginosa. Cette espèce est une référence dans l’étude des biofilms et est capable de 

produire au moins trois exopolysaccharides distincts qui contribuent au développement du 

biofilm et à la pathogénicité de la bactérie: l’alginate, le Pel et le Psl (Ryder, et al., 2007). 

 

Pour d’autres espèces bactériennes, l’analyse des exopolysaccharides issus de la matrice 

extracellulaire n’a révélé qu’un seul type de polysaccharide. C’est le cas pour les espèces de  
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Vibrio cholerae avec l’expression de VPS (Vibrio polysaccharide) (Fong et Yildiz, 2007, 

Yildiz, et al., 2014) ou de Streptococcus mutans avec l’expression de glucane (Koo, et al., 

2010).  

 

L’existence d’exopolysaccharide(s) spécifique(s) au mode de vie en biofilm n’a 

actuellement jamais été mise en évidence. Le problème étant d’obtenir suffisamment 

d’exopolysaccharides issus de la matrice extracellulaire d’un biofilm. Il a toutefois été 

rapporté chez certaines espèces qu’un exopolysaccharide pouvait être surproduit en culture 

biofilm comparée à une culture planctonique. C’est le cas pour P. aeruginosa où une 

surproduction d'alginate est visible, favorisant la formation de biofilms mucoïdes qui sont 

plus résistants que les cellules planctoniques à la chimiothérapie et aux défenses de l'hôte 

(Withers, et al., 2014).  

  

La synthèse d’exopolysaccharides est très répandue parmi les micro-organismes et 

joue un rôle important dans la formation et l’architecture des biofilms. Ma, et al. (2009) ont 

ainsi mis en évidence qu’une dégradation du Psl, un exopolysaccharide majeur de la matrice 

extracellulaire des biofilms de P. aeruginosa, entrainait une déstructuration de la matrice 

extracellulaire et du biofilm. Il a également été mis en évidence que des bactéries bloquées 

dans la synthèse d’exopolysaccharides étaient incapables de former des biofilms. Chez 

Staphylococcus epidermidis, la mutation du gène tagO, intervenant dans la voie de 

biosynthèse des acides téichoïques, conduisait à une forte diminution de la capacité de 

formation des biofilms statiques réalisés sur une nuit à 37°C dans un bouillon cœur-cervelle 

(Holland, et al., 2011). Des observations similaires ont été faites avec des biofilms statiques 

de S. aureus cultivés durant 24 h à 37°C dans un bouillon tryptone soja supplémenté avec du 

glucose (Vergara-Irigaray, et al., 2008). Cependant, certaines études suggèrent que les  
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exopolysaccharides ne sont pas toujours essentiels pour la formation des biofilms. Toledo-

Arana, et al. (2005) ont ainsi mis en évidence que l’absence de PNAG dans la matrice des 

biofilms de S. aureus était compensée par l’expression de protéine Bap. 

  

La capacité de L. monocytogenes à produire des exopolysaccharides a longtemps fait 

l’objet de controverse. Une preuve indirecte de la production d'exopolysaccharides par 

diverses souches de Listeria a été démontrée dans plusieurs études utilisant diverses 

techniques, comme par exemple la coloration au rouge de Congo (Tiensuu, et al., 2013, Chen, 

et al., 2014), l’utilisation de lectines (Hefford, et al., 2005), l’utilisation d’anticorps 

spécifiques (Cywes-Bentley, et al., 2013), la coloration phénolique/acide sulfurique 

(Combrouse, et al., 2013) ou encore le calcofluor à 0,05% (Bonsaglia, et al., 2014). Certaines 

études ont réalisé une quantification plus ou moins précise des polysaccharides dans la 

matrice extracellulaire des biofilms de L. monocytogenes par coloration au rouge de 

ruthénium (Borucki, et al., 2003, Zameer, et al., 2010b). Cependant, cette méthode présente 

des limites de sensibilité (Nilsson, et al., 2011) et de spécificité puisque le rouge de ruthénium 

ne se fixe pas exclusivement aux carbohydrates extracellulaires mais aussi aux carbohydrates 

pariétaux (comme le peptidoglycane ou les acides téichoïques) (Borucki, et al., 2003, Renier, 

et al., 2011). Cette méthode n’est donc pas assez sélective pour l’étude des 

exopolysaccharides de la matrice extracellulaire des biofilms. Suite à une quantification 

réalisée par dosage colorimétrique des sucres totaux par la méthode de DuBois, et al. (1956), 

Chae, et al. (2006) ont corrélé que les souches de L. monocytogenes à capacité élevée à former 

des biofilms produisaient des quantités importantes de glucides dans la matrice 

extracellulaire.  
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Actuellement, l’identification des polysaccharides présents dans la matrice extracellulaire des 

biofilms de L. monocytogenes n’a pas été étudiée.  

 

2.4 Facteurs impliqués dans la formation des biofilms 

Les bactéries initieraient la formation d’un biofilm en réponse à un stress 

environnemental comme l’indisponibilité en oxygène ou en nutriment mais aussi face à des 

variations de température. La formation des biofilms est influencée par deux catégories de 

facteurs : des facteurs intrinsèques, faisant référence aux propriétés génétiques de la bactérie, 

et des facteurs extrinsèques, faisant référence à des facteurs environnementaux, notamment la 

nature de la surface, le milieu de culture ou la température de croissance du biofilm.   

2.4.1 Facteurs intrinsèques 

Une multitude de facteurs intrinsèques et notamment moléculaires ont été identifiés 

comme intervenant dans la formation des biofilms de L. monocytogenes : les protéines Bap 

(Jordan, et al., 2008) , le quorum sensing (Challan Belval, et al., 2006, Sela, et al., 2006, Rieu, 

et al., 2007, Garmyn, et al., 2009, Riedel, et al., 2009) ou encore les facteurs de virulence 

(Lemon, et al., 2010, Zhou, et al., 2011, Salazar, et al., 2013). Cependant, la phylogénie reste 

un facteur prépondérant pour expliquer les capacités diverses des souches de L. 

monocytogenes à former des biofilms. Les souches provenant des lignées I sont plus 

fréquemment isolées de cas cliniques comparées aux souches de lignées II qui sont plus 

souvent retrouvées dans l’environnement industriel (Milillo et Wiedmann, 2009). Plusieurs 

études ont été conduites en comparant la capacité à former des biofilms par des souches de L. 

monocytogenes de différents sérotypes. Il en est ressorti des résultats contradictoires. En effet, 

Borucki, et al. (2003) et Lunden, et al. (2003) ont affirmé que les souches de lignée II avaient 

une meilleure capacité à former des biofilms par rapport aux souches de lignée I.  
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Au contraire, (Djordjevic, et al., 2002, Takahashi, et al., 2009, Combrouse, et al., 2013) ont 

rejeté cette hypothèse en mettant en évidence le contraire, avec une meilleure capacité de 

formation des biofilms par les souches provenant de la ligné I par rapport aux souches de la 

ligné II. D’autres études ont mis en évidence que les souches ne différaient pas dans leur 

capacité à former des biofilms, quelle que soit la lignée (Milanov, et al., 2009) ni dans 

l’architecture de ces derniers (Guilbaud, et al., 2015).  

 

Les flagelles sont également un des facteurs moléculaires reconnus comme intervenant 

dans la formation des biofilms de L. monocytogenes. Ils présenteraient un rôle prépondérant 

lors de l’adhésion bactérienne car ils permettraient de surmonter les répulsions 

électrostatiques émanant de la surface à coloniser (Herald et Zottola, 1988). Des études ont 

rapporté que des souches de L. monocytogenes affectées dans leur mobilité avaient une 

capacité réduite à former des biofilms statiques. Gueriri, et al. (2008) ont ainsi mis en 

évidence par des colorations au cristal violet qu’une mutation du gène degU, intervenant dans 

la synthèse du flagelle, provoquait une incapacité de la souche de L. monocytogenes EGD-e à 

former des biofilms de 40h à 25°C dans un milieu pauvre Modified Welshimer’s both (MWB) 

sur polystyrène, confirmant ainsi des observations faites par le passé (Vatanyoopaisarn, et al., 

2000, Tresse, et al., 2006, Lemon, et al., 2007). Par contre, après avoir confirmé ces 

observations avec des mutants de la souche 10403S inactivée dans plusieurs gènes 

responsables de la synthèse du flagelle (cheA, fliF, fliI et motA), Todhanakasem et Young 

(2008) ont décrit par des observations microscopiques que l’absence ou la paralysie du 

flagelle pouvait également entrainer la formation d’un « hyper biofilm » en condition 

dynamique (avec renouvellement du milieu de culture). Récemment, (Guilbaud, et al., 2015) 

ont mis en évidence qu’en condition statique, l’absence de flagelle n’empêchait pas la 

formation de biofilm par L. monocytogenes mais aboutissait à une architecture désordonnée,  
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Figure 7 : Observations microscopiques des biofilms formés par une souche mobile 10403S de L. monocytogenes  et de 
son mutant inactivé dans la mobilité par mutation du gène flaA (A) Observation réalisée par microscopie confocale à 
balayage laser .(B) Observation réalisée par microscopie électronique à balayage. Les barres d'échelles blanches 
correspondent à 30µm et les jaunes à 2µm. 
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suggérant donc que le flagelle jouerait un rôle dans l’architecture complexe des biofilms 

de L. monocytogenes en nid d’abeille (Figure 7).  

2.4.2 Facteurs extrinsèques 

Plusieurs facteurs extrinsèques tels que la nature du matériau, les variations de 

température, le pH ou l’apport en nutriment du milieu de culture se sont révélés être impliqués 

dans la formation des biofilms par L. monocytogenes (Donlan, 2002, Møretrø et Langsrud, 

2004).  

 

Une étude récente réalisée par Ochiai, et al. (2014) a mis en évidence que la température 

était le facteur le plus important influant sur la production de biofilm. Dans ces travaux, la 

formation de biofilms par des souches de L. monocytogenes de sérotype 1/2 b d’origines 

diverses a été évaluée après coloration des biofilms de 48 h au cristal violet. La biomasse des 

biofilms était nettement plus importante à 37°C qu’à 30°C quelle que soit l’origine des 

souches étudiées. Kadam, et al. (2013) avaient également conclu que la formation des 

biofilms par L. monocytogenes était optimale à 37°C lors d’une étude réalisée sur 143 souches 

de L. monocytogenes cultivées en microplaque dans quatre milieux de culture différents 

(riches, modérés ou pauvres en nutriment) et à quatre températures (12°C, 20° C, 30° C et 

37°C). Durant ces travaux, l’utilisation du milieu pauvre Hsiang-Ning Tsai (HTM) a 

également été identifiée comme un facteur favorisant la formation des biofilms par L. 

monocytogenes. Ces observations étaient en accord avec les résultats obtenus par Combrouse, 

et al. (2013) qui avaient également mis en évidence par des colorations au cristal violet une 

plus forte production de biofilms par des souches de L. monocytogenes des lignées I et II à 

37°C plutôt qu’à 22°C et une capacité accrue de formation des biofilms dans le milieu pauvre 

MCDB 202 plutôt que dans le milieu riche, tryptone soja supplémenté avec de l’extrait de  
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levure. Des résultats similaires ont également été obtenus avec l’utilisation du milieu pauvre 

MWB (Djordjevic, et al., 2002, Moltz, 2005).  

Un des facteurs influençant également l’adhésion et la capacité de formation des biofilms par 

L. monocytogenes est la nature du matériau. En effet, il a été mis en évidence que cette 

bactérie pouvait coloniser plus de 17 matériaux hydrophobes ou hydrophiles dont notamment 

des métaux, des caoutchoucs et des polymères (Beresford, et al., 2001, Møretrø et Langsrud, 

2004). Dans une étude réalisée sur 32 souches d’origines diverses, Bonsaglia, et al. (2014) ont 

mis en évidence que L. monocytogenes adhérait mieux aux surfaces hydrophiles (type acier 

inoxydable) qu’aux surfaces hydrophobes (type polystyrène). En effet, après 24 h à 20°C, 

93,8% et 81,3% des souches testées formaient des biofilms respectivement sur de l’acier 

inoxydable et sur du verre, contre 6,2% sur du polystyrène. 

2.5 Les biofilms en entreprise  

Les biofilms peuvent être divisés en deux catégories : les positifs, lorsque ces derniers 

sont bénéfiques à leur environnement ou ont une utilité technologique, et les biofilms négatifs 

lorsqu’ils présentent des aspects nuisibles. L’industrie agro-alimentaire est un environnement 

propice au développement de ces deux types de biofilms dès qu’il y a un certain taux 

d’humidité dans l’air et que nous ne sommes pas dans des conditions stériles. En effet, les 

biofilms positifs sont régulièrement utilisés dans les processus de fabrication ou de 

transformation d’aliments (affinage de fromages, charcuterie…) alors que les biofilms 

négatifs, dont la présence est accidentelle, peuvent faire leur apparition suite à l’entrée de 

bactéries pathogènes dans l’usine (manque d’hygiène, matières premières, opérateurs…). Lors 

de la phase de colonisation, chaque partie de l’usine peut être susceptible d’accueillir un 

biofilm négatif: les équipements fermés tel qu’un circuit de pasteurisation dans l’industrie 

laitière ou les équipements ouverts comme les tapis de convoyeurs ou les sols. Par leur 

physiologie, les biofilms bactériens sont plus difficiles à éliminer des surfaces et peuvent  
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devenir résistants aux opérations de nettoyage-désinfection par rapport aux cellules 

planctoniques. La formation de biofilms permet donc aux bactéries pathogènes de persister au 

sein des ateliers agro-alimentaires et favorise les transferts bactériens vers les produits 

alimentaires (Pan, et al., 2009). La notion de bactéries persistantes est un concept mal défini. 

La communauté scientifique ne semble toutefois pas être d’accord sur la définition de souches 

transitoires et de souches persistantes (Carpentier et Cerf, 2011). Nous retiendrons la 

définition de Lunden, et al. (2003) qui est qu’une souche persistante est une souche retrouvée 

durant plusieurs mois ou année au sein d’un même site. De nombreuses études ont montré la 

persistance de L. monocytogenes dans les environnements industriels. Lappi, et al. (2004) ont 

par exemple montré que des souches de Listeria avaient persisté pendant 2 ans dans 3 

entreprises de poisson fumé et que ces souches devaient être responsables de la contamination 

des produits finis, la matière première apparaissant rarement responsable de cette 

contamination. Une observation similaire a été faite par d‘autres auteurs dans différentes 

industries agro-alimentaires(Holah, et al., 2004). Il a aussi été démontré que ces souches 

persistantes étaient à l’origine de la recontamination d’aliments, tels que le poisson fumé 

(Boerlin, et al., 1997, Loncarevic, et al., 1998, Hoffman, et al., 2003, Wulff, et al., 2006). 

Dans plusieurs entreprises, les procédures de nettoyage-désinfection ont été mises en cause. 

Pourtant, vue la faible aptitude des souches de L. monocytogenes à coloniser les surfaces, 

cette persistance de souches au sein d’ateliers implique la présence de biofilms mixtes. 

L’existence de souches résidentes (installées de façon permanente) de L. monocytogenes dans 

les ateliers a par exemple été démontrée par différents auteurs (Lappi, et al., 2004, Beaufort, 

et al., 2007, Midelet-Bourdin, et al., 2007).  

 

Récemment, la présence d’une souche de L. monocytogenes persistante dans une usine 

agro-alimentaire au niveau d’un tapis de convoyage transportant des salades a été responsable  
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de 32 cas de listérioses en Suisse (Stephan, et al., 2015). Les pulsotypes obtenus par 

champs pulsé ont mis en évidence que cette souche persistante avait le même profil 

moléculaire que la souche responsable de l’épidémie. Cette persistance pourrait ainsi être liée 

à des différences entre les souches en terme de production de biofilm ou de capacité 

d’adaptation au stress provoqué par les basses températures rencontrées en industrie agro-

alimentaire (Di Bonaventura, et al., 2008, Blatter, et al., 2010). 

 

La réglementation européenne (règlement 178/2002 et l'ensemble des textes du paquet 

Hygiène) préconise entre autres la mise en œuvre des bonnes pratiques hygiéniques. Les 

opérations de nettoyage et désinfection font partie de ces bonnes pratiques. À cette législation 

européenne s'ajoutent les normes (ISO 22000) et différents référentiels privés (British Retail 

Consortium ou BRC, International Food Standard ou IFS...). Des techniques diverses existent 

dans la lutte contre les biofilms en entreprise. Le nettoyage et la désinfection sont des 

prérequis (ISO 22000) indispensables mais qui ne suffisent pas à eux seul à éradiquer les 

biofilms bactériens contenant de potentiels pathogènes alimentaires. Cependant, par sa simple 

présence, la matrice extracellulaire protège passivement les cellules bactériennes en 

reproduisant une simple barrière physique contre l'entrée des agents antimicrobiens, 

détergents et antibiotiques. Il est donc essentiel pour les professionnels de coupler ces 

traitements chimiques à une action mécanique. Dans un premier temps, ils emploient un 

nettoyant qui va permettre d’éliminer les souillures minérales, organiques et microbiens 

présentes sur les surfaces et qui sont des facteurs favorisant le développement bactérien. La 

présence de matière organique peut aussi réduire l’efficacité des désinfectants par piégeage 

des molécules actives qui sont utilisées dans un second temps. Le problème de l’élimination 

des biofilms bactériens est à prendre différemment selon que l’on se trouve sur une surface 

ouverte (tapis convoyeurs, sols…) ou en circuit fermé (tuyauterie, pompe…). 
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Sur les surfaces ouvertes, les biofilms peuvent être éliminés par des traitements 

chimiques couplés avec l’application d’une action mécanique telle que le brossage, le raclage 

ou dans le cas de dépôts difficiles à retirer (par exemple sur échangeur de chaleur), des balles 

d’éponges en caoutchouc (Russell et Russell, 1995). 

 

Les circuits fermés ne sont pas accessibles pour une intervention humaine au contraire 

des surfaces ouvertes. Ils doivent subir un Nettoyage En Place (N.E.P.) qui consiste à faire 

circuler un flux d’eau ou de produits nettoyant-désinfectant couplés à la chaleur. L’application 

de flux hydrodynamiques appliquée par la circulation d’un liquide turbulent ou laminaire 

permet d’arracher les souillures organiques et microbiennes. Les industriels doivent être très 

attentifs à la conception hygiénique des équipements présents dans leur atelier pour limiter 

l’encrassement et pour favoriser le nettoyage des surfaces. Ils peuvent s’appuyer sur les 

normes européennes de conception hygiénique qui sont régies par la Directive 2006/42/EC. 

Deux exigences sont reprises dans cette directive qui porte sur les matériaux de fabrication et 

sur la géométrie des équipements. 

 

La nature du nettoyant a un rôle important dans l’élimination des souillures. Ils doivent 

être choisis en fonction de la nature des souillures à éliminer et en tenant compte de critères 

comme par exemple l’action dispersive, la mouillabilité des surfaces (Khamisse, 2012). Les 

familles principales de détergents sont : 

- les produits alcalins et alcalins chlorés : produits très actifs sur les souillures 

organiques avec une des molécules les plus utilisées qui est la soude caustique. Elle va 

détruire les souillures organiques par saponification des graisses et la solubilisation des 

protéines. Par contre, ils peuvent être corrosifs pour les surfaces et ne pas être facile à rincer. 



126 

 

  



127 

 

- les produits acides : produits pour éliminer le tartre avec des molécules comme l’acide 

phosphorique et l’acide citrique. Par contre, en fonction de leur nature, ils peuvent être plus 

ou moins corrosifs. 

Il y a également des produits tensio-actifs, des agents anti-précipitants et des enzymes 

qui peuvent être employés pour nettoyer les surfaces industriels. En plus de la nature du 

détergent, il faut également tenir compte d’autres facteurs comme la température, le temps 

d’action et le débit de circulation du flux de détergent (Sylla, 2011). 

 

Certaines études reproduisent ces flux en laboratoire dans un circuit fermé. Ainsi, 

Faille, et al. (2013) ont mis en évidence qu’un flux d’une solution de soude NaOH à 0,5% à 

une contrainte de 40 Pa permettait de décrocher jusqu'à 99% des spores de Bacillus adhérés à 

de l’acier inoxydable.  

 

Concernant L. monocytogenes, il y a peu d’études qui existent sur les forces nécessaires 

pour éliminer cette bactérie des surfaces contaminées. Perni, et al. (2007) ont montré par 

l’utilisation des cellules à écoulement radial circulaire que des cellules de L. monocytogenes 

après 24 h d’adhésion à 30°C à l’acier inoxydable 316L pouvaient être éliminées par un flux 

d’eau appliqué entre 52 et 101 Pa. Plus récemment, Giao et Keevil (2013) ont mis en 

évidence, également par l’utilisation des cellules à écoulement radial circulaire que des 

biofilms de 24 h formés par la souche de L. monocytogenes NCTC 13372 (sérotype 1/2c) à 

22°C sur de l’acier inoxydable AISI 316 L et soumis à un flux laminaire d’eau de 1,62.10
-6

 

m
3
/s de 10 min étaient décrochés pratiquement en totalité.  
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2.6 Les méthodes de caractérisation des biofilms 

2.6.1 Analyse de la biomasse totale 

 Les colorations 2.6.1.1

Plusieurs colorants peuvent être utilisés pour visualiser la biomasse totale des biofilms 

bactériens et chacun est spécifique à des composants du biofilm. Concernant L. 

monocytogenes, l’utilisation des colorants comme le rouge de ruthénium (Borucki, et al., 

2003, Zameer, et al., 2010a) ou le rouge de Congo (Chen, et al., 2014, Koseoglu, et al., 2015) 

sont tous deux utilisés pour leur affinité pour les polysaccharides. Depuis plusieurs années, 

des tests réalisés en microplaque sont utilisés en laboratoire afin de faire un screening rapide 

des souches productrices de biofilm. Les tests les plus courants utilisent le cristal violet qui 

permet de quantifier le biofilm par mesure de la densité optique à 570 nm. Le cristal violet, à 

l’origine, a été utilisé pour la coloration de Gram (Casanova, 1992). Les molécules de cristal 

violet possèdent un ion ammonium et 3 groupements aromatiques ce qui leur permettent de se 

lier au squelette de l’ADN et ainsi de colorer les bactéries et la matrice extracellulaire du 

biofilm (Adkins et Burmeister, 1996). Cependant, l’utilisation des colorants reste délicate du 

fait de leur manque de spécificité. Un manque de spécificité vis-à-vis de la viabilité 

bactérienne mais aussi un manque de spécificité entre les composants de la matrice 

extracellulaire et les composants pariétaux. Ainsi, le cristal violet colore l’ensemble du 

biofilm : bactéries mortes, viables et la matrice extracellulaire (Gamble et Muriana, 2007).  

 Les observations microscopiques 2.6.1.2

2.6.1.2.1 La microscopie optique 

En pratique, la microscopie optique est la technique la plus largement utilisée pour 

l’observation des biofilms, car elle permet de visualiser des échantillons se situant entre 1 et 

100µm. Malgré ces limites de résolution, la microscopie optique permet d’obtenir des images 
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dans cet ordre de grandeur, suffisamment précises et riches en information. Un autre avantage 

de la microscopie optique tient à ses grandes possibilités de combinaison avec d’autres 

méthodes comme la polarisation, la fluorescence, le contraste de phase, la réflexion, le 

contraste d’interférences ; toutes étant des méthodes basées sur les diverses propriétés 

physiques de la lumière et son interaction avec la matière.  

 

La microscopie couplée à la fluorescence est un outil largement utilisé dans l’étude 

des biofilms bactériens. Un microscope optique équipé en épifluorescence est pourvu de 

plusieurs jeux de filtres correspondant aux colorants les plus utilisés qui sont le 4',6'-

diamidino-2-phénylindole (DAPI), l’orangé d’acridine (OA) et le Live/Dead® Bac Light™.  

 

Le DAPI appartient au groupe des colorants indols et se lie préférentiellement avec les 

bases A-T où il se loge dans le petit sillon de l’ADN. Il est donc spécifique à la coloration de 

l’ADN double brin. Le complexe ADN-DAPI excité en lumière UV à une longueur d’onde de 

358 nm émet une lumière bleue pour des longueurs d’ondes supérieures à 380 nm.  

 

L’OA, est une molécule tricyclique hétéro-aromatique pouvant pénétrer passivement à 

l’intérieur des cellules pour se fixer aux acides nucléiques (ADN et ARN) selon des processus 

d’intercalation et de liaisons électrostatiques. Il est rapporté qu’en fonction des liaisons soit à 

de l’ADN simple brin, double brin ou à de l’ARN, l’OA émet des longueurs d’ondes 

différentes.  

 

La coloration différentielle avec le kit Life/Dead® BacLight™ Bacterial Viability est 

basée sur l’intégrité de la membrane bactérienne. Ce kit de coloration est composé de deux 

marqueurs d’acides nucléiques, le Syto 9 et l’iodure de propidium (IP). Le Syto 9 est de petite 
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masse moléculaire et a pour particularité de pénétrer dans toutes les cellules mortes ou 

vivantes et de se fixer à l’ADN. Il émet une fluorescence verte avec un spectre d’émission à 

545 nm. Le deuxième fluorochrome utilisé est l’IP de masse moléculaire beaucoup plus 

grosse. Il pénètre dans les cellules dont la membrane est suffisamment endommagée, exclut le 

Syto 9 et émet une fluorescence rouge (spectre d’émission à 635 nm). 

 

La microscopie optique, notamment en épifluorescence, est largement utilisée pour 

une première observation des biofilms bactériens en 2D. Cependant, afin d’apprécier finement 

l’architecture des biofilms, cette technique doit être couplée à des techniques microscopiques 

plus puissantes comme la microscopie électronique à balayage ou la microscopie confocale à 

balayage laser.  

2.6.1.2.2 La microscopique électronique à balayage 

La microscopie électronique à balayage (MEB) permet d’obtenir des images 

tridimensionnelles en haute résolution de la surface d’un échantillon (CMEBA, 2015). La 

vision en relief du MEB permet une bonne observation des biofilms grâce à sa profondeur de 

champ, nettement plus élevée que celle des microscopes optiques. Cette technique est très 

utilisée pour l’observation des biofilms de L. monocytogenes (Di Bonaventura, et al., 2008, 

Nilsson, et al., 2011, Casarin, et al., 2014). Le MEB n’est pas utilisé pour quantifier 

l’adhésion des bactéries mais pour les visualiser ainsi que les EPS. Cette technique est réalisée 

en plusieurs étapes : la fixation, la déshydratation et la métallisation par recouvrement de 

l’échantillon d’une couche conductrice puis enfin la visualisation de l’échantillon sous vide. 

Les traitements et particulièrement le séchage peuvent abimer les biofilms et particulièrement 

les EPS (Kachlany, et al., 2001, Priester, et al., 2007, Guilbaud, et al., 2015). En effet, cette 

technique déshydrate le biofilm par un gradient de solvants (alcool, acétone ou xylène) avant 

toute observation ce qui peut apporter un artefact car les EPS sont composés d’environ 95% 
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d’eau. Afin de pallier à ce problème, des auteurs ont mis en avant l’utilisation du colorant 

rouge de ruthénium afin d’améliorer la résolution de l’image pour visualiser les EPS (Priester, 

et al., 2007). Le rouge de ruthénium se lie aux EPS hautement anioniques de la matrice par 

des forces d’attractions électrostatiques non spécifiques ou ioniques (Fassel et Edmiston, 

1999). Hood et Zottola (1995) ont démontré que la surface de P. fragi avait une résolution 

plus importante avec le rouge de ruthénium dans la préparation. Actuellement, seul 

Combrouse, et al. (2013) ont utilisé le rouge de ruthénium afin d’observer la matrice 

extracellulaire des biofilms de L. monocytogenes de 48 h formés sur polystyrène.  

 

L’utilisation de la technique de MEB a permis de mettre en évidence des architectures 

variées selon les souches de L. monocytogenes étudiées et les conditions expérimentales 

utilisées (support, température de culture…). Ainsi des observations par MEB des biofilms de 

L. monocytogenes cultivés en condition statique ont permis de mettre en évidence des 

structures tridimensionnelles en forme de champignon (Costerton, et al., 1995), alors que 

d’autres avaient des agrégats (Borucki, et al., 2003, Di Bonaventura, et al., 2008) ou étaient 

constituées d’un tapis cellulaire monocouche (Nilsson, et al., 2011).  

2.6.1.2.3 La microscopie confocale à balayage laser 

Le principe de la microscopie confocale à balayage laser (MCBL) est de pratiquer des 

coupes optiques virtuelles de très faible profondeur de champ (400 nm) appelées « sections 

optiques ». Lorsque ces coupes réalisées à différentes profondeurs de l’échantillon sont 

rassemblées, la structure tridimensionnelle de l’échantillon est reconstituée. A la différence de 

la MEB, cette technique est non invasive et non destructrice. 

 

La technique de MCBL peut être utilisée en lien avec la fluorescence comme par 

exemple pour observer des systèmes dynamiques au sein de cellules ou tissus vivants. 
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Figure 8 : Observations par la technique MCBL de biofilms de L. monocytogenes : A) Architecture en « nid d’abeilles » 
d’un biofilm coloré au Live/Dead® Bac Light™ et formé en condition statique durant 48h à 25°C sur verre (Guilbaud, et al., 
2015) B) Architecture en « bille entourée par un réseau de chaînes tricotées » d’un biofilm  formé en condition 
dynamique durant 16h à 25°C sur verre (Rieu, et al., 2008). 
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L’avantage de cette technique est de pouvoir observer la structure native du biofilm et de 

pouvoir la coupler avec des techniques de fluorescence comme par exemple avec l’utilisation 

des fluorochromes du kit Live/Dead® Bac Light™ permettant de discriminer les cellules 

mortes des vivantes et ainsi voir leur proportion et leur localisation au sein du biofilm. Le 

MCBL permet d’obtenir une vue 3D de l’architecture du biofilm ce qui apporte beaucoup à la 

compréhension du biofilm.  

 

Récemment, une analyse effectuée sur 96 souches de L. monocytogenes par la 

technique de MCBL a permis de caractériser une architecture de biofilm majoritairement en 

forme de « nid d’abeille » lorsque les biofilms étaient cultivés dans le bouillon tryptone soja 

sur polystyrène et sur verre durant 48 h à 25°C (Guilbaud, et al., 2015) (Figure 8A). Parmi les 

96 souches analysées, la souche ScottA avait déjà été caractérisée comme formant une telle 

architecture lorsque les biofilms étaient cultivés dans ce même milieu sur polystyrène durant  

3 h, 6 h et 24 h à 35°C (Marsh, et al., 2003).  

En condition dynamique (sous flux de milieu nutritif), une structure particulière a été décrite 

en forme de « bille entourée par un réseau de chaînes tricotées » (Figure 8B) (Rieu, et al., 

2008). 

2.6.2 Analyse moléculaire des populations bactériennes : la PCR quantitative 

En parallèle de l’observation des biofilms, il est important de quantifier la 

concentration des populations bactériennes. La technique classique de dénombrement 

bactérien repose sur l’ensemencement d’un milieu gélosé et le dénombrement des bactéries 

viables cultivables. Cependant, l’absence de colonies sur le milieu gélosé n’est pas synonyme 

d’absence de bactéries ou de mort cellulaire. En effet, il est important de dissocier la viabilité 

de la cultivabilité. Certaines bactéries non-cultivables peuvent présenter des caractéristiques 
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comparables aux cellules vivantes tel que le maintien d'une activité métabolique et d'une 

intégrité membranaire et elles restent potentiellement pathogènes dans des conditions 

favorables (Oliver, 2005). Ces bactéries se retrouvent dans un état dit viable non cultivable 

(VNC) résultant d'un mécanisme de survie survenant généralement lors d'un stress, et 

impliquant la capacité de reprendre la croissance lors du retour dans des conditions optimales 

(Besnard, et al., 2000, Fittipaldi, et al., 2011).  

 

Pour pallier à cette problématique, la technique de réaction en chaîne par polymérase 

(PCR) s’est rapidement imposée comme un moyen de détection rapide, efficace et fiable. Pour 

quantifier un micro-organisme à l’aide de méthodes basées sur l’ADN, il est nécessaire que la 

quantité d’ADN génomique soit corrélée avec la biomasse. Cependant, les produits 

d’amplification PCR point-final ne permettent pas de lier la quantité finale de séquences 

obtenues à la quantité initiale d’ADN génomique dans l’échantillon. Une quantification 

efficace de l’ADN peut être effectuée grâce à la méthode par PCR quantitative (Juste, et al., 

2008). 

 

La technique de PCR quantitative (qPCR) est basée sur la détection et la quantification 

d’une molécule fluorescente. Le signal fluorescent est directement proportionnel à la quantité 

d’amplicons générés durant la réaction de PCR. La détermination de la quantité de 

fluorescence émise à chaque cycle, permet de suivre la réaction PCR pendant sa phase 

exponentielle. En effet, durant cette phase, l’augmentation de la quantité d’amplicons est en 

corrélation directe avec la quantité initiale d’ADN de l’échantillon cible. Au bout d’un certain 

nombre de cycles de la réaction, la fluorescence mesurée dépasse le bruit de fond. C’est ce 

nombre de cycles donnés, appelé cycle seuil (cycle threshold, Ct) qui est utilisé comme unité.  
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Il existe deux principales technologies de fluorescence pour la quantification des 

produits PCR : les agents se liant à l’ADN double brin (exemple le SYBR® Green I) et les 

sondes fluorescentes (exemple les sondes Taqman®). Les molécules de SYBR® Green I 

s’intercalent entre les bases nucléiques de l’ADN double brin durant les étapes d’hybridation 

et d’élongation d’un cycle de PCR. Elles vont émettre un signal fluorescent après excitation 

par des rayonnements ultraviolets. Le choix des amorces est primordial dans ce système car 

l’inconvénient est que les molécules de SYBR® Green I s’intercalent dans toutes les 

molécules d’ADN double brin qu’elles soient spécifiques ou non aux séquences cibles. En ce 

qui concerne les sondes Taqman®, c’est un fragment d’ADN monobrin portant un ou deux 

groupements fluorophores. Un fluorophore émetteur de fluorescence (reporter) est fixé à 

l’extrémité 5’ de la sonde d’hybridation et son émission est inhibée par un second fluorophore 

suppresseur (quencher) présent à l’autre extrémité. L’hydrolyse de la sonde fluorescente 

durant l’étape de polymérisation va libérer le reporter de l’environnement du quencher ce qui 

permet l’émission d’une fluorescence.  

 

La quantification absolue par qPCR a pour principe de comparer les valeurs de Ct 

obtenues pour un échantillon avec une gamme étalon construite avec des concentrations 

connues du gène cible (Juste, et al., 2008, Postollec, et al., 2011). Une des limites de la qPCR 

est la détection et l’amplification de l’ADN des cellules vivantes et mortes, ce qui peut 

entraîner une surestimation de la quantité de bactéries présentes (Wolffs, et al., 2005, Zhang, 

et al., 2015b). Pour pallier ce problème, il est possible d’utiliser des composés, tel que le 

monoazide de propidium (PMA™) ou le monoazide d’éthidium (EMA™) avant l’extraction 

de l’ADN bactérien. Ces deux molécules ont la capacité de pénétrer dans les cellules dont la 

membrane cytoplasmique est endommagée. Elles vont se lier de manière covalente à l’ADN 

des cellules mortes après une exposition forte à une source lumineuse et ainsi empêcher 
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Figure 9 : Mode d’action du monoazide de propidium (PMA) et du monoazide d’éthidium (EMA) lors de la qPCR. 
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l’amplification de l’ADN. Les cellules viables étant imperméables aux colorants, leur ADN se 

retrouve protégé du colorant et donc libre d’être amplifié et détecté par qPCR (Nocker et 

Camper, 2009, Fittipaldi, et al., 2011) (Figure 9). En 2006, Nocker et al. ont observé par 

microscopie en épifluorescence qu’à la différence du PMA, l'EMA pénétrait dans les cellules 

viables de L. monocytogenes. De plus, Pan et Breidt (2007) mirent en évidence un effet 

toxique de l’EMA sur L. monocytogenes préconisant ainsi l’utilisation du PMA pour la 

détection des cellules viables de L. monocytogenes. Depuis, la technique PMA-qPCR a été 

employée pour la détection de L. monocytogenes dans les matrices alimentaires (Elizaquível, 

et al., 2012, Tamburini, et al., 2013, Zhang, et al., 2015a) ou dans les biofilms monoclonaux 

(Pan et Breidt, 2007).  

2.6.3 Analyse biochimique des polysaccharides de la matrice extracellulaire 

 Extraction 2.6.3.1

Les objectifs principaux de l’étape d’extraction des exopolysaccharides sont d’en 

récupérer la plus grande quantité sans en modifier la composition et sans lyser les cellules 

bactériennes. 

 

La nature des exopolysaccharides récoltés dépend fortement de la méthode 

d’extraction utilisée. Il faut prendre en compte que la composition des exopolysaccharides 

provenant de la matrice extracellulaire est spécifique de chaque souche bactérienne et que 

même au sein d’une même espèce, les exopolysaccharides peuvent présenter des 

caractéristiques différentes de polarité ou de caractère hydrophobe/hydrophile. Chaque type 

d’exopolysaccharides requiert donc une méthode d’extraction qui lui est propre dans un but 

d’optimisation de la quantité obtenue. Les études portant sur la matrice extracellulaire des 

biofilms bactériens comportent un problème supplémentaire : la séparation de la matrice 
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extracellulaire des cellules bactériennes. Ceci présente une difficulté puisque cette étape de 

séparation doit rester suffisamment douce pour ne pas endommager les cellules et ainsi 

contaminer les exopolysaccharides de la matrice extracellulaire avec des polysaccharides 

pariétaux. Des tests permettent de détecter une lyse cellulaire lors des extractions, par 

exemple le dosage de l’enzyme intracellulaire glucose-6-phosphate déshydrogénase ou le 

dosage de l’ATP (McSwain, et al., 2005, Wu et Xi, 2009). Ces deux molécules étant 

intracellulaires, leur présence significative dans les échantillons d’exopolysaccharides 

révèlerait une contamination par des polysaccharides pariétaux. L’ADN, quant à lui, ne peut 

pas être un bon témoin de lyse puisqu’il peut être présent naturellement dans la matrice 

extracellulaire. Des méthodes plus directes, comme l’observation au microscope ou 

l’utilisation du kit Live/Dead® Bac Light™, sont aussi de bons moyens de contrôle.  

 Analyses  2.6.3.2

Il existe plusieurs techniques permettant une analyse compositionnelle et structurale 

des polysaccharides (GC-MS, HPLC-MS, ESI-MS, RMN…). Nous allons développer ici les 

techniques qui ont été utilisées lors de ces travaux.  

2.6.3.2.1 Analyse par la technique de chromatographie en phase gazeuse-spectrométrie 

de masse 

L’analyse par chromatographie en phase gazeuse-spectrométrie de masse (GC-MS) de 

l’hydrolysat d’un polysaccharide permet de déterminer sa composition mono-saccharidique, 

mais requiert une dérivatisation des monosaccharides formés. En effet, la technique GC-MS 

ne permet pas d’analyser directement les mono- ou polysaccharides en raison de leurs 

groupements hydroxyles qui les rendent peu volatiles. Les dérivatisations les plus 

fréquemment utilisées sont l’acétylation et la silylation. Une fois les composés rendus 

volatiles par les substituants (acétyles), ces derniers peuvent être analysés par la technique de 

GC-MS (Medeiros et Simoneit, 2007, Ruiz-Matute, et al., 2011). L’échantillon est placé dans 
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l’injecteur. La chromatographie en phase gazeuse (GC) sert à scinder le mélange de 

monosaccharide rendu volatile pour en faire des composants individuels au moyen d'une 

colonne capillaire à température contrôlée. La spectrométrie de masse (MS) sert à identifier 

les diverses composantes dans leur spectre de masse. Chaque composant a un spectre de 

masse unique, ou quasi unique, que l'on peut comparer avec des bases de données de spectre 

de masse, ce qui permet de les identifier. Grâce à l'utilisation d’étalon interne (comme 

l’inositol), il est également possible de procéder à la quantification de composé. La GC-MS a 

beaucoup été utilisée pour la caractérisation des substitutions glycosidiques de l’acide 

téichoïque de L. monocytogenes (Fiedler, et al., 1984).  

2.6.3.2.2 Analyse par la technique de résonance magnétique nucléaire 

La résonance magnétique nucléaire (RMN) désigne une propriété de certains noyaux 

atomiques possédant un spin nucléaire (par exemple 
1
H, 

13
C, 

17
O, 

1
9F, 

31
P, 1

29
Xe…), placé 

dans un champ magnétique. 

 

La RMN est un outil indispensable pour l’étude structurale des biomolécules, et 

notamment des molécules glucidiques. Les expériences RMN à une ou deux dimensions sont 

basées sur les propriétés des noyaux des isotopes des atomes présents dans les composés 

organiques naturels, tels que 
1
H (isotope le plus abondant d’hydrogène), 

13
C, et 

31
P. 

  

Par exemple, les spectres COSY mononucléaire 
1
H-

1
H donnent accès aux corrélations 

entre protons trans-axiaux. L’ensemble des spectres COSY, TOCSY et HSQC 
1
H-

13
C 

héteronucléaires permettent d’établir la nature des unités monosaccharidiques, en s’appuyant 

sur les données de la littérature (déplacement chimique (δ) et constante de couplage (J)) 

(Poinsot, et al., 2012). Les spectres NOESY, où les atomes 
1
H corrèlent avec ceux qui leur 

sont proches dans l’espace, aident à établir le mode de liaison entre les unités 
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monosacchariques au sein du polysaccharide. La méthodologie d’interprétation des spectres 

RMN des glucides complexes est décrite par Maes (2009). Ce sont dans les années 80 que 

Fujii, et al. (1985) et Uchikawa, et al. (1986) utilisèrent pour la première fois la RMN sur 

l’espèce L. monocytogenes afin de caractériser les différentes structures de l’acide téichoïque 

selon le sérotype des bactéries. Depuis, la technique RMN a été utilisée pour de nombreuses 

autres études sur les acides téichoïques de L. monocytogenes (Eugster et Loessner, 2011, 

2014).   
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TRAVAUX EXPERIMENTAUX 

 

Chapitre 1. Caractérisation des exopolysaccharides présents 

dans la matrice extracellulaire et dans le milieu de culture des 

biofilms de Listeria monocytogenes versus les polysaccharides 

pariétaux 

 

1.1 Contexte et objectif 

Un biofilm est une communauté de micro-organismes adhérant à une surface et 

entourée par une matrice extracellulaire (Sutherland, 2001a) qui est constituée d’un mélange 

complexe de polysaccharides, de protéines, d’ADN et d'autres substances polymériques. Il a 

été caractérisé plus de 30 exopolysaccharides provenant de matrices extracellulaires de 

biofilms formés par différentes espèces bactériennes (Gram positif ou Gram négatif) 

(Flemming et Wingender, 2010). Un des exopolysaccharides le plus décrit est le poly-N-

acétylglucosamine (PNAG) produit notamment par Staphylococcus epidermidis, S. aureus et 

Escherichia coli (Mack, et al., 1996, Wang, et al., 2004, O'Gara, 2007). D’autres espèces 

bactériennes produisent quant à eux plusieurs exopolysaccharides comme par exemple 

Pseudomonas aeruginosa qui en produit trois et qui peuvent intervenir dans le développement 

du biofilm (Ryder, et al., 2007) 

 

Par contre, pour Listeria monocytogenes, aucune étude n’a caractérisé la composition 

ou la structure des exopolysaccharides de la matrice extracellulaire des biofilms. Quelques 
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études utilisant des techniques colorimétriques ont montré la présence de carbohydrates 

extracellulaires. Deng, et al. (2010) ont rapporté qu’aucun des gènes connus pour être 

impliqués dans la biosynthèse et le transport des exopolysaccharides n’a été détecté dans le 

séquençage du génome de 26 souches de L. monocytogenes de trois lignées différentes. Ces 

travaux ne sont pas en accord avec ceux de Chen, et al. (2014) qui ont décrit un 

polysaccharide c-di-GMP induit qui était synthétisé par l’opéron pssA-E dans L. 

monocytogenes. 

 

Pour répondre à la question de savoir s’il y a un ou plusieurs exopolysaccharides 

présents dans la matrice extracellulaire des biofilms de L. monocytogenes, nous avons 

sélectionné 6 souches étudiées précédemment et qui avaient une grande capacité à former des 

biofilms de 48 h à une température de 37°C sur une surface en polystyrène (Combrouse, et al., 

2013). 

 

Dans un premier temps, nous avons confirmé la présence de matrice extracellulaire par 

microscopie électronique à balayage (MEB) sur des biofilms de 48 h réalisés sur des surfaces 

en polystyrène à 37°C. 

 

Dans un second temps, nous avons isolé et purifié les polysaccharides de la matrice 

extracellulaire et du milieu de culture des biofilms de 48 h puis nous avons identifié leur 

structure par chromatographie en phase gazeuse spectrométrie de masse (GC-MS) et par 

résonnance magnétique nucléaire (RMN) 
13

C et 
1
H. La composition des exopolysaccharides 

identifiés a été comparée à celle des polysaccharides pariétaux. Un polysaccharide présentant 

un défaut de glycosylation a été identifié dans une souche provenant du sérotype 1/2a. Une 
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Tableau 4 : Souches, origines et sérotypes des souches de Listeria monocytogenes étudiées 

Souches Origine de 
l'échantillon 

Sérotypes Références 

CL297 AS1 Saumon fumé 

1/2a 

(Midelet-Bourdin, et al., 
2007, Tresse, et al., 2007) 

DPF 234 HG2 Hareng cru 
(Midelet-Bourdin, et al., 
2007, Tresse, et al., 2007) 

DSS 1130 BFA2 Hareng fumé 
(Midelet-Bourdin, et al., 
2007, Tresse, et al., 2007) 

EGD-e Epidémie (Glaser, et al., 2001) 

LmA Produit laitier 4b 
(Carpentier et Chassaing, 
2004) 

ScottA Epidémie 4b Tresse et al. (2007) 
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analyse moléculaire a permis d’identifier une mutation génique responsable de ce phénotype 

original.  

1.2 Matériel et méthodes 

1.2.1 Souches et conditions de culture 

Six souches de L. monocytogenes ont été étudiées: Scott A et LmA (sérotype 4b) et DPF 

234 HG2, CL 297 AS1, DSS 1130 BFA2 et EGD-e (sérotype 1/2a) (Tableau 4). Les cellules 

bactériennes ont été conservées dans du bouillon cœur-cervelle (BCC, AES, Combourg, 

France) supplémenté avec du glycérol (18% v/v) à -20°C. Les cultures ont été maintenues à 

4°C pendant un maximum d’un mois sur gélose trypticase soja avec de l’extrait de levure 

(TSAYe, Oxoid, Dardilly, France) en pente. Les pré-cultures ont été réalisées à partir de ces 

cultures réfrigérées qui ont été transférées dans 5 ml de bouillon de soja Trypticase avec 

extrait de levure (TSBYe, Oxoid) à 37°C pendant 24 h. Cette suspension a été ensuite 

transférée dans 35 ml de bouillon TSBYe puis incubée à 37°C pendant 24 h. Les inoculums 

ont été ajustées à 10
7
 UFC/ ml dans le milieu MCDB 202 (CryoBioSystem, L'Aigle, France, 

Annexe 2) (Hébraud et Guzzo, 2000) en se basant sur une DO620nm de 0,15 concordant à 10
8
 

UFC/ ml.  

1.2.2 Formation et observation des biofilms 

Dix millilitres d’inoculum ajustés à 10
7 

UFC/ ml ont été déposés dans des boîtes de 

Pétri en polystyrène traitées culture de 60 mm de diamètre (Grosseron, Saint Herblain, 

France) et incubées pendant 48 h à 37°C. Ensuite, le milieu de culture a été retiré et les 

biofilms étaient rincés successivement trois fois avec 5 ml d'eau distillée stérilisée. Chaque 

biofilm était écouvillonné en frottant la surface avec un premier écouvillon sec qui était 

ensuite agité dans un tube Eppendorf contenant 1 ml d’eau distillée stérilisée. Ce même 
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écouvillon était passé une seconde fois sur la surface puis il était cassé dans le tube 

Eppendorf. Cette manipulation était réalisée une seconde fois avec un nouvel écouvillon. Le 

tube Eppendorf était ensuite agité au vortex pendant 20 secondes. Les dénombrements étaient 

réalisés sur des géloses TSAYe à l’aide d’un ensemenceur spirale (Spiral DS System; 

Interscience, Saint Nom La Bretèche, France). Les géloses étaient incubées à 37°C pendant 24 

h. En parallèle, des biofilms étaient colorés par immersion avec 10 ml de Diamidino 4’,6’-

phènylindole – 2 Dichlorohydrate (DAPI, Merck, Darmstadt, Allemagne) ou d’orangé 

d’acridine (OA, Sigma-Aldrich, St Louis, USA) et incubés à l’obscurité pendant 15 min à 

température ambiante. Ensuite, ils étaient rincés avec 25 ml d’eau distillée stérilisée puis 

observés par microscopie en épifluorescence (Imager.Z1, Zeiss, Marly-le-Roi, France) relié à 

une caméra CCD (Axiocam - MRm, Zeiss) et un système d'acquisition d'image numérique. Le 

complexe ADN-DAPI excité en lumière UV à une longueur d’onde de 358 nm émet une 

lumière bleue pour des longueurs d’onde supérieures à 380 nm. Concernant l’orangé 

d’acridine que nous avons utilisé (Acredine orange hemi (zinc chlora salt, Sigma, Saint Louis, 

USA) il est indiqué que les complexes OA/ADN doivent être excités à 480 nm pour une 

émission à 510 nm alors que le complexe OA/ARN doit être excité à des longueurs d’onde de 

440 à 470 nm pour une émission également à 510 nm. Le filtre que nous avons utilisé est un 

jeu de filtre 09 (Zeiss, Marly-le-Roi, France), d’excitation de 460 à 490 nm et d’émission à 

510 nm. Nos colorations à l’orange d’acridine nous ont donc permis d’observer l’ensemble 

des acides nucléiques des biofilms (ADN+ARN).  

 

L’architecture des biofilms a également été observée par microscope électronique à 

balayage (MEB). Le biofilm était fixé chimiquement pendant 20 minutes dans 0,02 M de 

tampon cacodylate avec du glutaraldéhyde à 3% (v/ v). Les biofilms étaient ensuite 

déshydratés dans une série de bains d'éthanol de 70% (v / v), 80% (v / v), 90% (v / v) et 100% 
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 (v / v) pendant 10 min chacun. Les biofilms étaient ensuite séchés par la technique du point 

critique puis métallisés à l’or-palladium pendant 1,5 minute. Ils étaient ensuite observés par 

MEB (Jeol, JSM-35 CF, Japon) à l’INRA de Villeneuve d’Ascq. Toutes les analyses d’image 

ont été effectuées avec le logiciel ImageJ 1.22d (Schneider, et al., 2012). 

1.2.3 Préparation des polysaccharides de  la paroi cellulaire, de la matrice extracellulaire 

et du  milieu de culture des biofilms de 48 h  

Afin d'obtenir de grandes quantités de matrice extracellulaire, les biofilms ont été 

cultivés dans dix boîtes de Pétri en polystyrène traitées culture de 150 mm de diamètre 

(Grosseron, Saint Herblain, France) contenant 60 ml de culture ajustée à 10
7 

UFC/ ml dans du 

milieu MCDB 202. Après 48 h d'incubation à 37°C, le milieu de culture était récupéré dans un 

flacon stérile. Le biofilm était lavé successivement trois fois avec 5 ml d'eau distillée 

stérilisée. L'eau utilisée pour les lavages était ajoutée dans le flacon contenant le milieu de 

culture. Le flacon contenant le milieu de culture et les eaux de lavage a été centrifugé à 6000g 

pendant 10 min. Le surnageant était conservé pour la préparation des polysaccharides du 

milieu de culture, et le culot cellulaire pour la préparation des polysaccharides pariétaux.  

 

Ensuite, les biofilms étaient décrochés manuellement (doigt recouvert d’un gant stérile) 

et rincés avec 4 ml d'eau distillée stérilisée qui étaient placés dans un tube Falcon 

(Combrouse, et al., 2013). La matrice extracellulaire du biofilm a été détachée des cellules 

bactériennes par sonication sur glace du tube Falcon (IKA Laboteckniksonicator, Staufen, 

Allemagne) pendant 3 x 30 s, à des cycles de 50%, à une intensité de 0,5 comme décrit par 

Sadovskaya et al. (2005). Après centrifugation du tube Falcon soniqué à température 

ambiante (10 000 g, 10 min), le culot cellulaire était conservé alors que le surnageant 

contenant la matrice extracellulaire était déprotéinisé par addition d'acide trichloracétique 
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 (TCA) à une concentration finale de 5%, puis dialysé (tube de dialyse Visking, Dutscher, 

Brumath, France) et concentré par lyophilisation. Une extraction au phénol/ chloroforme était 

ensuite réalisée afin d’effectuer une deprotéinisation complète de l’extrait de la matrice 

extracellulaire (Sadovskaya, et al., 2004). L’extrait déprotéinisé était ensuite fractionné sur 

une colonne Sephadex G-50 (1 x 40 cm) en éluant avec de l'acide acétique (0,1%). Les 

fractions étaient dosées par la méthode colorimétrique de Dubois pour déterminer la présence 

de sucres neutres (DuBois, et al., 1956). Les fractions de polysaccharides de haut poids 

moléculaire (volume mort) provenant de la matrice extracellulaire ont été groupées et 

lyophilisées. 

 

En parallèle, le milieu de culture a été déprotéinisé, dialysé, lyophilisé et fractionné sur 

une colonne G-50 Sephadex comme décrit ci-dessus pour la préparation des polysaccharides 

de la matrice extracellulaire. 

 

Les culots cellulaires préparés précédemment ont été remis en suspension dans du TCA 

à 5% et ont été placés sous agitation pendant 48 h à 4°C. Les débris cellulaires ont été 

éliminés par centrifugation (10000 g, 10 min) et le surnageant a été dialysé et lyophilisé. Les 

polysaccharides pariétaux ont été purifiés sur la colonne Sephadex G-50. 

1.2.4 Etude structurale des glucides 

 Analyse monosaccharidique 1.2.4.1

Le ribitol et les monosaccharides ont été identifiés par la technique GC-MS en tant que 

alditol acétates. De 0,2 à 1 mg des polysaccharides lyophilisés ont été traités avec 50 µl 

d’acide hydrofluorique (HF) à 4°C pendant 48 h afin d’hydrolyser les liaisons 

phosphodiesters. L’acide hydrofluorique a ensuite été évaporé sous azote et le résidu a été 
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hydrolysé avec de l’acide trifluoroacétique (TFA) 4 M à 110°C pendant 3 h. L’acide a été 

évaporé sous azote. Une réduction a ensuite été effectuée par traitement avec du 

tétrahydruroborate de sodium (NaBH4). Le réactif a été décomposé en utilisant 1 ml d’un 

mélange 1/10 (v/v) d’acide acétique AcOH et de méthanol MeOH qui a ensuite été évaporé 

sous azote. L’échantillon a ensuite été traité avec 1 ml du mélange AcOH/MeOH (v/v), puis 

évaporé à l’azote, de nouveau traité avec du MeOH puis évaporé sous azote. L’échantillon a 

ensuite été acétylé en présence de 400 µl d’anhydride acétique C4H6O3 et 400 µl de pyridine 

C5H5N pendant 1 h à 100°C puis séché sous azote (Sadovskaya, 2014). Les analyses GC-MS 

ont été effectuées sur un système Trace ULTRA GC (Thermo Scientific) équipé d'une 

colonne capillaire NMTR-5MS (30 m x 0,25 mm) en utilisant un gradient de température de 

170°C (3 min) → 250°C à 5°C / min et avec un détecteur DSQ II MS.  

 Analyse structurale 1.2.4.2

Les analyses par la technique de RMN ont été effectuées par la plate-forme PAGés en 

sous-traitance (USTL, Lille 1, Frane) sur un spectromètre Bruker AVANCE
®
 III 900 MHz 

 équipé d'une sonde de gradient de 3 mm (Vinogradov, et al., 2013). Toutes les expériences 

ont été effectuées sur 0,5 à 5 mg de polysaccharides dans 0,5 ml de D2O à 25°C avec un 

contrôle interne d’acétone (2,225 ppm pour 
1
H et 31,45 ppm pour 

13
C) à l'aide des séquences 

standards d'impulsions COSY (Correlation Spectroscopy), TOCSY (Total Correlation 

Spectroscopy, temps de mélange de 120 ms), NOESY (Nuclear Overhauser effect 

spectroscopy) (temps de mélange de 400 ms), gHSQC (gradient Heteronuclear Single 

Quantum Coherence, 2,225 ppm pour 
1
H et 31,45 ppm pour 

13
C). Le temps d’acquisition AQ 

a été maintenu de 0,8 à 1 s pour les corrélations H-H et à 0,13 s pour la HSQC, 256 

incréments ont été acquis pour t1. Les spectres ont été analysés en utilisant le logiciel Topspin 

2 (Bruker Biospin
®
).  
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Tableau 5 : Origine, sérotype et mutation des 93 souches de Listeria monocytogenes étudiées  
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1.2.5 Séquençage des gènes lmo2549 et lmo2550 

Deux gènes ont été étudiés, lmo2549 et lmo2550, intervenant dans la glycosylation par 

un GlcNAc des acides téichoïques de L. monocytogenes de sérotype 1/2a (Eugster, et al., 

2011). Quatre - vingt - treize souches de L. monocytogenes de sérotype 1/2a ont été étudiées 

(Tableau 5). Chaque souche a été cultivée sur gélose TSAYe et incubée pendant 24 h à 37°C. 

Les colonies étaient prélevées à l’aide d’une oëse puis ajoutées dans le mélange réactionnel de 

PCR dans un volume final de 40 µl. Chaque mélange réactionnel contenait 1 µl de dNTP à 10 

mM (Sigma-Aldrich), 0,3 µl de Taq polymérase (Taq DNA Pol 5 U/µl, MP Biomedicals, 

Santa Ana, California, USA), 5 µl de tampon PCR (10X Incubation T.pol Mix with MgCl2, 

MP Biomedicals), 32,7 µl d’eau distillée stérilisée, 0,5 µl d’amorce F à 500 nM et 0,5 µl 

d’amorce R à 500 nM. Un couple d'amorces a été utilisé pour l’amplification du gène 

lmo2549: lmo2549F (5'- GGG AAT GGA ATT GTC TGG TT-3 ') et lmo2549R (5'-CGT 

TGC CAT CTT CCC ATT TA-3'). Deux amorces ont été utilisées pour l’amplification du 

gène lmo2550: lmo2550F (5'-CTT AAT TTT ATG TAC TAC AAG AGG A-3 '), lmo2550R 

(5'-GTA TAC CAC GGA ATC TTG TC 3'). L’amplification de l’ADN a été réalisée dans un 

thermocycleur iCycler (Biorad, Marnes la Coquette, France) avec les conditions suivantes: 

une pré-incubation à 94°C pendant 3 min, une répétition de 35 cycles avec une phase de 

dénaturation de l'ADN à 93°C pendant 45 s, une phase d’hybridation des amorces à 54°C 

pendant 45 s, et une étape d'élongation à 72°C pendant 1 min; suivi d’une étape finale 

d’élongation à 72°C pendant 10 min. Les produits PCR ont été séquencés par la société 

Genoscreen en sous-traitance (Lille, France) en utilisant les amorces d'amplification pour les 

deux gènes lmo2449 et lmo2550. Un couple d’amorces supplémentaire a été utilisé pour le 

séquençage du gène lmo2550 : lmo2550F2 (5'- CTG GTT GAA AAA AGC AAC TTC A-3 ') 

et lmo2550R2 (5'TCT ACG CAT CTT CTA TCGA G 3'). 
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Figure 10 : Population bactérienne des biofilms formés après 48h sur polystyrène à 37°C dans le milieu 
MCDB 202. Les données représentent les moyens et les écarts types de trois expériences indépendantes. 
Les barres d’erreur représentent l’intervalle de confiance. 

 

 

 

 

 

  

Figure 12 : Observations par microscopie en 
épifluorescence  en coloration DAPI des biofilms formés 
par les souches Lm A, Scott A, DSS 1130 BFA2, EGD-e, 
CL297 AS1, DPF 234 HG2 sur polystyrène à 37°C dans le 
milieu MCDB 202. 

 

Figure 11 : Observations par microscopie en 
épifluorescence  en coloration à l’orangé d’acridine des 
biofilms formés par les souches Lm A, Scott A, DSS 1130 
BFA2, EGD-e, CL297 AS1, DPF 234 HG2 sur polystyrène à 
37°C dans le milieu MCDB 202. 
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1.2.6 Analyses statistiques 

Toutes les expériences sur les biofilms ont été réalisées en triplicat. Des analyses de variance 

ont été effectuées pour déterminer les différences significatives de population entre les 

souches bactériennes. Tous les calculs ont été traités avec le logiciel Statgraphics centurion 

XVI (Sigma plus, Paris, France). La signification statistique a été évaluée à P < 0,05 avec P la 

probabilité limite sous l’hypothèse nulle.  

1.3 Résultats 

1.3.1 Formation des biofilms 

La capacité de formation des biofilms de 48 h par six souches de L. monocytogenes a 

été étudiée: Scott A et Lm A (sérotype 4b) et DPF 234 HG2, CL 297 AS1, DSS 1130 BFA2 

et EGD-e (sérotype 1 / 2a) (Figure 10). Les populations bactériennes viables cultivables des 

biofilms ont été dénombrées sur milieu gélosé. Des différences significatives de population 

ont été montrées entre les souches allant de 5,07 log UFC/cm² pour la souche CL 297 AS1 à 

7,45 log UFC/cm² pour la souche ScottA. Des différences significatives de population ont 

également été observées entre des souches de même sérotype. Pour le sérotype 4b, la 

population des biofilms était entre 6,09 log UFC/ cm² et 7, 45 log UFC/cm² alors que pour 

celle des souches de sérotype 1/2a, elle était entre 5,07 log UFC/ cm² et 6,67 log UFC/cm².  

 

Par contre, alors qu’il y avait des différences significatives de population bactérienne, 

toutes les souches avaient des architectures de biofilms similaires (Figures 11, 12, 13, 14). Les 

observations réalisées sur les biofilms colorés avec le DAPI et l’OA (Figures 11, 12) ont 

permis de montrer des cellules bactériennes réparties de façon hétérogène sur la surface. Il y 

avait des zones sans cellules bactériennes alors que d’autres étaient recouvertes de couches de 
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Figure 13 : Observations par MEB des biofilms des souches Lm A, Scott A, DSS 1130 BFA2, EGD-e, CL297 AS1, DPF 234 HG2 
sur polystyrène à 37°C dans le milieu MCDB 202. 

 

 

Figure 14 : Observations par MEB des biofilms des souches Lm A, Scott A, DSS 1130 BFA2, EGD-e, CL297 AS1, DPF 234 HG2 
sur polystyrène à 37°C dans le milieu MCDB 202. 
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cellules plus ou moins denses mais composées de cellules isolées. La présence d’agrégats 

cellulaires avec des structures en 3D a été observée sur plusieurs champs. La densité cellulaire 

et la grandeur des agrégats sont apparues significativement différentes entre les souches. 

 

Pour confirmer la présence de la matrice extracellulaire observée par microscopie en 

épifluorescence, les biofilms de 48 h ont été observés par MEB (Figures 13, 14). Pour toutes 

les souches, la présence de matrice extracellulaire (indiquée par une flèche blanche) a été 

validée. Elle était distribuée de façon hétérogène et la quantité est apparue différente en 

fonction des souches bactériennes. Une production plus importante a été observée pour la 

souche ScottA par rapport à la souche DPF 234 HG2 qui avait la plus faible production de 

matrice extracellulaire. L’architecture des biofilms observée par microscopie a été confirmée 

par les observations en MEB avec des tapis cellulaires distribués de façon assez hétérogène 

avec des zones sans bactéries et des zones pouvant être très denses en cellules avec des 

agrégats dont la densité et la taille variaient selon les souches étudiées. 

1.3.2 Identification des polysaccharides présents dans la matrice extracellulaire et dans 

le milieu de culture des biofilms versus les polysaccharides pariétaux  

Pour l’ensemble des souches étudiées, les polysaccharides ont été extraits à partir de la 

matrice extracellulaire et du milieu de culture des biofilms cultivés durant 48 h et comparés 

aux polysaccharides pariétaux. Les polysaccharides de haut poids moléculaire ont été étudiés 

par les techniques de GC-MS et de spectroscopie 
1
H-RMN.  

 Caractérisation des exopolysaccharides des souches de sérotype 4b 1.3.2.1

Afin de purifier les glucides (polysaccharides) extracellulaires (provenant du milieu de 

culture et de la matrice extracellulaire), nous avons utilisé la chromatographie de filtration sur 

gel. Elle permet la discrimination des molécules suivant leur taille et leur forme. Pour cela, un 



170 

 

 

Figure 15 : Profils d’élution obtenus après passage sur la colonne Sephadex G-50 des extraits bruts de glucides contenus à 
partir du milieu de culture (Bleu) et de la matrice extracellulaire (Rouge) des biofilms de la souche ScottA 

  

 

 

Figure 16 : Comparaison des profils GC-MS des polysaccharides provenant du milieu de culture (A), de la matrice 
extracellulaire  (B) et de la paroi (C) de la souche ScottA de sérotype 4b. Rib : Ribitol, Ino : Inositol, Glc : Glucose, Gal : 
Galactose, GlcNAc : N-Acétylglucosamine.   
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gel poreux composé de granules de différentes tailles est utilisé. Les molécules dont le 

diamètre est supérieur à celui des pores des granules sont exclues et donc éluées, les 

premières au niveau du volume mort (volume d’eau externe aux granules ; V0). Ensuite, les 

moyennes puis les petites molécules sont éluées progressivement. Dans nos travaux, nous 

avons utilisé le support Sephadex G-50 pour la purification des glucides extracellulaires de L. 

monocytogenes sur une colonne de 1,6 x 40 cm. Un aliquot de chaque fraction d’élution a 

ensuite été testé pour la concentration en sucre neutre par la méthode de Dubois (Figure 15). 

Lors de l’élution, les polysaccharides sont sortis dans les premières fractions et étaient bien 

séparés des fractions de bas poids moléculaire. Ces premiers résultats nous ont également 

indiqué que la quantité de glucides extracellulaires détectée était très faible dans la matrice et 

inférieure à celle du milieu de culture. 

 

Les fractions correspondant aux glucides de haut poids moléculaire (polysaccharides) 

ont été recueillies, assemblées, lyophilisées puis la composition du polysaccharide de haut 

poids moléculaire a été déterminée par la technique GC-MS après sa conversion en alditol- 

acétate. Les monosaccharides obtenus après hydrolyse des liaisons osides peuvent être 

présents sous différentes conformations et ainsi donner plusieurs pics pour une même 

molécule. Pour éviter ce phénomène, une réduction a été réalisée afin d’obtenir un seul pic par 

monosaccharide (Figure 16). La comparaison des profils obtenus par la technique GC-MS à 

partir des polysaccharides extraits de la matrice, du milieu de culture des biofilms et de la 

paroi cellulaire de la souche ScottA ont permis de mettre en évidence la présence de 

monosaccharides identiques entre ces 3 préparations. Les monosaccharides identifiés étaient 

de l’anhydre ribitol, du ribitol (Rib), du glucose (Glc), du galactose (Gal) et du N-acétyl 

glucosamine (GlcNAc) en quantité approximativement équimolaire. L’Anhydro-ribitol 

correspond à du ribitol ayant adopté une conformation particulière lors de l’hydrolyse. Ces 
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Figure 17 : Comparaison des spectres 
1
H-RMN des polysaccharides provenant du milieu de culture, de la matrice 

extracellulaire et de la paroi de la souche ScottA de sérotype 4b 

 

 

Figure 18 : Analyse 
1
H/

1
H TOCSY (A) et 

1
H/

13
C HSQC (B) du polysaccharide isolé de la matrice extracellulaire des biofilms 

de la souche ScottA. Les signaux rouges correspondent à des groupes méthylènes. (C) Structure de l’acide téichoïque de 
type 4b identifié dans la matrice extracellulaire des biofilms de la souche ScottA.  
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résultats par la technique GC-MS nous ont permis de montrer que la composition du 

polysaccharide présent dans la matrice extracellulaire et le milieu de culture des biofilms était 

identique à celui de la paroi cellulaire de la souche ScottA de L. monocytogenes. 

  

 Suite aux analyses réalisées par la technique GC-MS, la structure chimique de ces 

polysaccharides (paroi, matrice extracellulaire et milieu de culture) a été déterminée par la 

technique RMN (Figures 17, 18 ,Tableau 6). Les analyses RMN proton à une dimension des 

exopolysaccharides purifiés de la matrice, du milieu de culture des biofilms et de la paroi 

cellulaire de la souche Scott A ont montré que les trois échantillons étaient très similaires 

(Figure 17). Ils étaient tous caractérisés par la présence d’un polysaccharide majeur constitué 

de trois monosaccharides dont les protons anomères résonnent à  5,06 ; 4,70 et 4,55 ppm 

respectivement notés I, II, et III. La présence d’un signal intense dans la région des 

groupements N-acétyls (2,1 ppm) établit la présence d’un monosaccharide de type N-

acétylhexosamine. Des signaux de contaminants mineurs restent visibles par exemple des 

groupes alkyles en zone de champ élevée, entre 1 et 2 ppm. 

 

 Pour déterminer plus précisément la structure de ce composé, des analyses RMN plus 

poussées incluant des analyses homonucléaires COSY et TOCSY 
1
H/

1
H et hétéronucléaires 

HSQC 
1
H/

13
C ont été effectuées sur le polysaccharide isolé de la matrice extracellulaire 

(Figure 18, Tableau 6).  

 

 A partir des protons alpha anomériques à δ 5,06 ppm, noté I, trois corrélations à δ 3,82, 

3,91 et 3,99 ppm correspondant respectivement aux H2, H3 et H4 ont été identifiées. Ce 

monosaccharide a été identifié comme un α-galacto sur la base des valeurs des trois 

constantes de couplage vicinales 
3
JH2,H3 = 10 Hz, 

3
JH3,H4 <2Hz and 

3
JH4,H5 < 2Hz. Les carbones 
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Tableau 6 : Déplacements chimiques 
1
H et 

13
C des résidus de l’acide téichoïque provenant de la souche ScottA. Les 

déplacements chimiques sont exprimés en ppm et la valeur 
3
JH,H en Hz. Les valeurs en gras correspondent aux carbones 

substitués.  

 

  

 
1 2 3 4 5 6 

 
1
H 

13
C 

1
H 

13
C 

1
H 

13
C 

1
H 

13
C 

1
H 

13
C 

1
H 

13
C 

-Gal (I) 
5,059 
(3,3) 

99,7 
3,81 
(10) 

69.8 
3,91 
(<3) 

70,7 
3,99 
(<3) 

70,5 4,03 72.1 3,73 62,5 

-GlcNAc 
(II) 

4,694 (8) 102,3 
4,00 
(7,5) 

56,4 
4,08 
(7) 

79,1 4.12 74,5 3.88 75.1 4.0/3,9 67,7 

-Glc (III) 
4,541 

(8) 
103,3 

3,35 
(7,5) 

74,2 
3,46 
(7) 

76,8 3,44 70,8 3,34 74,2 3,88/3,77 61,8 

Rib-ol (-ol) ~3.9/~3.7 ~62.0 3,913 83,5 3.83 72.0 3.79 71.5 4,11/4.00 68,01 - - 

 



175 

 

correspondants identifiés sur le 
1
H-

13
C provenant du spectre HSQC ont montré que le proton I 

était en position terminale non réduite. Le deuxième proton anomérique à δ 4,71 ppm, noté II, 

avec un 
3
JH1,H2 de 8.3 Hz était corrélé à un système de spins présentant uniquement des 

grandes constantes de couplage (jusqu'à 7 Hz) caractéristiques d'une configuration β-gluco. 

L'identification des carbones correspondants a mis en évidence que le C2 résonnant à δ 56,4 

ppm présente une liaison avec un azote. Cette observation ajoutée à la présence d'un groupe 

méthyle d’N-acétyl à δ 2,09 / 23,9 ppm prouve que l'unité II est un résidu β-GlcNAc. Les 

valeurs des déplacements chimiques du C3, C4 et C6 raisonnant respectivement à δ 79,2, 74,5 

et 67,8 ppm indiquent que ce GlcNAc est tri-O-substitué. Enfin, le troisième proton anomère, 

III, identifié à δ 4,55 ppm avec une grande constante de couplage, a été caractérisé comme un 

résidu β-glucose non réduit en terminal (Tableau 6). De plus, nous avons identifié des signaux 

corrélés à la présence d’un résidu de ribitol (ol-). Les déblindages importants des valeurs des 

carbones C2 et C5 à respectivement δ 3,91/4,10 et 83,3/68,1 ppm démontrent que ces derniers 

étaient substitués par les unités monosaccharidiques. De plus, H5 et H5’ présentent une 

constante de couplage complémentaire identifiée comme étant une constante de couplage 

hétéronucléaire vicinal (
3
JH,C ~ 8Hz) avec un atome de phosphore. Enfin un contact nOe fort 

entre les signaux 1-II et 1-ol et le C2 deblindé du –ol traduit que le résidu II est lié à l’unité 

ribitol. De plus, un contact nOe très élevé a été observé entre le H1-III et le H3-II avec le 6H 

et le 6’H prouvant que les résidus III et I sont liés au résidu II. Ces données et l'observation 

des carbones C3 et C6 deblindés du résidu β-GlcNAc II nous indiquent donc que le β-Glc III 

et l’α-Gal I sont liés au β-GlcNAc respectivement en position 3 et 6.  

 

L’ensemble de ces données RMN nous a indiqué que l’exopolysaccharide majoritaire 

présent dans la matrice extracellulaire et dans le milieu de culture des biofilms de la souche de 

L. monocytogenes ScottA était un acide téichoïque de structure identique à celui présent dans  
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Figure 21 : Comparaison des spectres 
1
H-

RMN des polysaccharides provenant du 
milieu de culture, de la matrice 
extracellulaire et de la paroi de la souche 
EGD-e de sérotype 1/2a. 

Figure 20 : Comparaison des profils 
GC-MS des polysaccharides 
provenant du milieu de culture (A), 
de la matrice extracellulaire (B) et 
de la paroi cellulaire (C) de la souche 
EGD-e de sérotype 1/2a. Rib: Ribitol, 
Rha: Rhamnose GlcNAc: N-
Acétylglucosamine.   

Figure 19 : Profils d’élution obtenus après 
passage sur la colonne Sephadex G-50 des 
extraits bruts de glucides contenus à partir 
du milieu de culture (Bleu) et de la matrice 
extracellulaire (Rouge) des biofilms de la 
souche EGD-e. 



177 

 

la paroi cellulaire. Des résultats similaires ont été obtenus avec la souche LmA de sérotype 

4b.  

 Caractérisation des exopolysaccharides des souches de sérotype 1/2a 1.3.2.2

Les mêmes analyses ont été effectuées sur les quatre souches de L. monocytogenes de 

sérotype 1/2a (CL 297 AS1, EGD-e, 234 HG2 DPF, DSS 1130 BFA2). 

 

Comme pour les souches de sérotype 4b, l’élution des polysaccharides extracellulaires 

a indiqué que la quantité de glucides extracellulaires détectée était très faible dans la matrice 

extracellulaire et inférieure à celle du milieu de culture des biofilms de L. monocytogenes 

EGD-e de sérotype 1/2a (Figure 19).  

 

Une fois les polysaccharides purifiés, la composition de ces derniers a été déterminée 

par la technique GC-MS (Figure 20). La comparaison des profils obtenus par la technique 

GC-MS à partir des polysaccharides extraits de la paroi cellulaire, de la matrice et du milieu 

de culture des biofilms de la souche EGD-e a permis de mettre en évidence la présence de 

monosaccharides identiques entre ces 3 préparations. Les monosaccharides identifiés sont de 

l’anhydro-ribitol, du Rib, du GlcNAc et du rhamnose (Rha). Ces résultats GC-MS nous ont 

indiqué que la souche EGD-e avait dans la matrice extracellulaire et le milieu de culture un 

polysaccharide de composition identique au polysaccharide présent dans la paroi des cellules. 

  

 Suite à ces observations, la nature de ces polysaccharides (paroi, matrice extracellulaire 

et milieu de culture) a été déterminée par la technique RMN (Figures 21, 22, Tableau 7). Il a 

été montré la présence d’un polysaccharide de structure similaire dans les trois préparations 

avec la présence de deux monosaccharides dont les protons anomères résonnent à δ 5,08 et 
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Figure 22 : Analyse 
1
H/

1
H TOCSY (A) et 

1
H/

13
C HSQC (B) du polysaccharide isolé de la matrice extracellulaire des biofilms 

de la souche EGD-e. Les signaux rouges correspondent à des groupes méthylènes. (C) Structure de l’acide téichoïque de 
type 1/2a identifié dans la matrice extracellulaire des biofilms de la souche EGD-e.  

 

Tableau 7 : Déplacements chimiques exprimés en ppm (δ) du proton et du carbone provenant de l'acide téichoïque isolé 
de la souche EGD-e. 

 

 

  

protons 1 2 3 4 5 6 

 
1
H 

13
C 

1
H 

13
C 

1
H 

13
C 

1
H 

13
C 

1
H 

13
C 

1
H 

13
C 

-GlcNAc (I) 5,08 98,3 3,93 55,2 3,83 72.0 3.50 71.4 3.98 73.3 3,91/3,80 61,9 

-Rha (II) 4.97 101,5 4.02 71.7 3.84 71.6 3,45 73,5 3,98 70,4 1,32 18,2 

Rib-ol (-ol) ~4,1 ~65,7 3,96 79,0 3,91 71,3 3,96 79,0 4,1 65,5 - - 

 

Figure 23 : Comparaison des 
profils GC-MS des 
polysaccharides provenant 
de la matrice extracellulaire 
des biofilms de A) DSS1130 
BFA2, B) EGD-e, C) DPF 234 
HG2 et D) CL 297 AS1. Rib: 
Ribitol, Rha: Rhamnose, Ino: 
Inositol, GlcNAc: N-
Acétylglucosamine.   
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4,97 ppm respectivement notés I, II.  Une petite constante de couplage compatible avec une 

α-configuration est visible.  

 

 La lecture du système de spins à partir du résidu I sur le spectre 300 ms-TOCSY 

(Figure 22) suggère une configuration α-gluco. L'identification des carbones correspondants 

met en évidence que le C2 résonnant à δ 56,4 ppm, présente une liaison avec un azote. En 

outre, la présence d'un groupe N-acétyle (2,11 / 23,5 ppm) montre que le résidu I est du α-

GlcNAc. En ce qui concerne le résidu II, il a été caractérisé comme un résidu α-Rha basé sur 

un ensemble des constantes de couplage vicinal correspondant à une configuration manno. La 

présence d'un groupe méthyle à δ 1,32 / 18,2 ppm. II a été indiqué que ce résidu était un 

résidu 6-désoxy-mannosyle. Un spectre HMBC (non représenté) a permis de confirmer que 

les résidus α-GlcNAc et α-Rha étaient liés au résidu de ribitol respectivement en position 2 et 

4.  

 

 L’ensemble de ces données RMN a permis de déterminer que l’exopolysaccharide 

majoritaire présent dans la matrice extracellulaire et le milieu de culture des biofilms de la 

souche de L. monocytogenes EGD-e était un acide téichoïque de structure identique à l’acide 

téichoïque présent dans la paroi cellulaire. 

 

 Les analyses GC-MS (Figure 23) ont permis de mettre en évidence que les 

exopolysaccharides isolés des biofilms des souches DPF 234 HG2 et CL297 AS1 avaient une 

composition identique aux polysaccharides isolés de la souche EGD-e. 
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Figure 24 : Comparaison des spectres 
1
H-RMN des polysaccharides provenant de la matrice extracellulaire des biofilms 

des souches A) DSS1130 BFA2, B) EGD-e, C) DPF 234 HG2 et D) CL 297 AS1. 

 

 

Figure 25 : Comparaison des 
spectres 

1
H-RMN des 

polysaccharides provenant 
des parois bactériennes (A), 
de la matrice extracellulaire 
(B) et du milieu de culture (C) 
des biofilms de la souche 
DSS1130 BFA2 
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 Par contre, pour la souche DSS 1130 BFA2, une composition similaire a également été 

observée mais avec l’absence du résidu GlcNAc. Le polysaccharide pariétal de cette souche 

avait une composition identique.  

  

 La comparaison des spectres 
1
H RMN (Figure 24). a permis de confirmer que les 

souches DPF 234 HG2 et CL297 AS1 avaient dans leur paroi ainsi que dans la matrice 

extracellulaire et le milieu de culture de leur biofilm, un exopolysaccharide de structure 

similaire à l’acide téichoïque identifié dans les biofilms de la souche EGD-e.  

 

 Pour la souche DSS 1130 BFA2, l’analyse des polysaccharides de la paroi et extraits de 

la matrice extracellulaire et du milieu de culture des biofilms (Figures 24, 25) a permis de 

mettre en évidence une absence d’un signal à δ 5,08 ppm (I) concordant avec l’absence du 

groupe N-acétyl (δ 2,1 ppm) et le pseudo-triplet signaux H4 de l'unité I (4I). Ces données ont 

confirmé les résultats obtenus par la technique GC-MS. Elles ont également montré que la 

souche DSS 1130 BFA2 avait un polysaccharide majoritaire dans la matrice extracellulaire et 

le milieu de culture des biofilms. Ce polysaccharide est un acide téichoïque dépourvu de 

substitution GlcNAc de composition similaire à l’acide téichoïque pariétal.  

1.3.3 Séquençage des gènes lmo2549 et lmo2550 des quatre souches de Listeria 

monocytogenes de sérotype 1/2a étudiées 

Les 2 gènes, lmo2549 et lmo2550, codent des glycosyltransférases impliquées dans la 

ramification du GlcNAc sur l’acide téichoïque des souches de L. monocytogenes de sérotype 

1/2a.  
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Figure 26 : Alignement des séquences du gène lmo2550 de la souche EGD-e avec les 93 souches séquencées.  

A. Organisation schématique de la région génomique comprenant lmo2550 et lmo2549 dans la souche EGD-e. 
B. Alignement des séquences nucléotidiques de lmo2550 provenant des souches CL297 AS1 (Accession#: 
LN883845), DPF 234 HG2 (Accession#: LN883844) et DSS 1130 BFA2 (Accession#: LN883847) avec la souche de 
référence EGD-e (Accession#: LN883846) 
C. Alignement des séquences d'acides aminés des protéines Lmo2550 déduites des séquences géniques des 
souches CL 297 AS1, DPF 234 HG et DSS 1130 BFA2 par rapport à la souche de référence EGD-e.   
Les chiffres et les étoiles indiquent la position des codons start et des codons stop.  
Les lignes en pointillé indiquent l'absence de différences de nucléotides ou d'acides aminés. Les autres chiffres 
indiquent les positions des mutations. 
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Afin de vérifier si l’absence de résidu GlcNAc dans l’acide téichoïque de la souche 

DSS 1130 BFA2 était due à une mutation des gènes lmo2549 et/ou lmo2550, nous avons 

effectué un séquençage de ces deux gènes dans la souche DSS 1130 BFA2 ainsi que dans les 

trois autres souches de L. monocytogenes de sérotype 1/2a étudiées (DPF 234 HG2, EGD-e et 

CL 297 AS1) (Figure 26). Les séquences des gènes lmo2549 (438 pb) et lmo2550 (948 pb) de 

chaque souche ont été comparées à celles de la souche de référence EGD-e (sérotype 1/2a, 

numéro d'accession GenBank AL591824). Toutes les séquences du gène lmo2549 des 4 

souches étudiées étaient identiques à 100%. Les séquences du gène lmo2550 des souches DPF 

234 HG2 et CL 297 AS1 étaient identiques à celle de la souche de référence EGD-e (Figure 

26 A, B, C). Par contre, concernant la souche DSS 1130 BFA2, produisant un acide 

téichoïque dépourvu de GlcNAc, nous avons mis en évidence une substitution d'une adénine 

par une thymine en position 757 provoquant l’apparition d’un codon stop entrainant un arrêt 

prématuré de la traduction à la position 253, ayant pour résultat une protéine tronquée 

dépourvue des 62 derniers acides aminés en C-terminale. Ces résultats expliquent donc 

l’absence de GlcNAc.  

1.3.4 Fréquence de mutation des gènes  lmo2549 et lmo2550 dans un panel de souches 

de Listeria monocytogenes de sérotype 1/2a 

Afin de vérifier si l’absence de GlcNAc sur l’acide téichoïque observée chez la souche 

DSS 1130 BFA2 était un phénotype fréquent ou non chez les souches de L. monocytogenes de 

sérotype 1/2a, nous avons effectué un séquençage des gènes lmo2549 et lmo2550 sur un panel 

de 89 souches de sérotype 1/2a isolées de l’industrie des produits de la pêche ou d’épidémies. 

L’ensemble des séquences obtenues sur le panel de 89 souches ainsi que sur les souches DPF 

234 HG2, EGD-e, CL 297 AS1 et DSS 1130 BFA2 a été comparé avec la souche de référence 

EGD-e (Figure 27 A). Toutes les séquences du gène de lmo2549 sont apparues 
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Figure 27 : Alignement des séquences du gène lmo2550 de la souche EGD-e avec les 93 souches séquencées.  
A. Organisation schématique de la région génomique comprenant lmo2550 et lmo2549 dans la souche EGD-e.  
B. Alignement des séquences nucléotidiques de lmo2550 provenant de la souche EGD-e avec les 93 souches séquencées.  
C. Alignement des séquences d'acides aminés des protéines Lmo2550 déduites des séquences géniques de la souche 
EGD-e et des 93 souches séquencées.  Les chiffres et les étoiles indiquent la position des codons start et des codons stop.  
Les lignes en pointillé indiquent l'absence de différences de nucléotides ou d'acides aminés. Les autres chiffres indiquent 
les positions des mutations. Le trait plein indique une substitution nucléotidique.  
 D. Profil GC-MS de l’acide teichoïque pariétal provenant des souches mutées.  Le profil en noir représente les résultats 
obtenus avec la souche DSS 1130 BFA2 (groupe L) similaire aux profils des souches C4049 OT (groupe B), C3248 OS  
(groupe I), D829 OS2 (groupe J), DA1583.3 a3  (groupe K), C55 83 APL1  (groupe M), CS5d (groupe G) et B7678P1 (Groupe 
N). Le profil en rouge représente les résultats obtenus avec la souche EGD-e (groupe A) similaire aux profils des souches 
B131 P2 (groupe C), CP 614 CS2  (groupe D), CP627 BFS1 (groupe E), B8005 P1  (groupe F), et C1063 O1  (groupe H). Rib: 
Ribitol, Rha: Rhamnose, Ino: Inositol, GlcNAc: N-Acétylglucosamine.   



185 

 

100% identiques. En revanche, 53% des souches avaient une mutation dans le gène lmo2550. 

Les trois types de mutations trouvés étaient : non-sens, silencieuses et faux-sens (Tableau 5, 

Figures 27 A, B, C). Pour la souche DSS 765 BA3, nous avons identifié une mutation 

similaire à celle observée dans la souche DSS 1130 BFA2, à savoir la substitution d'une 

adénine par une thymine en position 757 provoquant l’apparition d’un codon stop en position 

253 de la séquence d’acides aminés (souches du groupe L). Le séquençage du gène lmo2550 a 

révélé trois autres mutations par substitution conduisant à des mutations non-sens: 

Cyto166Thym (groupe B comportant deux souches), Cyto498Ala (groupe I avec deux 

souches), et le groupe M avec une souche, où deux mutations étaient visibles: Cyto832Thym 

et Ala940Gua. Enfin, la délétion d’une thymine en position 326 dans les deux souches du 

groupe G, B7681 et CS5d P1, ont provoqué un décalage dans le cadre de lecture entrainant 

l’apparition prématurée d’un codon stop. Au total, 9 souches ont ainsi été identifiées comme 

exprimant une protéine Lmo2550 tronquée. 

 

Nous avons également identifié que 28% des souches étaient porteuses d’une mutation 

silencieuse: Cyto243Thym (groupe C comportant 11 souches), Ala246Gua (groupe D 

comportant 3 souches), Thym285Cyto (E groupe comportant 3 souches), et Thym315Cyto 

(groupe F comportant 9 souches). Pour 15% des souches, le séquençage du gène lmo2550 a 

révélé quatre mutations faux-sens: Ala406Thym (groupe H comportant 5 souches), 

Gua602Thym (groupe J comportant une souche), Cyto683Thym (groupe K comportant une 

souche), et Ala940Gua (N groupe comportant 7 souches). Il est important de noter que 

plusieurs souches présentant des mutations différentes ont été isolées à partir du même site sur 

plusieurs années. 
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Pour confirmer les résultats de séquençage, nous avons vérifié la présence de GlcNAc 

ou non sur l’acide téichoïque pariétal par la technique de GC-MS en analysant les 

polysaccharides d’une souche par groupe de souches avec la même mutation sur le gène 

lmo2550 (13 mutants) (Tableau 5, Figure 27 D). L’analyse des 13 mutants a révélé que plus 

de la moitié des mutations entraînait une absence de ramification du GlcNAc sur l’acide 

téichoïque de sérotype 1/2a. Toutes les souches porteuses d’une mutation non-sens dans le 

gène lmo2550 (groupes B, G, I, L et M) étaient incapables de ramifier le GlcNAc sur leur 

acide téichoïque. De même, 100% des souches porteuses d’une mutation silencieuse (groupes 

C, D, E et F) ont ramifié le GlcNAc sur leur acide téichoïque. Concernant les mutations faux 

sens (groupes F, J, K et N), 50% des souches ont perdu leur capacité à ramifier l’acide 

téichoïque de GlcNAc ce qui est le cas pour les souches D829 OS2 (groupe J) et DA1583.3 a3 

(groupe K). Au total sur les 13 souches analysées, 54% ne présentaient pas de ramification du 

GlcNAc sur leur acide téichoïque pariétal. Par contre, la ramification du Rha sur l’acide 

téichoïque était présente sur les 13 souches de sérotype 1/2 a analysées.   

1.4 Discussion 

Dans les conditions expérimentales de ces travaux, les six souches de L. monocytogenes 

étudiées, appartenant aux sérotypes 4b et 1/2a, étaient capables de former des biofilms sur 

polystyrène à 37°C pendant 48 h dans le milieu pauvre MCDB 202. La population de cellules 

viables cultivables des biofilms est apparue souche dépendante, mais les différences n’étaient 

pas liées au sérotype de la souche ou à leur origine, ce qui était conforme aux observations 

faites dans d’autres travaux (Borucki, et al., 2003, Renier, et al., 2011, Combrouse, et al., 

2013). D'autres études ont mis en évidence une corrélation entre la lignée et la capacité de 

formation des biofilms par L. monocytogenes avec une production accrue de biofilm par les 

souches de lignée I comparées aux souches des lignées II et III (Djordjevic, et al., 2002, Pan, 

et al., 2009, Nilsson, et al., 2011) ou inversement les souches de lignée I 



188 

 

  



189 

 

produisaient moins de biofilms que celles de lignée II (Lunden, et al., 2000, Norwood et 

Gilmour, 2001, Borucki et Call, 2003). Ces observations divergentes pourraient être 

expliquées par des conditions expérimentales différentes selon les études. Nos observations, 

par microscopie en épifluorescence et par microscopie électronique à balayage, nous ont 

permis de montrer que les six souches étudiées formaient des biofilms hétérogènes avec aussi 

bien des cellules isolées que des structures tridimensionnelles avec des agrégats de bactéries 

en multicouche. Des observations similaires ont été faites par Mai et Conner (2007), 

Combrouse, et al. (2013), Guilbaud, et al. (2015), mais là encore, la densité et la structure des 

biofilms de L. monocytogenes étaient très affectées par le substrat et les conditions 

environnementales (Borucki, et al., 2003, Nilsson, et al., 2011). La production de matrice 

extracellulaire plus ou moins importante a été proposée pour être un des facteurs participant à 

la formation des biofilms (Flemming et Wingender, 2010). Dans nos travaux, quelle que soit 

la souche étudiée, les cellules sont apparues entourées d’une matrice extracellulaire distribuée 

de manière hétérogène et avec une quantité dépendante de la souche. Comme le rapporte 

Combrouse, et al. (2013), la matrice extracellulaire de L. monocytogenes serait en grande 

partie composée de protéines, d’ADNe et de glucides. Plusieurs études ont utilisé 

principalement des techniques colorimétriques diverses (coloration au rouge de Congo 

(Tiensuu, et al., 2013, Chen, et al., 2014), l’utilisation de lectines (Hefford, et al., 2005), 

l’utilisation d’anticorps spécifiques (Cywes-Bentley, et al., 2013), la coloration 

phénolique/acide sulfurique (Combrouse, et al., 2013) ou encore le calcofluor à 0,05% 

(Bonsaglia, et al., 2014) pour démontrer la présence aspécifique de carbohydrates 

extracellulaires dans les biofilms de L. monocytogenes. Actuellement, aucune étude n’est 

disponible sur la caractérisation des glucides de la matrice extracellulaire des biofilms de L. 

monocytogenes. Pour répondre à cette question, nous avons effectué une extraction des 

polysaccharides pariétaux, des polysaccharides de la matrice extracellulaire et du milieu de 
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culture de six souches de L. monocytogenes de sérotypes 1/2a et 4b. Pour s’assurer d’un 

minimum de lyse cellulaire, la viabilité des cellules a été vérifiée dans des expériences 

préliminaires par dénombrement sur milieux gélosés avant et après l’étape de sonication pour 

détacher la matrice extracellulaire du biofilm (Annexe 3). Les résultats obtenus par les 

techniques de GC-MS et de RMN, nous ont permis de mettre en évidence que la composition 

et la structure des polysaccharides extraits de la matrice extracellulaire et du milieu de culture 

des biofilms formés par des souches de sérotype 4b étaient identiques à l'acide téichoïque 

pariétale de L. monocytogenes de sérotype 4b (Fujii, et al., 1985, Uchikawa, et al., 1986, 

Fiedler, 1988, Promadej, et al., 1999, Eugster, et al., 2015). Le polysaccharide pour L. 

monocytogenes de sérotype 4b est composé d’unités répétées comprenant une chaîne de 

poly(ribitol phosphate) glycosylée en position 2 avec le β-GlcNAc, qui est à son tour substitué 

en C3 par du β-Glc et en C6 par du α-Gal. Les unités répétées sont liées par une liaison 

phosphodiester entre le C5 du ribitol et le C4 du β-GlcNAc. Des résultats similaires ont été 

obtenus à partir des souches de L. monocytogenes de sérotype 1/2a (EGD-e, 234 HG2 DPF, 

CL297 AS1) où les exopolysaccharides avaient une composition et une structure similaire à 

l'acide téichoïque pariétal. Ce dernier se compose d’une chaîne principale de poly (ribitol 

phosphate) à laquelle est ramifié en position C2 un -Rha et en position C4 un GlcNAc. 

Les unités répétées sont liées par une liaison phosphodiester entre le C5 de l’unité ribitol et le 

C1 de l’unité phosphate.  

 

La classification de L. monocytogenes par sérotype est basée sur la réaction Anticorps/ 

Antigène par agglutination en utilisant différents sérums (13 antigènes somatiques (O) et 4 

antigènes flagellaires (H)) (Eugster, et al., 2015). Les composants somatiques de Listeria sont 

associés principalement aux acides téichoïques pariétaux. Ces polysaccharides sont également 

importants dans la sensibilité aux bactériophages (Eugster, et al., 2011, Denes, et al., 2015), la 
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virulence (Dubail, et al., 2006), et la sensibilité aux peptides antimicrobiens (Carvalho, et al., 

2015). Nos résultats sont en accord avec des observations faites sur les biofilms d’autres 

bactéries Gram positif, telles que S. epidermidis et S. aureus où un des polysaccharides isolés 

de la matrice extracellulaire était de l’acide téichoïque de structure identique à l’acide 

téichoïque pariétale (Hussain, et al., 1992, Sadovskaya, et al., 2005, Vinogradov, et al., 2006, 

Jabbouri et Sadovskaya, 2010). Ceci est en accord avec le fait qu’une grande partie de l'acide 

téichoïque de la paroi cellulaire se trouve dans la « surcouche » de la région au-delà de la 

paroi cellulaire (Neuhaus et Baddiley, 2003) ce qui indique que les molécules d'acides 

téichoïques staphylococciques pourraient être libérées de la surface cellulaire et devenir une 

composante de la matrice extracellulaire, ou du biofilm, lorsque les cellules sont fixées à une 

surface solide (Kogan, et al., 2006). A l'inverse, il n'a pas été identifié, dans les 

polysaccharides solubles extraits de la matrice extracellulaire ou de la paroi cellulaire, après 

fractionnement sur la colonne Sephadex G-50, le polysaccharide insoluble poly-β- (1,4) -N-

acétyl-mannosamine ramifié avec le galactose lié en α-1,6 terminal qui a été décrit dans la 

paroi cellulaire de souches mutantes EGD-e ΔpdeB/C/D (Koseoglu, et al., 2015). Une des 

explications serait que l’identification de ce polysaccharide insoluble a été réalisée dans des 

conditions de culture planctonique, à partir d’un mutant de la souche EGD-e surproduisant 

des polysaccharides induits par le c-di-GMP, le mutant ΔpdeB/C/D. Ni la souche sauvage 

EGD-e ni le mutant ΔpdeB/C/DΔpssC, utilisé par les auteurs comme un contrôle négatif, 

n’ont été étudiés pour la production de ce polysaccharide insoluble. De plus, cet 

exopolysaccharide n'a pas été décrit dans les études portant sur la matrice extracellulaire de 

biofilms d'autres bactéries Gram positif ou Gram négatif contrairement à l'acide téichoïque. 

 

En étudiant la souche DSS 1130 BFA2 de L. monocytogenes, nous avons identifié 

qu’elle fabriquait un acide téichoïque de structure identique à celui des souches de sérotype 
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1/2a, sans ramification du GlcNAc. Cette même structure a été retrouvée dans les extraits de 

matrice extracellulaire, de biofilm et de paroi. Nous avons identifié 2 gènes décrits dans la 

littérature : lmo2549 et lmo2550 qui sont responsables de cette ramification du GlcNAc sur 

les acides téichoïques pour les souches de sérotype 1/2a. Le gène lmo2549 a été identifié pour 

la première fois dans la souche de référence EGD-e comme codant une glycosyl transférase 

(Eugster, et al., 2011). Cette protéine, de 145 acides aminés, présente 82% de similarité avec 

la protéine GtcA présente dans les souches de sérotype 4b. Le gène lmo2549 est flanqué par le 

gène lmo2550 qui code également une glycosyl transférase de 315 acides aminés. Lors de son 

identification, le gène lmo2550 a présenté un fort degré de similarité avec le gène csbB 

présent chez Bacillus subtilis (Autret, et al., 2001). Dans nos travaux, nous avons identifié la 

souche DSS 1130 BFA2 avec une mutation spontanée sur le gène lmo2550 qui était une 

substitution en position 757 de la séquence nucléique. Cette mutation a entraîné l’expression 

d’une protéine Lmo2550 tronquée, donc potentiellement inactive, ce qui explique l’absence 

de la ramification GlcNAc. Les premiers travaux faisant référence également à une bactérie 

avec une mutation spontanée sur le même gène sont ceux de Wendlinger, et al. (1996) avec 

l’étude de la souche WSLC 1442 de sérotype 1/2a. Des travaux complémentaires ont été 

réalisés par Eugster, et al. (2011) qui ont pu mettre en évidence que le gène lmo2549 de la 

souche WSLC 1442 présentait une séquence identique à celle de la souche de référence 

EGDe. Par contre pour la séquence du gène lmo2550, ils ont observé qu’il y avait une délétion 

de deux nucléotides en position 749 et 750 par rapport à celle de la souche de référence EGD-

e. Cette mutation a conduit à un décalage du cadre de lecture et l’apparition prématurée d’un 

codon stop en position 259 ce qui expliquait l’absence de ramification GlcNAc sur les acides 

téichoïques de la souche WSLC 1442. La souche DSS 1130 BFA2 (de nos travaux) et la 

souche WSLC 1442 (Eugster, et al., 2011) ont été isolées à partir de différentes industries de 

transformation des aliments et ont des mutations à des positions différentes sur le gène lmo 
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2550. Lors de leurs travaux, Eugster, et al. (2011) ont également construit deux mutants de la 

souche de référence EGD-e (EGD-eΔlmo2549 et EGD-eΔlmo2550) incapables de se lier au 

bactériophage PlyP35. Dans nos travaux, le biofilm de 48 h de la souche DSS 1130 BFA2 

avait une population bactérienne semblable à celle des souches de sérotype 4b et à celles de 

sérotype 1/2a. L'absence de GlcNAc sur l'acide téichoïque n'a pas impacté la formation du 

biofilm de 48 h. Sur la base des homologies de séquence, les deux gènes lmo2549 et lmo2550 

sont impliqués dans la glycosylation de l’acide téichoïque pariétal. 

 

Pour la première fois, nous avons appliqué la même approche sur 89 souches de 

sérotype 1/2a isolées de produits de la mer ou d’épidémies. Les séquences du gène lmo2549 

des souches du panel étaient identiques à 100% avec celle de la souche de référence EGD-e. 

Par contre, le gène lmo2550 était muté dans environ la moitié des souches de sérotype 1/2a 

résultant des mutations non-sens, silencieuses ou faux-sens. Nous avons identifié une 

nouvelle suppression d'une base en position 326 dans deux souches (B7681 P1 et CS5d) qui a 

conduit à un codon stop sur la protéine Lmo2550. Cette nouvelle mutation par délétion 

identifiée sur le gène lmo2550 était différente de celle décrite dans l'étude d’Eugster, et al. 

(2011). De plus, 10% des souches étudiées avaient une protéine Lmo2550 tronquée et 28% 

des souches avaient une mutation de nucléotides sans modification de la protéine Lmo2550. 

Nous avons identifié pour 15% des souches, une mutation nucléotidique sur le gène lmo2550 

provoquant une mutation de l'acide aminé sur la protéine. Il est important de noter que 100% 

des souches porteuses d’une mutation silencieuse ou non-sens avaient la capacité ou non de 

ramifier le GlcNAc sur leur acide téichoïque. Par contre, la moitié des souches porteuses 

d’une mutation faux sens n’ont pas ramifié le GlcNAc sur l’acide téichoïque. Les mutations 

des bases étaient en position 602 pour le groupe J et en position 683 pour le groupe K. 
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1.5 Conclusion et perspectives 

En conclusion, nous avons montré que les souches de L. monocytogenes de sérotypes 4b 

et 1/2a étaient capables de former des biofilms complexes avec des cellules pouvant être 

engluées dans une matrice extracellulaire. Au sein de cette matrice, nous avons mis en 

évidence la présence d’un polysaccharide soluble majeur : l'acide téichoïque, structurellement 

identique aux acides téichoïques de la paroi cellulaire du sérotype correspondant. Ces acides 

téichoïques étaient également présents dans le milieu de culture des biofilms. Les résultats 

obtenus avec la souche DSS1130 BFA2 qui a une mutation ponctuelle, ont permis de mettre 

en évidence qu'une mutation du gène lmo2550 affecte non seulement la structure de l'acide 

téichoïque pariétal, mais aussi de l'acide téichoïque excrété dans la matrice extracellulaire et 

le milieu de culture des biofilms. Ces résultats suggèrent donc que les acides téichoïques 

pariétaux et ceux présents dans le milieu extracellulaire sont issus d’une même voie de 

biosynthèse.  

 

Il est à noter que cette mutation n'a pas entraîné de changement dans le niveau de la 

population de cellules viables des biofilms de la souche DSS 1130 BFA2, cependant, il est 

délicat de tirer une conclusion sur l’effet des acides téichoïques ou de leurs modifications sur 

la structuration des biofilms de L. monocytogenes. Nous avons également démontré que la 

mutation du gène lmo2550 était très fréquente dans les souches isolées de l’industrie des 

produits de la pêche (alimentaire et environnementale). Il est donc intéressant d'étudier ces 

souches dans le but d’évaluer la fonction de la ramification GlcNAc dans la capacité de L. 

monocytogenes à former des biofilms et à produire de la matrice extracellulaire. D'autres 

analyses peuvent également être faites en étudiant l’impact de cette mutation sur des souches 

de L. monocytogenes hautement productrices de biofilm. Les différentes étapes de la 

formation du biofilm (adhérence, ...) pourraient être étudiées ainsi que leur détachement.  
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Chapitre 2. Etude du rôle de la ramification N-

acétylglucosamine de l’acide téichoïque dans la formation et le 

détachement des biofilms de Listeria monocytogenes de sérotype 

1/2a 

 

2.1 Contexte et objectif 

Dans nos travaux précédents, nous avons mis en évidence que les exopolysaccharides 

majeurs présents dans la matrice extracellulaire des biofilms de L. monocytogenes de 

sérotypes 1/2a et 4b, étaient des acides téichoïques de structure identique aux acides 

téichoïques pariétaux décrits par Uchikawa, et al. (1986). L’étude de la souche DSS 1130 

BFA2 nous a également permis d’identifier qu’une mutation du gène lmo2550, codant une 

glycosyl transférase, bloquait la mise en place du résidu GlcNAc sur les acides téichoïques 

pariétaux mais également sur les acides téichoïques présents dans la matrice extracellulaire. 

Après le séquençage d’un panel de 96 souches de L. monocytogenes provenant 

majoritairement de la filière des produits de la pêche, il s’est avéré que le gène lmo2550 

possédait une forte fréquence de mutation (51%) alors que les séquences du gène lmo2449 

étaient identiques à 100% à celle de la souche de référence 1/2a. Quelques études ont été 

réalisées sur des mutants obtenus par mutation dirigée sur ces 2 gènes (EGD-e Δlmo2550, 

EGD-e Δlmo2549) pour comprendre le rôle des acides téichoïques pariétaux dans la 

reconnaissance phagique et cellulaire, la sensibilité aux peptides antimicrobiens mais aucune 

étude n’a porté sur leur rôle dans la formation et le détachement des biofilms de L. 

monocytogenes (Eugster, et al., 2011).  
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L’objectif de ce travail a donc été d’étudier l’impact de l’absence de résidu GlcNAc sur 

les acides téichoïques de souches de sérotype 1/2a, sur l’adhésion, la formation et le 

détachement des biofilms de L. monocytogenes.  

 

Pour cela, nous nous somme procuré auprès d'une équipe de recherche les deux variants 

géniques de la souche de référence EGD-e (sérotype 1/2a) obtenus par mutagenèse dirigée du 

gène lmo2550 (mutant EGD-e Δlmo2550) et du gène lmo2549 (mutant EGD-e Δlmo2549) 

(Eugster, et al., 2011). En parallèle de ces deux mutants, nous avons étudié la souche sauvage 

de référence EGD-e et la souche DSS 1130 BFA2 qui avait une mutation ponctuelle sur le 

gène lmo2550. Nous avons également validé quelques résultats avec les mutants 

complémentés (Δlmo2549::pPL2(lmo2549) et Δlmo2550::pPL2(lmo2550) qui doivent 

reprendre un phénotype comme la souche sauvage EGD-e. 

 

Nous avons également décidé de travailler sur une surface en acier inoxydable, qui est un 

matériau très utilisé dans les entreprises agro-alimentaires, au lieu d’une surface en 

polystyrène, matériau utilisé dans la première partie de nos travaux (chapitre 1). Nous avons 

également changé la température d’incubation des biofilms car les mutants devaient être 

incubés à 30°C comme indiqué dans les travaux de Eugster, et al. (2011) au lieu de 37°C. 

 

Dans un premier temps, nous avons confirmé que les mutants synthétisaient bien des 

acides téichoïques dépourvus de résidus GlcNAc dans nos conditions expérimentales. 

 

Dans un second temps, nous avons caractérisé les propriétés de surface des mutants de L. 

monocytogenes versus la souche sauvage EGD-e par mesure du caractère hydrophobe/ 

hydrophile et du potentiel électrostatique. Des observations de la morphologie bactérienne ont 
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été réalisées par microscopie électronique à balayage. Nous avons également confirmé que les 

mutants étaient viables dans le milieu de culture MCDB 202 par un suivi de croissance en 

culture planctonique. 

 

Dans un troisième temps, pour valider que les nouvelles conditions expérimentales 

(nature du matériau, température d’incubation) n’impactaient pas la nature et la synthèse des 

polysaccharides, nous avons confirmé que les acides téichoïques étaient toujours les 

exopolysaccharides majeurs présents dans la matrice extracellulaire des biofilms de L. 

monocytogenes. Ensuite, nous avons observé par microscopie optique et dénombré les 

populations bactériennes viables cultivables de l’étape d’adhésion bactérienne à une surface (t 

= 3 h) jusqu’à la formation d’un biofilm mature (t = 48 h). Ensuite, nous avons étudié plus en 

détails l’architecture (microscopie optique et microscopie électronique à balayage) et l’état de 

viabilité des populations bactériennes (dénombrement sur milieux gélosés, PMA-qPCR, 

qPCR) des biofilms de 48 h des mutants versus la souche sauvage EGD-e. Ces résultats ont 

été complétés par une quantification des substances exopolymériques (EPS) de la matrice 

extracellulaire des biofilms de 48 h pour avoir une caractérisation « globale » du biofilm 

mature.  

 

Dans une dernière partie, nous avons évalué la population résiduelle (observation et 

viabilité cellulaire) des mutants versus celle de la souche sauvage EGD-e sur l’acier 

inoxydable après le passage d’un flux laminaire d’eau (action mécanique) à un débit de 40 Pa 

(contrainte courante employée en entreprise agro-alimentaire). Nous avons comparé ces 

résultats à ceux obtenus avec le couple action mécanique/ action chimique qui correspondait à 

l’application d’un flux d’une solution de soude à 0,05%, qui est un détergent couramment 
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Tableau 8 : Souches de L. monocytogenes étudiées. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Souches Abréviation Caractéristique Références 

EGD-e  EGD-e  
Souche sauvage, sérotype 1/2a (Glaser, et al., 

2001) 

EGDeΔlmo2549 Δlmo2549 
EGD-e portant une délétion 

chromosomique de lmo2549 

(Eugster, et al., 

2011) 

EGDeΔlmo2549::pLIV2(lmo2549) Pas d'abréviation 

EGD-e portant une délétion 

chromosomique de lmo2549 et 

complémentée par le plasmide 

pLIV2 (lmo2549), exprimant 

lmo2549 constitutivement; Cm
r
 

(Eugster, et al., 

2011) 

EGDeΔlmo2550 Δlmo2550 
EGD-e portant une délétion 

chromosomique de lmo2550 
(Eugster, et al., 

2011) 

EGDeΔlmo2550::pLIV2(lmo2550) Pas d'abréviation 

EGD-e portant une délétion 

chromosomique de lmo2550 et 

complémentée par le plasmide 

pLIV2 (lmo2550), exprimant 

lmo2550 constitutivement; Cm
r
 

(Eugster, et al., 

2011) 

DSS 1130 BFA2 Pas d'abréviation 

Souche environnementale 

porteuse d'une mutation 

ponctuelle de lmo2550 

(Midelet-

Bourdin, et al., 

2006) 
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employé en entreprise agro-alimentaire pour voir si l’absence ou la présence du résidu 

GlcNAc influait sur la persistance des cellules sur les matériaux. 

2.2 Matériel et méthodes 

2.2.1 Souches bactériennes et conditions de culture 

Les souches étudiées ont été conservées dans du bouillon cœur-cervelle supplémenté en 

glycérol (18% v/v) à -20°C (Tableau 8). Les cultures bactériennes ont été maintenues jusqu’à 

un mois à 4°C sur gélose TSAYe en pente. Les précultures ont été réalisées à partir de ces 

cultures réfrigérées qui ont été transférées dans 30 ml de bouillon TSBYe, incubées à 30 ° C 

pendant 24 h sous agitation rotative (200 tr/min). Cette suspension bactérienne a été diluée au 

1/10
ème

 dans du bouillon TSBYe puis incubée à 30°C pendant 24 h. Les cultures ont ensuite 

été centrifugées (5000g, 10 min) et lavées avec 20 ml de milieu MCDB 202 (USBiological 

CryoBioSystem, Salem, États-Unis, Annexe 4) (Hébraud et Guzzo, 2000). Ensuite elles ont 

été centrifugées (5000g, 10 min)  puis remises en suspension dans du milieu MCDB 202. Du 

chloramphénicol (Cm) à 10µg/ml a systématiquement été ajouté dans les bouillons et les 

milieux gélosés utilisés pour étudier les mutants complémentés Δlmo2549 ::pPL2(lmo2549) et 

Δlmo2550 ::pPL2(lmo2550)).  

2.2.2 Etude phénotypique des bactéries en culture planctonique 

 Etude de la composition des acides téichoïques pariétaux 2.2.2.1

L’analyse monosaccharidique des acides téichoïques pariétaux a été réalisée comme 

décrit dans le paragraphe 1.2.4.1 

 Mesure du caractère hydrophobe/ hydrophile des surfaces bactériennes 2.2.2.2

Le caractère hydrophobe/ hydrophile de la surface des cellules bactériennes a été 

déterminé par la technique de cinétique d’affinité pour un solvant, l’héxadécane (MATS : 
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Figure 28: Représentation schématique du test MATS  
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Microbial Adhesion To Solvents) selon le mode opératoire développé par Faille, et al. (2010). 

Après 3 h d’incubation à 30°C dans le milieu MCDB 202, 3 mL de suspension bactérienne 

ajustée à une DO600nm de 0,6 (A0) avec de l’eau physiologique ont été vortexés avec 500µl 

d’hexadécane à des durées allant de 5 à 180 secondes afin d’obtenir une émulsion (Figure 28). 

Après 30 minutes de décantation, la densité optique de la phase aqueuse (At) a été mesurée à 

600 nm. Le pourcentage d’affinité au solvant a été calculé comme suit : % d’affinité = 100 * 

[1 - (At/A0)] et la courbe a été tracée en fonction du temps d’agitation. La pente initiale (R0) 

a été calculée à partir de (At/A0) x 100) tracée en fonction du temps d’agitation. Une culture 

était considérée comme hydrophobe lorsque le -R0 était inférieur à -4,0 et hydrophile pour des 

valeurs supérieures (Faille, et al., 2010).  

 Mesure du potentiel électrostatique des surfaces bactériennes 2.2.2.3

Après 3 h d’incubation à 30°C, les cultures bactériennes dans le milieu MCDB 202 ont 

été centrifugées 10 minutes à 5000g et les culots ont été lavés avec 40 ml d’eau physiologique 

stérilisée. L’opération a été répétée une seconde fois puis les culots ont été remis en 

suspension dans 30 ml d’eau physiologique stérilisée. Des géloses TSAYe ont été 

ensemencées à partir de ces tubes afin de vérifier la pureté. Deux cent microlitres des 

suspensions bactériennes dans l’eau physiologique ont été placés dans 49 ml de solution 

tampon à pH 7. Les cultures ont ensuite subi deux séries de sonication entrecoupées d’un 

temps de repos de 30 secondes, et cela afin de  rompre les agrégats cellulaires. Enfin, la 

mobilité électrophorétique et le potentiel zéta des cultures bactériennes ont été mesurés par un 

zétamétre (CAD Instrumentation, France) à l’INRA de Villeneuve d’Ascq (France). 

 Etude de la morphologie des cellules bactériennes par microscopie 2.2.2.4

électronique en transmission.  

A partir des cultures bactériennes dans le milieu MCDB 202, cinq millilitres de 

suspension ont été centrifugés et lavés deux fois avec 5 ml d'eau distillée stérilisée. Les 
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concentrations de l'inoculum ont été ajustées à 10
8
 UFC/ ml dans de l’eau distillée stérilisée. 

Les cellules bactériennes ont été fixées sur des grilles Formvar revêtus (15/95, Euromedex, 

EMS, Hatfield, États-Unis) et observées après coloration négative avec 1% d'acétate d'uranyle 

(VWR, Fontenay-sous-Bois, France) par un microscope électronique Hitachi H600 à une 

tension de 75 kV accéléré (INSERM, USTL 1, Lille, France). 

 Cinétique de la croissance bactérienne en culture planctonique 2.2.2.5

Les concentrations des cultures bactériennes dans le milieu MCDB 202 ont été 

ajustées à 10
7
 UFC/ ml dans 30 ml de milieu MCDB 202 frais supplémenté ou non de Cm à 

10 µg/ ml.  

Cent µl de ces cultures à 10
7 

UFC/ ml ont été placés dans une microplaque 96 puits et 

incubés à 30°C pendant 48 h. Un suivi de croissance a été réalisé à l’aide d’un lecteur de 

microplaques (BIOTEK Instruments Inc., Winooski, USA) avec une lecture à DO620nm, toutes 

les 15 min après 5 secondes d’agitation rotative.   

En parallèle, les 30 ml de suspension bactérienne ont été incubés pendant 48 h à 30°C 

sous agitation. Le nombre de bactéries a été déterminé sur milieux gélosés TASYe 

supplémentés ou non en Cm (10 µg/ ml) à t = 0, t = 6 h, t = 24 h, t = 30 h et t = 48 h à l’aide 

d’un ensemenceur spirale (Spiral DS System; Interscience, Saint Nom La Bretèche, France) et 

après incubation à 30°C pendant 24 h.  

2.2.3 Etude de l’adhésion à la formation du biofilm de Listeria monocytogenes sur acier 

inoxydable 

 Préparation des lames d’acier inoxydable 2.2.3.1

Deux diamètres de lames d’acier inoxydable AISI 316 L 2B (Goodfellow, Lille, 

France) ont été utilisés : des lames de 16 x 37 mm et des lames de 90 x 90 mm. 
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Figure 29: Angle de contact d’un liquide avec un support utilisé comme index de mouillabilité. Pour un θ < 80°, le liquide 
mouille la paroi qui est donc a tendance plutôt hydrophile. Pour un θ > 80°, le liquide ne mouille pas la surface qui est 
donc à tendance hydrophobe.   
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Les films protecteurs recouvrant les petites lames 16x37 mm ont été retirés. Ces 

dernières ont été frottées à l’aide d’un papier absorbant imbibé d’une solution d’acétone à 50 

% (v/v) et d’éthanol à 50% (v/v), afin d’éliminer d’éventuels résidus de film protecteur, et 

placé sur un portoir. Elles ont alors été immergées pendant 10 minutes sous agitation dans 1 L 

d’une solution de RBS50 à 2% (v/v) préparée dans l’eau du robinet à une température initiale 

de 50°C. Un premier rinçage a été effectué par immersion du portoir sous agitation dans 1L 

d’eau du robinet à 50°C pendant 20 minutes. Enfin, 5 rinçages successifs d’une minute 

chacun ont été faits dans de l’eau ultra-pure à température ambiante. Les lames présentes dans 

le portoir ont ensuite été emballées dans du papier aluminium. La veille de leur utilisation, les 

lames ont été stérilisées par autoclavage à 121°C pendant 15 minutes.  

Pour les lames de 90 x 90 mm, le protocole était identique avec l’ajout d’une étape de 

soniquation d’1 h à 30°C entre les rinçages à l’eau à 50°C et les 5 rinçages successifs à l’eau 

ultra-pure. 

 Mesure du caractère hydrophobe/ hydrophile de l’acier inoxydable 2.2.3.2

Le caractère hydrophobe/hydrophile des coupons d’acier inoxydable après nettoyage 

et stérilisation (paragraphe 2.2.3.1) a été déterminé par mesure des angles de contact à l’eau 

(θ) à température ambiante en utilisant un goniomètre Digidrop GBX (modèle ASE) à l’INRA 

de Villeneuve d’Ascq. Dix mesures ont été réalisées sur 3 coupons en déposant des gouttes de 5 

μL. L’angle formé entre la surface et la tangente à la goutte au point de contact avec la surface a 

été mesuré de chaque côté de la goutte (Figure 29). 

 Etude structurale des polysaccharides de la paroi cellulaire, de la matrice 2.2.3.3

extracellulaire et du milieu de culture des biofilms de 48 h de Listeria 

monocytogenes 

L’étude structurale des polysaccharides de la paroi cellulaire, de la matrice 

extracellulaire et du milieu de culture des biofilms a été réalisée comme décrite dans les 
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paragraphes 1.2.3 et 1.2.4 avec quelques modifications. Soixante ml de suspension 

bactérienne ajusté à 10
7
 UFC/ml dans du milieu MCDB 202 ont été placés dans des boîtes de 

Pétri de 140 mm de diamètre (Grosseron) contenant une lame d’acier inoxydable AISI 316 de 

90 x 90 mm stérilisée. Après 48 h d’incubation à 30°C, le milieu de culture a été récupéré et 

mis dans un flacon stérile. Le biofilm a été lavé successivement trois fois avec 5 ml d'eau 

distillée stérilisée. L'eau utilisée pour les lavages a été ajoutée dans le flacon contenant le 

milieu de culture. Après centrifugation (6000 g, 10 min), le surnageant a été utilisé pour la 

préparation des polysaccharides du milieu de culture, et le culot cellulaire pour la préparation 

des polysaccharides pariétaux. Les biofilms ont été décrochés par grattage à l’aide de l’index 

qui était protégé d’un gant stérile, avec 4 ml d'eau distillée stérilisée puis placés dans un tube 

Falcon (Combrouse, et al., 2013). La matrice extracellulaire du biofilm a été détachée des 

cellules bactériennes par sonication sur glace (IKA Laboteckniksonicator, Staufen, 

Allemagne) pendant 3 x 30 s, à des cycles de 50%, à une intensité de 0,5 comme décrit par 

Sadovskaya et al. (2005). Les cellules ont été collectées par centrifugation à température 

ambiante (10 000 g, 10 min) et additionnées au culot cellulaire obtenu avec le milieu de 

culture. 

 Protocole de l’adhésion à la formation des biofilms 2.2.3.4

Les coupons d’acier inoxydable AISI 316 de 37 x 16 mm stérilisés ont été placés dans 

des boîtes de Pétri de 60 mm de diamètre. Afin d’éviter une déshydratation des biofilms 

durant l'incubation, chaque boîte de Pétri de 60 mm de diamètre a été placée dans une boîte de 

Pétri de 140 cm de diamètre contenant un papier absorbant humidifié avec 25 ml d'eau 

distillée. Onze ml de suspension bactérienne ajustée à 10
7
 UFC/ ml dans du milieu MCDB 

202 supplémenté ou non en Cm (10 µg/ ml) ont été déposés sur les coupons d’acier 

inoxydable puis incubés à 30°C pendant 3 h, 24 h, 30 h ou 48 h. Après incubation, le milieu  
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de culture a été retiré puis les coupons d’acier inoxydable contaminés ont été rincés avec 25 

ml d’eau distillée stérilisée.  

 Observations microscopiques de l’adhésion bactérienne à la formation des 2.2.3.5

biofilms bactériens  

Les coupons contaminés ont été observés par microscopie en épifluorescence après 3 

h, 24 h, 30 h et/ou 48 h d’incubation à 30°C. Au préalable, les bactéries présentes sur les 

coupons d’acier inoxydable ont été colorées soit avec le colorant diamidino 4’,6’-

phènylindole – 2 Dichlorohydrate (DAPI) soit avec le colorant orangé d’acridine (OA) 

suivant les protocoles décrits dans le paragraphe 1.2.2. La viabilité des bactéries présentes 

dans les biofilms a également été observée après coloration différentielle avec le colorant 

Live/Dead® Bac Light™ (Molecular Probes, Eugene, Oregon, USA), basée sur l’intégrité de 

la membrane bactérienne. Selon le fournisseur, le mode d’emploi de l’OA peut sensiblement 

changer, concernant celui utilisé dans notre étude (Acredine orange hemi(zinc chlora salt, 

Sigma, Saint Louis, USA), il est indiqué que le complexe OA/ADN doit être excité à 480 nm 

pour une émission à 510 nm alors que le complexe OA/ARN doit être excité à une longueur 

d’onde de 440 à 470 nm pour une émission également à 510 nm. Le filtre que nous avons 

utilisé est un jeu de filtre n°09 (Zeiss, Marly-le-Roi, France) avec une bande passante 

d’excitation de 460 à 490 nm et d’émission à 510 nm. Les colorations à l’OA que nous avons 

réalisées ont permis d’observer l’ensemble des acides nucléiques des biofilms (ADN+ARN). 

Les biofilms ont été observés par un microscope en épifluorescence (Imager.Z1, Zeiss, Marly-

le-Roi, France) connecté à une caméra CCD (Axiocam - MRm, Zeiss) avec un système 

d'acquisition d'image numérique. L'analyse des images des biofilms a été réalisée en utilisant 

le logiciel ImageJ 1.22d (Casarin, et al., 2014).  
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Afin d'observer les structures de biofilm par microscopie électronique à balayage 

(MEB), chaque biofilm a été fixé pendant 20 minutes dans une solution de glutaraldéhyde à 

3% (v / v) + 0,02 M de tampon cacodylate. Les biofilms ont ensuite été déshydratés dans une 

série de bains d'éthanol à 70% (v / v), 80% (v / v), 90% (v / v) et 100% (v / v) pendant 10 min 

chacun puis traités à l’acétate de 3-méthylbutyle. Les biofilms ont été ensuite soumis à un 

séchage au point critique, recouverts d'or-palladium pendant 1,5 minute et visualisés par la 

technique MEB (Jeol, JSM-35 CF, Japon) (INRA, Villeneuve d'Ascq).  

 Quantification des populations viables cultivables, viables et totales à 2.2.3.6

l’étape d’adhésion (t = 3 h) et du biofilm de 48 h 

Chaque coupon contaminé a été écouvillonné en le frottant avec un premier écouvillon 

sec qui a ensuite été agité dans un tube Eppendorf de 5 ml contenant 2 ml d’eau distillée 

stérilisée. La surface contaminée a une nouvelle fois été frottée avec ce même écouvillon qui 

a été cassé dans le microtube une fois l’opération terminée. Cette manipulation a été réalisée 

une seconde fois avec un nouvel écouvillon. Le tube Eppendorf a été ensuite agité au vortex 

pendant 20 secondes. La suspension bactérienne a ensuite été divisée en 3 échantillons de 500 

µl chacun : 

- Echantillon 1 : pour le dénombrement des cellules viables cultivables sur milieux 

gélosés,  

- Echantillon 2 : pour le dénombrement des cellules viables (viables cultivables et 

viable non cultivable)  par traitement des cellules bactériennes au monoazide de 

propidium (PMA) suivi d’une réaction en chaîne par polymérase quantitative 

(PMA-qPCR). Cette PMA-qPCR a été mise au point (spécificité des amorces, 

concentration en PMA optimale, temps de photoactivation optimal…) pendant un 

projet antérieur à ces travaux,  
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- Echantillon 3 : pour le dénombrement de la population totale (Viables cultivables, 

viables non cultivable et mortes) par qPCR.  

2.2.3.6.1 Quantification de la population viable cultivable 

La population de bactéries viables cultivables (VC) a été déterminée à partir de 

l’échantillon 1 à l’aide d’un ensemenceur spirale (Spiral DS System; Interscience, Saint Nom 

La Bretèche, France) sur des géloses TSAYe supplémentées ou non en Cm (10µg/ ml), qui 

ont été incubées à 30°C pendant 24 h.  

2.2.3.6.2 Quantification des populations viables et totales par PMA-qPCR et qPCR 

La population de bactéries viables (VC et viables non cultivables (VNC)) a été 

déterminée par PMA-qPCR et la population totale par qPCR. L’échantillon 2 a été traité au 

PMA (Biotium, Hayward, USA) à une concentration finale de 50 µM puis il a été incubé 5 

min à température ambiante à l'obscurité et photoactivé durant 10 min à une intensité de 80% 

par l’utilisation d’une lampe PHAST Blue (GenIUL, Barcelone, Espagne). L’échantillon 2 

traité au PMA et l’échantillon 3 non traité au PMA ont été centrifugés (5000 g, 10 min) puis 

l’ADN des culots bactériens a été extrait avec le kit Dneasy® Blood & Tissue (QIAGEN, 

Hilden, Allemagne, Annexe 5).  

 

Pour la quantification relative de l'ADN extrait, le gène de virulence hlyA qui code la 

listériolysine, une protéine intervenant dans la multiplication intracellulaire de L. 

monocytogenes dans le cycle infectieux de cette bactérie dans les cellules hôtes, a été utilisé 

comme cible génétique. La qPCR a été réalisée dans un volume total de 25 µl contenant 2,5 µl 

d’ADN génomique, 12,5 µl de SYBR Premix Taq Ex (Perfect Temps réel) (Takara, 

FosterCity, Californie, USA), 1 µM d’amorce NovF (5'TGC AAG TCC TAA GAC GCC A-3 

') (Nogva, et al., 2000), 1 µM d’amorce NovR (5'CAC TGC ATC TCC GTG GTA TAC TAA 

-3') (Nogva, et al., 2000) et 9 µl d’eau distillée stérilisée. La qPCR a été réalisée dans un  
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Figure 30 : Calcul du nombre d’unité génome de L. monocytogenes contenu dans 100 µg/ml (1.10
8
 pg/ml) d’ADN 

génomique de L. monocytogenes.  

 

 

Figure 31 : Courbes standards obtenues avec les amorces NovF/NovR sur des dilutions d’ADN génomique de L. 
monocytogenes allant de 100 µg/ml à 0.0001 µg/ml 
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appareil Smart-Cycler II (Cepheid, Sunnyvale, Etats-Unis) dans les conditions 

suivantes: une pré-incubation à 95°C pendant 30 sec, une répétition de 40 cycles avec une 

phase de dénaturation de l'ADN à 95°C pendant 15 s et une phase d’hybridation des amorces 

à 57°C pendant 30 s. Toutes les expériences de qPCR ont été réalisées en présence d’un point 

de gamme provenant d’une gamme étalon utilisée lors de l’élaboration des courbes standards. 

Les courbes standards ont été réalisées en utilisant des dilutions successives de l’ADN 

génomique de la souche EGD-e allant de 100 µg/ ml à 0,0001 µg/ ml soit 3,1.10
10

 à 3,1.10
3
 

unités génomes (UG) si l’on se base sur le poids d’une unité génome de L monocytogenes de 

3,22 fg (Figure 30). Les Ct pour chaque dilution d’ADN ont été utilisés pour tracer une 

courbe standard. Les courbes standards utilisées durant ces travaux avaient pour équation (y = 

-3,0889x + 41,908; R² = 0,9958), (y = -3,028x + 40427 R² = 0,9955), (y = -3,028x + 40,427 

R² = 0,9955), (y = -2,9234x + 40,172 R² = 0,9933) et (y = -3,0204x + 40,658 R² = 0,9981)   

(Figures 31 A, B, C et D).  

2.2.4 Quantification des composants de la matrice extracellulaire [Glucides 

extracellulaires, protéines extracellulaires et acides désoxyribonucléiques 

extracellulaires (ADNe)] des biofilms de 48 h  

Soixante ml de suspension bactérienne ajustés à 10
7
 UFC/ ml

 
dans du milieu MCDB 

202 ont été placés dans des boîtes de Pétri de 140 mm de diamètre (Grosseron, Saint Herblain, 

France) contenant une lame d’acier inoxydable AISI 316 de 90 x 90 mm. Après 48 h 

d’incubation à 30°C, le milieu de culture a été éliminé et le biofilm a été lavé trois fois avec 5 

ml d'eau distillée stérilisée. Les biofilms ont été décrochés par grattage à l’aide de l’index qui 

était protégé d’un gant stérile, avec 10 ml d'eau distillée stérilisée puis placés dans un tube 

Falcon (Combrouse, et al., 2013). La matrice extracellulaire du biofilm a été détachée des 

cellules bactériennes par sonication sur glace (IKA Laboteckniksonicator, Staufen,  
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Figure 32 : Principe de la boucle d’essai expérimentale induisant les forces de décrochage sur les coupons 
d’acier inoxydable contaminés. A) Photographie de la boucle expérimentale, B) Schéma explicatif de la boucle 
expérimentale, C) Schéma transversal du tuyau accueillant les coupons d’acier inoxydable contaminés. 
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Allemagne) pendant 3 x 30 s, à des cycles de 50%, à une intensité de 0,5 comme décrit 

par Sadovskaya et al. (2005). Les tubes ont été centrifugés à température ambiante (10 000 g, 

10 min) et le culot cellulaire a été éliminé. Le surnageant, qui contenait la matrice 

extracellulaire du biofilm, a été conservé pour l'analyse quantitative. La concentration en 

glucide a été déterminée par dosage à l'acide phénol-sulfurique (Dubois et al., 1956) et 

exprimé en équivalent glucose. La teneur en protéine a été mesurée en utilisant le kit de 

dosage protéique Bio-Rad, avec de l'albumine de sérum bovin (Sigma, Lyon, France) comme 

standard. La concentration en ADNe a été mesurée à une DO260 nm avec le spectrophotomètre 

DS-11 Denovix (Wilmington, NC, USA) après avoir réalisé l’extraction d’ADN avec le kit 

Dneasy® Blood & Tissue (Annexe 5). Ces expériences ont été réalisées en triplicat, et les 

mesures des concentrations en sucre et en protéine totale ont été réalisées en triplicat pour 

chaque expérience. 

2.2.5 Résistance des biofilms à un décrochage mécanique couplé ou non à un traitement 

chimique 

Les coupons d’acier inoxydable contaminés ont été rincés avec 25 ml d’eau distillée 

stérilisée puis insérés dans des tubes à section rectangulaire (Figure 32 C). Ces tubes à section 

rectangulaire ont été reliés à une pompe (Figures 32 A, B) et un flux d'eau a été diffusé 

pendant 10 min à une vitesse d'écoulement laminaire de 40 Pa soit de 8,15.10
-7

m
3
/s durant 10 

minutes à température ambiante. L'expérience a été effectuée deux fois et chacun des essais a 

été effectué en triplicat pour chaque expérience. Des expériences ont également été réalisées 

avec un flux laminaire de soude (NaOH) à 0,5% (v / v) à température ambiante qui a été passé 

pendant 10 min à un débit d'écoulement laminaire de 40 Pa. La population bactérienne 

résiduelle sur les coupons a été décrochée par écouvillonnage puis elle a été quantifiée par  
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Figure 33 : Comparaison des profils GC-MS des acides téichoïques pariétaux provenant de la souche sauvage EGD-e (A), 
du mutant complémenté EGDeΔlmo2549::pLIV2(lmo2549) (B), du mutant complémenté EGDeΔlmo2550::pLIV2(lmo2550) 
(C), du mutant Δlmo2549 (D) et du mutant Δlmo2550 (E). Rib: Ribitol, Rha: Rhamnose, Ino: Inositol, GlcNAc: N-
Acétylglucosamine.   
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différentes techniques : dénombrement sur milieux gélosés, par qPCR et par PMA-qPCR 

comme décrites dans le paragraphe 2.2.3.6. 

2.2.6 Analyses statistiques 

Toutes les expériences sur les biofilms ont été réalisées en triplicat. Des analyses de variance 

ont été effectuées pour déterminer les différences significatives de population entre les 

souches bactériennes. Tous les calculs ont été traités avec le logiciel Statgraphics centurion 

XVI (Sigma plus, Paris, France). La signification statistique a été évaluée à P < 0,05 avec P la 

probabilité limite sous l’hypothèse nulle.  

2.3 Résultats 

2.3.1 Confirmation du phénotype mutant 

Afin de valider que les conditions expérimentales ne modifiaient pas le phénotype des 

mutants, nous avons extrait et analysé les exopolysaccharides par une technique de GC-MS 

des mutants Δlmo2549, Δlmo2550 et DSS 1130 BFA2 après les avoir cultivés dans le milieu 

MCDB 202 pendant 48 h. Les profils obtenus par la technique GC-MS nous ont permis 

d’identifier la présence de résidus Rib et Rha et l’absence de résidu GlcNAc. Cette 

comparaison des profils GC-MS a également été réalisée avec les mutants complémentés 

(Δlmo2549::pPL2(lmo2549) et Δlmo2550::pPL2(lmo2550)) et la souche sauvage EGD-e ce 

qui a permis de mettre en évidence la présence des monosaccharides Rib, GlcNAc et Rha 

(Figure 33).  

 

Ces travaux ont permis de confirmer que dans ces nouvelles conditions 

expérimentales, la souche DSS 1130 BFA2, les mutants Δlmo2549 et Δlmo2550 exprimaient 

un acide téichoïque sans ramification GlcNAc et la complémentation de ces 2 mutants a  
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Figure 34 : Affinité à l’hexadécane des mutants DSS 1130 BFA2, Δlmo2549 et  Δlmo2550 et de la souche sauvage EGD-e 
après 3h d’incubation à 30°C dans le milieu MCDB 202 (n = 3). 
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entraîné la synthèse d’un acide téichoïque de composition identique à celui de la souche 

sauvage EGD-e.  

2.3.2  Caractérisation phénotypique des bactéries 

Dans cette partie, nous avons caractérisé les propriétés de surface des mutants de L. 

monocytogenes versus la souche sauvage EGD-e par mesure du caractère hydrophobe/ 

hydrophile et du potentiel électrostatique. Des observations de la morphologie bactérienne ont 

été réalisées par microscopie électronique à balayage. 

 Mesure du caractère hydrophobe/ hydrophile des surfaces cellulaires 2.3.2.1

Le caractère hydrophobe/ hydrophile des cultures bactériennes a été mesurée sur des 

cultures planctoniques des mutants DSS 1130 BFA2, Δlmo2549 et Δlmo2550 et de la souche 

sauvage EGD-e qui ont été réalisées dans le milieu MCDB 202 à 30°C pendant 48 h (Figure 

34). Pour la souche sauvage EGD-e, l’affinité des cellules bactériennes pour l’hexadécane à t 

= 0 était de 0% pour passer à 88,4 % après 180 secondes d’agitation. L’affinité à l’hexadécane 

des mutants DSS 1130 BFA2, Δlmo2549 et Δlmo2550 augmentait de façon similaire en 

fonction du temps d’agitation avec un passage de 0% à t = 0 à respectivement 42,5 %, 33,1% 

et 36,7% d’affinité au solvant après 180 secondes d’agitation. 

 

La forte affinité à l’hexadécane de la souche EGD-e traduisait un caractère faiblement 

hydrophile ce qui était cohérent avec la valeur –R0 qui était de -1,3 secondes. Par contre, les 

mutants DSS 1130 BFA2, Δlmo2549 et Δlmo2550 avaient un caractère hydrophile plus 

marqué par rapport à la souche sauvage EGD-e avec une faible affinité à l’hexadécane et une 

valeur de –R0 respectivement de 0,6 ; 0,5 et 0,5 secondes. Pour les mutants complémentés, 

Δlmo2549::pPL2(lmo2549) et Δlmo2550::pPL2(lmo2550), les cellules avaient une affinité à 

l’hexadécane très faible (environ 10%) (Annexe 6).  
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Tableau 9 : Mobilité électrophorétique et potentiel zéta à pH 7 des mutants DSS 1130 BFA2, Δlmo2549 et  Δlmo2550 et 
de la souche sauvage EGD-e après 3h d’incubation à 30°C dans le milieu MCDB 202 (n = 3). 

Souches 

Mobilité 

électrophorétique 

(µm/s/V/cm) 

Ecart type 
Potentiel zéta 

(mV) 
Ecart type 

EGD-e -2,86 0,08 -38,99 0,96 

DSS1130 BFA2 -2,88 0,08 -38,83 1,08 

Δlmo2549 -2,79 0,06 -38,15 0,81 

Δlmo2550 -2,89 0,12 -37,13 0,16 

 

 

 

Figure 36 : Suivi de croissance par lecture d’absorbance (DO620nm) des mutants Δlmo2549, Δlmo2550, DSS1130 BFA2 et de 
la souche sauvage EGD-e en culture planctonique dans du milieu MCDB 202 à 30°C durant 48h. Les barres d’erreur 
représentent l’intervalle de confiance (n=3). 
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Figure 35 : Observations par microscopie 
électronique à transmission des mutants 
DSS 1130 BFA2, Δlmo2549 et  Δlmo2550 et 
de la souche sauvage EGD-e après 3h 
d’incubation à 30°C dans le milieu MCDB 
202.  
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 Mesure du potentiel électrostatique 2.3.2.2

 La charge électrique des cellules bactériennes a été caractérisée par le potentiel zéta. 

La mobilité électrophorétique de la souche sauvage EGD-e ainsi que des mutants DSS 1130 

BFA2, Δlmo2549 et Δlmo2550 indiquait un caractère négatif pour toutes les souches dans une 

solution tampon à pH=7 avec une valeur légèrement inférieure (-37,13 mV) pour le mutant 

Δlmo2550 (Tableau 9). 

 Morphologie des cellules bactériennes 2.3.2.3

La morphologie des cellules des mutants a été comparée à celle de la souche sauvage 

EGD-e par microscopie électronique en transmission après une coloration négative (Figure 

35). Les cellules de la souche sauvage EGD-e étaient en forme de bacilles de 2 µm de long et 

0,67 µm de large, avec une paroi « rigide ». Les mutants DSS 1130 BFA2, Δlmo2549 et 

Δlmo2550 avaient une morphologie similaire (taille des cellules, forme, rigidité de la paroi) à 

celle de la souche sauvage EGD-e avec la présence de cellules en état de division cellulaire. 

Pour l’ensemble des souches, de nombreux flagelles péritriches ont été observés. 

 Suivi de croissance bactérienne en culture planctonique 2.3.2.4

Un suivi de croissance des cultures planctoniques ajustées à 10
7 

UFC/ ml a été réalisé 

par densité optique à DO620nm dans le milieu MCDB 202 à 30°C pendant 48 h (Figure 36). 

Une phase exponentielle de croissance a été observé pour la souche sauvage EGD-e entre t = 

5h et t = 18h (DO620nm = 0,12). Cette phase exponentielle était suivie d’une phase stationnaire 

de t = 18h jusqu’à t = 48 h. Le mutant DSS 1130 BFA2 avait commencé à croître plus 

tardivement (à partir de t = 10h) avec une phase exponentielle qui se terminait à t = 18h 

(DO620nm = 0,10). Les mutants Δlmo2549 et Δlmo2550 ont commencé leur phase 

exponentielle au même moment que la souche sauvage EGD-e à t = 5h et étaient rentrés en 

phase stationnaire à t = 20h. A t = 48 h, la DO620nm (= 0,18) était identique pour les mutants 
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Figure 37 : Suivi de croissance sur 48h par dénombrement sur milieux gélosés TSAYe des mutants DSS1130 BFA2, 
Δlmo2549 et Δlmo2550 et de la souche sauvage EGD-e en culture planctonique dans du milieu MCDB 202 à 30°C. Les 
barres d’erreur représentent l’intervalle de confiance (EGD-e : n=12, DSS1130 BFA2, Δlmo2549 et Δlmo2550 : n= 5).  
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Δlmo2549 et Δlmo2550 et la souche sauvage EGD-e alors que pour le mutant DSS 1130 

BFA2, la DO620nm était plus faible (0,08).  

 

En parallèle des suivis de croissance par densité optique, des dénombrements sur 

milieux gélosés ont été réalisés (Figure 37). Le premier résultat important était que l’ensemble 

des bactéries sont restées viables cultivables durant les 48 h d’incubation à 30°C dans le 

milieu de culture pauvre MCDB 202. Dans un second temps, la population bactérienne de la 

souche sauvage EGD-e a augmenté de 1,77 log UFC/ ml entre t = 0 et t = 24 h, et ensuite la 

population était restée constante jusqu’à t = 48 h. Une augmentation significative des 

populations pour les mutants DSS 1130 BFA2, Δlmo2549 et Δlmo2550 a également été 

observée entre t = 0 et t = 24 h allant de 1,57 à 1,90 log UFC/ ml (P<0,05). Après 30 h 

d’incubation dans le milieu MCDB 202, les populations bactériennes étaient d’environ 8,5 log 

UFC/ ml.  

 

La croissance des mutants complémentés Δlmo2549::pPL2(lmo2549) et 

Δlmo2550::pPL2(lmo2550) était similaire à celle de la souche sauvage EGD-e (P>0,05) 

(Annexe 7). 

2.3.3 Etude de l’adhésion bactérienne à la formation du biofilm 

Nous avons étudié l’impact de l’absence de la ramification GlcNAc sur l’acide 

téichoïque, de la phase d’adhésion à la formation d’un biofilm de 48h. Pour cela, nous avons 

observé la biomasse (population bactérienne + matrice extracellulaire) par microscopie 

optique en épifluorescence avec la coloration d’orangé d’acridine (OA) puis nous avons 

quantifié et observé la viabilité des populations bactériennes. 
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Figure 38 : Comparaison des spectres 
1
H-RMN des polysaccharides provenant de A) la matrice extracellulaire des biofilms 

de la souche sauvage EGD-e cultivée sur polystyrène pendant 48h à 37°C,  B) des parois cellulaires, C) de la matrice 
extracellulaire et D) du milieu de culture des biofilms de la souche sauvage EGD-e cultivée sur acier inoxydable pendant 
48h à 30°C.  
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 Validation des nouvelles conditions de réalisation des biofilms de 48 h  2.3.3.1

Dans une étude préliminaire, nous avons vérifié qu’il n’y avait pas d’impact de la 

nature du matériau (passage d’une surface polystyrène (0) à une surface en acier inoxydable) 

et d’un changement de la température d’incubation (passage de 37°C à 30°C) sur la nature des 

exopolysaccharides présents dans la matrice extracellulaire des biofilms de L. monocytogenes. 

Des biofilms de la souche de référence EGD-e ont été cultivés dans le milieu MCDB 202 sur 

acier inoxydable pendant 48 h à 30°C, puis les exopolysaccharides de la matrice 

extracellulaire et du milieu de culture ont été isolés et caractérisés par la technique RMN. Les 

structures des exopolysaccharides ont été comparées à celles présentes dans la matrice 

extracellulaire des biofilms formés par cette même souche sur une surface polystyrène après 

incubation à 37°C pendant 48 h (Paragraphe 1.3.2.2) (Figure 38).  

 

La comparaison des spectres RMN a permis de mettre en évidence la présence d’un 

polysaccharide de structure similaire dans la paroi, la matrice extracellulaire et le milieu de 

culture des biofilms de la souche sauvage EGD-e sur acier inoxydable à 30°C. Des résidus 

GlcNAc et Rha dont les protons anomères résonnent respectivement à δ 5,08 et δ 4,97 ppm 

ont été identifiés. La structure de ce polysaccharide était identique à l’acide téichoïque 

identifié dans la matrice extracellulaire des biofilms de 48 h de cette même souche sur 

polystyrène à 37°C. Nous avons donc validé les nouvelles conditions de réalisation des 

biofilms pour la suite des travaux. 

 Observation par microscopie en épifluorescence des coupons contaminés  2.3.3.2

Nous avons observé la biomasse (cellules bactériennes + matrice extracellulaire) 

adhérente à l’acier inoxydable, de t = 3 h à t = 48 h d’incubation à 30°C, par microscopie 

optique en épifluorescence après coloration à l’OA (Figure 39). 
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Figure 39 : Observations par microscopie 
en épifluorescence après coloration à 
l’orangé d’acridine de l’adhésion à la 
formation des biofilms de 48h par les 
mutants  DSS1130 BFA2, Δlmo2549 et 
Δlmo2550 et la souche sauvage EGD-e 
cultivés sur acier inoxydable à 30°C dans 
le milieu MCDB 202. Les barres blanches 
représentent l’échelle à 20 µm 
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A t = 3 h, qui correspond à la phase d’adhésion réversible, toutes les souches étudiées 

étaient capables d’adhérer à l’acier inoxydable principalement en cellules isolées. Aucune 

différence n’était visible dans la densité de cellules adhérentes entre la souche sauvage EGD-e 

et les mutants DSS 1130 BFA2, Δlmo2549 et Δlmo2550.  

 

A t = 6 h, pour la souche EGD-e, il y avait une augmentation de la densité cellulaire 

importante avec la formation de plusieurs petites micro-colonies formées de cellules 

bactériennes et de matrice extracellulaire par rapport à t = 3 h. Pour les mutants DSS 1130 

BFA2, Δlmo2549 et Δlmo2550, il y avait également une augmentation de densité cellulaire 

par rapport à t = 3 h, avec principalement des cellules isolées et pas ou très peu de matrice 

extracellulaire. 

 

A t = 24 h, la souche sauvage EGD-e formait un biofilm avec une architecture en tapis 

cellulaire dense réparti de manière assez uniforme sur l’acier inoxydable avec des petits amas 

cellulaires et de la matrice extracellulaire. Des micro-colonies composées de cellules 

bactériennes et de matrice extracellulaire étaient observées pour le biofilm formé par le 

mutant DSS1130 BFA2. Des micro-colonies étaient également observées dans les biofilms 

des mutants Δlmo2549 et Δlmo2550 mais de tailles plus importantes que celles de la souche 

DSS1130 BFA2. Des cellules isolées et de la matrice extracellulaire étaient également 

présentes en plus grande quantité.  

 

A t = 30 h, la densité cellulaire et l’architecture des biofilms de toutes les souches 

étaient comparables aux observations faites à t = 24 h.  
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Figure 40 : Suivi de l’adhésion à la 
formation des biofilms de 48h par les 
mutants  DSS1130 BFA2, Δlmo2549 et 
Δlmo2550 et la souche sauvage EGD-e 
cultivés sur acier inoxydable à 30°C dans le 
milieu MCDB 202 A) Dénombrement sur 
milieux gélosés de la population de cellules 
viables cultivables à t= 3 h ; 6 h, 24 h, 30 h 
et 48 h B) Observations par microscopie en 
épifluorescence après coloration au 
Live/Dead® Bac Light™ des cellules à t= 3 
h ; 6 h, 24 h, 30 h et 48 h. Les barres 
blanches représentent l’échelle à 20 µm. 
Les barres d’erreur représentent 
l’intervalle de confiance (n=3 
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A t = 48 h, les architectures des biofilms de la souche sauvage EGD-e et des mutants 

DSS1130 BFA2 et Δlmo2549 étaient similaires à celles décrites à t = 24 h. Par contre, la 

biomasse du biofilm du mutant Δlmo2550 était moins dense par rapport à celle observée à t = 

30 h. Les micro-colonies n’étaient plus présentes, faisant place à un tapis de cellules plus ou 

moins isolées réparties assez uniformément sur le matériau.  

 Quantification et observation des populations viables et mortes 2.3.3.3

Des quantifications de la population viable cultivable (VC) ont été réalisées de l’étape 

d’adhésion (t = 3 h) jusqu’à la formation d’un biofilm mature (t = 48 h) avec en parallèle, des 

observations microscopiques en épifluorescence avec la coloration Live/Dead® Bac Light™ 

pour la viabilité cellulaire (Figure 40). 

 

En phase d’adhésion à t = 3 h, la souche sauvage EGD-e et le mutant DSS 1130 BFA2 

avaient des populations de cellules VC adhérentes les plus importantes  (4,96 log UFC/ cm
2
 et 

4,82 log UFC/ cm
2
). Les mutants Δlmo2549 et Δlmo2550 avaient des populations adhérentes 

en quantité similaire (environ 3,9 log UFC/ cm
2
) et significativement inférieures à celle de la 

souche sauvage EGD-e (1 log de différence) (P<0,05). Les observations avec le colorant 

Live/Dead® Bac Light™ ont permis de confirmer celles avec le colorant OA pour 

l’architecture des tapis cellulaires. La viabilité des cellules n’a pas pu être déterminée du fait 

d’une coloration simultanée des cellules en rouge et vert.   

 

A t = 6 h, la souche sauvage EGD-e avait la population adhérente significativement la 

plus élevée avec 5,92 log UFC/ cm
2 

en comparaison avec celles des mutants (de 5,14 à 4,81 

log UFC/ cm
2
). Les observations microscopiques étaient cohérentes par rapport aux 

dénombrements puisqu’à t = 6 h la souche sauvage EGD-e avait une densité de cellules 

viables plus importante que celle des mutants. Parmi les cellules viables colorées en vert, une  
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quantité plus ou moins importante de cellules mortes était observée pour les mutants DSS 

1130 BFA2, Δlmo2549 et Δlmo2550.  

 

A t = 24 h, 30 h et 48 h, la population bactérienne des biofilms de la souche sauvage 

EGD-e était similaire à celles des mutants DSS 1130 BFA2 et Δlmo2549 et Δlmo2550 (de 

6,71 log UFC/cm
2
 à 6,35 log UFC/ cm

2
) (P>0,05) et significativement supérieure à celles 

dénombrées à t = 6 h (P<0,05). Il est important de noter qu’il y avait une augmentation plus 

importante des populations mutantes par rapport à la souche sauvage EGD-e entre t = 6 h et t 

= 24 h. Pour les mutants Δlmo2549 et Δlmo2550, nous avons observé la présence d’une 

population de cellules mortes (couleur rouge) en densité cellulaire proche de celle des cellules 

viables (couleur verte). Ceci n’a pas été observé pour la souche sauvage EGD-e ni pour la 

souche DSS 1130 BFA2 mais cela restait cohérent avec les observations à t = 6 h. Comme 

observé avec l’OA, la souche EGD-e formait un tapis cellulaire réparti de manière uniforme 

sur le matériau. Pour la souche DSS 1130 BFA2, il y avait principalement des cellules viables 

isolées et en micro-colonies à t = 24 h, alors qu’à t = 30 h, l’architecture restait identique mais 

avec l’apparition de cellules mortes présentes en micro-colonies. La présence de cellules 

mortes a été observée à t = 48 h pour toutes les souches bactériennes. Par contre, 

l’architecture des biofilms était identique à celle observée à t = 30 h avec des cellules isolées 

pour la souche sauvage EGD-e, des cellules isolées et des micro-colonies pour le mutant 

Δlmo2549 et la souche DSS 1130 BFA2, et des cellules isolées ainsi que des agrégats 

cellulaires pour le mutant Δlmo2550. Ces observations ont été confirmées avec la coloration 

en DAPI (Annexe 8). 
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Figure 41 : Observations par microscopie électronique à balayage des biofilms de 48h des mutants  DSS1130 BFA2, 
Δlmo2549 et Δlmo2550 et la souche sauvage EGD-e cultivés sur acier inoxydable à 30°C dans le milieu MCDB 202. 
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2.3.4 Caractérisation des biofilms matures de 48 h 

Nous avons étudié plus en détails l’architecture, l’état de viabilité des populations 

bactériennes et la composition de la matrice extracellulaire des biofilms matures de 48 h des 

mutants versus la souche sauvage EGD-e.  

 Etude de l’architecture des biofilms de 48 h par microscopie électronique à 2.3.4.1

balayage 

Des observations ont été réalisées par microscopie électronique à balayage (MEB) des 

biofilms de 48 h formés par la souche sauvage EGD-e et les mutants DSS 1130 BFA2, 

Δlmo2549 et Δlmo2550 (Figure 41). Un tapis de cellules isolées réparties de manière 

uniforme sur la surface a été observé pour les biofilms de 48 h de la souche sauvage EGD-e. 

Pour les biofilms formés par les mutants DSS 1130 BFA2, Δlmo2549, nous avons observé la 

présence de nombreuses micro-colonies avec de la matrice extracellulaire ainsi que des 

cellules isolées réparties sur tout le matériau de façon assez uniforme ce qui a confirmé les 

observations par microscopie en épifluorescence. Pour le mutant Δlmo2550, comme avec la 

microscopie en épifluorescence, nous avons observé un tapis de cellules principalement 

isolées répartis sur la surface avec la présence de quelques agrégats de cellules avec de la 

matrice extracellulaire.  

 Observation des populations viables et mortes des biofilms de 48 h par 2.3.4.2

microscopie optique 

Nous avons présenté les photographies qui permettent de visualiser la coloration avec 

le syto 9 et avec l’iodure de propidium et la photographie combinée des deux observations 

(Figure 42). Nous avons observé qu’il y avait un tapis dense de cellules viables réparties de 

manière uniforme sur le matériau pour les biofilms de la souche sauvage EGD-e ainsi qu’un 

tapis de cellules mortes réparties également de manière uniforme sur le matériau. Ensuite, 



244 

 

 

Figure 42: Observations par microscopie en épifluorescence après coloration au Live/Dead® Bac Light™des biofilms de 
48h des mutants  DSS1130 BFA2, Δlmo2549 et Δlmo2550 et la souche sauvage EGD-e cultivés sur acier inoxydable à 30°C 
dans le milieu MCDB 202.  

 

 

 

Figure 43: Quantification des populations totales, viables et viables cultivables des biofilms de 48h des mutants  DSS1130 
BFA2, Δlmo2549 et Δlmo2550 et la souche sauvage EGD-e cultivés sur acier inoxydable à 30°C dans le milieu MCDB 202. 
Les barres d’erreur représentent l’intervalle de confiance. (EGD-e : n = 25, DSS1130 BFA2, Δlmo2549 et Δlmo2550 n = 13). 
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nous avons combiné les 2 photographies pour analyser l’architecture du biofilm dans sa 

globalité. La combinaison des 2 prises d’image a permis de montrer un tapis cellulaire 

uniforme sur tout le matériau, il restait peu d’espace sans cellules. Par un effet d’optique 

(dominante d’une couleur), l’interprétation aurait été qu’il y avait plus de cellules viables que 

de mortes mais on voit une densité cellulaire dans un ordre de grandeur proche lorsque l’on 

observe les 2 photographies séparément. Les mutants complémentés 

Δlmo2549::pPL2(lmo2549) et Δlmo2550::pPL2(lmo2550) présentaient une architecture de 

biofilm similaire à celle de la souche sauvage EGD-e (Annexe 9). 

 

Pour les biofilms des mutants DSS1130 BFA2 et Δlmo2549, nous avons observé un 

tapis dense de cellules isolées viables réparties sur toute la surface avec la présence de 

quelques micro-colonies. Pour les cellules mortes, elles étaient préférentiellement en agrégats 

cellulaires et moins en cellules isolées par rapport à la population viable. La combinaison des 

2 prises d’image a permis de visualiser dans le centre des micro-colonies des cellules mortes 

et en périphérie des cellules viables. Ces cellules viables se présentaient également en cellules 

isolées. Une architecture similaire a été visible avec les biofilms du mutant Δlmo2550 qui 

présentait plus des agrégats cellulaires plutôt que des micro-colonies.  

 Dénombrement de la population viable et totale des biofilms de 48 h 2.3.4.3

Des quantifications des populations viables (VC et VNC) et totales (VC, VNC et 

morte) des biofilms de 48 h ont été réalisées par PMA-qPCR et par qPCR puis comparées aux 

populations de cellules VC dénombrées sur milieux gélosés (Figure 43). La population totale 

quantifiée par qPCR des biofilms de la souche de référence EGD-e était similaire à celle des 

mutants DSS 1130 BFA2, Δlmo2549 et Δlmo2550 (P>0,05). De même, les populations 

viables quantifiées par PMA-qPCR et VC quantifiées par dénombrement sur milieux gélosés 
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étaient significativement identique entre les biofilms de la souche sauvage EGD-e et ceux des 

mutants  DSS1130 BFA2, Δlmo2549 et Δlmo2550 (P>0,05).  

 

Les différences de population obtenues entre les 3 méthodes de quantifications (qPCR, 

PMA-qPCR et milieux gélosés) ont permis de montrer la présence de populations VC, VNC 

et mortes dans les biofilms de la souche sauvage EGD-e. Les différences entre les 

quantifications effectuées par PMA-qPCR et celles sur milieux gélosés ont montré la présence 

d’une population VNC alors que les différences entre les quantifications effectuées par qPCR 

et celles par PMA-qPCR ont montré la présence d’une population morte. Il y avait une 

différence (1,29 log UG/ cm
2
) entre la quantification effectuée par PMA-qPCR et le 

dénombrement sur milieux gélosés ce qui montrait la présence d’une population de VNC dans 

les biofilms de la souche sauvage EGD-e. L’écart (1,73 log UG/ cm
2
)
 
entre

 
la quantification 

effectuée par qPCR et par PMA-qPCR a permis de montrer la présence d’une population 

morte. La population de cellules VNC apparaît significativement plus importante dans les 

biofilms des mutants DSS 1130 BFA2, Δlmo2549 et Δlmo2550 que dans les biofilms de la 

souche sauvage (P<0,05). Par contre, la population de cellules mortes était similaire entre les 

biofilms de la souche sauvage EGD-e et ceux des mutants DSS 1130 BFA2, Δlmo2549 et 

Δlmo2550 (P>0,05).  

 

Les populations bactériennes dénombrées par les 3 techniques de quantification dans 

les biofilms de 48 h des mutants complémentés Δlmo2549::pPL2(lmo2549) et 

Δlmo2550::pPL2(lmo2550) étaient en proportion similaire à celles de la souche sauvage 

EGD-e (Annexe 10). 
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Tableau 10 : Quantification des composants de la matrice extracellulaire (ADNe, protéines et glucides) des biofilms de 
48h formés par les mutants  DSS1130 BFA2, Δlmo2549 et Δlmo2550 et la souche sauvage EGD-e cultivés sur acier 
inoxydable à 30°C dans le milieu MCDB 202 . 

Souches ADNe (g/ cm
2
) ± IC 

A
 Protéines (g/ cm

2
) ± IC

 B
 Glucides  (g/ cm

2
) ± IC

 C
 

EGD-e 4,09±0,77 1,56±0,20 
7,63±1,98 

DSS 1130 BFA2 3,48±0,77 0,73±0,20 
7,21±1,98 

Δlmo2549 2,81±0,77 0,61±0,20 
7,71±1,98 

Δlmo2550 2,88±0,77 0,32±0,20 
4,16±1,98 

A
: Intervalle de confiance n=6 

B
: Intervalle de confiance n=10 

C
: Intervalle de confiance n=9 
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 Quantification des composants de la matrice extracellulaire  2.3.4.4

La quantification des composants de la matrice extracellulaire (ADNe, protéines et 

glucides) a permis de montrer que le composé majoritaire était les glucides puis l’ADNe et en 

dernier les protéines pour toutes les souches. Seules les quantités variaient (Tableau 10). Le 

composant majoritaire de la matrice extracellulaire des biofilms de la souche sauvage EGD-e 

était les glucides avec une concentration de 7,63 µg/ cm
2
 suivi de l’ADNe avec une 

concentration de 4,09 µg/cm
2
 puis des protéines avec une concentration de 1,56 µg/ cm

2
. Les 

composants de la matrice extracellulaire des biofilms de la souche DSS1130 BFA2 étaient 

significativement identique de celles de la souche sauvage EGD-e sauf pour les protéines qui 

étaient 2 fois moins concentrées (P<0,05). Le mutant Δlmo2549 avait une quantité de 

glucides similaire à celle de la souche sauvage EGD-e, une quantité d’ADNe similaire à celle 

du mutant Δlmo2550, et une quantité de protéines similaire à celles de la souche DSS1130 

BFA2.  

Pour le mutant Δlmo2550, les quantités de chaque composé étaient significativement 

plus faibles que celles de la souche sauvage EGD-e (P<0,05).  

2.3.5 Résistance des biofilms de 48 h à des flux laminaires 

Dans cette dernière partie, nous avons évalué la population résiduelle (observation et 

viabilité cellulaire) des mutants versus celle de la souche sauvage EGD-e sur l’acier 

inoxydable après le passage d’un flux laminaire pour voir si l’absence ou la présence du 

résidu GlcNac influait sur la persistance des cellules sur les matériaux. 

 Population résiduelle après un flux d’eau laminaire 2.3.5.1

Les populations résiduelles VC, viables et totales sur l’acier inoxydable ont été 

quantifiées après l’application d’un flux d’eau avec une contrainte de 40Pa pour la souche 

sauvage EGD-e et les mutants DSS 1130 BFA2, Δlmo2549 et Δlmo2550 (Figure 44). 
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Figure 44 : Résistance des 
biofilms de 48h des mutants 
DSS1130 BFA2, Δlmo2549 et 
Δlmo2550 et la souche 
sauvage EGD-e cultivés sur 
acier inoxydable à 30°C dans 
le milieu MCDB 202 à un flux 
d’eau à un débit de 40 Pa. A) 
Dénombrement des 
populations résiduelles 
totales, viable et viable 
cultivable. B) Observations 
microscopiques des 
populations résiduelles après 
coloration au Live/Dead® Bac 
Light™. Les barres d’erreur 
représentent l’intervalle de 
confiance. EGD-e : n = 24, 
DSS1130 BFA2, Δlmo2549 et 
Δlmo2550 n = 12.  
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La quantification réalisée par qPCR a montré que la population totale des biofilms de 

la souche sauvage EGD-e n’était pas décrochée par le flux d’eau. Des observations similaires 

ont été faites avec les biofilms du mutant DSS 1130 BFA2 (Figure 44 A). Par contre, il y avait 

une diminution significative (1 log UG/ cm
2
 et 1,69 log UG/ cm

2
) de la population totale pour 

les biofilms des mutants Δlmo2549 et Δlmo2550 (P<0,05). Pour la population viable (VC et 

VNC) du biofilm de la souche sauvage EGD-e, elle n’était pas significativement différente 

avant et après passage du flux d’eau. Des observations similaires ont été faites sur les 

populations viables des biofilms des mutants DSS 1130 BFA2 et Δlmo2549. Par contre, la 

population résiduelle du mutant Δlmo2550 après le passage du flux laminaire contenait une 

population viable significativement inférieure à celle avant passage du flux (perte de 1,28 log 

UG/ cm
2
) (P<0,05). La population VC du biofilm de la souche sauvage EGD-e a diminué de 

0,56 log UFC/ cm
2
. Par contre, les populations VC des biofilms des mutants DSS 1130 BFA2, 

Δlmo2549 et Δlmo2550 ont subi un décrochage significatif avec une baisse de 1 log UFC/ 

cm
2 

pour les mutants DSS 1130 BFA2, Δlmo2549 et de 1,40 log UFC/ cm
2 

pour le mutant 

Δlmo2550.  

 

La différence entre la quantification réalisée par PMA-qPCR et le dénombrement sur 

milieux gélosés a permis de mettre en évidence la présence d’une population VNC dans les 

biofilms résiduels de la souche sauvage EGD-e. Cette proportion de cellules VNC n’est pas 

apparue significativement affectée par le passage du flux d’eau sur les biofilms (P<0,05). Des 

observations similaires ont été faites dans les biofilms résiduels des mutants DSS 1130 BFA2, 

Δlmo2549 et Δlmo2550. De même, la différence entre la quantification réalisée par PMA-

qPCR et par qPCR nous a permis de mettre en évidence la présence d’une population morte 

dans les biofilms résiduels de la souche sauvage EGD-e. Cette population n’a également pas 
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été affectée par le passage du flux d’eau sur les biofilms. Des observations similaires ont été 

faites dans les biofilms résiduels des mutants DSS 1130 BFA2, Δlmo2549 et Δlmo2550.  

 

Les observations microscopiques étaient en accord avec les données de quantification 

(Figure 44 B). L’architecture du biofilm de la souche de référence EGD-e et du mutant DSS 

1130 BFA2, après le passage du flux d’eau, était identique à celle décrite dans le biofilm 

mature initial. Par contre, les populations résiduelles des biofilms des mutants Δlmo2549 et 

Δlmo2550 étaient moins denses après passage du flux d’eau que dans le biofilm initial.  

 

Concernant la viabilité cellulaire, les bactéries viables résiduelles de la souche sauvage 

EGD-e étaient toujours visibles après le passage du flux d’eau dans des proportions égales à 

celles du biofilm initial comme pour le mutant DSS1130 BFA2. Par contre, pour les mutants 

Δlmo2549 et Δlmo2550, nous avons observé qu’il restait principalement que des agrégats de 

cellules mortes et des cellules mortes isolées avec une densité faible de cellules viables isolées 

sur la surface. La partie des cellules viables des micro-colonies du mutant Δlmo2549 a été 

décrochée ainsi qu’une partie des cellules mortes qui composaient également cette structure. Il 

en était de même pour le mutant Δlmo2550. 

 

Les résultats obtenus avec les mutants complémentés Δlmo2549::pPL2(lmo2549) et 

Δlmo2550::pPL2(lmo2550) étaient similaires à ceux de la souche sauvage EGD-e (P>0,05) 

(Annexe 11). 
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Figure 45 : Résistance des 
biofilms de 48h des mutants 
DSS1130 BFA2, Δlmo2549 et 
Δlmo2550 et la souche sauvage 
EGD-e cultivée sur acier 
inoxydable à 30°C dans le milieu 
MCDB 202 à un flux de soude 
(0,05%) à un débit de 40 Pa. A) 
Dénombrement des populations 
résiduelles totales, viables et 
viables cultivables. B) 
Observations microscopiques 
des populations résiduelles 
après coloration au Live/Dead® 
Bac Light™. Les barres d’erreur 
représentent l’intervalle de 
confiance. EGD-e : n = 24, 
DSS1130 BFA2, Δlmo2549 et 
Δlmo2550 n = 12. 
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 Population résiduelle après un flux laminaire couplé à un traitement avec 2.3.5.2

un détergent, la soude 

Afin d’évaluer la résistance à un décrochage mécanique couplé à un traitement 

chimique, les biofilms de 48 h de la souche sauvage EGD-e et des mutants DSS 1130 BFA2, 

Δlmo2549 et Δlmo2550 ont été soumis à un flux laminaire avec une solution de soude à 

0,05% pendant 10 minutes avec une contrainte de 40 Pa (Figure 45). Ensuite, les populations 

résiduelles VC, viables et totales ont été quantifiées (Figure 45A). 

 

La population totale résiduelle pour la souche sauvage EGD-e était significativement 

inférieure à celle de la population dans le biofilm initial (diminution de 1,40 log UG/ cm
2
) ce 

qui était également observé pour les mutants DSS 1130 BFA2, Δlmo2549 et Δlmo2550 

(diminution allant de 1,89 log UG/ cm
2 

à 2,74 log UG/ cm
2
)
 
(p<0,05).  

 

Les populations viables résiduelles (VC et VNC) des biofilms de la souche sauvage 

EGD-e ont également diminué significativement de 1,77 log UG/ cm
2 

comme pour les 

mutants DSS 1130 BFA2, Δlmo2549 et Δlmo2550 (2,43 à 2,93 log UG/ cm
2
) (P<0,05). Cette 

diminution significative a également été observée pour la population VC de la souche sauvage 

EGD-e et pour la souche DSS1130 BFA2 (3,61 à 4,84 log UFC/ cm
2
) (P<0,05). En ce qui 

concerne les mutants Δlmo2549 et Δlmo2550, avec une sensibilité à (2 UFC/Cm
2
), aucune 

bactérie VC n’a été détecté après le passage du flux de soude à un débit de 40 Pa sur l’acier 

inoxydable. Il ne restait que des populations VNC et mortes. 

 

La densité cellulaire des biofilms de la souche de référence EGD-e et du mutant DSS 

1130 BFA2 après le passage du flux de soude était moins importante que pour le biofilm 

initial avec la présence principalement de cellules mortes isolées réparties sur toute la surface 



256 

 

  



257 

 

et la présence de quelques cellules viables isolées (Figure 44B). Pour les mutants Δlmo2549 et 

Δlmo2550, il y avait beaucoup moins de cellules adhérentes après le passage du flux de soude, 

il s’agissait surtout de cellules mortes isolées.  

 

Les résultats obtenus avec les mutants complémentés Δlmo2549::pPL2(lmo2549) et 

Δlmo2550::pPL2(lmo2550) étaient similaires à ceux de la souche sauvage EGD-e (P>0,05) 

(Annexe 11). 

2.4 Discussion 

Dans ces travaux, nous avons étudié l’impact de l’absence de résidu GlcNAc des acides 

téichoïques sur l’adhésion, la formation et le détachement des biofilms de L. monocytogenes 

sur acier inoxydable. Pour cela, le comportement de deux mutants obtenus par mutagenèse 

dirigée des gènes lmo2549 et lmo2550, et d’un mutant porteur d’une mutation ponctuelle du 

gène lmo2550 ont été étudiés versus la souche sauvage EGD-e.  

 

Dans un premier temps, nous avons mis en évidence que l’ensemble des souches 

étudiées avait un caractère hydrophile dans le milieu de culture MCDB 202. Ces observations 

étaient en accord avec les travaux de Briandet, et al. (1999) qui ont montré que la souche 

ScottA (sérotype 4b) avait un caractère hydrophile plus ou moins marqué en fonction du pH 

du milieu de culture utilisé. Pour les mutants Δlmo2549, Δlmo2550 et DSS 1130 BFA2, la 

perte du résidu GlcNAc des acides téichoïques pariétaux a entraîné une augmentation du 

potentiel hydrophile par rapport à la souche sauvage EGD-e. Cela peut s’expliquer puisque 

comparativement au glucose (Glc), le N-acétylglucosamine (GlcNAc) est modifié sur le 

carbone 2 où la fonction alcool est remplacée par un groupement N-acétyl constitué d'une 

fonction amide et du squelette de l'acide acétique. Cette fonction amide confère une nature 

plus hydrophobe au GlcNAc. Nos résultats sont donc en accord avec ces propriétés puisque la 
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souche sauvage porteuse du résidu GlcNAc sur ces acides téichoïques apparait moins 

hydrophile que les mutants dépourvus de GlcNAc. Ces propriétés hydrophobes/hydrophiles 

des surfaces bactériennes ont un rôle essentiel dans l’adhésion bactérienne en milieu aqueux. 

Plus une bactérie est hydrophobe, mieux celle-ci adhère aux surfaces hydrophobes. 

Inversement, sur des surfaces hydrophiles, les bactéries hydrophiles présentent une meilleure 

adhésion. Une autre propriété importante dans le mécanisme d’adhésion est la charge 

électrique sur la surface bactérienne. L’ensemble des souches de L. monocytogenes étudiées 

avait une charge négative élevée dans le milieu de culture pauvre MCDB 202, et une mobilité 

électrophorétique à pH 7 identique à celle obtenue par Briandet, et al. (1999) (-3 µm / s/ V/ 

cm) avec la souche ScottA cultivée dans un milieu de culture TSYE avec du glucose. La 

charge bactérienne est attribuée aux constituants de la paroi cellulaire (par exemple, les 

phosphates, les groupements carboxylates, et les protéines) (Pelletier, et al., 1997). Les acides 

téichoïques étant un constituant majeur de la paroi cellulaire des bactéries Gram positif, ils 

sont responsables en grande partie de la charge négative mesurée sur les souches de L. 

monocytogenes (Neuhaus et Baddiley, 2003). L’absence de GlcNAc sur ces acides 

téichoïques n’a pas modifié la charge bactérienne des mutants étudiés ce qui s’explique car le 

GlcNAc n’est pas porteur de charge électrique. Les observations réalisées en microscopie 

électronique à transmission n’ont révélé aucun impact de l’absence de résidu GlcNAc sur la 

morphologie bactérienne ni sur la division cellulaire dans le milieu MCDB 202 ce qui était en 

accord avec les observations des mutants Δlmo2549 et Δlmo2550 par microscopie en 

contraste de phase réalisées par Eugster, et al. (2011). Il en est de même pour la croissance et 

la viabilité cellulaire qui était similaire entre les mutants et la souche sauvage EGD-e et nous 

avons également montré qu’un changement de température de culture et de nature du matériau 

n’a pas affecté la composition polysaccharidique de la matrice extracellulaire des biofilms de 

L. monocytogenes ce qui n’avait pas encore été démontré dans d’autres travaux.  
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En lien avec les propriétés de surface, nous avons observé une population adhérente (t = 3 h et 

6 h) à l’acier inoxydable (caractérisé comme une surface hydrophobe, Annexe 12) moins 

importante pour les mutants Δlmo2549, Δlmo2550 que pour la souche sauvage EGD-e. Par 

contre, ces observations n’ont pas été confirmées avec le mutant DSS 1130 BFA2 qui avait 

une population adhérente similaire à la souche sauvage EGD-e ce qui peut s’expliquer car 

d’autres facteurs peuvent influer l’adhésion bactérienne. Les observations microscopiques en 

coloration Live/Dead® Bac Light™ des populations adhérentes après 3 h d’incubation ne 

permettaient pas de faire une distinction entre les cellules viables et les cellules mortes. Des 

quantifications réalisées par PMA-qPCR et qPCR des populations viables et totales (t = 3 h) 

nous ont permis de confirmer que les proportions de cellules mortes étaient identiques dans 

l’ensemble des conditions alors que les proportions de cellules VNC étaient significativement 

plus importantes pour les mutants Δlmo2549, Δlmo2550 par rapport au mutant DSS1130 

BFA2 et à la souche sauvage EGD-e (Annexe 13). Par contre, il n’y avait plus de différence 

de population bactérienne VC entre toutes les souches étudiées pour les biofilms de t = 24 h, 

30 h et 48 h. Ces résultats indiquent donc qu’une adhésion réduite n’est pas forcément 

synonyme d’une capacité réduite à former des biofilms. En effet, la formation des biofilms 

n’est pas inhérente aux cellules initialement adhérées mais est le résultat d’une adhésion 

perpétuelle des bactéries tout au long de la vie du biofilm. En plus des cellules VC, les 

quantifications des populations viables par PMA-qPCR et totales par qPCR des biofilms de 

48 h ont révélé que les mutants dépourvu de subsitution GlcNac comporté une population plus 

importante de cellules VNC par rapport à la souche sauvage. En revanche, la proportion de 

cellules morte apparaissait similaire entre les mutants Δlmo2549, Δlmo2550 et DSS1130 

BFA2 et la souche sauvage EGD-e. Lors de l’analyse des composants de la matrice 

extracellulaire, pour toutes les souches étudiées, le composé majoritaire était les glucides 

ensuite l’ADNe et enfin les protéines. Par contre, les quantifications d’EPS ont mis en  
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évidence une sous-production des composants de la matrice extracellulaire par les mutants 

Δlmo2549, Δlmo2550 et DSS1130 BFA2 versus la souche sauvage EGD-e avec une quantité 

de protéine extracellulaire diminuée pour l’ensemble des mutants, ainsi que d’ADNe pour les 

mutants Δlmo2549, Δlmo2550 et de glucides pour le mutant Δlmo2550. Il a souvent été 

rapporté que les glucides étaient les EPS majoritaires de la matrice extracellulaire de la 

plupart des biofilms bactériens (Kumar et Anand, 1998, Branda, et al., 2005) alors que pour 

d’autre études ce sont les protéines qui constituaient la classe majeure (Nielsen, et al., 1997, 

Jahn, et al., 1999). Il y a très peu d’études quantitatives sur Listeria. A l’heure actuelle, seuls 

les travaux de Combrouse, et al. (2013) ont mis en évidence que les quantités d’EPS 

dépendaient du milieu de culture et des souches étudiées. Les autres études n’ont pas utilisé le 

même mode opératoire (milieu de culture, temps d’incubation des biofilms, méthodes de 

quantification…) 

 

Les observations de l’architecture des biofilms par microscopie en épifluorescence et 

par microscopie électronique à balayage ont montré que l’absence du résidu GlcNAc 

modifiait l’architecture des biofilms à partir de 24 h d’incubation en favorisant l’apparition de 

micro-colonies et d’amas cellulaires par rapport au tapis cellulaire de la souche sauvage EGD-

e. Des observations similaires ont été faites en microscopie confocale par Danese, et al. 

(2000) sur des mutants d’Escherichia coli K-12 inactivés dans leur voie de biosynthèse de 

l’acide colanique, un EPS majeur de cette bactérie. Par contre, il n’y a pas d’études similaires 

de l’adhésion à la formation d’un biofilm pour des mutants de L. monocytogenes. 

 

Suite à cette caractérisation, la résistance des biofilms mutants a été évaluée face à un 

flux d’eau avec un débit de 40Pa. Le premier résultat important était la résistance des biofilms 



264 

 

  



265 

 

mutants DSS1130 BFA2, Δlmo2549 et Δlmo2550 ont subi une diminution significative de leur 

population VC. Cette diminution de la population VC a été accompagnée d’une augmentation 

significative de la proportion de VNC suggérant que la population VC aurait adaptée sa 

viabilité fasse au stresse mécanique et chimique. Peu de résultats similaires ont été rapportés 

dans la littérature sur les biofilms et les cellules bactériennes adhérentes de L. monocytogenes. 

Seuls des travaux utilisant des cellules à écoulement radial circulaire ont été rapportés. Perni, 

et al. (2007) ont ainsi montré que des cellules de L. monocytogenes après 24 h d’adhésion à 

30°C à l’acier inoxydable 316L pouvaient être éliminées par l'application d'une contrainte de 

cisaillement entre 52 et 101 Pa. Plus récemment, Giao et Keevil (2013) ont mis en évidence 

que des biofilms de 24 h formés par la souche de L. monocytogenes NCTC 13372 (sérotype 

1/2c) à 22°C sur de l’acier inoxydable AISI 316 L et soumis à un flux laminaire de 1,62.10
-6

 

m
3
/ s de 10 min étaient décrochés pratiquement en totalité. Pour l’ensemble de ces études, les 

populations VNC et mortes n’ont pas été étudiées. Il est à noter que les forces que nous avons 

appliquées dans notre étude reflètent les conditions rencontrées dans les industries agro-

alimentaires. En effet, les contraintes de cisaillement dans les industries sont pour la plupart 

en dessous de 20 Pa dans les tuyaux, jusqu'à 100 Pa dans des échangeurs à plaques, et parfois 

plus dans des domaines spécifiques tels que les pompes centrifuges. Plus largement, il a été 

mis en évidence que des sprays à haute pression (17,2 bar) se sont avérés capable de détacher 

les biofilms de P. aeruginosa, avec une baisse de 2 log UFC (Gibson, et al., 1999). Un autre 

travail sur des spores de Bacillus a mis en évidence que des forces de cisaillement de 500 Pa 

décrochaient moins de 90% des spores adhérents (Faille, et al., 2013). 

 

Nous pouvons émettre l'hypothèse que la résistance plus faible au décrochage 

observée pour les mutants dépourvus de GlcNAc pourrait être le résultat des forces  
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d’interaction entre les cellules et l’acier inoxydable plus faibles comme nous avons montré 

que l’adhésion était moins importante pour les mutants que pour la souche sauvage EGD-e.  

En effet, il est admis que plusieurs facteurs dont les propriétés de surface cellulaire (Fang, et 

al., 2000, Sheng, et al., 2007, Deupree et Schoenfisch, 2008), les propriétés de la surface 

d’adhésion (Briandet, et al., 1999, Faille, et al., 2010), le conditionnement de surface 

(Busscher, et al., 2008), et la force ionique (Xiaoxia, et al., 2006) interviennent dans 

l’adhésion bactérienne. Il est également intéressant de noter que, dans ce travail, les coupons 

contaminés n’étaient pas séchés à l'air avant les procédures de décrochage, ce qui aurait pu 

expliquer en partie la résistance élevée des cellules au détachement. En effet, un travail 

antérieur sur L. monocytogenes de Giao et Keevil (2013) a montré que les biofilms 

déshydratés étaient légèrement plus résistants aux flux turbulents (détachement 83%) que 

quand ils étaient humides (décrochement totale). Une autre explication pourrait être la 

topographie de l’acier inoxydable que nous avons utilisé. En effet, l’acier inoxydable 316 L 

est connu pour présenter des crevasses caractéristiques qui pourraient fournir une protection 

contre les forces exercées lors du décrochage. Les observations effectuées en microscopie à 

balayage ont permis de confirmer la présence de ces crevasses. Une autre hypothèse serait le 

rôle de la matrice extracellulaire qui a des fonctions dans la cohésion du biofilm bactérien et 

la protection des cellules bactériennes face aux agressions de l’environnement. Du fait de la 

sous production de protéines et d’ADNe dans la matrice extracellulaire des biofilms de 48 h 

des mutants DSS1130 BFA2, Δlmo2549 et Δlmo2550, il nous est possible de faire l’hypothèse 

que cette sous-production de matrice extracellulaire fragiliserait les biofilms entraînant un 

décrochage accru des cellules face aux flux d’eau.  

 

Par contre, il est clair qu’une action mécanique exercée par un flux d’eau est loin de 

décrocher les biofilms dans leur totalité. Nous avons ajouté une action chimique à l’action  
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mécanique du flux ce qui a joué un rôle essentiel dans l'élimination des cellules VC mais qui a 

favorisé l’apparition de cellules VNC. Ce phénomène a été fortement accentué chez les 

mutants dépourvus de GlcNAc. Faille, et al. (2013) ont mis en évidence qu’avec un 

décrochage à 4 Pa, l'utilisation de soude à 0,5% a permis d’éliminer jusqu'à 99% des spores de 

Bacillus. Cependant, aucune quantification des cellules VNC n’a été réalisée dans ces études. 

Nous aurions pu tirer des conclusions similaires par rapport à nos travaux puisque avec les 

mutants Δlmo2549 et Δlmo2550, 99% des cellules VC étaient éliminés par le flux de soude. 

Or, les proportions de cellules VNC ont révélé qu’en réalité, seulement 30,73% et 29,37% des 

cellules viables (VC + VNC) étaient décrochées après traitement. Ce n’est pas la première 

fois que de telles observations sont faites pour d’autres bactéries. Duffy et Dykes (2009) ont 

ainsi mis en évidence qu’à partir d’un coupon d’acier initialement contaminé avec 10
7
 UFC/ 

ml de Campylobacter jejuni, aucune cellule VC n’était dénombrée après 20 jours d’incubation 

alors que 3,5 log UFC/ cm
2 

de cellules VNC avaient adhéré. Cette meilleure adhésion des 

cellules VNC de C. jejuni serait dû à l’expression constitutive du gène cadF codant une 

protéine de la membrane externe responsable de la liaison des fibronectines et intervenant 

dans l’adhésion et la formation des biofilms aux surfaces inertes (Sulaeman, et al., 2012, 

Patrone, et al., 2013). De même, Signoretto, et al. (2004) ont mis en évidence que l'adhésion 

des cellules VNC d’E. faecalis au plancton était un mécanisme important pour sa persistance 

dans les milieux aquatiques. Cette conclusion est également étayée par une étude montrant 

que des cellules métaboliquement actives mais non cultivables par des techniques classiques 

de dénombrement sur milieu gélosé (limite de détection de 1,3 log UFC/ cm
2
) sont restées 

attachées à des coupons d’acier inoxydable après un vortexage avec des billes (Giaouris, et 

al., 2005).  
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2.5 Conclusion 

Dans nos travaux, nous avons mis en évidence que la perte de la fonction GlcNAc 

entraînait une diminution de l’adhésion bactérienne à l’acier inoxydable à cause d’un 

changement du caractère hydrophile des parois bactériennes mais la différence de population 

n’était plus visible sur les populations bactériennes des biofilms de 48 h. Il y a eu un 

changement dans l’architecture des biofilms de 48 h avec l’apparition de micro-colonies ou 

d’agrégats pour les mutants dépourvus de GlcNAc. Il faut également noter que ces biofilms de 

48 h étaient plus sensibles à un décrochage sous flux d’eau exercé à une pression de 40 Pa en 

raison du caractère moins hydrophile des mutants, de la présence de micro-colonies ainsi que 

d’une sous-production de la matrice extracellulaire. Afin de résister au stress dû à une action 

mécanique et/ou chimique, L. monocytogenes a adopté un état VNC qui était accentué chez 

les mutants dépourvus de GlcNAc.  
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Chapitre 3. Etude de la capacité de formation de biofilms par 

des souches de Listeria monocytogenes de sérotype 1/2a affectées 

dans leurs voies de biosynthèse de l’acide téichoïque  

 

3.1 Introduction 

Dans les chapitres précédents, nous avons mis en évidence que la non ramification de 

l’acide téichoïque avec du GlcNAc avait un impact sur le caractère hydrophile, l’adhésion 

bactérienne, l’architecture du biofilm et sa sensibilité à être décroché par un flux. De plus, les 

cellules des mutants avaient plus tendance à adopter un état VNC lors d’une action mécanique 

couplée à une action chimique. Il est apparu intéressant pour compléter ces travaux sur le rôle 

des exopolysaccharides dans la matrice extracellulaire, d’étudier des mutants inactivés dans la 

voie de biosynthèse des acides téichoïques. Les travaux portant sur ces mutants ne se sont pas 

intéressés aux biofilms bactériens (Dubail, et al., 2006, Eugster et Loessner, 2012).  

 

L’objectif de ce travail a été d’étudier l’impact d’une sous-expression d’acides téichoïques 

dans des souches de sérotype 1/2a, de l’adhésion à la formation et au détachement des 

biofilms de L. monocytogenes sur acier inoxydable à 30°C dans le milieu pauvre MCDB 202.  

 

Pour cela, nous avons travaillé avec la souche de référence Listeria monocytogenes EGD-

e et avec quatre mutants de la souche de référence inactivés dans leur voie de biosynthèse des 

acides téichoïques qui ont été demandés auprès d’équipes de recherche (Dubail, et al., 2006, 

Eugster et Loessner, 2012). Un premier mutant, EGD-eΔlmo2537/pLiv-lmo2537, était délété 
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du gène lmo2537, codant pour une UDP-GlcNAc 2-épimérase intervenant dans la formation 

de l'unité de liaison entre le peptidoglycane et la chaîne principale de poly(ribitol phosphate) 

de l’acide téichoïque (Dubail, et al., 2006). Trois mutants ont été étudiés : un mutant porteur 

d’une double délétion des gènes tagO1 et tagO2 (EGD-eΔtagO1ΔtagO2 ::pLIV2(tagO1)) 

intervenant dans la formation d'un décaprényl-diphospho-N-acétylglucosamine également 

nécessaire à la formation de l'unité de liaison entre le peptidoglycane et la chaîne principale 

de poly(ribitol phosphate) de l’acide téichoïque et deux mutants simples (EGD-e ΔtagO1, 

EGD-e ΔtagO2) (Eugster et Loessner, 2012). L’absence d’acides téichoïques ayant été 

caractérisée par les équipes de recherche comme létale pour L. monocytogenes, les gènes 

lmo2537 et tagO1 tagO2 ont été placés sous le contrôle d’un promoteur inductible à 

l’isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside (IPTG) afin de contrôler leur expression.  

 

Dans une étude préliminaire, nous avons confirmé que les mutants ne synthétisaient pas 

d’acides téichoïques dans nos conditions expérimentales en quantifiant le ribitol pariétal. 

Nous avons décidé de quantifier le ribitol car c’est une molécule spécifique de l’acide 

téichoïque.  

 

Ensuite, nous avons évalué l’impact des mutations sur les propriétés de surface de L. 

monocytogenes par mesure du caractère hydrophobe/hydrophile et du potentiel 

électrostatique. Des observations de la morphologie bactérienne ont été réalisées par 

microscopie électronique en transmission. Après avoir confirmé la viabilité des mutants dans 

le milieu de culture pauvre MCDB 202, nous avons étudié la population bactérienne de 

l’adhésion à la formation des biofilms par microscopie en épifluorescence et par 

dénombrement des populations VC sur milieux gélosés.  
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Tableau 11 : Souches bactériennes étudiées. 

Souches Abréviations Caractéristiques Références 

EGD-e  EGD-e Souche sauvage, séroytpe 1/2a (Glaser, et al., 2001) 

EGDeΔtagO1 ΔtagO1 EGD-eΔlmo0959; EGD-e portant 

une délétion chromosomique de 

lmo0959 

(Eugster, et al., 2011) 

EGDeΔtagO2 ΔtagO2 EGD-eΔlmo2519; EGD-e portant 

une délétion chromosomique de 

lmo2519 

(Eugster, et al., 2011) 

EGDeΔtagO1ΔtagO2::pLIV2(tagO1) ΔtagO1tagO2 Double mutant EGD-e délété de 

ΔtagO1 (lmo0959) et ΔtagO2 

(lmo2519) et complétée par 

pLIV2 (tagO1), exprimant tagO1 

sous le contrôle d'un promoteur 

inductible à l'IPTG; Cmr 

(Eugster, et al., 2011) 

EGD-eΔlmo2537/pLiv-lmo2537 Δlmo2537 Mutant EGD-e délété du gène 

lmo2537 et complétée par pLiv 

(lmo2537), exprimant lmo2537 

sous le contrôle d'un promoteur 

inductible à l'IPTG; Emr; Cmr; 

Kmr. 

(Dubail, et al., 2006) 

 

 

Figure 46 : Conditions de culture de la souche sauvage EGD-e et des mutants Δlmo2537, ΔtagO1tagO2, ΔtagO1 et 
ΔtagO2. 

1 
: (+) Culture avec IPTG, 

2
: (-) : Culture sans IPTG. 
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Ensuite, nous avons étudié plus en détails les biofilms de 48 h par différentes techniques 

(microscopie électronique à balayage, dénombrement sur milieux gélosés, qPCR, PMA-

qPCR, quantification des EPS). Suite à cette caractérisation, la résistance des biofilms 

statiques de 48 h a été évaluée après l’application d’un flux d’eau ou de soude appliquée à une 

contraite de 40 Pa par quantification des populations résiduelles des biofilms.  

3.2 Matériel et méthodes 

3.2.1 Souches et conditions de culture 

Les souches étudiées sont listées dans le tableau 11. Les cellules bactériennes ont été 

conservées dans du bouillon BCC supplémenté en glycérol (18% v/v) à -20°C.  

 Pré-culture des mutants EGD-eΔtagO1, EGD-eΔtagO2 et de la souche sauvage 3.2.1.1

EGD-e.  

Les mutants EGD-e ΔtagO1 (ΔtagO1) et EGD-e ΔtagO2 (ΔtagO2) ont été cultivés de 

façon identique à la souche sauvage EGD-e (Figure 46). Après décongélation à 30°C pendant 

10 min des cryotubes contenant les souches, 20 l des cultures ont été transférés dans 30 ml 

de bouillon TSBYe puis incubés à 30°C pendant 24 h sous agitation rotative (200 tr/min). Les 

suspensions ont été diluées au 1/10
ème

 dans du bouillon TSBYe puis incubées à 30°C pendant 

24 h sous agitation (200 tr/ min). Les cultures ont été centrifugées à 5000g pendant 10 min 

puis lavées avec du milieu MCDB 202 pour éliminer toutes traces du bouillon TSBYe. Les 

cultures ont de nouveau été centrifugées à 5000g pendant 10 min puis le culot a été 

resuspendu dans du milieu MCDB 202.  



278 

 

  



279 

 

 Pré-culture des mutants EGD-eΔlmo2537/pLiv-lmo2537 et EGD-3.2.1.2

eΔtagO1tagO2 ::pLIV2(tagO1) 

La réalisation des précultures des mutants EGD-eΔlmo2537/pLiv-lmo2537 (Δlmo2537) et 

EGD-eΔtagO1tagO2::pLIV2(tagO1) (ΔtagO1tagO2) est schématisée dans la figure 46. Vingt 

microlitres de culture des mutants Δlmo2537 et ΔtagO1tagO2, décongelés pendant 10 min à 

30°C, ont été transférés dans 30 ml de bouillon TSBYe, qui ont été préincubés à 30°C, 

supplémentés en Isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside (IPTG) à 1 mM (Sigma-Aldrich, St 

Louis, USA) et en chloramphénicol (Cm) à 10 µg/ ml (Sigma-Aldrich, St Louis, USA) et 

incubés pendant 24 h à 30°C sous agitation à 200 tr/ min. Les cultures ont ensuite été 

centrifugées à 5000g pendant 10 min et les culots ont été repris avec 30 ml de bouillon 

TSBYe. La manipulation a été répétée une seconde fois puis les culots ont été remis en 

suspension dans 30 ml de bouillon TSBYe. 

  

L’induction de l’expression des acides téichoïques a été faite en diluant au 1/10
ème

 les 

deux mutants dans du bouillon TSBYe supplémenté avec du Cm (10 µg/ ml) et de l’IPTG (1 

mM).   

La répression de l’expression des acides téichoïques a été faite en diluant au 1/10
ème

 le 

mutant Δlmo2537 dans du bouillon TSBYe supplémenté avec du Cm (10 µg/ ml) et dans du 

bouillon TSBYe sans antibiotique pour le mutant ΔtagO1tagO2.  

 

Les cultures ont ensuite été incubées à 30°C sous agitation (200 tr/ min). Après 24 h 

d’incubation, les cultures ont été centrifugées (5000g, 10 min) puis lavées avec du milieu 

MCDB 202 pour éliminer toute trace du bouillon TSBYe. Les cultures ont de nouveau été 

centrifugées à 5000g pendant 10 min puis le culot a été resuspendu dans du milieu MCDB 

202 supplémenté ou non avec les antibiotiques appropriés.  
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3.2.2 Etude des bactéries en culture planctonique 

 Quantification du ribitol pariétal 3.2.2.1

A partir des suspensions des mutants Δlmo2537 et ΔtagO1ΔtagO2 dans le milieu 

MCDB 202, des suspensions bactériennes de 30 ml ajustées à 10
7
 UFC/ ml ont été réalisées 

dans du milieu MCDB 202 après lecture de la DO (DO620nm = 0,15 = 10
8
 UFC/ ml). Elles ont 

été ensemencées sur milieux gélosés TSAYe supplémentés ou non en Cm (10 µg/ ml) et IPTG 

(1mM) à l’aide d’un ensemenceur spirale puis un dénombrement a été effectué après 24 h 

d’incubation à 30°C. Les cultures ajustées à 10
7
 UFC/ ml ont été incubées sous agitation à 

30°C. Après 3 h et 48 h d’incubation, les cultures bactériennes ont été centrifugées à 6000g 

pendant 10 min. Les culots cellulaires ont été lavés 3 fois avec de l’eau distillée stérilisée, 

puis les cellules ont été lyophilisées. Deux milligrammes de cellules ont été pesés puis 20µl 

d’étalon interne standard (Inositol à 180 µg/100 µl) et 100 µl d’acide hydrofluorique (HF) ont 

été ajoutés à l’échantillon puis incubés à 4°C pendant 48 h afin d’hydrolyser les liaisons 

phosphodiesters. Le ribitol et l’inositol ont été identifiés par la technique de GC-MS en tant 

qu’alditol acétates suivant le protocole décrit dans le paragraphe 1.2.4.1. La quantification de 

ribitol a été réalisée en établissant un rapport avec l’étalon interne.  

 Caractérisations cellulaires des mutants  3.2.2.2

Les mesures du caractère hydrophobe/hydrophile, du potentiel électrostatique et les 

observations de la morphologie bactérienne ont été réalisées comme décrit dans les 

paragraphes 2.2.2.2, 2.2.2.3 et 2.2.2.4.  

 Cinétique de la croissance bactérienne en culture planctonique 3.2.2.3

La cinétique de croissance bactérienne en culture planctonique a été réalisée comme 

décrit dans le paragraphe 2.2.2.5.  
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Tableau 12 : Conséquence de l'expression des gènes lmo2537 et tagO1 tagO2 sur la quantité d’acides téichoïques 
pariétaux après 3h et 48h d’incubation dans du milieu MCDB 202 à 30°C.  

Souches 

Quantité de ribitol (µg/mg de cellules1) ± IC2 

3h 48h 

Sans IPTG Avec IPTG Sans IPTG Avec IPTG 

EGD-e 16,84 ± 4,16 ND 8,11 ± 4,16 ND 
Δlmo2537 1,53 ± 5,8 20,23 ± 5,8 0,27 ± 5,8 9,20 ± 5,8 
ΔtagO1tagO2 ND ND 5,00 20,0 

 
1: Poids sec des cellules lyophilisées                                                                                                   
2: Intervalle de confiance calculé sur trois mesures indépendantes obtenues à partir d'une 
même préparation de cellules lyophilisées 
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3.2.3 Etude de la formation des biofilms et de leurs résistances à un flux laminaire 

Les protocoles utilisés pour l’étude de l’adhésion à la formation des biofilms bactériens 

sont ceux décrits dans les paragraphes 2.2.3.4, 2.2.3.5, 2.2.3.6 et 2.2.4 ainsi que le paragraphe 

2.2.5 pour l’application d’un flux laminaire à un débit de 40Pa.  

3.3 Analyses statistiques 

Des analyses de variance ont été effectuées pour déterminer les différences significatives. 

Tous les calculs ont été traités avec le logiciel Statgraphics centurion XVI (Sigma plus, Paris, 

France). La signification statistique a été évaluée à P < 0,05 avec P la probabilité limite sous 

l’hypothèse nulle.  

3.4 Résultats 

3.4.1 Caractérisations phénotypiques des bactéries 

 Quantification du ribitol pariétal 3.4.1.1

Le rôle des gènes lmo2537, tagO1 et tagO2 dans la synthèse des acides téichoïques a 

été confirmé par la détermination des quantités de ribitol présent dans les parois des mutants 

et de la souche sauvage EGD-e (tableau 12). Après une incubation de 3 h dans le milieu 

MCDB 202, la souche sauvage EGD-e contenait 16,84 µg de ribitol par milligramme de 

cellules. En présence de l’inducteur IPTG, la quantité de ribitol pariétal du mutant Δlmo2537 

était similaire à celle de la souche sauvage EGD-e (20,23 µg par mg de cellules). Par contre, 

en l’absence de l’inducteur IPTG, une diminution significative des quantités de ribitol pariétal 

du mutant Δlmo2537 a été observée (1,53 µg/mg de cellules) (p<0,05).  

 

 Les quantités de ribitol pariétal ont diminué de moitié dans la souche sauvage EGD-e 

comme pour le mutant Δlmo2537 en présence de l’inducteur IPTG entre les analyses après 3 h 
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Figure 47 : Affinité à l’hexadécane des mutants Δlmo2537,  ΔtagO1tagO2,  ΔtagO1,  ΔtagO2 cultivés avec (+) ou sans (-) 
IPTG dans le milieu MCDB 202 après 3h d’incubation à 30°C (n = 3). 

 

Tableau 13 : Mobilité électrophorétique et potentiel zéta à pH 7 des mutants Δlmo2537,  ΔtagO1tagO2,  ΔtagO1,  
ΔtagO2 cultivés avec (+) ou sans (-) IPTG dans le milieu MCDB 202 après 3h d’incubation à 30°C (n = 3). 

Souches 
Mobilité électrophorétique 

(µm/s/V/cm) 
Ecart 
type 

Potentiel zéta 
(mV) 

Ecart type 

EGD-e -2,86 0,08 -38,99 0,96 
ΔtagO1tagO2 (+) -2,59 0,12 -33,51 0,39 
ΔtagO1tagO2 (-) -2,61 0,07 -35,58 0,97 
ΔtagO1 -2,9 0,07 -39,61 0,92 
ΔtagO2 -2,69 0,11 -37,04 0,29 
Δlmo2537 (+)  ND1 ND ND ND 
Δlmo2537 (-) ND ND ND ND 
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d’incubation et celles après 48 h d’incubation. Par contre, en l’absence de l’inducteur IPTG, la 

quantité de ribitol pariétal était proche de 0 pour le mutant Δlmo2537. Des observations 

similaires, après 48 h d’incubation, ont été faites avec le mutant ΔtagO1tagO2 avec 4 fois 

moins de ribitol en l’absence de l’inducteur IPTG versus en présence de l’inducteur IPTG. 

 Mesure du caractère hydrophobe/hydrophile des surfaces bactériennes 3.4.1.2

Le caractère hydrophobe/ hydrophile des cultures bactériennes a été mesuré sur des 

cultures planctoniques des souches mutantes Δlmo2537 et ΔtagO1tagO2 cultivées en 

présence ou en l’absence de l’inducteur IPTG ainsi que pour les simples mutants ΔtagO1et 

ΔtagO2 et la souche sauvage EGD-e (Figure 47). L’affinité à l’hexadécane de la souche 

sauvage EGD-e était de 0% à t = 0 et de 88,37 % après 180 secondes d’agitation (-R0 = -

0,28). Pour le mutant Δlmo2537 cultivé en présence de l’inducteur IPTG, l’affinité au solvant 

augmentait, de façon similaire à la souche sauvage EGD-e, avec un passage de 0% à t = 0 à 

68,46 % après 180 secondes d’agitation (-R0 = -0,90). Par contre, en l’absence de l’inducteur 

IPTG, l’affinité du mutant Δlmo2537 à l’hexadécane restait faible (0% à t = 0 à 8,42 % après 

180 secondes d’agitation) (-R0 = -0,28). Le mutant ΔtagO1tagO2 avait une faible affinité à 

l’hexadécane qu’il soit cultivé en présence ou non de l’inducteur IPTG (-R0 = -0,18 et -0,14). 

Pour les mutants ΔtagO1 et ΔtagO2, l’affinité au solvant était faible (-R0 = -0,17 et -0,40).  

 Mesure du potentiel électrostatique 3.4.1.3

La charge électrique des cellules bactériennes a été caractérisée par le potentiel zéta. La 

mobilité électrophorétique de la souche sauvage EGD-e ainsi que les simples mutants ΔtagO1 

et ΔtagO2 indiquaient un caractère négatif à pH=7 avec des valeurs légèrement plus basses (-

35,58 mV et – 33,51 mV) pour le mutant ΔtagO1tagO2 cultivé en présence ou en absence de 

l’inducteur IPTG (Tableau 13). 
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Figure 48 : Observations par microscopie électronique en transmission des mutants Δlmo2537,  ΔtagO1tagO2,  ΔtagO1,  
ΔtagO2 cultivés avec (+) ou sans (-) IPTG dans le milieu MCDB 202 après 3h d’incubation à 30°C. 

 

 

 

Figure 49 : Suivi de croissance des cultures planctonique des mutants Δlmo2537,  ΔtagO1ΔtagO2 cultivés dans 
le milieu MCDB 202 avec (+) ou sans (-) IPTG. (EGD-e : n = 10, Δlmo2537 (+) et (-) n = 8, ΔtagO1tagO2  (+) et (-), 
ΔtagO1 et ΔtagO2 n = 3).  
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 Morphologie des cellules bactériennes 3.4.1.4

La morphologie des mutants a été comparée à celle de la souche sauvage EGD-e par 

microscopie électronique en transmission (Figure 48). Les cellules de la souche sauvage 

étaient des bacilles de 2 µm de long et 0,67 µm de large avec la présence d’un septum et une 

paroi cellulaire lisse, rigide et régulière. Lorsqu'il était cultivé en présence de 1 mM de 

l’inducteur IPTG, le mutant Δlmo2537 avait une morphologie similaire à la souche sauvage 

EGD-e. Par contre, en l'absence de l'inducteur IPTG, ce même mutant avait une morphologie 

modifiée avec une forme de bacilles de différente taille qui ont une paroi cellulaire irrégulière 

et comme « ramollie », et de nombreuses bactéries vraisemblablement bloquées au cours de la 

division cellulaire. Des observations similaires ont été faites avec le double mutant 

ΔtagO1tagO2 cultivé en l’absence de l’inducteur IPTG. Cependant, il semble que les cultures 

de ce mutant en présence d’IPTG ne restaurent pas le phénotype sauvage. Les mutants 

ΔtagO1 et ΔtagO2 avaient une morphologie cellulaire similaire à celle de la souche sauvage 

EGD-e. 

3.4.2 Suivi de croissance bactérienne 

Un suivi de croissance a été réalisé par dénombrement sur milieux gélosés des cultures 

planctoniques ajustées à 10
7 

UFC/ ml dans le milieu MCDB 202 à 30°C pendant 48 h (Figure 

49). L’ensemble des souches est restés viable cultivable dans le milieu de culture durant les 

48 h. La population bactérienne de la souche sauvage EGD-e a augmenté de 1,77 log UFC/ ml 

entre t = 0 et t = 24 h, et ensuite la population était restée à niveau constant jusqu’à t = 48 h. 

Une augmentation significative d’1 log UFC/ ml de la population du mutant Δlmo2537 

cultivée en présence et en l’absence de l’inducteur IPTG a également été observée entre t = 0 

et t = 24 h. En l’absence de l’inducteur IPTG, la population du mutant Δlmo2537 était 

significativement plus faible que la population de la souche sauvage EGD-e à t = 24 h. 
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Figure 50 : Cinétique de formation des biofilms mutants Δlmo2537,  ΔtagO1tagO2,  ΔtagO1,  ΔtagO2 cultivés en présence (+) ou en l’absence (-) d’IPTG et de la souche sauvage EGD-e 
cultivés sur acier inoxydable dans le milieu MCDB 202 à 30°C durant 48h A) Dénombrement sur milieux gélosés de la population de cellules viables cultivables à t= 3 h ; 6 h, 24 h, 30 h et 48 
h B) Observations par microscopie en épifluorescence après coloration au Live/Dead® Bac Light™ des cellules à t= 3 h ; 6 h, 24 h, 30 h et 48 h. Les barres blanches représentent l’échelle à 
50 µm. Les barres d’erreur représentent l’intervalle de confiance (3h : EGD-e et Δlmo2537 (+) et (-) n = 5, ΔtagO1tagO2  (+) et (-), ΔtagO1 et ΔtagO2 n = 6 ; 24h et 30h : n = 4 ; 48h : EGD-e : 
n = 25, Δlmo2537 (+) et (-) n =13, ΔtagO1tagO2  (+) et (-), ΔtagO1 et ΔtagO2 n = 6). 
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Après 30 h d’incubation dans le milieu MCDB 202, les populations bactériennes du mutant 

Δlmo2537 cultivées en présence et en l’absence de l’inducteur IPTG étaient restées stables 

(environ 8,2 log UFC/ ml). 

  

La population du mutant ΔtagO1tagO2 cultivé en présence ou en absence de 

l’inducteur IPTG n’a pas augmenté significativement entre t = 0 et t = 30 h. A 48 h, la 

population en présence ou en absence de l’inducteur IPTG n’était pas significativement 

différente de celle de la population de la souche sauvage EGD-e (P<0,05).  

 

Une augmentation significative des populations pour les mutants ΔtagO1 et ΔtagO2 a 

également été observée entre t = 0 et t = 24 h de 1,01 à 0,96 log UFC/ ml (P<0,05). Après 30 

h d’incubation dans le milieu MCDB 202, les populations bactériennes étaient de 8,45 et 8,92 

log UFC/ml. 

3.4.3 Etude de l’adhésion bactérienne à la formation du biofilm 

Des quantifications de la population viable cultivable (VC) ont été réalisées de l’étape 

d’adhésion (t = 3 h) jusqu’à la formation d’un biofilm mature (t = 48 h) avec en parallèle, des 

observations microscopiques en épifluorescence avec la coloration Live/Dead® Bac Light™ 

(Figure 50).  

En phase d’adhésion à t = 3 h, la souche sauvage EGD-e avait une population de cellules VC 

adhérentes de 4,96 log UFC/ cm
2
. Le mutant Δlmo2537 cultivé en présence ou en l’absence 

de l’inducteur IPTG, le double mutant ΔtagO1tagO2 cultivé en présence de l’inducteur IPTG 

et les simples mutants ΔtagO1, ΔtagO2 avaient des populations adhérentes significativement 

identiques à celle de la souche sauvage EGD-e (P>0,05). Par contre, en l’absence de 

l’inducteur IPTG, la population adhérente du double mutant ΔtagO1tagO2 était 
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significativement inférieure à celle de la souche sauvage EGD-e. (0,86 log UFC/ cm
2 

de 

différence). Les observations avec le colorant Live/Dead® Bac Light™ ont permis de 

confirmer que toutes les souches étudiées étaient capables d’adhérer à l’acier inoxydable 

principalement en cellules isolées. Des différences étaient visibles dans la densité cellulaire 

qui apparaissait plus importante avec la souche sauvage EGD-e et les simples mutants 

ΔtagO1, ΔtagO2. La viabilité des cellules n’a pas pu être déterminée du fait d’une coloration 

simultanée des cellules en rouge et vert.   

 

A t = 24 h, il n’y avait aucune différence significative entre les populations des 

biofilms de la souche sauvage EGD-e (6,71 log UFC/ cm
2
), le mutant ΔtagO1tagO2 cultivé 

avec et sans l’inducteur IPTG ainsi que les simples mutants ΔtagO1 et ΔtagO2 (de 6,23 à 6,85 

log UFC/ cm
2
) et le mutant Δlmo2537 en présence de l’inducteur IPTG. Par contre, le mutant 

Δlmo2537 cultivé en l’absence de l’inducteur IPTG avait une population significativement 

plus basse que la population de la souche sauvage EGD-e avec 5,86 log UFC/ cm
2
 (P<0,05). 

Les observations avec le colorant Live/Dead® Bac Light™ ont permis de mettre en évidence 

que la souche sauvage EGD-e formait un biofilm avec un tapis cellulaire dense réparti de 

manière assez uniforme sur l’acier inoxydable avec des petits agrégats cellulaires. Des 

architectures similaires ont été observées pour l’ensemble des biofilms pour tous les mutants 

étudiés. Par contre, la densité cellulaire des biofilms formés par les mutants Δlmo2537 et 

ΔtagO1tagO2 cultivés sans l’inducteur IPTG apparaissait moins importante avec toutefois 

plus de cellules mortes que dans les autres conditions.  

 

A t = 30 h, aucune différence significative n’était visible entre les populations des 

biofilms de la souche sauvage EGD-e, le mutant Δlmo2537 cultivé avec et sans l’inducteur 

IPTG ainsi que les simples mutants ΔtagO1 et ΔtagO2 et le mutant ΔtagO1tagO2 cultivé en 
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présence de l’inducteur IPTG. Par contre, le mutant ΔtagO1tagO2 cultivé en l’absence de 

l’inducteur IPTG avait une population significativement plus basse que la population de la 

souche sauvage EGD-e avec 5,57 log UFC/ cm
2
 (P<0,05). Les observations avec le colorant 

Live/Dead® Bac Light™ des biofilms de 30 h étaient identiques aux observations des 

biofilms de 24 h pour la souche sauvage EGD-e, les simples mutants ΔtagO1 et ΔtagO2 et le 

mutant Δlmo2537 cultivé avec de l’inducteur IPTG. Par contre, les biofilms du mutant 

Δlmo2537 cultivé sans l’inducteur IPTG étaient plus denses qu’après 24 h d’incubation avec 

une population de cellules mortes plus importantes. Concernant le double mutant 

ΔtagO1tagO2, les biofilms présentaient une architecture similaire qu’il y ait présence ou non 

de l’inducteur IPTG avec une proportion importante de cellules mortes.  

 

A t = 48 h, aucune différence significative n’était visible entre les populations des 

biofilms de la souche sauvage EGD-e (6,95 log UFC/ cm
2
) et les simples mutants ΔtagO1 et  

ΔtagO2 (de 6,95 et 7,05 log UFC/ cm
2
), et les mutants Δlmo2537 et ΔtagO1tagO2 cultivés en 

présence de l’inducteur IPTG. Les mutants Δlmo2537 et ΔtagO1tagO2 cultivés en l’absence 

de l’inducteur IPTG avaient des populations significativement plus basses que la population 

de la souche sauvage EGD-e (6,14 et 6,17 log UFC/ cm
2
) (P<0,05). Concernant les 

observations microscopiques, les biofilms de la souche sauvage EGD-e, du mutant Δlmo2537 

cultivés avec l’inducteur IPTG et du mutant ΔtagO2 avaient une architecture similaire aux 

observations faites à 24 h. Par contre, de grosses micro-colonies sont apparues dans les 

biofilms du mutant ΔtagO1. Concernant le mutant Δlmo2537, les biofilms cultivés sans 

l’inducteur IPTG sont apparus beaucoup moins denses que celui de la souche sauvage EGD-e 

avec une population de cellules mortes plus importantes. Concernant le double mutant 

ΔtagO1tagO2, le biofilm cultivé en présence de l’inducteur IPTG était moins dense que le 

biofilm de la souche sauvage EGD-e. En l’absence de l’inducteur IPTG, les biofilms du 
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Figure 51 : Observations par microscopie en épifluorescence après coloration Live/Dead® Bac Light™des biofilms de 48h des mutants Δlmo2537, ΔtagO1tagO2,  ΔtagO1 et ΔtagO2  cultivés 
avec (+) ou sans (-) IPTG dans le milieu MCDB 202 sur acier inoxydable à 30°C.  
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double mutant ΔtagO1tagO2 étaient également moins denses avec de nombreuses micro-

colonies visibles et une population importante de cellules mortes.  

Ces résultats de cinétique ont été confirmés par des observations par microscopie en 

épifluorescence après coloration en OA des bactéries adhérentes (Annexe 14) 

3.4.4 Caractérisation des biofilms matures de 48 h 

 Etude de l’architecture des biofilms de 48 h par microscopie optique en 3.4.4.1

épifluorescence  

Les observations réalisées avec les différents colorants (Live/ Dead® Bac Light™, 

DAPI et OA) ont donné des informations complémentaires. En effet, le colorant Live/ Dead® 

Bac Light™ est plutôt utilisé pour observer la viabilité cellulaire, le colorant DAPI pour 

visualiser les cellules bactériennes et leur répartition sur le matériau alors que le colorant OA 

sert pour observer la biomasse (cellules +matrice extracellulaire).   

 

Nous avons présenté les photographies qui permettent de visualiser la coloration avec 

le syto 9 et avec l’iodure de propidium et la photographie combinée des deux observations 

(Figure 51). Pour la souche sauvage EGD-e, nous avons 2 populations de cellules (mortes et 

viables) isolées réparties assez uniformément sur la surface et formant deux tapis cellulaires 

denses. Pour les autres mutants et les autres conditions de culture, les quantités de cellules 

viables apparaitraient en plus grande quantité par rapport aux cellules mortes. De plus, les 

cellules mortes étaient plutôt soit en cellules isolées soit réparties à la périphérie des agrégats 

bactériens pour le double mutant ΔtagO1tagO2 cultivé avec l’inducteur IPTG et le simple 

mutant ΔtagO1. 

  



296 

 

 

 

Figure 52 : Observations par microscopie en épifluorescence après coloration au DAPI (A) et à l’orangé d’acridine (B) des 
biofilms de 48h des mutants Δlmo2537, ΔtagO1tagO2,  ΔtagO1 et ΔtagO2  cultivés avec (+) ou sans (-) IPTG dans le 
milieu MCDB 202 sur acier inoxydable à 30°C. Les barres blanches représentent l’échelle à 20 µm. 
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Nous avons observé la biomasse (cellules + matrice) des biofilms de 48 h par 

microscopie en épifluorescence après coloration à l’OA (Figure 52). Les architectures des 

biofilms étaient proches de celles observées avec la coloration Live/ Dead® Bac Light™ mais 

elle a permis de visualiser en plus des agrégats bactériens avec la présence de matrice 

extracellulaire. La souche sauvage EGD-e et le mutant Δlmo2537 cultivé avec de l’inducteur 

IPTG formaient des biofilms avec une architecture en tapis cellulaire dense réparti de manière 

assez uniforme sur l’acier inoxydable avec des petits amas cellulaires et de la matrice 

extracellulaire. Par contre, pour le mutant Δlmo2537 cultivé sans l’inducteur IPTG, il y avait 

la formation de petites micro-colonies composées de cellules bactériennes et de matrice 

extracellulaire. Le double mutant ΔtagO1tagO2 cultivé avec de l’inducteur IPTG faisait des 

biofilms avec une architecture en tapis cellulaire moins dense que la souche sauvage EGD-e. 

En l’absence de l’inducteur IPTG, le biofilm de ce mutant était composé de nombreuses 

micro-colonies. Concernant les simples mutants ΔtagO1 et ΔtagO2, les biofilms présentaient 

une forte densité cellulaire similaire à celle de la souche sauvage avec une architecture en 

tapis cellulaire réparti de manière assez uniforme sur l’acier inoxydable avec des amas 

cellulaires et de la matrice extracellulaire.  

 Etude de l’architecture des biofilms de 48 h par microscopie électronique à 3.4.4.2

balayage 

Pour compléter les analyses réalisées par microscopie optique, des observations ont été 

réalisées par microscopie électronique à balayage (MEB) pour la visualisation en relief des 

bactéries isolées ou regroupées (amas, agrégats, micro-colonies) (Figure 53). Un tapis de 

cellules isolées réparties de manière assez uniforme sur la surface a été observé, de l’acier 

inoxydable était visible, pour les biofilms de 48 h de la souche sauvage EGD-e, du mutant 

ΔtagO2 et pour les mutants Δlmo2537 et ΔtagO1tagO2 cultivés en présence de l’inducteur 

IPTG mais en densité cellulaire moins élevée. Par contre, pour ces deux derniers mutants en 
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Figure 54 : Quantification des populations totales, viables et viables 
cultivables des biofilms de 48h des mutants Δlmo2537, ΔtagO1tagO2,  
ΔtagO1 et ΔtagO2  cultivés avec (+) ou sans (-) IPTG dans le milieu 
MCDB 202 sur acier inoxydable à 30°C (VC : EGD-e : n = 25, Δlmo2537 
(+) et (-) n =13, ΔtagO1tagO2  (+) et (-), ΔtagO1 et ΔtagO2 n = 6 ; 
PMAqPCR et qPCR: EGD-e : n = 24, Δlmo2537 (+) et (-) n =12, 
ΔtagO1tagO2  (+) et (-), ΔtagO1 et ΔtagO2 n = 5) 

 

Figure 53 : Observations par 
microscopie électronique à 
balayage des biofilms de 48h des 
mutants Δlmo2537, 
ΔtagO1tagO2,  ΔtagO1 et 
ΔtagO2  cultivés avec (+) ou sans 
(-) IPTG dans le milieu MCDB 202 
sur acier inoxydable à 30°C.  
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l’absence de l’inducteur IPTG, nous avons observé la présence de nombreuses micro-colonies 

ainsi que des cellules isolées réparties sur tout le matériau de façon assez uniforme ce qui a 

confirmé les observations par microscopie en épifluorescence. Pour le mutant ΔtagO1, nous 

avons observé un tapis d’agrégats de cellules reliées entre elles comme un réseau « connecté » 

réparti sur tout le matériau assez uniformément. De la matrice extracellulaire était également 

visible.  

 Dénombrement de la population viable et de la population totale des 3.4.4.3

biofilms de 48 h 

Des quantifications des populations viables (VC et VNC) et totales (VC, VNC et 

mortes) des biofilms de 48 h ont été réalisées par PMA-qPCR et qPCR puis comparées aux 

populations de cellules VC quantifiées précédemment dans les biofilms de 48 h (Figure 54). 

La population totale quantifiée par qPCR dans les biofilms de 48 h de la souche de référence 

EGD-e était similaire aux populations totales quantifiées dans les biofilms de 48 h formés par 

les mutants Δlmo2537 cultivés avec ou sans l’inducteur IPTG et les simples mutants ΔtagO1 

et ΔtagO2 (P>0,05). Par contre, la population totale du double mutant ΔtagO1tagO2 était 

significativement plus basse par rapport à la population totale du biofilm de la souche sauvage 

EGD-e (perte de 0,73 log UG/ cm
2
). 

 

Pour les populations viables quantifiées par PMA-qPCR, elles étaient similaires entre 

la souche sauvage EGD-e et le mutant Δlmo2537 cultivé avec ou sans l’inducteur IPTG et le 

mutant ΔtagO2. Concernant le double mutant ΔtagO1tagO2, la population viable était 

significativement réduite lorsque le mutant était cultivé avec ou sans l’inducteur IPTG 

(P<0,05). Le mutant ΔtagO1 avait une population viable présente dans ces biofilms 

significativement plus importante par rapport à la souche sauvage EGD-e (9,58 log UG/ cm
2
).  

 



300 

 

  



301 

 

Concernant les populations VC, l’ensemble des mutants avait une population VC 

similaire à celle de la souche sauvage sauf pour les mutants Δlmo2537 et ΔtagO1tagO2 

cultivés sans l’inducteur IPTG qui avaient des populations VC significativement plus faibles 

(P<0,05).  

 

Les différences de populations obtenues entre les 3 méthodes de quantifications 

(qPCR, PMA-qPCR et gélose) ont permis de montrer la présence de populations VC, VNC et 

mortes dans les biofilms de 48 h formés par toutes les souches étudiées. Il y avait un écart 

(environ 1,30 log UG/ cm
2
) entre la quantification effectuée par PMA-qPCR et le 

dénombrement sur milieux gélosés ce qui montre la présence d’une population de VNC dans 

les biofilms de la souche sauvage EGD-e, du simple mutant ΔtagO2, double mutant 

ΔtagO1tagO2 sans l’inducteur IPTG et du mutant Δlmo2537 cultivé avec l’inducteur IPTG. 

Elle était significativement supérieure à celle de la souche sauvage dans les cultures du 

mutant Δlmo2537 sans l’inducteur IPTG (2,09 log UG/ cm
2
) (P<0,05). Concernant le double 

mutant ΔtagO1tagO2, la population VNC était quasiment nulle dans les biofilms cultivés 

avec l’inducteur IPTG. Par contre, le simple mutant ΔtagO1 avait une proportion de cellules 

VNC significativement plus élevée par rapport à la souche sauvage EGD-e (P<0,05) et aux 

autres mutants. 

 

La différence (1,73 log UG/ cm
2
)
 
entre

 
la quantification effectuée par qPCR et par 

PMA-qPCR a permis de montrer la présence d’une population morte pour la souche sauvage 

EGD-e. La quantité de cellules mortes était similaire entre les biofilms de la souche sauvage 

EGD-e et ceux des mutants ΔtagO2, Δlmo2537 cultivé avec et sans l’inducteur IPTG et le 

ΔtagO1tagO2 cultivé sans l’inducteur IPTG. Par contre, lorsqu’il était cultivé avec de 

l’inducteur IPTG, le biofilm du double mutant ΔtagO1tagO2 avait une population de cellules 
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Tableau 14 : Quantification des composants de la matrice extracellulaire (ADNe, protéines et glucides) des biofilms de 
48h des mutants Δlmo2537, ΔtagO1tagO2,  ΔtagO1 et ΔtagO2  cultivés avec (+) ou sans (-) IPTG dans le milieu MCDB 202 
sur acier inoxydable à 30°C.  

Souches ADNe (µg/cm2) ± IC A Protéine (µg/cm2) ± IC B Glucides (µg/cm2) ± IC C 

EGD-e 4,09 ± 0,77 1,56 ± 0,20 7,64 ± 1,98 

Δlmo2537 (+) 3,38 ± 0,77 1,06 ± 0,20 3,52 ± 1,98 

Δlmo2537 (-) NDD ND ND 

ΔtagO1ΔtagO2 (+) 2,47 ± 0,77 0,25 ± 0,20 3,45 ± 1,98 

ΔtagO1ΔtagO2 (-) 2,11 ± 0,77 0,36 ± 0,20 5,24 ± 1,98 

ΔtagO1 3,45 ± 0,77 0,90 ± 0,20 5,01 ± 1,98 

ΔtagO2 3,44 ± 0,77 0,99 ± 0,20 5,51 ± 1,98 
A: Intervalle de confiance n = 6 
B: Intervalle de confiance n = 10 
C: Intervalle de confiance n = 9 
D : Non déterminé 
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mortes significativement supérieure par rapport à la souche sauvage EGD-e (P<0,05). Au 

contraire, cette proportion de cellules mortes était significativement plus basse dans les 

biofilms du mutant ΔtagO1 (P<0,05).  

 Quantification de la matrice extracellulaire  3.4.4.4

La quantification des composants de la matrice extracellulaire (ADNe, protéines et 

glucides) a permis de montrer que le composé majoritaire était les glucides puis l’ADNe et en 

dernier les protéines pour toutes les souches étudiées (Tableau 14). Le composant majoritaire 

de la matrice extracellulaire des biofilms de la souche sauvage EGD-e était les glucides avec 

une concentration de 7,64 µg/ cm
2
 suivi de l’ADNe avec une concentration de 4,09 µg/ cm

2
 

puis des protéines avec une concentration de 1,56 µg/ cm
2
. Les composants de la matrice 

extracellulaire des biofilms du mutant Δlmo2537 cultivé avec l’inducteur IPTG étaient 

significativement identiques par rapport à la souche sauvage EGD-e sauf pour les glucides qui 

étaient 2 fois moins concentrés. Le double mutant ΔtagO1tagO2 cultivé avec ou sans de 

l’inducteur IPTG avait également une quantité moins importante de protéines, de glucides et 

d’ADNe par rapport à la souche sauvage EGD-e. Concernant les simples mutants ΔtagO1 et 

ΔtagO2, les quantités de composants extracellulaires étaient significativement identiques par 

rapport au double mutant ΔtagO1tagO2. 

3.4.5 Résistance des biofilms matures de 48 h à des flux laminaires 

 Population résiduelle après un flux d’eau laminaire 3.4.5.1

Afin d’évaluer leur résistance à un décrochage mécanique, les biofilms de 48 h formés 

par la souche sauvage EGD-e et les mutants Δlmo2537, ΔtagO1tagO2, ΔtagO1 et ΔtagO2 ont 

été soumis à un flux d’eau à température ambiante avec une contrainte de 40 Pa. (Figure 55). 

Ensuite, les populations résiduelles VC, viables et totales ont été quantifiées (Figure 55A).  
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Figure 55 : Résistance des biofilms de 48h des mutants Δlmo2537, ΔtagO1tagO2,  ΔtagO1 et ΔtagO2  cultivés avec (+) ou sans (-) IPTG et la souche sauvage EGD-e cultivés sur acier 
inoxydable à 30°C dans le milieu MCDB 202 à un flux d’eau à un débit de 40 Pa. A) Dénombrement des populations résiduelles totales, viables et viables cultivables. B) Observations 
microscopiques des populations résiduelles après coloration au Live/Dead® Bac Light™. Les barres d’erreur représentent l’intervalle de confiance. EGD-e : n = 24, Δlmo2537, ΔtagO1tagO2,  
ΔtagO1 et ΔtagO2  cultivés avec (+) ou sans (-) IPTG n = 12. 
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La quantification réalisée par qPCR a montré que la population totale des biofilms de 

la souche sauvage EGD-e et du mutant Δlmo2537 cultivé avec ou sans l’inducteur IPTG 

n’était pas décrochée par le flux d’eau. Par contre, il y avait une diminution significative 

(entre 1,6 log UG/ cm
2
 et 0,8 log UG/ cm

2
) de la population totale pour les biofilms des 

mutants ΔtagO1, ΔtagO2, ΔtagO1tagO2 cultivés avec ou sans l’inducteur IPTG (P<0,05).  

 

La population viable (VC et VNC) du biofilm de la souche sauvage EGD-e n’était pas 

significativement différente avant et après passage du flux d’eau. Des observations similaires 

ont été faites sur les populations viables des biofilms des mutants Δlmo2537 cultivés avec et 

sans l’inducteur IPTG, des simples mutants ΔtagO1 et ΔtagO2. Par contre, pour le double 

mutant ΔtagO1tagO2 cultivé avec ou sans l’inducteur IPTG, il y avait une diminution 

significative de sa population viable (environ 1 log UG/ cm
2
) (P<0,05).  

 

La population VC du biofilm de la souche sauvage EGD-e a diminué de 0,56 log UFC/ 

cm
2
 après le passage du flux d’eau. Les populations VC des biofilms formés par le mutant 

Δlmo2537 cultivés avec ou sans l’inducteur IPTG et ΔtagO1tagO2 cultivés avec l’inducteur 

IPTG ont subi des pertes similaires (0,71 log UG/ cm
2
, 0,59 log UG/ cm

2 
et 0,74 log UG/ 

cm
2
). Par contre, les populations VC des biofilms du double mutant ΔtagO1tagO2 cultivés 

sans l’inducteur IPTG et des simples mutants ΔtagO1 et ΔtagO2 ont subi un décrochage 

significatif avec une baisse d’environ 1,50 log UFC/ cm
2 

(P<0,05).  

 

La proportion de cellules VNC et de cellules mortes n’est pas apparue 

significativement affectée par le passage du flux d’eau sur les biofilms de l’ensemble des 

mutants sauf pour le simple mutant ΔtagO2 où une augmentation significative de cette 

population a été observée (P<0,05).  
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Les observations microscopiques étaient en accord avec les données de quantification (Figure 

55B). La population totale (vivante et morte) des biofilms résiduels de la souche de référence 

EGD-e et des mutants Δlmo2537 et ΔtagO1tagO2 cultivés avec et sans l’inducteur IPTG avait 

une très faible diminution de leur densité cellulaire après le passage du flux d’eau. Par contre, 

les populations totales résiduelles du biofilm des mutants ΔtagO1 et ΔtagO2 étaient moins 

importantes après passage du flux d’eau.  

 

Concernant la viabilité, les cellules viables du biofilm de la souche sauvage EGD-e 

étaient toujours visibles après le passage du flux d’eau dans des proportions quasi similaires 

comme pour les mutants Δlmo2537 cultivés avec et sans l’inducteur IPTG, ΔtagO1tagO2 

cultivé avec l’inducteur IPTG et ΔtagO2. Par contre, les proportions de cellules dans les 

biofilms résiduels des mutants ΔtagO1tagO2 cultivés sans l’inducteur IPTG et ΔtagO1 

avaient fortement diminué ce qui était en accord avec les données de quantification. Enfin, la 

coloration rouge des populations résiduelles indiquaient que la densité de cellules mortes 

n’avait pas été affectée par le passage d’un flux d’eau sur les biofilms de la souche sauvage 

EGD-e et des mutants Δlmo2537 et ΔtagO1tagO2 cultivés avec et sans l’inducteur IPTG et du 

simple mutant ΔtagO2. Par contre, le biofilm résiduel du mutant ΔtagO1 contenait plus de 

cellules mortes ce qui était également en accord avec les données de quantification.  

 Population résiduelle après un flux de soude à 0,05% 3.4.5.2

Afin d’évaluer la résistance à un décrochage mécanique couplé à un traitement 

chimique, les biofilms de 48 h de la souche sauvage EGD-e et des mutants Δlmo2537, 

ΔtagO1tagO2, ΔtagO1 et ΔtagO2 ont été soumis à un flux laminaire d’une solution de soude 

à 0,05% pendant 10 minutes avec une contrainte de 40 Pa (Figure 56). Ensuite, les 

populations résiduelles VC, viables et totales ont été quantifiées (Figure 56A). 
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Figure 56 : Résistance des biofilms de 48h des mutants Δlmo2537, ΔtagO1tagO2,  ΔtagO1 et ΔtagO2  cultivés avec (+) ou sans (-) IPTG et la souche sauvage EGD-e cultivés sur acier 
inoxydable à 30°C dans le milieu MCDB 202 à un flux de soude à un débit de 40 Pa. A) Dénombrement des populations résiduelles totales, viable et viable cultivable.                                    
B) Observations microscopiques des populations résiduelles après coloration au Live/Dead® Bac Light™. Les barres d’erreur représentent l’intervalle de confiance. EGD-e : n = 24, 
Δlmo2537, ΔtagO1tagO2,  ΔtagO1 et ΔtagO2  cultivés avec (+) ou sans (-) IPTG n = 12. 
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Une partie de la population totale (qPCR) des biofilms de la souche sauvage EGD-e a 

été décrochée par le flux de soude avec une diminution de 1,40 log UG/ cm
2
. Pour les autres 

souches étudiées, il y avait également une baisse significative de la population totale 

résiduelle allant de 1,39 log UG/ cm
2 

à 3,04 log UG/ cm
2 

(P<0,05).  

 

Les populations viables résiduelles (VC et VNC) des biofilms de la souche sauvage 

EGD-e ont également diminué significativement de 1,77 log UG/ cm
2 

comme pour les autres 

souches étudiées (1,61 à 3,79 log UG/ cm
2
) (P<0,05).  

 

Des diminutions significatives ont également été observées pour les populations VC 

de la souche sauvage EGD-e et des mutants Δlmo2537 et ΔtagO1tagO2 cultivés avec 

l’inducteur IPTG (2,09 à 3,61 log UFC/ cm
2
) (P<0,05). Cultivé sans l’inducteur IPTG, les 

mutants Δlmo2537 et ΔtagO1tagO2 ont subi une perte de leurs populations VC plus 

importante (3,51 log UFC/ cm
2 

et 4,33 log UFC/ cm
2
). En ce qui concerne les simples mutants 

ΔtagO1 et ΔtagO2, la perte de population VC a été la plus importante (5,10 log UFC/ cm
2 

et 

5,23 log UFC/ cm
2
). 

 

La proportion de cellules VNC résiduelles a fortement augmenté après le passage du 

flux de soude sur les biofilms de la souche de référence EGD-e et des autres souches étudiées. 

Par contre, les proportions de cellules mortes sont restées inchangées dans les biofilms formés 

par la souche sauvage EGD-e, le mutant Δlmo2537 cultivé avec et sans l’inducteur IPTG et le 

simple mutant ΔtagO2. Par contre, pour les autres souches ou conditions, il y a eu une 

diminution dans le biofilm résiduel du mutant ΔtagO1tagO2 cultivé avec l’inducteur IPTG 

alors que sans l’inducteur IPTG les biofilms résiduels ont vu leur proportion de cellules 

mortes augmenter comme pour le mutant ΔtagO2.  
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Les observations microscopiques nous ont indiqué que la densité cellulaire des biofilms 

de la souche de référence EGD-e et de l’ensemble des mutants après le passage du flux de 

soude était moins importante que dans le biofilm initial avec principalement la présence de 

cellules isolées réparties sur toute la surface (Figure 56B). Concernant la viabilité, les 

populations résiduelles de la souche de référence EGD-e étaient principalement composées de 

cellules mortes. Des observations similaires ont été faites sur les biofilms résiduels des 

mutants Δlmo2537 cultivés sans l’inducteur IPTG, ΔtagO1tagO2 cultivé avec l’inducteur 

IPTG et ΔtagO1. Par contre, en plus d’une proportion importante de cellules mortes, les 

biofilms résiduels du mutant Δlmo2537 cultivés avec l’inducteur IPTG avaient une population 

importante de cellules viables. Concernant les biofilms résiduels des mutants ΔtagO1tagO2 

cultivés sans l’inducteur IPTG et le mutant ΔtagO1, la viabilité n’a pas pu être déterminée du 

fait d’une coloration simultanément en rouge et en vert des cellules bactériennes.  

3.5 Discussion 

Dans ces travaux, nous avons étudié le comportement de souches mutées dans la voie 

de biosynthèse des acides téichoïques versus la souche sauvage EGD-e. Pour cela, nous avons 

regardé l’impact de ces mutations de l’adhésion à la formation et au détachement des biofilms 

de L. monocytogenes sur acier inoxydable.  

 

Nous avons confirmé que dans nos conditions expérimentales, l’inactivation des gènes 

lmo2537 et tagO1 tagO2 entraînait bien une sous-production d’acides téichoïques. La 

quantification de ribitol pariétal, un sucre spécifique des acides téichoïques, nous a permis de 

confirmer qu’après 3 h et 48 h de culture dans le milieu de culture MCDB 202 à 30°C sans 

inducteur IPTG, les mutations entraînaient bien une sous-production d’acides téichoïques. Les 

cultures réalisées en présence de l’inducteur IPTG ont également confirmé la restauration de 

la production d’acides téichoïques pariétaux similaire voire supérieure à celle de la souche 
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sauvage EGD-e. Ces résultats vont dans le même sens que ceux de Dubail, et al. (2006) qui 

avaient mis en évidence qu’après une nuit de culture dans un bouillon cœur-cervelle sans 

inducteur IPTG à 30°C, le mutant Δlmo2537 exprimait une quantité de phosphate pariétal 

diminué (0,77 µmol de phosphate/ mg de paroi cellulaire) par rapport aux conditions de 

culture avec de l’inducteur IPTG (1,35 µmol de phosphate/ mg de paroi cellulaire) et à la 

souche sauvage (1,49 µmol de phosphate/ mg de paroi cellulaire). Dans des conditions 

identiques, les travaux de Eugster et Loessner (2012) ont montré qu’il y avait une diminution 

de 70% du phosphate pariétal pour le double mutant ΔtagO1tagO2 après une culture sans 

inducteur IPTG alors qu’en présence de l’inducteur IPTG, il y avait une diminution de 

seulement 10%. Il est intéressant de noter que les quantités d’acides téichoïques étaient 

beaucoup plus importantes après 3 h de culture dans le milieu MCDB 202 qu’après 48 h 

d’incubation. On peut émettre l’hypothèse que la production d’acides téichoïques pouvait être 

surexprimée dans la phase exponentielle de croissance.  

 

La forte affinité à l’hexadécane de la souche EGD-e traduit un caractère faiblement 

hydrophile qui est cohérent avec la valeur –R0 de cette souche de -1,3 secondes. Le mutant 

Δlmo2537 a le même caractère faiblement hydrophile que la souche sauvage EGD-e lorsqu’il 

est cultivé avec l’inducteur IPTG. Par contre, comme les simples mutants  ΔtagO1 et ΔtagO2 

et le mutant ΔtagO1tagO2 (avec ou sans inducteur IPTG), le mutant Δlmo2537 a un caractère 

plus fortement hydrophile lorsqu’il est cultivé en absence de l’inducteur IPTG. La sous 

expression des acides téichoïques a entraîné une augmentation du caractère hydrophile des 

parois bactériennes. Dans nos travaux sur les mutants obtenus par mutagénèse dirigée sur les 

gènes lmo2549 et lmo2550, nous avions également montré que l’absence du résidu GlcNAc 

rendait les souches plus hydrophiles que la souche sauvage EGD-e. Les acides teichoïques 

étant des polymères hydrophiles, leur absence devrait donc entrainer une diminution du 
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caractère hydrophile comme ce qui a été observé par Holland, et al. (2011) lors de l’étude 

d’une souche de Staphylococcus epidermidis inactivée pour le gène tagO. Une explication 

pourrait être que l’absence d’acides téichoïques serait compensée par la surproduction 

d’acides lipotéichoïques qui sont également des molécules à caractère hydrophile. Comme 

dans nos travaux avec les mutants ∆lmo2549 et ∆lmo2550, nous avons montré que les 

souches de L. monocytogenes inactivées dans leur voie de biosynthèse des acides téichoïques 

avaient une charge négative élevée, et une mobilité électrophorétique à pH 7 identique à celles 

obtenues par Briandet, et al. (1999) et cela était cohérent puisque la charge bactérienne est 

attribuée aux constituants de la paroi cellulaire (Pelletier, et al., 1997).  

 

Les observations réalisées en microscopie électronique à transmission ont révélé un 

rôle essentiel de l’expression des acides téichoïques pour le maintien de la morphologie 

bactérienne. Ces observations viennent ainsi confirmer les observations faites par Dubail, et 

al. (2006) par microscopie électronique à transmission du mutant Δlmo2537 et Eugster et 

Loessner (2012) par microscopie confocale à balayage laser du double mutant ΔtagO1tagO2. 

Lors de la caractérisation cellulaire, l’induction à l’IPTG du double mutant ΔtagO1tagO2 n’a 

pas restauré le phénotype observé avec la souche sauvage EGD-e (caractère 

hydrophobe/hydrophile, propriétés électrostatiques, morphologie cellulaire). Une hypothèse 

pourrait être que le promoteur porté par le plasmide pLIV2 serait muté et incapable de 

reconnaître les inducteurs à l’IPTG. De plus, nos observations ont également mis en évidence 

que les mutations indépendantes des gènes tagO1 et tagO2 entraînaient des changements du 

potentiel électrostatique.  

 

Nos travaux ont permis de montrer que le blocage de la synthèse des acides 

téichoïques dans L. monocytogenes n’a pas affecté la formation des biofilms de 48 h mais a 
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impacté le niveau de la population VC et a provoqué un changement de leur architecture avec 

la présence de nombreuses micro-colonies et de matrice extracellulaire. Cela est cohérent avec 

les travaux de Holland, et al. (2011) qui ont mis en évidence par une coloration au cristal 

violet qu’une souche de S. epidermidis mutée sur le gène tagO avait une capacité diminuée à 

former un biofilm après une nuit à 37°C dans un bouillon cœur-cervelle. Danese, et al. (2000) 

ont également montré la formation de micro-colonies en microscopie confocale sur des 

mutants Escherichia coli K-12 inactivés dans leur voie de biosynthèse de l’acide colanic, un 

EPS majeur de cette bactérie. En plus des cellules VC, la quantification des populations 

viables et totales des biofilms de 48 h formés par les mutants Δlmo2537, ΔtagO1tagO2, 

ΔtagO1 et ΔtagO2 n’ont pas révélé de différence dans la proportion de cellules viables, VNC 

et mortes. Par contre, les biofilms formés par le simple mutant tagO1 étaient composés d’une 

population viable et VNC significativement plus importante et d’une population de cellules 

mortes significativement moins importante par rapport aux autres souches étudiées (p<0,05). 

Cette mutation du gène tagO1 a également eu un impact sur l’architecture des biofilms avec 

des agrégats en réseau et la présence de matrice extracellulaire. Les quantifications des EPS 

ont permis de mettre en évidence une sous-production marquée des composants de la matrice 

extracellulaire pour tous les mutants par rapport à la souche sauvage EGD-e.  

 

L’application d’un flux d’eau sur des biofilms de souches qui sous-expriment des 

acides téichoïques a entraîné le décrochement d’environ 1 log UG/ cm² de chaque population 

(VC, VNC, morte). Ce décrochement fut encore plus important lors de l’application d’un flux 

laminaire couplé à de la soude avec en plus l’apparition d’une plus grande proportion de 

cellules VNC. Nous avons montré que les acides téichoïques étaient des composants 

polysaccharidiques majeurs de la matrice extracellulaire des biofilms de L. monocytogenes, 

dans nos chapitres précédents. Nous pouvons émettre l’hypothèse qu’une production 
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diminuée d’acides téichoïques au niveau de la matrice extracellulaire entraînerait une 

fragilisation du biofilm favorisant donc le décrochage de ce dernier. Cette adaptation de la 

viabilité lors d’une procédure NEP peut présenter un avantage mitigé pour les cellules de L. 

monocytogenes puisque l’état VNC n’est pas détectable par les techniques classiques de 

microbiologie mais entraine une incapacité des cellules à provoquer des infections (Cappelier, 

et al., 2005, Lindback, et al., 2010). 

3.6 Conclusion 

Dans nos travaux, nous avons montré qu’une sous-production d’acides téichoïques 

entraînait un changement de l’architecture des biofilms de 48 h ainsi qu’une diminution de la 

population bactérienne VC et une sensibilité à un flux. La proportion de cellules VNC dans 

les biofilms résiduels a également été accentuée.  
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES 

La persistance de Listeria monocytogenes représente une menace permanente dans les 

industries agro-alimentaires le plus souvent liée à la présence de bactéries en biofilm. Ces 

biofilms sont composé de bactéries adhérentes et de matrice extracellulaire conférant aux 

cellules bactériennes une protection face aux agressions environnementales comme par 

exemple les process et les procédures de nettoyage-désinfection. Il est admis qu’un des 

composants majeurs de la matrice extracellulaire des biofilms bactériens sont les 

exopolysaccharides. L’objectif de ce travail a donc été d’étudier le rôle des 

exopolysaccharides de la matrice extracellulaire dans la formation des biofilms de L. 

monocytogenes et dans leur résistance face à des procédures de nettoyage rencontrées en 

entreprise dans des circuits fermés.  

 

Dans un premier temps nous avons caractérisé les exopolysaccharides présents dans la 

matrice extracellulaire et le milieu de culture des biofilms de L. monocytogenes de sérotype 

4b et 1/2a versus les polysaccharides pariétaux. Nous avons montré que l’exopolysaccharide 

majeur dans la matrice extracellulaire était l’acide téichoïque et qu’il était de structure 

identique à l’acide téichoïque pariétal. De plus, nous avons identifié dans la matrice 

extracellulaire des biofilms de la souche DSS 1130 BFA2 de sérotype 1/2a, de l’acide 

téichoïque dépourvu du résidu GlcNAc en raison d’une mutation du gène lmo2550 qui est 

essentiel dans la glycosylation de cet exopolysaccharide. Cette mutation a également été 

retrouvée sur les acides téichoïques pariétaux et après le séquençage de ce gène dans 93 

souches de L. monocytogenes provenant majoritairement de l’industrie des produits de la 

pêche, il s’est avéré qu’il avait une fréquence de mutation élevée. En effet, 49/ 93 souches 

avaient une mutation dans ce gène dont 11 étaient une mutation non-sens ou faux sens 

bloquant la glycosylation de leurs acides téichoïques pariétaux ou extracellulaires avec le  
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résidu GlcNAc. Il faut également noter que 50% des souches qui avaient une mutation faux 

sens ont perdu leur capacité à ramifier l’acide téichoïque de GlcNAc. Il serait intéressant 

d’élargir cette étude de caractérisation des exopolysaccharides dans les biofilms de L. 

monocytogenes appartenant à d’autres sérotypes et sur un panel de souches plus important. 

Ensuite, il faudrait également regarder la fréquence de mutation des gènes impliqués dans les 

ramifications des structures des exopolysaccharides sur un large panel de souches en tenant 

compte de facteurs comme la notion de bactéries transitoires et persistantes en entreprise, de 

filière agro-alimentaire versus des souches sporadiques dans des cas de listérioses et des 

souches isolées d’épidémies. En effet, vu la fréquence de mutation importante identifiée dans 

ces travaux, on peut se poser la question de l’impact de la perte de résidu glycosidique sur la 

virulence de L. monocytogenes et le lien avec le faible nombre de TIAC dans la filière des 

produits de la pêche. Nous pourrons nous baser sur les travaux de Dubail, et al. (2006) qui a 

étudié la souche EGD-elmo2537/pLiv-lmo2537 afin d’évaluer le rôle des acides téichoïques 

dans la virulence de L. monocytogenes. Ils ont montré que le mutant conditionnel était 

rapidement éliminé des organes cibles et qu’il était totalement avirulent comme la souche 

DSS 1130 BFA2 isolée de poisson et qui a une mutation sur le gène lmo2550. Un protocole 

similaire à ces travaux pourra donc être utilisé avec une étude de la capacité des différents 

mutants à adhérer et pénétrer des cultures de cellules Caco2 puis dans un second temps de 

réaliser des tests de virulence  in vivo avec un modèle murin.  

 

Une autre perspective serait d’étudier la classification des sérotypes de L. 

monocytogenes. Il est acquis que les composés somatiques présents sur la paroi bactérienne, 

qui sont des antigènes essentiels au sérotypage de Listeria, sont principalement des acides 

téichoïques qui ont différentes structures et compositions. Le sérogroupe 1/2 exprime des 

acides téichoïques ramifiés de GlcNAc et Rha alors que le sérogroupe 3 exprime des acides  
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téichoïques exclusivement porteur d’une ramification GlcNAc et que le sérogroupe 7 

ne porte aucune ramification glycosidique. Une des hypothèses que nous pouvons émettre est 

que les sérogroupes 3 et 7 seraient des variants géniques du sérogroupe 1/2 issus de 

différentes mutations des gènes de glycosylation. Il serait donc intéressant de réaliser une 

corrélation entre la variation génétique des gènes de glycosylation et la composition des 

acides téichoïques des sérogroupes 1/2, 3 et 7. Cette hypothèse est fortement probable 

puisqu’avec la PCR sérogroupage (Doumith, et al., 2004), les profils d’amplification sont 

exactement identiques entre les souches du sérogroupe 1/2, les souches du sérogroupe 3 et les 

souches du sérogroupe 7. En effet, cela suggère que le sérotype 3a est un variant du sérotype 

1/2a, le sérotype 3b et 7, des variants du sérotype 1/2b, et le sérotype 3c un variant du 

sérotype 1/2c. Cette hypothèse peut être étendue au sérogroupe 4. En effet, le sérotype 4b 

exprime des acides téichoïques de composition GlcNAc, Glc et Gal alors que le sérotype 4d 

exprime des acides téichoïques de composition GlcNAc et Glc et le sérotype 4e des acides 

téichoïques de composition GlcNAc et Gal. Or ces 3 sérotypes ont des profils d’amplification 

identiques en PCR sérogroupage. Il apparait donc fort probable que les sérotypes 4d et 4e 

n’existent pas mais sont issus de mutations des gènes codant des protéines impliquées dans la 

glycosylation des acides téichoïques du sérogroupe. De même, il apparait fort probable que le 

sérotype 4c provienne d’une mutation du sérotype 4a ou inversement. Au final, il n’existerait 

donc pas 13 sérotypes de L. monocytogenes mais seulement 5 : les sérotypes 1/2a, 1/2b, 1/2c, 

4a et 4b. Il serait donc intéressant de réaliser une corrélation entre la variation génétique des 

gènes de glycosylation et la composition des acides téichoïques de l’ensemble des sérotypes 

de L. monocytogenes puis de proposer un nouveau protocole de PCR pour le sérotypage qui 

pourrait se baser sur ces gènes de glycosylation et sur des gènes de virulence.  
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Nous avons ensuite voulu regarder l’impact de la mutation des gènes impliqués dans la 

ramification des composés glycosidiques sur l’acide téichoïque. Pour cela, nous avons étudié 

l’effet de l’absence de résidu GlcNAc sur les acides téichoïques pariétaux et extracellulaires 

de l’adhésion à la formation et au détachement des biofilms de L. monocytogenes. La délétion 

des gènes lmo2549 ou lmo2550 dans la souche de référence EGD-e nous a permis de mettre 

en évidence que l’absence de résidu GlcNAc sur les acides téichoïques avait modifié d’une 

part, les propriétés de surface de L. monocytogenes et d’autre part, diminué l’adhésion des 

bactéries à l’acier inoxydable et modifié l’architecture des biofilms de 48 h. Par ailleurs, les 

biofilms des mutants qui synthétisaient de l’acide téichoïque dépourvu de GlcNAc, sont 

apparus plus sensibles à une procédure de nettoyage en circuit fermé rencontré en entreprise 

avec un détachement plus important et une modification de l’architecture des biofilms versus 

la souche sauvage EGD-e. Nous avons également observé la présence uniquement de cellules 

VNC et mortes après passage du flux de soude.  

 

Suite à ces observations, nous avons voulu regarder le rôle des acides téichoïques dans 

leur globalité de l’adhésion à la formation et au détachement des biofilms de L. 

monocytogenes. L’inactivation des gènes lmo2537 et tagO1tagO2 de la souche de référence 

EGD-e nous ont permis de mettre en évidence que l’absence d’acides téichoïques entrainait 

une augmentation du caractère hydrophile des parois ainsi qu’une diminution de la population 

bactérienne des biofilms de 48 h et un changement de leur architecture. Comme pour les 

mutants synthétisant de l’acide téichoïque sans GlcNAc, les mutants sans acides téichoïques 

se décrochaient après le passage d’un flux de soude de manière plus importante que la souche 

sauvage EGD-e. Les agrégats de bactéries présentes dans le biofilm initial de ces mutants se 

sont décrochés lors du passage du flux de soude et il reste principalement des cellules 

résiduelles isolées sur la surface. Ces cellules étaient principalement passées dans un état  
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VNC mais il restait également une proportion de cellules VC et mortes. Par contre, 

pour les mutants avec de l’acide téichoïque sans ramification GlcNAc, toutes les cellules 

résiduelles étaient passées dans un état VNC ou morte après le passage du flux de soude.   

 

Lors de nos travaux, nous avons observé que la contrainte de flux d’eau de 40 Pa 

n’avait pas permis de décrocher beaucoup de bactéries présentes dans les biofilms de 48 h de 

L. monocytogenes qu’ils soient formés par des mutants ou par la souche sauvage EGD-e. Il 

serait donc intéressant de répéter cette manipulation en appliquant des contraintes de flux 

d’eau croissantes jusqu'à un décrochage totale des cellules viables du biofilm bactérien. Il 

serait également intéressant de le faire en couplant un décrochement mécanique et un 

décrochement chimique en augmentant le débit du flux. Dans ces deux cas, il faudrait suivre 

les populations VC, viables et mortes pour modéliser le phénomène de décrochement de L. 

monocytogenes dans des circuits fermés. Il serait également judicieux de regarder dans quel 

laps de temps, en étudiant plusieurs conditions (température, milieu de culture…), les 

populations VNC redeviendraient VC et si elles se décrocheraient toujours de la même 

manière face à l’application d’un nouveau flux dans le but de modéliser ce qui se passe dans 

les environnements industriels. En plus des circuits fermés, il faudrait appliquer le même type 

d’approche pour modéliser des phénomènes d’encrassement et de nettoyage sur des surfaces 

ouvertes car il a été souvent montré que L. monocytogenes posait des problèmes dans les 

ateliers aussi bien dans des circuits fermés que sur des surfaces ouvertes.  

 

En parallèle des travaux en circuit fermé ou sur une surface ouverte, il faudrait suivre 

l’expression des acides téichoïques de la phase d’adhésion au biofilm mature soit en 

quantifiant le ribitol pariétal comme décrit dans notre travaux expérimentaux et/ou en 

développant une technique de RT-qPCR (reverse transcription quantitative polymerase chain  
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reaction) pour suivre l’expression des gènes. Il faudrait relier ces résultats avec l’état 

de viabilité des bactéries pour compléter la modélisation de la persistance de L. 

monocytogenes dans les ateliers.  

 

A plus long terme, il serait important d’appliquer toute cette démarche décrite au-

dessus à des biofilms mixtes en appliquant des protocoles de réalisation de biofilm qui soient 

les plus proches des conditions rencontrées dans les industries agro-alimentaires. En effet, la 

problématique des biofilms mixtes est encore peu étudiée car elle est très complexe mais c’est 

ce qui se rapproche le plus des conditions de terrain. Pour continuer dans cette réflexion, une 

autre des perspectives est la lutte contre les biofilms de L. monocytogenes dans les entreprises 

qu’elle soit seule ou en biofilm mixte. Dans nos travaux, nous avons mis en évidence que les 

acides téichoïques étaient les composants polysaccharidiques majeurs de la matrice 

extracellulaire des biofilms de L. monocytogenes. À l’instar de la DNase I pour l’ADNe ou de 

la protéinase K  pour les protéines extracellulaires, il serait intéressant de tester une ou des 

enzymes capables d’hydrolyser les acides téichoïques ce qui n’a jamais été fait. Les acides 

téichoïques étant porteur de liaisons phosphodiesters, l’utilisation d’une phosphodiestérase 

parait la plus appropriée. La phosphodiestérase commercialisée par la société Sigma-Aldrich 

sous la référence P3134 pourrait être testée. En revanche, l’ADNe étant également porteur de 

liaison phosphodiesters, les observations effectuées suite à un traitement à la 

phosphodiestérase ne serait pas seulement imputable à l’hydrolyse des acides téichoïques 

mais également à l’hydrolyse de l’ADNe. Il serait donc intéressant de réaliser un traitement à 

la phosphodiester avec un traitement au préalable à la DNaseI. Récemment, une équipe 

d’Irlande aurait découvert une enzyme provenant d’un bactériophage et qui dégraderait 

spécifiquement les acides téichoïques. Cependant, nous n’avons pas de référence pouvant 

valider ces déclarations. Un autre moyen de lutte innovant est l’utilisation de bactériophages. 
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acides téichoïques de L. monocytogenes, il serait donc intéressant de vérifier si les 

acides téichoïques présents dans la matrice extracellulaire ne confèrent pas une protection des 

cellules bactériennes en bloquant les récepteurs phagiques. Pour cela, nous pourrions effectuer 

des comparaisons de sensibilité face à ce bactériophage entre des cultures planctoniques et des 

cultures de biofilms de 48 h de la souche de référence EGD-e. Ces travaux pourraient 

également être accompagnés d’observations microscopiques afin de voir si les bactériophages 

seraient bloqués dans les couches superficielles du biofilm ou s’ils seraient capables de 

pénétrer le biofilm.  Le but final de tous ces travaux étant de mieux comprendre et mieux 

modéliser la persistance de L. monocytogenes dans les entreprises agro-alimentaires pour 

ensuite trouver le meilleur moyen de l’éradiquer dans l’environnement industriel pour une 

meilleure sécurité sanitaire des aliments et pour la santé du consommateur. 
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ANNEXES 

 

Annexe 1 : Epidémies nationales et internationales de listériose, 1981-2013. Modifié à partir 

de Tourdjman, et al. (2014).   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Pays  Année Nb de cas Aliment incriminé 

Canada 1981 41 Coleslaw 

USA  1983 49 Lait pasteurisé 

Suisse 1983 122 Vacherin Mont d’Or 

USA 1985 142 Fromage mexicain 

Royaume-Uni  1987 366 Pâté 

USA 1989 10 Crevettes 

Danemark  1989 26 Bleu 

France  1992 279 Langue de porc en gelée 

France  1993 38 Rillettes 

Italie  1993 18 Salade de riz 

France 1995 36 Brie 

France 1997 14 Pont-Lévêque 

USA  1998 108 Hot dogs 

France 1999 4 Epoisses 

Finlande  1999 25 Beurre 

France 2000 32 Langue de porc en gelée 

Nouvelle-Zélande  2000 32 Jambon 

France 2000 10 Rillettes 

USA 2000 30 Charcuterie de volaille 

USA 2000 13 Fromage mexicain 

Suède 2001 48 Fromage 

France 2002 11 Tartinette 

USA 2002 54 Charcuterie de dinde 

Canada 2002 17 Fromage au lait cru 

France  2003 4 Mortadelle 

USA 2003 12 Fromage mexicain 

USA 2006 108 Saucisses 

Canada 2008 57 Viande rôti  

USA 2011 147 Melons 

USA  2012 20 Ricotta 

France 2012 10 Brie 

France 2013 10 Quenelles 



  



Annexe 2 : Composition du milieu de culture MCDB 202 (Cryo bio System). 

Composants Formule CryoBioSystem (mg/L) 

Ammonium Metavandate 0.000585 

Ammonium Molybdate 0.0012359 

Calcium Chloride•2H20 294 

Cupric Sulfate •5H20 0.0002497 

Fer sulfate 1,39 

Magnesium Sulfate 189 

Manganese Sulfate•5H2O 0.0001205 

Nickel Chloride Hexahydrate 0.0000011885 

Potassium Chloride 224 

Potassium Phosphate Mono 68.05 

Sodium Chloride 7599 

Sodium Metasilicate•9H2O 0.1421 

Sodium Phosphate Dibasic 71.05 

oxyde de selenium (H2SeO3) 0.00789 

Stannous Chloride Dihydrate 0.000001128 

Zinc Sulfate•7H2O 0.02875 

Amino Acids:   

L-Alanine 8.9 

L-Arginine 56 

L-Asparagine 132.1 

L-Aspartic Acid 13.31 

50 ( lcysteine monohydrate HCl) 24.44 

L-Glutamic Acid 14.71 

L-Glutamine 365 

Glycine 7.51 

L-Histidine 15.52 

L-Isoleucine 13.12 

L-Leucine 39.36 

L-Lysine 29.24 

L-Methionine 4.48 

L-Phenylalanine 4.96 

L-Proline 5.76 

L-Serine 31.53 

L-Threonine 35.73 

L-Tryptophan 6.13 

L-Tyrosine 9.06 

L-Valine 35.16 

Vitamins:   

Biotin 0.00733 

Choline Chloride 13.96 

Vitamin B12 0.1355 

Inositol 18.02 

Nicotinamide 6.1 

D-Pantothenic Acid•Ca 0.2383 

Pyridoxine•HCl 0.0616 

Riboflavin 0.1129 

Thiamine•HCl 0.337 

Autre:   

Adenine 0.1350 

Thymidine 0.07266 

D-Glucose 1440.0 

HEPES Free Acid 7149.0 

Linoleic Acid 0.0561 

Acide dl tioctique 0,002 

Phenol Red, Sodium 1.242 

Putrescine•2HCl 0.0001611 

Sodium Pyruvate 55.0 



 

  



Annexe 3: Impact de la sonication du biofilm sur la viabilité des cellules de L. 

monocytogenes. A) Dénombrement des populations bactériennes sur milieux gélosés TSAYe 

avant et après sonication des biofilms des souches EGD-e et de ScottA. B) Observation par 

microscopie en épifluorescence après coloration au Live/Dead® Bac Light™ des biofilms 

resuspendus avant et après sonication. 
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Annexe 4: Composition du milieu de culture MCDB 202 (US Biological). 

Corposant (mg/L)  

Inorganic Salts:  

Ammonium Metavandate 0.000585 

Ammonium Molybdate 0.0012359 

Calcium Chloride•2H20 22.0 

Cupric Sulfate •5H20 0.0002497 

Ferric Nitrate•9H20 1.39 

Magnesium Sulfate 180.57 

Manganese Sulfate•5H2O 0.0001205 

Nickel Chloride Hexahydrate 0.0000011885 

Potassium Chloride 186.25 

Potassium Phosphate Mono 68.05 

Sodium Chloride 7183.2 

Sodium Metasilicate•9H2O 0.1421 

Sodium Phosphate Dibasic 71.05 

Sodium Selenite 0.00789 

Stannous Chloride Dihydrate 0.000001128 

Zinc Sulfate•7H2O 0.02875 

Amino Acids:  

L-Alanine 8.9 

L-Arginine 52.26 

L-Asparagine 132.1 

L-Aspartic Acid 13.31 

L-Cysteine 24.44 

L-Glutamic Acid 14.71 

L-Glutamine 146.0 

Glycine 7.51 

L-Histidine 15.52 

L-Isoleucine 13.12 

L-Leucine 39.36 

L-Lysine 29.24 

L-Methionine 4.48 

L-Phenylalanine 4.96 

L-Proline 5.76 

L-Serine 31.53 

L-Threonine 35.73 

L-Tryptophan 6.13 

L-Tyrosine 9.06 

L-Valine 35.16 

Vitamins:  

Biotin 0.00733 

Choline Chloride 13.96 

Vitamin B12 0.1355 

Folinic Acid, Calcium 0.0006016 

Myo-Inositol 18.02 

Nicotinamide 6.1 

D-Pantothenic Acid•Ca 0.2383 

Pyridoxine•HCl 0.0616 

Riboflavin 0.1129 

Thiamine•HCl 0.337 

Other:  

Adenine 0.1350 

Thymidine 0.07266 

D-Glucose 1440.0 

HEPES Free Acid 7149.0 

Linoleic Acid 0.0561 

Lipoic Acid 0.00206 

Phenol Red, Sodium 1.242 

Putrescine•2HCl 0.0001611 

Sodium Pyruvate 55.0 

Total: 17.03 g/litre 

 



  



Annexe 5: Protocole d’extraction d’ADN du kit DNeasy Blood & Tissue. 

Matériel nécessaire 

 

 Tubes microfuges de 2 ml 

 Tubes eppendorf de 1,5 ml 

 Bain marie à 56°C 

 éthanol absolu  

 centrifugeuse  

 

A préparer 

 

 Tampons AW1 et AW2 doivent être dilués à l’éthanol absolu avant leur première utilisation 

comme indiqué sur les flacons. Les tampons seront stables pendant 1 an à une température de 15-

25°C 

 Protéinase K stable à 15-25°C; si la température est >25°C, la stocker à 2-8°C. 

- Resuspendre le culot de bactéries dans 180 µl de tampon ATL.  

- Ajouter 20 µl de Protéinase K   

- Vortexer  

- Incuber à 56 °C 3 H pour une lyse complète 

- Ajouter 4 µl de Rnase A  

- Vortexer et laisser incuber 2 min à  T° ambiante 

- Vortexer 15 sec 

- Ajouter 200 µl de tampon AL 

- Vortexer  

- Ajouter 200 µl d’éthanol absolu 

- Vortexer immédiatement  après l’ajout de l’éthanol 

- Prélever la mixture et la déposer dans une colonne Dneasy Mini spin placée sur un tube de 

2 ml 

- Centrifuger 1 min à 8000 rpm 

- Mettre la colonne dans un nouveau tube de 2 ml 

- Ajouter 500 µl de tampon AW1  

- Centrifuger 1 min à 8000 rpm 

- Mettre la colonne dans un nouveau tube de 2 ml 

- Ajouter 500 µl de tampon AW2  

- Centrifuger 3 min à 14000 rpm pour sécher la membrane 

- Placer la colonne sur un nouveau tube de 1.5 ml (ou 2 ml) 

- Ajouter 50 µl de tampon AE pour éluer l’ADN capté par la colonne 

- Incuber à T° ambiante 1 min 

- Centrifuger 1 min à 8000 rpm 

- Jeter la colonne 

- Fermer le tube qui contient l’ADN 

 

NB : Il est possible de réaliser une 2
nde

 élution dans un nouveau tube pour augmenter la quantité 

d’ADN extrait (Ajouter 50 µl de tampon AE, incuber à T° ambiante 1 min, centrifuger 1 min à 8000 

rpm) 

 



  



Annexe 6: Affinité à l’hexadécane des mutants complémentés 

EGDeΔlmo2549::pLIV2(lmo2549) et EGDeΔlmo2550::pLIV2(lmo2550)  et de la souche 

sauvage EGD-e après 3h d’incubation à 30°C dans le milieu MCDB 202 (supplémenté ou non 

en Cm à 10µg/ml). 
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Annexe 7: Suivit de croissance par dénombrement sur milieu gélosé TSAYe (supplémenté ou 

non en Cm à 10µg/ml) les mutants complémentés EGDeΔlmo2549::pLIV2(lmo2549) et 

EGDeΔlmo2550::pLIV2(lmo2550)  et de la souche sauvage EGD-e en culture planctoniques 

dans le milieu MCDB 202 (supplémenté ou non en Cm à 10µg/ml) durant 48h à 30°C. Les 

barres d’erreurs représentent l’intervalle de confiance. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



  



Annexe 8 : Observation par microscopie en épifluorescence après coloration au DAPI des biofilms 

de 48h des mutants  DSS1130 BFA2, Δlmo2549 et Δlmo2550 et la souche sauvage EGD-e cultivés 

sur acier inoxydable à 30°C dans le milieu MCDB 202. Les barres blanches représentent l’échelle à 

20 µm. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  



  



Annexe 9 : Observation par microscopie en épifluorescence après coloration au Live/Dead® Bac 

Light™ des biofilms de 48h formés par les mutants complémentés EGDeΔlmo2549::pLIV2(lmo2549) 

et EGDeΔlmo2550::pLIV2(lmo2550)  et la souche sauvage EGD-e cultivés sur acier inoxydable à 30°C 

dans le milieu MCDB 202. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  



  



Annexe 10 : Quantification des populations totales, viable et viable cultivable des biofilms de 48h 
des mutants complémentés EGDeΔlmo2549::pLIV2(lmo2549) et EGDeΔlmo2550::pLIV2(lmo2550) et 
la souche sauvage EGD-e cultivés sur acier inoxydable à 30°C dans le milieu MCDB 202. Les barres 
d’erreur représentent l’intervalle de confiance. (EGD-e : n = 25, EGDeΔlmo2549::pLIV2(lmo2549) et 
EGDeΔlmo2550::pLIV2(lmo2550) n = 4) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



  



Annexe 11: Résistance des biofilms de 48h des mutants complémentés 
EGDeΔlmo2549::pLIV2(lmo2549) et EGDeΔlmo2550::pLIV2(lmo2550) et la souche sauvage 
EGD-e cultivés sur acier inoxydable à 30°C dans le milieu MCDB 202 à un flux d’eau et de 
soude (0,05%) à un débit de 40 Pa. A) Dénombrement des populations résiduelles totales, 
viable et viable cultivable. B) Observations microscopiques des populations résiduelles 
après coloration au Live/Dead® Bac Light™. Les barres d’erreur représentent l’intervalle de 
confiance. EGDe : n = 24, EGDeΔlmo2549::pLIV2(lmo2549) et 
EGDeΔlmo2550::pLIV2(lmo2550) n = 6. 

 

  



  



Annexe 12: Mesure d’angle de contact à l’eau des surfaces d’acier inoxydable. Les mesures 
ont été effectuées sur 3 coupons d’acier inoxydable (1,2 et 3). Les moyennes sont calculées à 
partir de 10 mesures. Les barres d’erreurs représentent l’intervalle de confiance. 
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Annexe 13: Quantification des populations totales, viable et viable cultivable des cellules 
adhérente à l’acier inoxydable après 3h d’incubation à 30°C dans le milieu MCDB 202 des 
mutants DSS1130 BFA2, Δlmo2549, Δlmo2550 et de la souche sauvage EGD-e. Les barres 
d’erreurs représentent l’intervalle de confiance. (n=3) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



  



Annexe 14 : Observation par microscopie en épifluorescence après coloration à l’orangé d’acridine de l’adhésion à la formation des biofilms de 48h par les 

mutants  Δlmo2537,  ΔtagO1tagO2,  ΔtagO1,  ΔtagO2 et la souche sauvage EGD-e cultivés sur acier inoxydable à 30°C dans le milieu MCDB 202 avec (+) ou 

sans (-) IPTG . Les barres blanches représentent l’échelle à 20 µm 
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