
HAL Id: tel-04353025
https://theses.hal.science/tel-04353025

Submitted on 19 Dec 2023

HAL is a multi-disciplinary open access
archive for the deposit and dissemination of sci-
entific research documents, whether they are pub-
lished or not. The documents may come from
teaching and research institutions in France or
abroad, or from public or private research centers.

L’archive ouverte pluridisciplinaire HAL, est
destinée au dépôt et à la diffusion de documents
scientifiques de niveau recherche, publiés ou non,
émanant des établissements d’enseignement et de
recherche français ou étrangers, des laboratoires
publics ou privés.

Vers l’utilisation rationnelle de biofilms positifs pour
aider à maîtriser les microorganismes indésirables dans

les bâtiments d’élevage
Virgile Guéneau

To cite this version:
Virgile Guéneau. Vers l’utilisation rationnelle de biofilms positifs pour aider à maîtriser les microor-
ganismes indésirables dans les bâtiments d’élevage. Biotechnologie. Université Paris-Saclay, 2023.
Français. �NNT : 2023UPASB057�. �tel-04353025�

https://theses.hal.science/tel-04353025
https://hal.archives-ouvertes.fr


 

 

Vers l'utilisation rationnelle de biofilms 

positifs pour aider à maîtriser les 

microorganismes indésirables dans les 

bâtiments d'élevage 

Towards the rational use of positive biofilms to aid in the management of 

undesirable microorganisms in livestock buildings 

 

Thèse de doctorat de l'université Paris-Saclay 

 

   École Doctorale n°581 : Agriculture, Alimentation, Biologie, 

Environnement et Santé (ABIES) 

Spécialité de doctorat : Microbiologie  

Graduate School : Biosphera, Référent : AgroParisTech 

 

Thèse préparée dans l’UMR  

Micalis Institute (Université Paris-Saclay, INRAE, AgroParisTech), 

sous la direction de Romain BRIANDET, Directeur de recherche, et le co-encadrement 

de Mathieu CASTEX, Directeur R&D de Lallemand Animal Nutrition 

 

 

Thèse soutenue à Paris-Saclay,  le 17 novembre 2023, par 
 

 Virgile GUÉNEAU 
 

 

Composition du Jury  
Membres du jury avec voix délibérative  

Aurélie RIEU-GUIGON 

Professeure, Université de Bourgogne 
 Présidente 

Philippe FRAVALO 

Professeur, CNAM 
 Rapporteur & Examinateur 

Marie-France PILET 

Professeure, ONIRIS 
 Rapporteur & Examinatrice 

Théodore  BOUCHEZ 

ICPEF, INRAE (Université Paris-Saclay) 
 Examinateur  

Alain DUFOUR 

Professeur, Université de Bretagne-Sud 
 Examinateur 

N
N

T
 :
 2

0
2
3
U

P
A

S
B

0
5
7
 

T
H

E
S

E
 D

E
 D

O
C

T
O

R
A

T
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Résumé: La nécessité d'améliorer le bien-être animal, la 

durabilité et la sécurité microbiologique des systèmes de 

production entraîne des évolutions dans les itinéraires 

techniques des élevages. En accord avec le concept "One 

Health", des solutions préventives et complémentaires à 

l’utilisation d’intrants tels que les biocides chimiques et les 

antibiotiques sont en cours de développement. 

L'application de bactéries capables de former des biofilms 

positifs et de guider l'écologie microbienne de surface 

pour limiter l'installation de microorganismes indésirables 

est un procédé émergent pour aider à maintenir l'hygiène 

des bâtiments d'élevage. Bien que les bénéfices des 

biofilms positifs dans le contexte des exploitations 

agricoles soient de plus en plus établis, leur(s) mode(s) 

d’action ainsi que les techniques permettant de 

sélectionner de manière efficace les espèces et/ou 

souches appropriées pour composer ces solutions 

innovantes sont encore peu documentés. Dans l’optique 

d’aider à développer une nouvelle génération de produits, 

nous présentons une approche expérimentale adaptée à 

la sélection rationnelle d’espèces et de souches pour de 

telles applications. Ce processus repose sur l'analyse 

phénotypique des communautés constituants les biofilms 

par microscopie confocale à balayage laser (HCS-CLSM)  

et analyse d’images. Cette démarche a été utilisée pour 

cribler une collection de souches candidates pour leurs 

propriétés antagonistes vis-à-vis de microorganismes 

indésirables, ainsi que pour caractériser les mécanismes 

d’interaction au sein de différents modèles de biofilms 

mixtes. La capacité des souches candidates à coexister de 

manière stable au sein de biofilms mixtes a été étudiée en 

vue de créer des consortiums bénéfiques ayant une 

capacité accrue à coloniser les surfaces et à éviter/réduire 

le risque de colonisation par des communautés de 

microorganismes indésirables. En parallèle, une méthode 

d'échantillonnage basée sur le prélèvement de coupons 

de matériaux représentatifs des surfaces de bâtiments 

d’élevage a été mise en place pour caractériser les biofilms 

environnementaux, et étudier in situ les effets de 

l’application de biofilms positifs. A partir de ces résultats, 

nous engageons une discussion portant sur les 

opportunités d’amélioration en ce qui concerne la 

formulation de biofilms positifs de nouvelle génération. 

De plus, nous examinons les avantages et les bénéfices 

inhérents à ces produits en tant qu’éléments 

complémentaires aux méthodes de biosécurité 

traditionnellement employées dans les bâtiments 

d’élevage. 

 

 
 

Title: Towards the rational use of positive biofilms to aid in the management of undesirable microorganisms in livestock 

buildings 
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Abstract: The need to improve animal welfare, 

sustainability, and microbiological safety of livestock 

production systems is leading to changes in farm 

management. In line with the "One Health" concept, 

preventive and complementary solutions to the use of 

inputs such as chemical biocides and antibiotics are being 

developed. The application of bacteria capable of forming 

positive biofilms and guiding surface microbial ecology to 

limit the establishment of undesirable microorganisms is 

an emerging process to help maintain the hygiene of 

livestock buildings. Although the benefits of positive 

biofilms in the context of animal farming are increasingly 

established, their mode(s) of action as well as techniques 

to efficiently select appropriate species and/or strains to 

create these innovative solutions are still poorly 

documented. In order to contribute to the development 

of a new generation of products, we present an 

experimental approach adapted for the rational selection 

of species and strains for such applications. This process 

relies on the phenotypic analysis of the communities 

constituting the biofilms through confocal laser scanning  

microscopy (HCS-CLSM) and image analysis. This 

approach was used to screen a collection of candidate 

strains for their antagonistic properties against 

undesirable microorganisms, as well as to characterize 

interaction mechanisms within different models of mixed 

biofilms. The ability of candidate strains to stably coexist 

within mixed biofilms was studied with the aim of creating 

beneficial consortia with an increased capacity to colonize 

surfaces and to prevent/reduce the risk of colonization by 

undesirable microorganisms. In parallel, a sampling 

method based on the collection of representative material 

coupons from livestock building surfaces was established 

to characterize environmental biofilms and to study the in 

situ effects of applying positive biofilms. Based on these 

results, we initiate a discussion regarding opportunities 

for improvement in formulating next-generation positive 

biofilms. Furthermore, we examine the advantages and 

benefits inherent to these products as complementary 

elements to biosafety methods traditionally employed in 

livestock systems. 
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Ces dernières décennies, la production de volaille destinée à l'alimentation 

a connu une augmentation significative à l'échelle mondiale. Cette tendance est 

étroitement liée à la croissance démographique et à une hausse de la 

consommation, qui devrait selon les modèles se poursuivre dans les années à 

venir, principalement en raison des besoins croissants des pays en voie de 

développement [1]. Pour faire face à cette demande sociétale, une augmentation 

du nombre et de la taille des exploitations agricoles ainsi qu’une densification des 

animaux dans les bâtiments d’élevage sont envisagées. Cette densité d’animaux 

peut faciliter l 'émergence de maladies transmises par des microorganismes 

pathogènes capables d’infecter directement les animaux et l’humain par 

l’intermédiaire des animaux, phénomène appelé zoonose  [2]. Des moyens 

prophylactiques comme l’utilisation de la vaccination sont utilisés pour prévenir 

l’apparition de symptômes chez les animaux. D’autres pratiques curatives comme 

l’utilisation des antibiotiques et de biocides peuvent être employées afin de 

prévenir les contaminations par des microorganismes pathogènes. Cependant, 

l’utilisation d’antibiotiques est à l’origine de l’apparition de résistances génétiques 

pouvant être portées par les pathogènes [3,4]. Selon le rapport O'Neill (2016), plus 

de 10 millions de décès pourraient être causés par la résistance aux mé dicaments 

anti-infectieux en 2050. Ces résistances deviendraient la première cause de décès 

dans le monde d'ici 2050 si la situation actuelle ne change pas  [5]. L'Organisation 

Mondiale de la Santé (OMS) pointe la résistance aux antimicrobiens comme un 

phénomène à l’origine d’une crise mondiale de  santé publique qui doit être gérée 

de toute urgence [6]. Ainsi, il devient impératif de rechercher des solutions 

alternatives aux antibiotiques afin de réduire leur utilisation. Depuis plus de deux 

décennies l’industrie mondiale des productions animales a progressivement 

enclenché une mutation de ses pratiques vers une utilisation plus raisonnée des 

antibiotiques. La réglementation Européenne de 2006 sur l’interdiction de l’usage 

des antibiotiques facteurs de croissance chez les animaux d'élevage  a été un point 

de départ et nous assistons dès lors à des évolutions réglementaires de ce type 

dans d’autres régions du monde. En 2022 l’Union Européenne a étendu cette 

interdiction par l’application du règlement (UE) 2019/6. Bien que plusieurs actes 

juridiques doivent encore compléter ce règlement, celui -ci prévoit une interdiction 
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de l’importation au sein de l’UE des produits animaux ayant été traités avec des 

antibiotiques facteurs de croissance.    

Dans le contexte de mon projet de thèse, nous nous sommes intéressés aux 

élevages industriels hors-sols de poulets de chair. Les surfaces de ces bâtiments 

peuvent constituer des réservoirs de pathogènes microbiens en contact direct avec 

les animaux, agissant comme des vecteurs de maladies. Ainsi, des mesures d e 

biosécurité agissant sur l’environnement des animaux sont appliquées afin de 

réduire cette charge microbienne, potentiellement indésirable. Des protocoles de 

nettoyage et de désinfection (N&D) des surfaces impliquant l'utilisation de 

molécules biocides sont appliqués entre deux lots successifs d'animaux. Les 

molécules alors utilisées sont polluantes, entraînent l’apparition de résistance et 

ne sont pas totalement efficaces [7]. Des réglementations de plus en plus 

restrictives concernant l'utilisation de ce type de molécules émergent afi n de 

limiter une utilisation abusive, telles que la réglementation REACH en Europe 

(Regulation EC No. 1907/2006). L ’efficacité réduite des procédures de N&D est 

directement liée à l’organisation des microorganismes sous forme de biofilms 

adhérents aux surfaces [8].  

Les biofilms sont des communautés complexes de microorganismes spatialement 

organisées et intégrées dans une matrice extracellulaire sécrétée. Au sein de cette 

matrice qui structure la communauté, les microorganismes interagissent entre eux 

et avec leur environnement [9,10] (Figure 1).  
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Figure 1: Le schéma présente le modèle de la formation des biofilms. Il inclut les trois principaux événements de la 

formation des biofilms indépendamment des surfaces et de l'initiation à partir de bactéries planctoniques 

unicellulaires, englobant ainsi les systèmes in vitro, in situ et in vivo. Le présent modèle prend en compte différents 

habitats, conditions et microenvironnements, ainsi que l'afflux possible de nouvelles cellules. En outre, le modèle 

englobe à la fois les biofilms attachés à la surface (anneau extérieur) et les biofilms non attachés à la surface (anneau 

intérieur), avec un échange possible entre les deux. Les bactéries peuvent entrer dans le modèle à n'importe quel 

moment. Agrégation et attachement : au cours de cet événement, les bactéries s'agrègent les unes aux autres ou 

s'attachent à des surfaces biotiques et abiotiques. Croissance et accumulation : au cours de cet événement, les 

colonies bactériennes agrégées et attachées s'étendent par la croissance et le recrutement des cellules 

environnantes. Désagrégation et détachement : au cours de cet événement, les bactéries peuvent quitter le biofilm 

sous forme d'agrégats ou de cellules individuelles, en fonction du mécanisme. Ces trois événements caractérisent 

et représentent la plupart, sinon la totalité, des scénarios de biofilms, indépendamment du temps et de la maturité. 

Adapté de Karin Sauer et al. [10]. 

 

Ces communautés polymicrobiennes sont ubiquitaires et colonisent tous les 

biotopes de notre planète. Selon une étude bibliographique, l'ensemble des 

biofilms qui recouvrent ces biotopes contiendraient jusqu'à 80% des 

microorganismes présents sur Terre [11]. La matrice extracellulaire des biofilms se 

compose principalement d'exopolysaccharides, de protéines, d'ADN extracellulaire 

(ADNe) et d’eau [12]. La présence de la matrice favorise une architecture 
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tridimensionnelle, au sein de laquelle se forment des gradients chimiques, gazeux 

et nutritionnels qui dépendent de la densité cellulaire ainsi que de la composition 

de la matrice [13]. Ces structures complexes peuvent héberger des bactéries et  

des archées [11], des virus [14], des champignons [15–17], ou encore des 

microalgues [18,19] et peuvent constituer des réservoirs de microorganismes 

pathogènes [20]. La disposition spatiale, l'hétérogénéité cellulaire des membres 

de la communauté microbienne, la diversité des composés de la matrice 

extracellulaire et des gradients physico-chimiques qui sont générés dans le 

biofilm, sont à l'origine de l'émergence de nouvelle s propriétés au sein de ces 

communautés [12,13,21,22]. Contrairement au mode de vie planctonique, les 

bactéries au sein des biofilms sont capables d'une plus grande tolérance et 

adaptabilité vis à vis des stress environnementaux, tels que lors du passage dans 

le tractus digestif [23,24], ou lors de l'exposition à de fortes concentration de 

biocides, de désinfectants [8] ou d'antibiotiques [25]. 

Les biofilms ont jusqu'à présent été étudiés essentiellement pour leurs impacts 

négatifs sur la santé humaine [26,27], des animaux [28,29] et des plantes [17], dans 

le cadre de contamination dans les procédés industriels  [30] ou encore sur 

l’intégrité des matériaux [31]. Le coût engendré par ces impacts des biofilms est 

évalué à près de 4 000 milliards de dollars par an à l'échelle mondiale, dont environ 

deux tiers sont dus à la bio-corrosion [32]. The National Institutes of Health  (NIH) 

estime qu'environ 80% des infections humaines étaient associées à la formation 

de biofilms [27]. Cependant, au-delà de ces impacts négatifs, il faut rappeler que 

les biofilms représentent des intérêts majeurs au niveau environnemental et 

industriel. A l’échelle écologique, les biofilms sont essentiels au bon 

fonctionnement des écosystèmes. En industrie agroalimentaire, ils sont aussi 

largement impliqués dans la transformation d’aliments fermentés comme le 

fromage ou le natto [33]. Actuellement, il est reconnu que le mode de vie en 

biofilm est impliqué dans certains mécanismes de protection des cultures par des 

agents de biocontrôle microbiens [34].   

En accord avec le concept “One Health”, qui vise notamment à réduire l'utilisation 

de biocides et d'antibiotiques tout en améliorant le bien-être animal dans les 
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élevages, des moyens innovants de lutte et de prévention contre l'émergence de 

zoonoses sont développés. Une des approches novatrices consiste à appliquer des 

bactéries bénéfiques capables de former des biofilms positifs sur les surfaces en 

complément des procédures de N&D. Les biofilms positifs vont ainsi moduler le 

microbiote des surfaces dans les bâtiments d'élevage avec comme objectif de 

limiter l’implantation de microorganismes indésirables [35]. Ces biofilms positifs 

sont sélectionnés en fonction de leurs capacités à coloniser les surfaces et à 

exercer des activités compétitrices contre des microorganismes indésirables ciblés. 

Les produits disponibles actuellement sur le marché sont essentiellement 

composés d’assemblage de souches de Bacillus spp. et de bactéries lactiques 

(LAB). En effet, de nombreuses espèces de ces genres bactériens sont présentes 

sur la liste de présomption d’innocuité reconnue (QSP) de l’autorité européenne 

de sécurité des aliments (EFSA) [36] et possèdent le statut “généralement reconnu 

comme sans danger” (Generally Recognized As Safe ,  GRAS) de la Food and Drug 

Administration (FDA).  

Actuellement, il existe sur le marché des biofilms positifs commerciaux utilisés par 

les éleveurs. Cependant, avant ce pro jet de thèse, aucune étude n'avait mis en 

évidence la possibilité de moduler les communautés de surfaces d'élevage par le 

développement des biofilms positifs. En effet, les méthodes couramment 

employées pour l'étude des communautés microbiennes de surface,  telles que les 

écouvillonnages, boîtes de contact, chiffonnettes, et éponges, ne sont pas 

standardisées et sont fortement tributaires de l'expérimentateur  [37]. Ces 

méthodes sont invasives, altèrent l’intégrité et modifient l’organisation spatiale 

du biofilm. L'examen des biofilms revêt une importance capitale en raison de leur 

rôle fondamental dans la tolérance des microorganismes, notamment face aux 

désinfectants [13].  

De plus, les produits disponibles sur le marché sont des assemblages de souches 

dont l'effet augmenté des mélanges par rapport aux souches individuelles n’a pas 

été formellement démontré. Leur capacité à coloniser les surfaces sous forme de 

biofilm ou à exercer un effet antagoniste contre des microorganismes indésirables 

restent insuffisamment documentée. Cela s’explique par la présence de verrous 
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technologiques rendant difficile le suivi individuel des partenaires du biofilm au 

sein de la communauté. Cependant, l’accès à ces informations est essentiel pour 

décrypter les mécanismes d'interactions entre les différentes souches qui 

composent le biofilm.  

Pour établir une base scientifique solide en vue de rationaliser l'utilisation de 

biofilms positifs dans l'élevage, deux objectifs majeurs ont été fixés.  

Objectif i) développer une méthodologie adaptée pour étudier de 

manière globale les communautés microbiennes associées aux surfaces des  

bâtiments d’élevages hors-sols, et la valider dans le contexte d’un élevage 

industriel .  

Objectif ii) mettre en place une démarche expérimentale rationnelle 

visant à sélectionner et assembler des souches présentant des caractéristiques 

d’intérêt pour la formation des biofilms positifs .  

Pour répondre à ces objectifs, ce projet de thèse CIFRE a été mis en place. Il 

s'inscrit dans une collaboration entre l'équipe “Biofilms et Communautés 

Spatialement Organisées” (B3D) de l’Institut Micalis et l’entreprise Lal lemand 

Animal Nutrition.  

L’Institut Micalis est une unité mixte de recherche (UMR) associant l’INRAE, 

AgroParisTech et  l’Université Paris-Saclay (UPSaclay). Les travaux de recherche 

menés portent sur la microbiologie de l’alimentation au service de la sa nté. Au 

sein de l’UMR Micalis, l’équipe “Biofilms et Communautés Spatialement Organisées 

(B3D) constitue l’une des dix équipes composant le pôle “Adaptation Bactérienne 

et Pathogenèse”. Au sein de l’unité, l'équipe B3D occupe une position singulière 

en abordant la question de l'organisation spatiale des microorganismes dans un 

contexte de santé publique. Son objectif principal réside dans la caractérisation 

du comportement des agents pathogènes au sein de systèmes tridimensionnels 

complexes tout au long de la chaîne alimentaire. Les travaux visent à développer 

des approches innovantes pour maîtriser ces pathogènes en manipulant leur 

environnement local, en optimisant l'action d’agents antimicrobiens et en 

exploitant des microorganismes bénéfiques.   
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De son côté, Lallemand SAS fait partie du Groupe Lallemand, un groupe spécialisé 

dans la recherche, le développement et la production de microorganismes pour 

des applications dans divers domaines. L'un de ses domaines d'expertise de 

premier plan concerne le développement de solutions à base de microorganismes 

qui exercent une influence directe sur la stabilisation des microbiomes digestifs 

humain et animaux, ainsi que sur les fonctions de barrière et les mécanismes de 

régulation de la réponse immunitaire à l'échelle  locale et systémique. Lallemand 

Animal Nutrition (LAN) est l'unité d’affaires dédiée au développement et à la 

commercialisation de solutions microbiennes à destination des animaux d'élevage 

et des animaux de compagnie. La société n’a cessé d’innover par l e développement 

industriel de nouveaux produits et le développement de nouvelles applications 

des microorganismes en alimentation animale et plus récemment dans 

l’environnement des animaux d'élevages.  

Cette thèse a été dirigée par Romain Briandet, directeu r de recherche INRAE à 

l’Institut Micalis et responsable de l’équipe B3D et co-encadrée par Mathieu 

Castex, directeur R&D de Lallemand Animal Nutrition.  

Le projet scientifique a été divisé en trois modules pour répondre aux objectifs 

énoncés, illustrés dans la figure 2 , et décrits ci-dessous. 

 

Figure 2: Schéma décrivant l'organisation des modules du projet scientifique. 
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Module 1: Caractérisation des communautés microbiennes spatialement 

organisées associées aux surfaces de bâtiments d’élevage.  Une procédure 

d'échantillonnage in-situ utilisant des coupons de matériaux représentatifs des 

bâtiments d’élevage a été mise au point, associée à une analyse ex-situ en 

laboratoire. Cette technique d’échantillonnage permet de prélever la communauté 

microbienne sans perturber l'organisation spatiale du biofilm, étudiée par 

Microscopie Confocale à Balayage Laser (MCBL). Après détachement mécanique 

des biofilms développés sur les coupons, le nombre de bactéries a été déterminé 

par dénombrement sur différents milieux sélectifs. De plus, la diversité de ces 

communautés a été étudiée en séquençant le gène codant pour l'ARNr 16S. Cette 

approche a été mise au point sur un élevage expérimental de poulet de chair et 

un élevage commercial porcin. Étant donné que le sy stème d’élevage de poulet de 

chair est plus facile à étudier par ces approches que celui des porcs, nous avons 

choisi de le considérer comme système modèle pour la suite du projet. Suite à 

cette phase de mise au point, notre méthode d'échantillonnage a été  appliquée 

lors d’une étude visant à comprendre comment l’implantation d’un biofilm positif 

pouvait moduler les communautés microbiennes présentes sur les surfaces de 

bâtiments d’élevage de poulet de chair. Notre méthode de prélèvement des 

biofilms autochtones de l’élevage a également permis d’isoler certaines souches 

de Bacillus spp., caractérisées dans le cadre de ce projet.  

Module 2: Sélection de souches uniques par l’évaluation et la 

caractérisation de leur activité antagoniste en biofilms sur des bactéries 

indésirables. Lors de ce module, des modèles in-vitro basés sur l’imagerie des 

biofilms permettant de quantifier et caractériser l'activité antagoniste en biofilm 

des souches candidates sur des bactéries indésirables ont été développés. Les 

meilleures souches candidates ont été sélectionnées en vue de concevoir un 

produit commercial de nouvelle génération. Des études approfondies ont 

également été menées pour comprendre les grandes familles de mécanismes 

impliquées dans l’activité antagoniste des souches sélectionnées.  

Module 3: Assemblage de souches pour une action renforcée du biofilm 

positif . Dans le cadre de ce module, des consortiums de souches bénéfiques ont 
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été assemblés selon une approche innovante dans le domaine. Dans un premier 

temps, la capacité des souches candidates à former des biofilms multi -

souches/espèces stables et compatibles a été vérifiée. Dans un second temps, les 

consortiums identifiés ont été évalués pour leur potentiel effet renforcé par 

rapport aux souches individuelles les composant. Dans le cas d’associations 

spécifiques, une activité antagoniste plus prononcée par rapport aux souches 

individuelles a été observée.  

Le manuscrit de thèse présenté est organisé en trois parties :   

La première partie  constitue une étude bibliographique sous forme d’un 

article de revue et d’un chapitre de livre. Elle expose i) le contexte global du projet, 

en énonçant les avantages et limitations liés à l’utilisation des biofilms positifs 

dans des élevages hors sols, et ii) les différentes utilisatio ns de la microscopie de 

fluorescence permettant l’analyse spatiale des biofilms bactériens multi -espèces, 

qui représente la principale méthode utilisée tout au long du projet.    

La deuxième partie  présente les résultats expérimentaux et est organisée 

en deux chapitres. Le premier chapitre se concentre sur la caractérisation des 

communautés microbiennes associées aux surfaces de bâtiments d’élevage et sur 

l’observation de leurs modulations suite à l'application d’un biofilm positif. Le 

deuxième décrit l’élaboration d'une stratégie innovante permettant la sélection et 

l'association de souches bénéfiques formant des biofilms capables de limiter 

l'implantation et la croissance des agents pathogènes.   

La troisième partie  conclut ce manuscrit par une discussion et  décrit les 

perspectives scientifique et industrielle de l’étude. Elle met en avant les résultats 

obtenus, les enseignements tirés, et propose des orientations futures pour les 

recherches dans ce domaine, ainsi que des possibilités d'applications industrie lles 

pour les produits de biofilm positif développés.   
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2.1 ARTICLE 1: POSITIVE BIOFILMS TO GUIDE SURFACE 

MICROBIAL ECOLOGY IN LIVESTOCK BUILDING 

 

Virgile Guéneau , Julia Plateau-Gonthier, Ludovic Arnaud, Jean-Christophe Piard, 

Mathieu Castex, Romain Briandet.  

 

Biofilm, 2022, 4, pp.100075. 10.1016/j.bioflm.2022.100075.  

Positive biofilms to guide surface microbial ecology in livestock buildings 
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2.2 ARTICLE 2 : SPATIAL ANALYSIS OF MULTISPECIES 

BACTERIAL BIOFILMS 

 

Virgile Guéneau , Raphaël Charron, Vlad Costache, Arnaud Bridier, Romain 

Briandet.  

 

MIM 53: Biofilms, Elsevier, 2023, Methods in Microbiology, 

10.1016/bs.mim.2023.03.002. 
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3 PRESENTATION DES RESULTATS 
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3.1 CHAPITRE 1 - CARACTERISATION DES COMMUNAUTES 

MICROBIENNES ASSOCIEES AUX SURFACES DE BATIMENTS 

D’ELEVAGE ET OBSERVATION DE LEURS MODULATIONS PAR 

L’APPLICATION D’UN BIOFILM POSITIF 

 

3.1.1 Préambule 

Le premier objectif de mon projet de recherche a été de développer une 

méthode de prélèvement des communautés microbiennes spatialement organisées 

sur les surfaces des bâtiments d'élevage. Cette approche, basée sur 

l’échantillonnage de coupons, a été assoc iée à une analyse ex-situ en laboratoire. 

Dans ce chapitre, je présente dans un premier temps les résultats des études 

terrains qui ont permis de mettre au point cette méthode, la rendant standardisée 

et reproductible. Les techniques couramment utilisées, basées sur les 

écouvillonnages, boîtes de contact, chiffonnettes, ou éponges ne permettent pas 

le décrochement total des microorganismes associés et déstructurent les biofilms 

[37]. Or, cette formation du biofilm est une caractéristique importante car elle est 

intimement liée à la tolérance des microorganismes aux stress environnementaux 

et est impliquée dans les mécanismes d'interaction entre les différentes espèces 

de la communauté. L’utilisation de la MCBL, couplée à l’analyse d’image, a permis 

d'étudier la structuration en 3D des biofilms. Parallèlement, des dénombrements 

sur différents milieux sélectifs ont été effectués pour étudier le nombre de 

bactéries viables et cultivables présentes dans ces communautés. Enfin, une 

analyse de la diversité des espèces a été réalisée par séquençage à haut débit du 

gène de l'ARNr 16S.  

L'approche d’étude des biofilms de surface a tout d'abord été testée dans un 

élevage de poulet expérimental de la société Lallemand. Cette étude a constitué 

un préalable à sa mise en œuvre au sein d'élevages commerciaux à plus grande 

échelle. La même stratégie de prélèvement et d’étude des biofilms a également 

été reproduite dans un élevage commercial porcin. Des coupons composés de 
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matériaux représentatifs de bâtiment d’élevage tels que le PVC,  l’acier galvanisé 

ou inoxydable ont été placés sur les surfaces en contact avec les animaux avant 

leur arrivée dans le bâtiment. L’échantillonnage au fil du temps, suivi d’une analyse 

ex-situ au laboratoire, a permis d’étudier de manière globale les commu nautés 

attachées aux surfaces des coupons dans ces environnements. Suite aux résultats 

obtenus, nous avons décidé de nous focaliser pour la suite du projet sur l'élevage 

avicole comme système d'étude, moins contraignant que le système porcin. 

L'observation de l'expérimentation préliminaire en élevage de poulet de chair est 

décrite en annexe , tandis que l'étude en élevage porcin est détaillée dans l'article 

3 . 

La méthodologie d'échantillonnage à l’aide des coupons a également permis 

l’isolement de souches environnementales. Par exemple, des souches sporulantes 

d'intérêt ont été isolées sur un milieu gélosé riche (TSA) à partir des biofilms sur 

les coupons puis cultivées en milieu liquide (TSB). La suspension résultante a  été 

traitée à 80°C pendant 10 minutes pour sélectionner les spores. Après criblage de 

leurs propriétés bénéfiques en condition de biofilm, ces souches pourront être 

considérées comme des candidates pour une utilisation potentielle en biofilm 

positif dans un contexte similaire (ou identique) à celui de leur isolement. 

Certaines de ces souches ont été caractérisées comme formant spontanément de 

larges quantités de biofilms et leurs génomes ont été séquencés. Un exemple avec 

la souche B. velezensis P1, isolée d’un coupon prélevé dans un élevage porcin, est 

décrit dans l’article 4 . 

L’effet d’un produit commercial (Lalfilm Pro®, Lallemand SAS, France) sur la 

modulation de la composition du microbiote de surface d’un bâtiment d’élevage 

de poulets de chair, après le processus de nettoyage et de désinfe ction, et avant 

l’entrée des animaux dans le bâtiment, a été étudié. Le microbiote de surface de 

4 bâtiments (2 traités et 2 témoins) a été suivi au cours du temps, en présence des 

animaux, par la méthode de prélèvement précédemment établie. Les résultats ont 

mis en évidence l'effet des biofilms positifs sur la modulation du microbiote de 

surface des bâtiments d’élevage. De plus, cette étude a permis de générer des 

connaissances sur la composition et la structure des communautés microbiennes 
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qui composent les microbiotes présents dans ces environnements jusqu’alors peu 

étudiés dans la littérature. Les résultats de cette étude sont décrits dans l’ article5 . 

Les communautés de microorganismes qui composent les biofilms de surfaces au 

sein des élevages ne sont pas connues alors même qu’elles exercent un impact 

direct sur la santé des animaux. La pré-existence, après l'application d'un 

processus de nettoyage et de désinfection tels que décrit dans l'article 5 [38], de 

grandes quantités de spores sur la surface des  coupons avant l'arrivée des animaux 

dans le bâtiment, a constitué une observation cruciale. En effet, environ 3 log 

d’Unités Formant Colonie par cm 2 (UFC/cm2) de spores bactériennes ont été 

dénombrées dans les deux bâtiments n’ayant jamais reçu de solutio n de biofilm 

positif. Le séquençage à haut débit du gène de l'ARNr 16S suivi d’une analyse de 

la diversité basée sur les séquences obtenues a mis en évidence une abondance 

relative du genre Bacillus représentant jusqu’à 30 % de la population totale 

endémique dans ces bâtiments. Certaines souches formant des spores et ayant des 

phénotypes de biofilm remarquables ont été prélevées au cours du temps dans les 

bâtiments témoins et leurs génomes séquencés. Une étude des génomes et des 

phénotypes de biofilms a été réalisée dans le but de caractériser ces souches, afin 

d’identifier de possibles bactéries indésirables ou, au contraire, des souches 

potentiellement candidates pour une utilisation en biofilm positif dans ces mêmes 

environnements. Les résultats de cette étude sont décrits dans l’article 6 , en 

préparation. 

En conclusion de ce chapitre, une approche combinée a été employée pour la 

première fois avec succès afin d'acquérir des images microscopiques de la 

structure des communautés présentes sur les surfaces des bâtiments élevages, 

tout en permettant de suivre de manière fiable, précise et reproductible leur 

évolution en termes de nombre et de composition au fil du temps. De plus, 

certaines souches du genre Bacillus, autochtones des bâtiments d’élevage, ont été  

caractérisées en se basant sur leur génome et leur phénotype en biofilm, révélant 

ainsi leur potentiel dans le cadre d’utilisations industrielles.  
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3.1.2 Article 3 : Capture and ex-situ analysis of environmental biofilms in 

livestock buildings 

 

Virgile Guéneau , Ana Rodiles, Jean-Christophe Piard, Bastien Frayssinet, Mathieu 

Castex, Romain Briandet.  

 

Microorganisms, 2022, 10 (1), pp.2. 10.3390/microorganisms10010002.  
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3.1.3 Article 4 : Genome sequence of Bacillus velezensis P1, a strain 

isolated from a biofilm captured on a pig farm building 

 

Virgile Guéneau , Jean-Christophe Piard, Bastien Frayssinet, Valentin Loux, Hélène 

Chiapello, Romain Briandet.  

 

Microbiology Resource Announcements, 2022, 10.1128/mra.01219-21. 
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3.1.4 Article 5 : Positive biofilms to control surface-associated microbial 

communities in a broiler chicken production system - a field study 

 

Virgile Guéneau , Ana Rodiles, Bastien Frayssinet, Jean-Christophe Piard, Mathieu 

Castex, Romain Briandet.  

 

Frontiers in Microbiology, 2022, 13, pp.981747. 10.3389/fmicb.2022.981747.  
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3.1.5 Article 6 : Insights into the genomic and phenotypic characteristics 

of Bacillus spp. strains isolated from biofilms in broiler farms 

 

Virgile Guéneau , Guillermo Jiménez, Mathieu Castex, Romain Briandet.  

 

En préparation.  
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3.2 CHAPITRE 2 - ÉLABORATION D'UNE STRATEGIE 

INNOVANTE PERMETTANT LA SELECTION ET 

L'ASSOCIATION DE SOUCHES BENEFIQUES FORMANT DES 

BIOFILMS CAPABLES DE LIMITER L'IMPLANTATION ET LA 

CROISSANCE DES AGENTS PATHOGENES 

 

3.2.1 Préambule 

Bien que des produits commerciaux à base de consortiums de souches 

formant des biofilms positifs soient disponibles sur le marché depuis quelques 

années, il est essentiel de mener des recherches approfondies pour mieux 

comprendre le devenir des souches ind ividuelles du consortium au cours du temps 

et les mécanismes sous-jacents à leurs propriétés compétitrices vis-à-vis de 

bactéries indésirables. Ces produits sont principalement constitués d’assemblages 

de souches d’espèces du genre Bacillus spp. et de bactéries lactiques. Les souches 

sont sélectionnées pour leur compétitivité élevée, souvent évaluée en condition 

de vie planctonique. Toutefois, étant donné la prédominance du mode de vie en 

biofilm sur les surfaces des bâtiments d'élevage, il était impératif de vérifier leur 

compétitivité au sein de ces structures microbiennes.  

Ce chapitre présente une stratégie innovante visant à la sélection et à l'association 

raisonnée de souches en vue du développement et de la formulation de produits 

commerciaux de nouvelle génération (Figure 3).  
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Figure 3: Schématisation de la méthodologie employée pour sélectionner et assembler des souches candidates 

mobilisant des propriétés d'intérêt pour une application en biofilm positif, avec comme perspective le 

développement de produits de nouvelle génération. 

 

Dans un premier temps, nous avons sélectionné 230 souches candidates du genre 

Bacillus et Paenibacillus , provenant à la fois de la collection Delaporte (équipe 

B3D), de la collection Aquapharm (Lallemand) et isolées à part ir d’un élevage dans 

le cadre des études présentées dans le chapitre précédent. L’analyse des génomes 

de ces souches a permis de sélectionner des espèces présentes sur la liste de QPS 

de l’EFSA (B. velezensis, B. subtilis, B. licheniformis ), ainsi que 2 souches de 

Paenibacillus spp. formant des biofilms très structurés en macro-colonies. La 

capacité de ces souches à former des biofilms immergés a été visualisée par MCBL. 

Une sélection de 18 souches présentant des morphologies remarquables (hauteur, 

rugosité, volume, macro-structures), a été effectuée tout en conservant une 

diversité d’espèces.  

Les méthodes utilisées par la suite reposent sur une analyse phénotypique 

combinant l'utilisation de la MCBL avec des souches génétiquement modifiées 

pour exprimer des protéines fluorescentes, ainsi qu'une analyse d'images à haut 

débit. Les souches candidates ont été mises en compétition avec 4 bactéries 

pathogènes problématiques des élevages avicoles (Staphylococcus aureus ,  

Enterococcus cecorum , Escherichia coli et Salmonella enterica). Nous avons 

introduit dans ces souches pathogènes un plasmide exprimant constitutivement le 

gène codant pour la GFP (green fluorescent protein), afin de suivre leur croissance 
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au sein de biofilm mixes. L’impact de la présence des souches  bénéfiques 

candidates sur la croissance des souches pathogènes a été quantifié en se basant 

sur le volume des biofilms formés par les souches fluorescentes pathogènes après 

24h d’incubations dans différentes conditions, dans deux modèles de biofilms 

mixtes immergés décrits dans l’article 7 .   

Cette quantification, après 24h heures d'incubation, a permis de sélectionner des 

souches de Bacillus spp. à fort potentiel antagoniste. Toutefois, les mécanismes 

impliqués restaient à élucider.  En effet, plusieurs processus écologiques de 

compétition peuvent s'établir entre deux espèces bactériennes, conduisant à la 

dominance de l'une et à l'exclusion de l'autre. Bacillus spp., par exemple, peut 

exclure le pathogène par une croissance plus rapide, en exploitant plus 

efficacement une ressource nutritive ou en bloquant l'accès de l'autre espèce à la 

ressource. Ces stratégies sont désignées sous le terme de compétition 

nutritionnelle . La production abondante par les Bacillus spp de matrice 

d'exopolysaccharides peut également contribuer à limiter l’implantation d’un 

organisme exogène dans le biofilm (compétition spatiale). Enfin, les bactéries 

sont capables de secréter un arsenal de molécules pouvant inhiber la croissance 

ou tuer une autre espèce, telles que des toxines et des antimicrobiens [39]. On 

parle alors de compétition d’interférence , phénomène qui intègre également la 

sécrétion de molécules comme les sidérophores  impliquées dans l'acquisition du 

fer dans l'environnement [40]. Dans ce cas, il s’agit d'une compétition 

nutritionnelle par interférence . Chacun de ces mécanismes d'exclusion peut être 

représenté au moyen d'outils mathématiques de modélisation dédiés reposant sur 

des analyses temporelles. C’est par exemple le cas du modèle proie -prédateur de 

Lotka-Volterra qui incrimine la sécrétion de molécules interférentes [41] ou le 

modèle de Jameson pour une compétition spatial et nutritionnelle  [42,43]. Ces 

modèles permettent d'obtenir des paramètres quantitatifs décrivant l'évolution 

des partenaires et leur influence mutuelle. Cela ouvre la voie à une interprétation 

biologique des mécanismes sous-jacents. Par cette approche, nous avons étudié 

les grandes familles de mécanismes impliqués dans l’exclusion d’ E. cecorum et de 

S. enterica par 3 souches de B. velezensis , seules ou en consortiums 2 et 3 souches, 
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à travers les cinétiques de formation de biofilms mixtes au cours du temps. 

Expérimentalement, une étude spatio-temporelle du devenir de la bactérie 

pathogène marquée par la GFP en présence de différentes souches de 

B. velenzensis (x,y,z,t) couplée à l’analyse des images, a été réalisée. Les trois 

souches de B. velezensis présentent des paramètres de croissance (tels que le 

temps de génération et le volume maximal atteint) similaires, mais distincts de 

ceux des deux pathogènes. Le modèle de Jameson décrit de manière exhaustive 

les interactions compétitives, sur le plan nutritionnel et spatial. Une souche ayant 

un temps de génération plus court se développera p lus rapidement, excluant ainsi 

son partenaire concurrent. Dans le scénario où E. cecorum est majoritaire au début 

de l’ interaction, un modèle proie-prédateur de type Lotka-Volterra décrit cette 

dynamique. En effet, E. cecorum se développe simultanément avec B. velezensis ,  

mais à partir d’une certaine concentration des deux partenaires, B. velezensis  

exclut E. cecorum  en produisant certainement des composés bactéricides pour le 

pathogène. Cela indique que B. velezensis détecte la présence d'E. cecorum et 

adapte son métabolisme pour éviter son exclusion. De plus, cette étude souligne 

aussi l'importance du mode de vie en biofilm de B. velezensis dans l'exclusion de 

S. enterica . En effet, avec une concentration initiale identique de B. velezensis et 

de S. enterica , le pathogène est exclu lorsque B. velezensis se trouve sous forme 

de biofilm, et pas dans un état planctonique, dès le début de l'expérience.  

Tout comme les propriétés de colonisation des surfaces, le potentiel compétitif 

des souches de Bacillus spp. envers des bactéries pathogènes ou indésirables est 

en général évalué pour des souches individuelles, mais pas en combinaison. Étant 

donné la forte activité compétitrice, il est crucial de s'assurer au préalable de 

l'absence de compétition interne au sein du consortium bénéfique. La 

compatibilité de chacune des 3 souches de B. velezensis avec les 18 souches 

précédemment étudiées a été testée au sein de biofilms mixtes. A cette fin, les 3 

souches de B. velezensis d'intérêt ont été génétiquement étiquetées en 

introduisant un plasmide exprimant constitutivement le gène codant une protéine 

fluorescente (GFP ou mCherry) afin d’étudier leur spatialisation et de  les 

quantifier dans des biofilms mixtes. Les résultats ont montré que ces 3 souches de 
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B. velezensis, phylogénétiquement très proches, étaient compatibles entre elles et 

sont capables de coexister dans les biofilms. En revanche, les combinaisons 

binaires entre ces souches de B. velezensis et les autres souches de Bacillus ont 

toutes montré l’exclusion d’une souche par une autre, ce qui est en accord avec la 

théorie de la discrimination de parenté kin [44]. Ce phénomène est observé chez 

Bacillus subtilis où les cellules sont en mesure de différencier les individus 

apparentés (phylogénétiquement liés) des individus non apparentés 

(phylogénétiquement non liés) [45]. En effet, la reconnaissance des membres de 

leur propre communauté est importante chez les microbes, car elle est à l’origine 

du développement de comportement de mutualisation et d’entraide favorisant les  

voisins (kin) de la même espèce [44]. Les microorganismes démontrent une 

coopération multiple pour s'alimenter, se déplacer, développer leur virulence, 

acquérir du fer, se défendre, détecter le quorum, et engendrer des biofilms 

multicellulaires ou des organes de fructification. L'entraide trouve sa justi fication 

dans l'évolution lorsqu'elle profite aux individus partageant les mêmes gènes. 

Cependant, la véritable distinction peut s’effectuer dans le cas des systèmes 

poison-antidote, tels que les bactériocines, où les cellules favorisent leur propre 

espèce en empoisonnant les autres, ou dans les systèmes d'adhésion, où les 

cellules de la même espèce se lient entre elles. Ces comportements peuvent 

contribuer à renforcer les liens de parenté en général, facilitant ainsi l'évolution 

et la préservation de la coopération. Une fois les associations stables identifiées, 

des expériences similaires d'interaction entre des bactéries pathogènes et  les 3 

souches de B. velezensis , seules ou en consortium 2 et 3 souches, ont été 

entreprises dans le but de comparer les effets des mélanges de souches aux 

souches individuelles. Ainsi, les consortiums compatibles ne possèdent pas plus 

d’effet d’exclusion des pathogènes par rapport aux souches seules les composants. 

Les résultats de cette série d’expériences sont exposés dans l ’article 7 , en cours 

de finalisation. 

L’influence des bactéries lactiques sur la croissance des bactéries pathogènes a 

également été investiguée en utilisant la même stratégie que précédemment 

décrite. Les souches de bactéries lactiques étudiées sont les d eux souches de 
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Pediococcus spp. présentes dans le produit commercial Lalfilm Pro. Dans le but 

d'améliorer le potentiel d'un produit de nouvelle génération, nous avons évalué la 

capacité de ces souches de bactéries lactiques à coexister au sein d’un biofilm  

mixte avec les trois souches de B. velezensis préalablement sélectionnées. Les 

Pediococcus spp. et les trois souches de B. velezensis , dans ce  cas éloignées 

phylogénétiquement, ont démontré leur aptitude à former des biofilms stables à 

deux espèces. Pour la première fois, un effet antagoniste accru des associations 

entre Pediococcus spp. et B. velezensis  sur les bactéries pathogènes a été 

démontré. Les résultats sont décrits dans l’article 8 , en préparation. 

En parallèle des études réalisées au MCBL, des expériences d’interaction au sein 

de macro-colonies ont été réalisées. La formation  d’une macro-colonie structurée 

de cellules et d’une matrice extracellulaire est un modèle de biofilm qui se 

développe à l’interface entre un milieu gélosé et l’air. La capa cité des différentes 

souches candidates (Bacillus spp. ; Paenibacillus spp. ; Pediococcus spp.) à former 

des co-macro-colonies, en combinaison ou associées à des souches pathogènes, 

a été étudiée. L’objectif de ces expériences était d’analyser les antagoni smes dans 

un modèle de biofilm distinct de celui précédemment décrit en biofilm immergé. 

Des comparaisons entre ces deux modèles de biofilm ont été effectuées. Le modèle 

de biofilm en macro-colonie présente l’avantage d’une mise en place plus simple 

que le modèle en biofilm immergé, même si la quantification et l’identification des 

mécanismes d’interactions reste spécifique à chacun des modèles. Les résultats de 

cette partie sont décrits dans la section “Exploration des biofilms en macro-

colonies : étude des interactions pour une sélection de souches à fort 

potentiel anti-pathogène”.  

En conclusion, une méthode novatrice basée sur l'imagerie en temps réel et 

l'analyse des biofilms mixes par MCBL a été élaborée pour la sélection de souches 

et de consortiums, présentant des propriétés d'intérêt en tant que biofilms positifs 

dans les élevages. Au cours de cette étude, nous avons corrélé les mécanisme s 

responsables de l'antagonisme envers les agents pathogènes avec différents 

modes de compétition, tels que la compétition spatiale/nutritionnelle et 

l'interférence. De plus, des souches individuelles prometteuses ont été identifiées, 
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de même que des consortiums démontrant un effet significativement renforcé par 

rapport aux souches individuelles qui les composent. Enf in, notre contribution se 

manifeste par un complément du processus de sélection des souches, en 

introduisant l'utilisation d'un modèle basé sur les macro-colonies.  
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3.2.2 Article 7 : Guided assembly of positive biofilms targeting 

pathogenic bacteria using live-cell imaging 

 

Virgile Guéneau , Laurent Guillier, Guillermo Jiménez, Julia Plateau-Gonthier, 

Marie-Françoise Noirot-Gros, Pascale Serror, Mathieu Castex, Romain Briandet.  

 

En préparation . 
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Supplementary data 11: Biovolume of the pathogens in the presence of B. velezensis 

normalised to the pathogen alone after interaction kinetics in the two co-incubation models. 
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3.2.3 Article 8 : Intergenus associations in positive biofilms to bolster 

exclusion of bacterial pathogens 

 

Virgile Guéneau , Cécile Berdous, Mathieu Castex, Romain Briandet.  

 

En préparation . 
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3.2.4 Exploration des biofilms en macro-colonies : étude des interactions 

pour une sélection de souches à fort potentiel anti-pathogène 

3.2.4.1 Contexte et plan d’expérience 

Les bactéries démontrent une remarquable capacité d'adaptation à leur 

environnement, ce qui les conduit à s’organiser en communautés dotées de 

structures distinctes en fonct ion de  leur habitat. Ce phénomène est très bien 

documenté, et s’applique largement au monde bactérien [21,22]. En laboratoire, il 

est possible de moduler les paramètres physico-chimiques de croissance et de se 

focaliser sur des zones spécifiques d’un l’échantillon afin d’étudier les différentes 

formes de biofilms formés et leur structures particulières. Par exemple, dans un 

échantillon liquide, un biofilm immergé se forme à l’interface ent re la surface de 

l’échantillon et le liquide, tandis qu’une pellicule peut se   développer à l’interface 

entre le liquide et l’air [46]. Il est important de souligner que des bactéries 

planctoniques sont présentes dans l'ensemble de l'échantillon. Dans un modèle 

impliquant une interface entre une surface molle et l’air, les bactéries s'organisent 

en communauté exhibant les caractéristiques requises pour coloni ser la surface, 

et former une colonie à la structure spatiale hautement organisée [47,48]. 

La MCBL a été utilisée tout au long du projet afin de quantifier finement les effets 

de bactéries candidates (Bacillus spp. et bactéries lactiques) sur la croissance des 

pathogènes, et d'identifier des consortiums stables capables de former des 

biofilms mixtes dans un modèle de biofilm immergé. Cependant, l’utilisation de la 

MCBL pour étudier les biofilms immergés présente des inconvénients, tels que sa 

complexité, le temps à y consacrer, la nécessité de compétences en analyse 

d'image ainsi que son coût élevé. L'un des avantages du modèle en macro -colonie 

réside dans sa simplicité de mise en place, permettant de cribler un grand nombre 

de souches. En effet, il suffit de déposer une goutte d'une culture bactérienne sur 

une boîte de Pétri contenant un milieu gélosé, sans nécessiter d'autres étapes de 

préparation. La boîte est ensuite incubée, et l'échantillon peut être observé 

macroscopiquement au fil du temps. Ce modèle s’avère particulièrement utile pour 

étudier un grand nombre d’interactions entre deux souches et pour identifier des 

phénomènes d'antagonisme ou de compatibilité  [49–51]. En effet, la distance entre 
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deux colonies peut constituer un facteur majeur sur l'interaction sociale. La 

discrimination kin ,  ou discrimination de parenté, où des souches 

phylogénétiquement proches sont capables de coexister en biofilm mixte, est 

classiquement réalisée à l’aide du modèle de swarming [45]. Les protocoles en 

macro-colonie sont également utilisés pour explorer ce type d’interaction [52].  

Dans le cadre des expériences présentées, notre objectif était d’explorer les 

avantages du modèle de biofilm en macro-colonie pour étudier des interactions 

bactériennes. Par conséquent, des compétitions ont été réal isées entre différentes 

bactéries candidates afin  d’analyser leurs relations de compatibilité kin , ou 

d’antagonisme vis-à-vis des pathogènes. Une comparaison des résultats en macro-

colonie au modèle en biofilm immergé, obtenu avec le MCBL, pour 18 souches  de 

Bacillus spp. sera effectuée dans la section de discussion. De plus, l’utilisation du 

modèle en macro-colonie semble se rapprocher davantage des conditions réelles, 

en envisageant l’utilisation de biofilm positifs sur les surfaces de bâtiments 

d’élevage hors-sol (interface solide - air).  

Enfin, dans le but d'améliorer la composition d’un produit de nouvelle génération, 

nous avons examiné  l’impact de l’ajout de différents sucres dans le milieu sur les 

interactions entre les trois souches de B. velezensis (11285, 12048 et B8) et deux 

souches de Pediococcus spp. (P. acidilactici  R1001 et  P. pentosaceus R1094) en 

présence de pathogènes. En effet, il a récemment été démontré que la souche 

Lacticaseibacillus rhamnosus  GG présentait un effet antagoniste contre S. 

typhimurium lorsque le milieu était enrichi en glucose en macro-colonie [53]. 

3.2.4.2 Méthode 

Toutes les expériences ont été amorcées par des cultures de 5 ml dans un milieu 

trypticase soja (TSB ; Biomérieux, France) préparé à  partir de cryotubes stockés à 

-80°C de cultures bactériennes en glycérol, placé à 30°C pendant une nuit sans 

agitation. Après 5 secondes de vortex pour homogénéiser les cultures, 3 µL de 

deux cultures ont été prélevés et déposés dans un puits contenant 4 ml d'agar TSA 

1,5% d'une plaque à six puits (35 mm de diamètre). Préalablement, la plaque avait 

été séchée sous une hotte pendant 1h30. La surface sèche de l’agar permet plus 
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facilement de maintenir une distance d'environ 2 mm entre les bords des deux 

gouttes. Les échantillons ont été séchés pendant 10 minutes sous une hotte, puis 

incubés à 30°C pendant 4 jours.   

Les mêmes procédures ont été effectuées en préparant des solutions de sucre à 

1% final dans du TSA à partir de poudre. Les sucres utilisés étaient  le D-glucose 

(Sigma, Réf. G8270), le sucrose (Euromedex, Réf. 6868), le lactose (VWR/Merck, 

Réf. 1.04062), le dextrose anhydre (D-glucose, conditionnement Lallemand) et la 

maltodextrine (conditionnement Lallemand).  

Les interactions ont été réalisées avec 3 réplicats biologiques provenant de 

cultures de nuits différentes Pour chaque réplicats biologiques, 2 réplicats 

techniques ont été réalisés provenant des mêmes cultures liquides, dans deux 

boîtes différentes. Des images représentatives ont été sélectionn ées pour illustrer 

les résultats obtenus.  

3.2.4.3 Résultats 

3.2.4.3.1 Discrimination kin dans un modèle de macro-colonie avec des isolats 

environnementaux de souches de Bacillus spp. 

Le caractère kin compatible des 18 souches de Bacillus spp. a été évalué en 

réalisant des interactions deux à deux avec le modèle en macro-colonie (figure 4). 

Pour présenter les résultats de manière concise, une heatmap illustrant les 324 

interactions (18 x 18) a été générée.  
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Figure 4: Kin discrimination dans un modèle de macro-colonie avec 18 souches de Bacillus spp. Un contact entre 

deux colonies est synonyme d’une interaction kin positive, et un espace comme une interaction kin négative. L’arbre 

phylogénétique est celui obtenu dans l’article 7. 

 

Deux phénotypes d'interaction entre macro-colonies ont été observés selon la 

présence de contact physique entre les macro-colonies (représenté en jaune), ou 

la persistance d'un espace de séparation (représenté en violet). Dans ce contexte 

de macro-colonies, lorsque deux colonies de Bacillus spp. établissent un contact 

physique, elles sont considérées comme “kin positives”. Il est intéressant de noter 

qu'aucune relation évidente n’a été observée entre la phylogénie des souches et 

les phénotypes de contact. Certaines souches regroupées au sein de l’arbre 

phylogénétique, telles que B. velezensis 12701, B. velezensis 11457 et B. velezensis 

B18, son capables d'établir un contact physiques entre leurs macro -colonies. 

Cependant, cette caractéristique n’est pas systématique, même pour les 

interactions impliquant deux colonies de la même souche provenant de deux 

cultures de nuit différentes, comme par exemple B. velezensis B1, B. velezensis 

12832 ou B. velezensis 12001. A l’opposé, la souche B. velezensis B8 s’est avérée la 
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seule souche à ne pas former de contact physique avec aucune autre. Quant à la 

souche Paenibacillus  sp. 1339, elle a principalement manifesté un phénotype kin 

positif avec chacune des 18 souches de Bacillus testées, sauf dans les interactions 

avec B. velezensis B8, B. velezensis 1273 et B. licheniformis 1298. 

3.2.4.3.2 Détection d'activité antagoniste des souches de Bacillus spp. contre les agents 

pathogènes 

Le modèle en macro-colonie a été adapté pour examiner le caractère antagoniste 

des Bacillus spp. vis-à-vis de quatre pathogènes distincts (E. cecorum, S. aureus, E. 

coli, S. enterica serovar Enteritidis), les mêmes que précédemment étudiés avec la 

MCBL. Les résultats sont présentés sous forme d’une heatmap dans la figure 5 .  

 

Figure 5: Heatmap des interactions entre deux macro-colonies de Bacillus spp. et de pathogènes. L’arbre 

phylogénétique est celui obtenu dans l’article 7. Des exemples représentatifs illustrent les différentes interactions 

observées. 

 

Dans cette configuration expérimentale, une colonie de Bacillus spp. et une 

colonie de pathogènes sont formées à proximité l’une de l’autre, à partir d’un 
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dépôt de culture de nuit. Les situations où deux colonies entrent en contact sans 

qu’aucune ne prenne le dessus sur l’autre (interaction négative ou positive non 

décryptable), ou lorsque le pathogène manifeste une activité antagoniste le 

Bacillus spp. sont rares. En effet, la majorité des interactions testées révèlent une 

activité antagoniste des Bacillus spp. contre les pathogènes.   

L'activité antagoniste entre macro-colonies se traduit par deux principaux 

phénotypes, la persistance d'un espace séparant les deux colonies ou que la 

macro-colonie du Bacillus spp. recouvre le pathogène entravant ainsi sa 

croissance. L'absence de contact entre les deux colonies illustre une compétition 

par interférence. Le recouvrement ou l'absorption d'une microcolonie par l'autre 

résulte d'une activité de type spatiale. La libération de molécules par les Bacillus 

spp. qui inhibent la croissance du pathogène est probablement à l’origine de 

l’espacement entre les deux colonies. Il convient de noter que les phénotypes 

d’interactions peuvent être différents pour un même Bacillus spp. en présence de 

différents pathogènes. Par exemple, la souche B. velezensis 12832 recouvre la 

colonie d’E. cecorum tandis qu’une interférence est observée avec S. aureus , E. coli  

et S. enterica .  

3.2.4.3.3 Impact des sucres sur les phénotypes d'interaction 

L’effet de sucres solubilisés dans la gélose a été examiné en ce qui concerne la 

morphologie des macro-colonies de B. velezensis , Pediococcus spp. et des 

pathogènes (E. cecorum , et S. enterica) (Figure 6).  
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Figure 6: Formation des macro-colonies de souches candidates et de pathogènes en fonction de l’incorporation ou 

non de sucres dans le milieu gélosé. Les photos ont été prises après 4 jours d'incubation. Des images représentatives 

des réplicats sont montrées (N = 3). 

 

En présence de sucrose, les colonies de B. velezensis affichent une structure moins 

organisée que les témoins sans sucre, notamment pour les souches B. velezensis 

11285 et B. velezensis 12048 qui recouvrent entièrement la surface. Lorsque de la 
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maltodextrine est ajoutée, la souche B. velezensis B8 forme une macro-colonie au 

centre doté d’une morphologie intensément ridée, contrairement au contrôle sans 

sucre. De manière intéressante, la morphologie des colonies de Pediococcus spp. 

ne semble pas être inf luencée par l’ajout de sucre. E. cecorum forme une macro-

colonie identique au contrôle sans sucre lorsque du lactose est supplémenté au 

TSA, tandis que les autres conditions entraînent une diminution de 

la  croissance.  S. enterica, en présence de glucose et de maltodextrine, forme une 

colonie moins étendue mais plus structurée que sur TSA sans sucre. En particulier, 

des structures dendritiques sont observées en présence de maltodextrine.  

Les mêmes expériences d’interactions mentionnées précédemment ont été  

reproduites entre les souches bénéfiques et E. cecorum et S. enterica sur du TSA 

supplémenté ou non avec les différents sucres . Les résultats sont présentés sous 

la forme d’une  heatmap (Figure 7) .  

 

Figure 7: Influence des interactions en présence de sucres entre souches candidates et pathogènes dans un modèle 

de macro-colonie. Les photos ont été prises après 4 jours d'incubation. Des images représentatives des réplicats 

sont montrées (N = 3). 
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Bien que la morphologie des colonies de B. velezensis puisse varier en fonction de 

la nature du sucres, les interactions demeurent constantes, qu'il y ait ou non ajout 

de sucre dans le TSA. Contrairement aux B. velezensis ,  les interactions entre les 

pathogènes et les Pediococcus spp. sont modifiées par la présence de sucres. Les 

deux pathogènes manifestent une activité antagoniste envers la croissance des 

Pediococcus spp. sur TSA. Cependant, en présence de sucre, les deux colonies 

entrent en contact sans effet significatif observable. Pediococcus spp. présente une 

activité antagoniste contre la croissance des pathogènes. Cette observation est 

particulièrement remarquable en présence de glucose, de manière reproductible, 

et dans une moindre mesure en présence de lactose, de dextrose anhydre 

(uniquement pour la souche P. acidilactici  R1001 contre S. enterica) et de 

maltodextrine. 

3.2.4.4 Discussion et conclusion 

Les études réalisées dans ce projet ont démontré la faisabilité d’utiliser le modèle 

en macro-colonie pour analyser les interactions entre diverses bactéries. Ce  

modèle se révèle une méthode  simple pour la sélection de souches candidates 

bénéfiques, notamment Bacillus spp. et Pediococcus  spp., qui possèdent un effet 

antagoniste contre des pathogènes ciblés. Les principales familles d’interaction 

sont discernables grâce à ce modèle. L’existence d'un espace entre deux colonies 

signale la présence de molécules sécrétées par un partenaire qui influe sur la 

croissance de l'autre, caractéristique d'un mode de   compétition par interférence. 

Le recouvrement d'une colonie par une autre inhibe sa croissance en entravant 

son accès aux nutriments, témoignant d’une compétition spatiale pouvant se 

traduire par une compétition nutritionnelle. Cependant, dans le cas où les deux 

mécanismes sont présents et donc peu discriminables, l’ interprétation du mode 

de compétition et plus compliqué, s'avère subjective subjectif car seulement basé 

sur l’observation, et donc expérimentateur dépendant.  

A la différence du modèle de biofilm immergé étudié au MCBL pendant ce projet 

de thèse, les interactions entre bactéries ne se produisent consécutivement à la 

formation des biofilms. En conséquence,   les mécanismes d'interactions au sein 
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des communautés déja établies en biofilm   doivent différer de ceux qui 

s'établissent au sein de biofilms formés à partir d'un mélange de souches à l'état 

planctonique [54]. Par rapport à la MCBL, les phénotypes d’interactions entre 

Bacillus spp. et les pathogènes sont corrélés. Les modes d'interaction de B. 

velezensis contre les pathogènes dans le modèle de macro-colonie semblent plus 

se rapprocher du modèle de recrutement à T=24h, à l’exception des s ouches B. 

velezensis 12701 et B. velezensis B18, où l’effet est plus prononcé contre S. aureus , 

E. coli et S. enterica en macro-colonie (voir l’article 7). Cependant, la 

quantification des interactions en macro-colonie s’avère moins aisée en 

comparaison des expériences menées au MCBL. L'évaluation  de la superficie des 

colonies en interaction comparée à celles se développant seules (contrôle) 

pourrait constituer une méthode  de quantification.  

Dans le contexte des expériences présentées, le modèle en MCBL macro-colonie 

présente le désavantage de devoir nécessiter qu'au moins l’un des partenaires 

expriment un fluorophore. En effet, les souches environnementales ne sont en 

général pas ou difficilement transformables. Ainsi, alors que seules trois souches 

partenaires ont été examinées au MCBL pour leurs interactions avec les 18 autres 

souches de Bacillus spp., le modèle en macro-colonie a permis d’explorer toutes 

les combinaisons d’interactions possibles (18x18). Cependant, le modèle n'a pas 

pris en compte les biofilms mixtes où deux souches différentes se développent 

ensemble. Pour les distinguer dans le même biofilm, une méthode de marquage 

similaire à celle utilisée dans le cadre des expériences de   MCBL serait requise. Il 

faudrait avoir recours à la même approche dans le cas où les macro-colonies de 

deux souches se mélangent.   

L’utilisation du modèle en macro-colonie pourrait être une première étape dans la 

sélection de souches pour des applications en biotechnologie, en permettant de 

cribler rapidement un grand nombre de candidats avant d’effectuer une 

caractérisation plus approfondie des interactions au moyen de la MCBL avec les 

meilleurs candidats. En effet, la MCBL permet non seulement de quantifier chacun 

des partenaires au cours du temps dans le biofilm, mais aussi d’étudier la 

spatialisation de ceux-ci dans la communauté.   
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4 DISCUSSION GENERALE ET PERSPECTIVES 
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Les travaux réalisés au cours de cette thèse ont permis de répondre aux 

objectifs scientifiques et industriels initialement définis. (1) Une démarche 

expérimentale basée sur un rationnel scientifique explicite a été développée pour 

améliorer le processus de sélection de souches en vue du développement de 

produits commerciaux de deuxième génération. Une méthode d’assemblage de 

souches basée sur leurs compatibilités en biofilm a permis d'identifier des 

consortiums avec des effets améliorés par rapport aux souches seules. Cette 

démarche constitue une réelle avancée pour l’industrie qui formule régulièrement 

des produits composés de plusieurs souches sélectionnées individuellement, sans 

nécessairement vérifier la compatibilité des souches entre elles ou la réelle plus -

value de l’association. (2) Une méthode de prélèvement des communautés 

microbiennes associées aux surfaces des bâtiments d’élevages ho rs-sol a 

également été mise au point dans le contexte d’élevages industriels, permettant 

l’étude de la structure des biofilms capturés. Les communautés autochtones des 

surfaces des bâtiments d’élevage jusqu’alors peu documentées ont été étudiées 

ainsi que l’effet d’un produit commercial sur leur modulation.   

Les résultats de ce volet de mes travaux de thèse sont encore en cours de 

valorisation avec plusieurs articles scientifiques publiés ou en en préparation, ainsi 

qu’une licence d’exploitation en copropriété INRAE/Lallemand d’une souche isolée 

et caractérisée dans le cadre du projet.  

Cette section clôture le manuscrit en abordant les perspectives découlant de cette 

étude, tant du point de vue scientifique que de l'industrie. Elle met en lumière les 

réalisations accomplies et les connaissances acquises. De surcroît, elle explore les 

défis technologiques et industriels, tout en traçant les pistes à suivre pour les 

futures recherches dans ce domaine. Elle identifie également des opportunités 

d'amélioration pour les biofilms positifs à visée commerciale.  
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Vers une compréhension des mécanismes impliqués 

dans l'effet antagoniste des biofilms positifs sur les 

bactéries indésirables 

Toutes les études d'interactions menées dans ce projet ont été réalisées 

sous forme de biofilms. Elles reflètent ainsi le mode de vie microbien le plus 

courant sur Terre, et celui présent sur les surfaces des bâtiments d’élevage [11,55]. 

Les principales familles d'interact ions telles que l'interférence et la compétition 

spatiale/nutritionnelle ont été détectées dans nos systèmes. Cependant, une 

analyse approfondie des mécanismes impliqués reste à effectuer. Par exemple, 

dans le cas des interactions entre B. velezensis et E. cecorum dans le modèle de 

co-inoculation, une croissance suivie d'un déclin jusqu'à la disparition totale du 

pathogène n’est observée que lorsque E. cecorum est avantagé (article 7). Un 

modèle proie-prédateur Lotka-Volterra décrit alors cette interaction et suggère 

qu'une molécule active (ou un ensemble de molécules) sécrétée par  B. velezensis  

pourrait impacter la viabilité d'E. cecorum . Dans toutes les autres conditions, une 

interaction décrite par le modèle de Jameson avec une diminution du temps de 

génération sans décroissance du pathogène est observée, ce qui suggère qu’une 

certaine quantité de E. cecorum peut être détectée par B. velezensis et induire alors 

la sécrétion de molécules bactéricides. Ces composés n'ont pas été identifiés à ce 

stade. Avec le génome des souches candidates à notre disposition, l’étude ciblée 

des gènes codant pour des molécules antimicrobiennes pourrait être entrepr ise 

afin d’identifier des candidats, en utilisant par exemple l’outil de recherche 

antiSMASH [56]. L'exploration des molécules sécrétées dans les surnageants des 

biofilms positifs pourrait également être réalisée afin d'identifier des gènes 

candidats déjà documentés pour leur activité antibactérienne, et ainsi améliorer 

le processus de sélection de souches à l’avenir. Une telle étude peut être envisagée 

en prélevant le surnageant de biofilms positifs matures, suivie d’une analyse 

biochimique des composés présents, par exemple en utilisant des m éthodes telles 

que la spectrométrie de masse ou la résonance magnétique nucléaire [57].  

L'identification des mécanismes exige une analyse minutieuse de la formation des 

biofilms sur une période étendue, en prenant en compte un grand nombre de 
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points temporels afin de permettre une modélisation précise des interactions. De 

plus, l'utilisation de différentes proportions initiales (définis par le ratio 

d’adhésion dans notre étude) des deux partenaires nécessite une multiplication 

des expériences. Cependant, la variation de ces ratios initiaux est essentielle et 

doit être rigoureusement mise en place pour étudier les mécan ismes. La variation 

des ratios a permis, par exemple, de démontrer que l'exclusion d'E. cecorum se 

produisait de deux manières distinctes en fonction de sa quantité initiale relative 

par rapport à B. velezenis . Enfin, nous avons également prouvé que S. enterica était 

exclu par un biofilm préexistant de B. velezensis , en utilisant deux modèles d’étude 

expérimentaux distincts (co-inoculation et recrutement décrit dans l’article 7). 

Toutes ces expériences requièrent i) un espace de stockage numérique conséquent 

pour les données, ii) des capacités de calcul pour le traitement des images en 

microscopie, iii) la possibilité de suivre le devenir des pa rtenaires distinctement 

dans l’échantillon, iv) ainsi que du temps, ce qui limite considérablement le 

nombre d'expérimentations possibles.  

Les études réalisées au MCBL ont permis de quantifier les interactions en mesurant 

le biovolume des deux partenaires au sein du biofilm mixte. Cette approche 

microscopique permet également une étude structurale plus fine des biofilms, peu 

exploitée lors du projet. Des variables quantitatives permettant de décrire la 

structuration du biofilm sont disponibles dans les boîtes à outils de statistiques 

spatiales (BiofilmQ, IMARIS, http://spatstat.org/) [58,59]. Par exemple, avec nos 

données, nous avons observé dans le modèle de recrutement à T=24h que certains 

pathogènes se développent sous forme de clusters de différentes tailles sur le 

biofilm de Bacillus spp. Dans le contexte d'une application en biofilm positif, il 

serait plus judicieux de privilégier les Bacillus spp. permettant la formation de 

clusters de pathogènes de taille réduite. En effet, à mesure que les pathogènes 

forment des clusters de plus grand diamètre, les gradients devien nent plus 

prononcés et limitent la propagation des molécules au cœur du biofilm, réduisant 

l’efficacité des biocides appliqués lors des procédures de nettoyage et de 

désinfection [8]. Dans cette optique, il est envisagé d'améliorer le processus de 

sélection en accordant une plus grande importance aux statistiques spatiales de 
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ces systèmes multi-espèces. 

Nouvelles règles raisonnées d'assemblage de 

communautés 

Des produits utilisant des cocktails de microorganismes sont disponibles 

sur le marché pour des applications en biotechnologie. Cependant, le rationnel de 

l'association des souches n'est souvent pas démontré. Dans notre étude, 

différentes souches candidates ont été sélectionnées  individuellement pour leur 

fort effet antagoniste sur la croissance de bactéries spécifiques. Or, des 

interactions antagonistes entre les souches du produits pourraient exister et être 

causées par des mécanismes tels que l'acidification du milieu ou la sé crétion de 

molécules antimicrobiennes à large spectre  [60,61], diminuant ainsi ces 

performances. Dans le cadre du projet, la capacité des souches candidates à former 

un biofilm mixte stable sans exclusion de partenaires a été évaluée dans le but 

d’identifier des consortiums compatibles. A notre connaissance, c’est la première 

fois qu’une telle vérification est entreprise pour des applications en biofilm positif. 

Une fois ces consortiums identifiés, les propriétés émergentes inhérentes aux 

associations ont été étudiées, telles qu'une meilleure capacité de colonisation des 

surfaces et une activité antagoniste plus prononcée sur la croissance des 

pathogènes par rapport aux souches individuelles.   

Quel est le rationnel de l'utilisation de consortiums par rapport à des souches 

pures? Nous avons observé que les associations entre différentes souches du 

genre Bacillus spp. sont hautement spécifiques. Ains i, seulement 16,7% des 

associations obtenue par MCBL se sont avérée compatible (i.e. sans l’exclusion 

d’un partenaire) dans des biofilms 2 souches. Nous avons démontré que des 

consortiums 3 souches de B. velezensis kin compatibles forment un biofilm mixte 

stable couvrant mieux les surfaces en comparaison des souches seules et aux 

consortiums 2 souches. De plus, l’association de B. velezensis  avec Pediococcus 

spp. permet un recouvrement de surface et un biovolume optimal et démontre un 

antagoniste significat ivement supérieur par rapport aux souches uniques, parfois 

synergiques, contre S. enterica . Intuitivement, l'idée de regrouper plusieurs 
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souches ayant individuellement des effets bénéfiques, sans nécessairement les 

amplifier en cocktail par rapport à une souche unique, pourrait être justifiée en 

considérant qu'au moins l'une d'entre elles serait capable de prospérer dans une 

niche spécifique. C'est pourquoi il serait intéressant d'étudier le pouvoir de 

colonisation dans différentes conditions physico-chimiques (exemple : gradient de 

température, pH, sels) de chaque souche afin d'identifier les éventuelles zones de 

recouvrement où une souche pourrait se développer tandis que les autres ne le 

peuvent pas.  

Des études récentes ont démontré que des souches de Bacillus spp., kin positives 

dans un modèle de swarming, et proche phylogénétiquement, étaient capables de 

former des biofilms mixtes dans des modèles de swarming et de pellicule [62]. Or, 

dans nos expériences, la discrimination kin effectuée dans un modèle de macro-

colonie ne corrèle pas strictement avec la capacité des souches à former des 

biofilms immergés mixtes. En effet, bien que la souche B. velezensis  B8 soit capable 

de former un biofilm mixte immergé avec les souches B. velezensis 12048 et B. 

velezensis 11285, qui lui sont phylogénétiquement proche, une exclusion est 

observée lorsque B. velezensis B8 interagit avec les deux autres souches dans un 

modèle de macro-colonie. Ces deux modèles présentent des différences car, dans 

un modèle de macro-colonie, les interactions entre les deux par tenaires se 

produisent lorsque les biofilms ont déjà atteint une certaine maturité. En revanche, 

dans un biofilm immergé, les deux partenaires sont sous forme de cellules isolées 

au début des interactions. Il est donc difficile de réaliser des corrélations  entre 

une discrimination kin évaluée sur un milieu gélosé et une compatibilité entre 

souche en biofilm immergé. Il est donc préférable de rester dans le même modèle 

d’étude pour réaliser ce type de corrélations.  

Les mécanismes moléculaires impliqués dans la compatibilité des souches 

bénéfiques à former des biofilms mixtes stables n'ont pas encore été étudiés. En 

effet, la compatibilité entre les souches est basée uniquement sur leur capacité à 

former des biofilms mixtes, et donc sur les biovolumes respecti fs des deux 

partenaires après 24h d’incubation. Le mutualisme (+/+), le commensalisme (+/0), 

le neutralisme (0/0), ou même l'exploitation (+/-) d'un partenaire par l'autre sans 
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une exclusion totale pourraient expliquer la persistance des deux partenaires d ans 

le biofilm, sans qu'aucune souche ne soit complètement exclue [63]. Des 

cinétiques permettant l’observation de la formation de biofilm mixte, comme 

effectuées dans le cadre du projet entre les B. velezensis et des pathogènes GFP, 

pourraient être réalisés pour identifier les grandes familles d’interactions entre les 

souches bénéfiques du consortium. Une étude métatranscriptomique permettrait 

d'analyser les variations d'expression génique en présence d'un partenaire. Cette 

approche permettrait par exemple d'identifier des gènes candidats impliqués dans 

l'interaction et de décrypter les voies potentielles de co-métabolisme [64,65]. 

Parallèlement, une étude métabolomique des surnageants des partenaires, qu'ils 

soient seuls ou en mélange, pourrait compléter ces résultats  [57]. Il serait 

intéressant d'identifier les gènes liés à la capacité des souches à former des 

biofilms mixtes, afin d'effectuer une première étape de sélection des souches sur 

la base des génomes. Par exemple, un récent article met en évidence l'influence 

de la flagelline sur la discrimination kin chez B. velezensis, nous permettant ainsi 

l’identification de gènes candidats impliqués dans la formation de consortiums 

[66]. 

Dans notre étude, seuls la formation des biofilms et le potentiel antagoniste des 

consortiums ont été étudiés et comparés par rapport aux souches individuelles. Il 

est envisageable d'explorer d'autres propriétés émergentes de ces associations. 

Les Bacillus spp. étant capables de se déplacer sur différentes surfaces par leur 

capacité à swarmer, contrairement au Pediococcus spp. non motile, il serait 

intéressant d'étudier le transport des Pediococcus spp. par les Bacillus spp. Le 

“hitchhiking”, est un sujet émergeant dans la communauté scientifique dé crivant 

le transport d’un microorganisme non-motile par un organisme motile. Ce 

phénomène peut jouer un rôle important dans la dispersion des organismes 

microscopiques, leur permettant de coloniser de nouveaux habitats ou bien 

d'interagir avec d'autres espèces [67]. Par exemple, il été décrit que les spores de 

Streptomyces coelicolor  sont transportées par B. subtilis via une interaction entre 

les flagelles de ce dernier et une protéine présente à la surf ace des spores de S. 

coelicolor [68]. Il serait intéressant de tester le transport de bactéries lactiques par 
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des Bacillus spp. avec des souches préalablement sélectionnées pour leurs effets 

bénéfiques en biofilm positif afin de rendre plus homogène la colonisation des 

surfaces. 

Enfin, il est important de prendre en considération que tous les individus ne 

participent pas de façon équivalente au fonctionnement de la communauté [69]. 

Ainsi, il serait intéressant de faire varier les ratios des différents candidats 

bénéfiques pour analyser l’activité antagoniste contre les pathogènes et évaluer 

la formation du biofilm positif en consortiums.   

Plusieurs défis technologiques entravent encore l'optimisation de l'assemblage de 

consortiums. Comme évoqué précédemment, la mise en place d'expériences de 

microscopie reste une tâche complexe. Par ailleurs, nous n'avons pas encore 

examiné les cinétiques de formation des consortiums bénéfiques. Comprendre 

l'impact de chaque membre du consortium sur la formation du biofilm positif et 

sur la compétition vis-a-vis de bactéries indésirables pourrait permettre 

d'optimiser ces associations. Il serait donc nécessa ire, pour chaque combinaison, 

d'effectuer des expériences avec différents ratios initiaux des deux partenaires. 

Actuellement, réaliser ces études à haut débit de souches semble peu 

envisageable. Une approche prometteuse pourrait être l'utilisation de 

l'intelligence artificielle (IA) pour prédire le comportement des souches au sein du 

consortium en se basant par exemple sur leur croissance individuelle et leur 

génome, réduisant ainsi le nombre d'expériences nécessaires  [70]. Dans le cas des 

consortiums, la visualisation de tous les membres du biofilm au fil du temps 

devient complexe lorsque le nombre de souches dépasse trois. Cela es t dû à la 

nécessité d'éviter les chevauchements spectraux des fluorophores utilisés, afin 

d'éviter tout biais potentiel. Pour ces études, il est également essentiel d'utiliser 

des souches exprimant des protéines fluorescentes, mais il est souvent difficile  de 

réaliser de telles manipulations génétiques dans le cas de souches sauvages.  
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Perspectives d’amélioration du pipeline de sélection 

de souche 

Dans ce projet de recherche, une méthode innovante de sélection et 

d’association de souches a été développée dans le but de proposer des produits 

commerciaux de nouvelle génération. Les études mécanistiques telles qu'elles ont 

été exposées dans ce travail de thèse ne sont pas réalisables directement sur le 

terrain. Bien que des allers-retours soient effectués entre l'échelle du laboratoire 

et les études sur le terrain pour tester le produit, il serait judicieux d'incorporer 

des étapes intermédiaires visant à caractériser le plus fidèlement possible les 

interactions en conditions réelles. Il est possible que les int eractions observées et 

quantifiées au laboratoire (utilisation de milieux de culture riches, petits volumes, 

biofilm immergé) ne soient pas identiques à celles présentes sur le terrain. 

L'utilisation de modèles qui imitent fidèlement les conditions sur le terrain 

permettrait d'étudier les interactions de manière plus réaliste, même si cela génère 

des débits de données plus faibles en raison de la complexité accrue des 

expériences à mettre en place. Ainsi, il serait intéressant de moduler des 

paramètres tels que la température, l'humidité, le pH, le milieu de culture ou les 

propriétés du substrat sur lequel le biofilm se développe. En effet, il est connu que 

la surface du matériau peut influencer les interactions  [71] et ce, aussi dans le 

contexte d’élevage où nous avons observé des biofilms d ifférents sur l’acier 

galvanisé et sur le PVC (article 3). Un milieu de culture spécifique de l’élevage 

étudié pourrait aussi être utilisé. Étant donné que les surfaces des coupons étaient 

principalement recouvertes de fèces d'animaux, il serait pertinent d'utiliser un 

milieu de culture qui imite leur composition. Il pourrait être intéressant d'utiliser 

un modèle de biofilm à l'interface entre une surface humide et l'air, car il serait 

plus représentatif de l'application réelle, contrairement à un modèle en  biofilm 

immergé.  

Les interactions caractérisées dans nos études au laboratoire ne prennent pas non 

plus en compte l’influence du microbiote naturellement présent sur les surfaces 

d’un bâtiment d’élevage. Il serait pertinent de concevoir un consortium sim plifié 

représentatif du microbiote autochtone de l’élevage, possédant une composition 
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définie, stable et reproductible dans le temps. Ainsi, l'étude de son influence sur 

les interactions entre biofilm positif et pathogène et entre les différentes souches 

du biofilm positif dans différents modèles de laboratoire pourrait être effectuée.  

La segmentation des images de microscopie de fluorescence pour extraire des 

valeurs quantitatives descriptives des biofilms représente une étape critique et 

délicate lors du traitement d’images. Il est fréquent d'observer des erreurs qui 

nécessitent une surveillance régulière des analyses et des ajustements des 

paramètres de segmentation afin de les minimiser. Ces erreurs sont 

particulièrement présentes lors de traitement de c inétique où l'intensité de 

fluorescence varie grandement au cours du temps. Ainsi, un biais de l'analyse est 

causé par l’expérimentateur qui choisit lui -même les paramètres de segmentation. 

Un temps non négligeable est ainsi ajouté à l’analyse. L'intégrati on de l’IA et plus 

particulièrement de l'apprentissage profond (deep learning) pour segmenter les 

images, constitue une alternative prometteuse afin de réduire considérablement 

le temps d'analyse et de corriger un grand nombre de biais. Grâce à ces nouveau x 

outils, les paramètres de segmentation peuvent être identifiés et appliqués 

automatiquement, même si le niveau de fluorescence varie au cours du temps. 

Cependant, il est essentiel de disposer d'un vaste ensemble de données préalables 

pour entraîner efficacement le modèle [72]. L’utilisation de l’IA pourrait aussi 

permettre de faire des liens entre les génotypes, la morphologie des biofilms, et 

l’activité antagoniste pour permettre d’identifier des marqueurs prédictifs des 

interactions en vue d’aide à la décision pour effectuer la sélection de souches. Par 

exemple, il a été montré récemment que les interactions entre des bactéries 

cultivables peuvent être décrites par la croissance des souches individuels des 

mélanges [70]. Le même principe pourrait être appliqué à notre ensemble de 

données afin de simuler des interactions sous forme de biofilm entre des souches 

bénéfiques et indésirables ou entre différentes souches bénéfiques. L'utilisation 

de ces approches nous permettrait de sélectionner des mélanges d'intérêt en 

fonction des marqueurs identifiés (gènes, paramètres structuraux des biofilms), 

évitant ainsi l'examen systématique de toutes les combinaisons par 

expérimentation, ce qui se traduirait par une économie de temps considérable [73]. 
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La culturomique ciblée représente une méthode prometteuse qui pourrait être 

utilisée pour isoler à haut débit des microorganismes d'intérêt (genres ou espèces 

pré définis) de communautés complexes [74]. Cette approche pourrait être réalisée 

à partir du microbiote isolé de surfaces des bâtiments d'élevage. En effet, étant 

donné que ces souches seront isolées de ces surfaces, il est probable qu'une fois 

amplifiées industriellement et appliquées artificiellement, elles se révèlent 

suffisamment compétitrices dans ce biotope pour les coloniser à nouveau.  

Enfin, il pourrait être envisagé de réaliser des expériences préliminaires de 

compétition pour un screening rapide avant de recourir  à la MCBL. Des 

expérimentations d'interaction en macro-colonies [49,51,52,75] ou en croissance 

planctonique [76] pourraient être utilisées. Ces approches sont plus faciles à 

mettre en place, moins coûteuses et moins chronophages que la MCBL.  

Validation des critères d’industrialisation des 

candidats bactériens 

Avant d'initier les phases de développement d'un produit de nouvelle 

génération, il est essentiel de réaliser un certain nombre de vérifications afin 

d'évaluer la faisabilité industrielle. Parmi les vérifications, (1) des tests de 

faisabilité de production des souches candidates sont essentiels, ainsi (2) qu’une 

analyse des génomes dans le but d’identifier de potentiels gènes de virul ence et 

de résistance aux antibiotiques doit être effectuée, tout comme nous l'avons fait 

pour les souches isolées de la surface des bâtiments d'élevage avicole ( article 6).  

(1) Les expérimentations effectuées au laboratoire dans le cadre de cette thèse 

ont été conduites dans de petits volumes (<10 mL, souvent dans 200 µL), à 

moyen/haut débit. Ainsi la croissance des souches candidates n’ont pas été 

réalisées dans des conditions mimant les conditions industrielles en bioréacteurs. 

Or, la croissance des microorganismes ne se comporte pas forcément de la même 

manière à une échelle laboratoire et industrielle. C’est pourquoi la production de 

ces souches dans des fermenteurs mimant les conditions de production 

industrielle doit être réalisée dans le but d’étudier la faisabilité d’un 
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développement et d’un transfert industriel. Cette étape de faisabilité intègre 

généralement une première estimation des coûts de production envisagés 

(Lallemand, communication). En effet, diverses difficultés techniques peuvent être 

rencontrées lors de cette étape. Par exemple, il est possible que les souches 

forment trop d’agrégats rendant difficile leur récolte et leur séchage. La résistance 

des cellules au séchage est un autre critère essentiel qui peut orienter les choix 

industriels. Dans le cas des Bacillus spp., la présence de bactériophages endogènes 

est également une entrave récurrente à la génération de biomasse en fermenteur. 

Enfin, les conditions de production des souches peuvent aussi impacter, non 

seulement les rendements et les coûts de production, mais aussi les phénotypes 

des souches en application [77]. 

(2) Dans les cas des gènes de résistance aux antibiotiques une attention 

particulière doit être portée au caractère intrinsèque ou acquis de la résistance, 

tant au niveau génotypique que phénotypique. Ainsi cette véri fication doit être 

couplée à des tests phénotypiques de résistance aux antibiotiques d'intérêt 

clinique en suivant par exemple  les recommandations de l’EFSA (European Food 

Safety Authority) ou de l’EFFCA 1 (European Food and Fermentation Cultures 

Association) pour la caractérisation de la sécurite d’utilisation des 

microorganismes en alimentation animale et humaine [78]. 

Optimisation de la formulation d'un produit de 

nouvelle génération par ajout de composés 

fonctionnels 

Une étape d’optimisation de la formulation est nécessaire en vue de 

l’industrialisation d’un produit commercial de nouvelle génération. L’ajout de 

composés permettant l’amélioration des propriétés des biofilms positifs peut être 

envisagé. La plupart des surfaces de bâtiment d’élevage étant verticales, comme 

                                                 

1 Industry guidance for quality, safety, effectiveness, and labelling of food cultures (preparations) are under 

development by EFFCA members. 
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les murs, un lessivage du produit est possible, limitant ainsi l’implantation d’un 

biofilm positif. Il est envisagé d’ajouter des composés tels que des gommes 

végétales pour rendre le produit plus visqueux et favoriser l’adhésion du produit 

aux surfaces [79]. Chez B. amyloliquefaciens , le sucrose a été décrit comme 

stimulant la production de d’acide poly-γ-glutamic, un biopolymère impliqué dans 

la structuration du biofilm [80]. Ce sucre promeut aussi la motilité de surface de 

B. subtilis , permettant par exemple une meilleure colonisation des racines [81] et 

la croissance et production de lactate accrue chez P. pentosaceus [82]. Il a été 

montré récemment que l’ajout de sucre fermentescibles dans le milieu permettait 

l’amélioration de l’activité antagoniste de Lacticaseibacillus rhamnosus  GG par la 

sécrétion de métabolites et protéines ciblant S. enterica serovar typhimurium  et E. 

faecalis [53]. L'ajout de sucre pour faciliter la croissance du biofilm positif peut 

être envisagé, cependant, il est nécessaire de s’assurer que ces sucres ne favorisent 

pas la croissance des bactéries indésirables. De la même manière, l’ajout de 

post/pré-biotiques peuvent être envisagés afin d’augmenter l’effet de compétition  

ou stimuler la croissance du biofilm positif [83].  

Des biofilms résiduels sont présents après l’application des procédures de N&D, 

entre deux lots d’animaux. Ce microbiote de surface va donc entrer en compétition 

avec le biofilm positif. L ’utilisation d'enzymes permettant de dégrader la matrice 

de ces biofilms résiduels, pouvant contenir des microorganismes indésirables, est 

une solution innovante dans ce domaine et complémentaire aux processus de N&D 

[84]. Nous avons montré que la structure des biofilms formés par certaines souches 

de B. licheniformis était dépendante de la présence de l'ADNe dans la matrice. La 

formation de biofilms par ces souches peut être fortement réduite par application 

de DNAse sur les surfaces. L’ajout de certaines enzymes ou de cocktails d’enzymes 

à spectres plus larges qui n’affecteraient pas la formation de biofilms par les 

souches qui composent le produit est une piste d’évolution de la formulation.   

Enfin, les bactéries sont généralement produites à l'échelle industrielle dans des 

réacteurs où elles croissent sous forme planctonique dans des conditions physico-

chimiques permettant d’obtenir une biomasse optimale. Une piste d'amélioration 

serait de les produire sous forme de biofilm à échelle industrielle, puis de les 
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lyophiliser avant application sur des surfaces de bâtiment d'élevage. En effet, il a 

été démontré qu’une pré-croissance de souches probiotiques en microcolonies 

dans des billes de pectine de calcium augmente l’effet probiotique chez la souris 

comparé aux mêmes souches cultivées sous forme planctonique [24]. De plus, ce 

type de formulation sous forme de biofilm pourrait permettre une résistance 

accrue à différents stress lors de la production et de l’utilisation du produit.  

Mise en place d'une méthode de capture des biofilms 

environnementaux des bâtiments d'élevage 

Le projet de thèse a abouti à l'élaboration d'une méthode novatrice pour 

l'étude des biofilms environnementaux présents dans les bâtiments d'élevage. 

L'objectif de cette méthode est d'évaluer l'impact des biofilms positifs 

commerciaux sur la structure du microbiote de surface des installations d'élevage, 

tout en examinant les communautés microbiennes naturellement présentes. La 

force de cette approche est sa capacité à fournir une représentation en trois 

dimensions des biofilms, contrairement aux méthodes conventionnelles telles que 

les écouvillonnages ou les prélèvements en boîte, qui ne prennent pas en compte 

la morphologie des biofilms. Cette morphologie revêt une importance cr uciale en 

raison de son rôle dans la résistance de ces biofilms.  

La faisabilité de la méthodologie de prélèvement in-situ et d’analyse ex-situ au 

laboratoire des communautés microbiennes attachées aux surfaces a été mise en 

pratique dans deux systèmes d'élevage, à savoir les élevages avicoles et porcins. 

Dans les deux cas, la caractérisation des communautés de surface a été possible. 

Le système d'élevage avicole présente plusieurs avantages par rapport à l'élevage 

porcin, notamment en ce qui concerne la fixation des coupons sur site et leur 

analyse au laboratoire. En effet, malgré une fixation appropriée des échantillons 

sur les murs en contact avec les animaux, un nombre plus important de coupons 

se sont détachés dans le cas de l'élevage porcin. Le contact plus étroit entre les 

porcs et les coupons positionnés sur les murs explique le détachement accidentel 

de ces coupons par frottement contre les parois où ils sont positionnés. De plus, 

les biofilms présents sur les coupons prélevés dans les élevages porcin s 
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présentaient une forte charge en matière fécale, répartie de manière hétérogène 

sur la surface des coupons. En revanche, les coupons prélevés d’élevage avicole 

étaient quant à eux plus homogènes, rendant l’étude au MCBL plus aisée. Par 

conséquent, le reste du projet s'est concentré sur l'étude de ce système avicole.  

Les études de structures de communautés microbiennes de surfaces de bâtiments 

d'élevages avicoles et porcins, telles que présentées dans ce manuscrit, font partie 

des premières du genre, en particulier en ce qui concerne la caractérisation de la 

morphologie des biofilms au MCBL. Ces résultats mettent en évidence une forte 

activité métabolique au sein de ces communautés microbiennes. Une perspective 

intéressante serait d'étudier l'interaction entre le microbiote intestinal des 

animaux et la structure et la composition du microbiote de surface des bâtiments 

d'élevage. Cela pourrait être réalisé en prélevant des échantillons de microbiotes 

intestinaux et en les analysant simultanément aux coupons p rélevés sur les 

surfaces. 

La méthodologie a été employée avec succès pour étudier l'effet de l'application 

d’un produit commercial, composé de bactéries formant des biofilms positifs, sur 

le microbiote de surface des bâtiments d’élevages avicoles. Les résu ltats ont 

démontré que cette intervention pouvait moduler la structure tridimensionnelle 

des biofilms, le nombre de bactéries viables et cultivables, ainsi que la diversité 

des populations présentes. Un point essentiel de notre étude réside dans la 

démonstration d'une modulation du microbiote environnemental exclusivement 

au cours des premières semaines de l'élevage. Cette observation ouvre des 

perspectives pour rechercher des solutions susceptibles d'avoir un impact durable. 

Cette conclusion constitue une piste de recherche concrète résultant de notre 

travail. Cependant, cette méthode présente souvent des limitations en ce qui 

concerne la quantification des effets des biofilms positifs à une échelle plus fine, 

principalement en raison de la résolution limitée de l’analyse des séquences du 

gène codant l’ARNr 16S. L'utilisation de la métagénomique, bien que plus 

coûteuse et nécessitant une analyse plus complexe, permettrait l’analyse de la 

diversité et des fonctions présentes au sein de la communauté  [85]. Une 

amélioration possible de l’analyse serait de pouvoir suivre les différentes souches 
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présentes dans le produit sur les surfaces en développant une qPCR (PCR 

quantitative) pour quantifier la présence de gènes spécifiques des souches 

constituant les biofilms positifs . Toutefois, il serait important de s’assurer au 

préalable que ces gènes soient bien spécifiques de la souche et absents dans la 

communauté microbienne autochtone de l'élevage.   

Les études réalisées n'ont pas permis d'analyser précisément les effets d'un b iofilm 

positif sur des bactéries pathogènes présentes dans l’environnement d’élevages. 

Pour aborder cette question, il serait nécessaire de travailler avec des pathogènes 

préexistants sur les surfaces des bâtiments, ce qui est difficile à réaliser en 

pratique. De plus, les techniques de metabarcoding utilisées actuellement ne sont 

pas assez précises pour détecter et quantifier ces pathogènes. Il faudrait avoir 

recours à des qPCR ciblant un ou des gène(s) spécifique(s) de ces pathogènes 

[86,87].  

Les études présentées se focalisent sur les communautés microbiennes attachées 

aux surfaces. Cependant, l'impact de l'application de souches bénéfiques sur 

l'holobionte, englobant à la fois l'hôte et sa communauté microbienne n'a pas été 

étudié [88]. Le principal objectif de l'utilisation de biofilms positifs est de limiter 

la transmission de bactéries indésirables à l'animal en réduisant leur apparition ou 

développement sur les surfaces. En perspective, il est également envisagé 

d’ajouter à l’analyse des données relatives aux performances globales des animaux 

(par exemple : qualité des fèces, poids, aspect, maladies), le taux de mortalité en 

présence ou non de biofilm positif ainsi que l'influence du traitement s ur la 

modulation du microbiote intestinal.  

Quel avenir pour les biofilms positifs? 

Les réglementations de plus en plus strictes visant à réduire l'utilisation 

d'intrants chimiques tels que les molécules biocides ou les antibiotiques incitent 

les producteurs à repenser leurs approches techniques. Cette évolution s'inscrit 

dans le contexte du concept “One Health”, qui met l'accent sur l'amélioration de 

la qualité de vie des animaux, la réduction des zoonoses et de la transmission de 
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maladies au sein de l'élevage. Par conséquent, il est essentiel de trouver des 

alternatives aux traitements chimiques antimicrobiens. L’utilisation des biofilms 

positifs fait partie de ces solutions innovantes, utilisées en complément des 

processus de N&D. Cependant, même si certains produits sont disponibles sur le 

marché, les industriels sont encore réticents à investir dans de telles solutions en 

raison d'une réglementation floue et changeante encadrant ces nouvelles 

approches. De plus, il existe encore très peu d’études, les principales étant celles 

écrites lors de ce projet, décrivant de façon standardisée les effets de l’application 

de tels produits sur le microbiote de surface de bâtiment d’élevage et sur les 

bactéries indésirables. Il est donc nécessaire de continuer à invest iguer les effets 

potentiels des biofilms positifs à différentes échelles pour convaincre la 

communauté de l’utilité de ce type d'approches [89].  

Les travaux menés dans le cadre de ce projet de thèse ont utilisé le système 

d'élevage avicole comme modèle d’étude. Des preuves de concept ont pu être 

validées avec un rationnel scientifique fort, ouvrant maintenant la porte à d’autres 

systèmes d’élevage. Ainsi, la méthodologie d’ana lyse des microbiotes de surface 

de bâtiment d’élevage, et de sélection de souche basée sur l’étude des interactions 

microbiennes au sein de biofilm mixte au laboratoire pourront être réalisées dans 

d’autres contextes. Par exemple, les systèmes d’élevage ho rs-sol, nécessitant 

d’effectuer des processus de N&D entre deux lots successifs d’animaux peuvent -

être couverts par ce type d'approche pour implanter un consortium positif avant 

que les animaux entrent dans le bâtiment. C’est notamment le cas des élevages 

porcins, aux différents stades de croissance des animaux. Les systèmes 

d'aquaculture en bassins (par exemple : crevettes, bar commun, dorade royale, 

truite arc-en-ciel, toutes écloseries et nurseries pour coquillages, poissons et 

crustacés) peuvent également bénéficier de l'utilisation de biofilms positifs. En 

effet, les mêmes procédures de N&D sont appliquées entre différents lots 

d'animaux. Cette approche pourrait être particulièrement pertinente dans le cadre 

des écloseries, où les animaux se développent  au cours de leurs premiers stades 

de vie et sont particulièrement sensibles à la contamination externe, pouvant être 

causée par la présence de biofilms indésirables résiduels sur les surfaces. L’étude 
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des biofilms immergés par MCBL dans nos modèles de laboratoire est 

particulièrement adaptée à une application dans des milieux aquatiques tels que 

les bassins d’aquaculture. Les modèles d’étude au laboratoire devront être adaptés 

au système d’étude ciblé, avec des conditions physico-chimiques, des bactéries 

bénéfiques candidates et des bactéries indésirables ciblées différentes.  

Bien qu'il existe un grand nombre d'études qui établissent des corrélations ou 

mettent en évidence des tendances sur le terrain après l'ajout de consortiums 

complexes, contrôlés ou de souches uniques, il est nécessaire d'approfondir notre 

compréhension des mécanismes sous-jacents aux interactions dans le but 

d’améliorer dans le but d'améliorer l'utilisation de ces consortiums. Les 

connaissances sur l'utilisation des biofilms positifs so nt actuellement limitées et il 

est encore difficile d'étudier de manière approfondie les mécanismes impliqués 

dans leurs effets bénéfiques sur l’hôte. Le nombre modeste d’échantillons étudiés, 

les biais expérimentaux, la complexité des interactions mises e n place entre les 

différents représentants de la communauté ou la sensibilité parfois insuffisante 

des techniques utilisées (approches omiques) peuvent rendre l’interprétation des 

résultats difficile [90]. Il est donc nécessaire de mettre en place au laboratoire, 

dans des conditions physico-chimiques contrôlées, des modèles d’études mimant 

un maximum la réalité du système étudié afin d’étudier plus finement des relations 

entre moins de partenaires de la communauté.   

L'intervention humaine visant à façonner les communautés microbiennes 

naturellement présentes dans un biotope est observée dans de nombreux 

domaines. Il existe de nombreux exemple d’utilisation de souches uniques [91–93], 

de consortium contrôlés [94,95] ou encore de consortium complexes [90,96] pour 

des applications en biotechnologie ou en santé. Il n'existe pas de réponses 

universelles privilégiant une utilisation spécifique, ce qui suscite un débat au sein 

de la communauté scientifique. Certaines études récentes démontrent que les 

interactions microbiennes sont plutôt négatives  [63,97], alors que d’autres 

décrivent le contraire et promeuvent l’utilisation de consortium  [76,98]. Dans le 

contexte des biofilms positifs, nous avons essayé de rationaliser l’utilisation de 

souches uniques ou de consortiums simplifiés.   
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Une autre option serait d'utiliser le principe de coalescence en intégrant 

délibérément une communauté microbiologique dans une autre déjà établie dans 

son environnement naturel  [99]. Pour ce faire, des microbiotes de surfaces 

provenant d'un environnement sain (obtenu par un élevage sans problèmes de 

maladies spécifiques) peuvent être prélevés, amplifiés, puis les réimplanter après 

N&D des surfaces. La notion d'environnement sain est complexe et difficile à 

définir car elle prend en compte plusieurs variables telles que la présence de virus, 

toxines, l’étude du pathobiome et autres bactéries indésirables pouvant être en 

état de dormance ou métaboliquement peu actives rendant difficile leur détection. 

L’avantage est l’utilisation de communautés isolées de surfaces dans ces biotopes 

et donc capables de s’implanter et coloniser à nouveau la niche écologique. Ce 

principe est utilisé en santé humaine et animale avec la transplantation fécale. 

Cette technique a démontré une très bonne efficacité sur la diminution de 

l'infection chronique à Clostridium difficile  chez l’Homme [100] ou de la présence 

Salmonelles [101] et de Campylobacter jejuni  chez le poulet [96,102]. Le modelage 

des niches écologiques d'un écosystème pour favoriser l'implantation de 

populations d'intérêt semble peu adapté dans le contexte des systèmes d'élevage 

commerciaux [103]. En effet, les paramètres physico-chimiques appliqués dans ce 

type d'élevage sont spécifiquement déterminés pour optimiser la croissance des 

animaux. Une modification de ces paramètres pour le modelage pourrait entraîner 

une diminution de la croissance des animaux et, par conséquent, une baisse de la 

rentabilité de la ferme. 

Enfin, les outils et approches développés dans ce travail de thèse pourraient 

également se révéler d'un grand intérêt pour l'étude des biofilms positifs dans 

d’autres contextes comme le biocontrôle des plantes, la biopréservation des 

aliments et la santé (modulation des écosystèmes digestifs  par les probiotiques 

ou les transplants fécaux) , domaines où la notion de biofilm demeure encore peu 

explorée. 
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6.1 EXPERIMENTATION PRELEMINAIRE EN ELEVAGE DE POULET 

DE CHAIR 

6.1.1 Contexte et plan d’expérience 

Ce premier essai s’est déroulé dans un élevage expérimental de poulet de chair 

appartenant à Lallemand, proche de Toulouse. L’objectif principal était de se 

familiariser avec les expérimentations sur coupons de PolyChlorure de Vinyle (PVC) 

et d’acier inoxydable 316 (INOX), aussi bien sur le terrain qu’en laboratoire avant 

de changer d’échelle et de passer en élevage commercial.   

Dans cette expérience, 16 coupons en PVC et 16 en INOX (L = 7.5cm, l = 2.5cm) 

provenant de chez BioSurface Technologies Corporation (Bozeman, Montana, USA) 

ont été utilisés. 1 coupon en INOX et 1 en PVC ont été placés dans une même case 

pour faire en sorte d’être le plus proche possible des animaux ( Figure 8).  

 

Figure 8: Différents points de vue de la ferme expérimentale de poulet de chair appartenant à la société Lallemand. 

Les coupons sont placés sous les abreuvoirs, au contact des animaux. Un scotch double face permet un maintien 

solide des coupons. 



 

246 

8 cases possédaient des coupons traités avec le produit commercial L alfilm Pro, 

utilisé avec les recommandations de Lallemand à 0.2 g/m2 de surface au sol, et 8 

autres cases étaient pourvues de coupons témoins, sans traitement. Dans la 

condition Lalfilm Pro, seuls les coupons sont traités (Figure 9). Les coupons ont 

tous été échantillonnés après 30 jours d’incubation au contact des animaux.  

 

Figure 9: Disposition des coupons dans l’élevage. Seulement les coupons sont pulvérisés avec le produit commercial 

dans la condition traitée. Les témoins dénombrement n’ont pas été traités, ni disposés dans l’élevage. 

 

Le jour de l'échantillonnage, les coupons sont prélevés avec des gants et disposés 

individuellement dans des boîtes de Pétri contenant une compresse saturée en 

eau stérile. Le scotch double face permet un bon maintien du coupon sur le fond 

de la boîte. Les boîtes sont ensuite scellées avec du parafilm. Ici les échantillons 

ont été transportés le jour du prélèvement et traités le lendemain au laboratoire 

(figure 10). 
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Figure 10: Conditionnement des coupons pour le transport après prélèvement dans la ferme. Une compresse en 

coton stérile imbibée d’eau est coincée par le couvercle de la boîte de Petri. Du parafilm scelle la boîte. 

 

Après réception des coupons, deux expérimentations ont été réalisées. La première 

a eu comme objectif de quantifier le nombre total de bactéries à la surface des 

coupons. La seconde a permis l’observation de la structure 3D des biofilms. Dans 

cette expérience, un seul coupon de chaque matériau était disposé dans les cases. 

La moitié de la surface des coupons a donc servi à l’observation des biofilms par 

microscopie. L’autre moitié ayant servi aux expériences de quantification de la 

flore totale. Les protocoles utilisés sont décrits dans les articles 3 et 4 [38,104]. 

6.1.2 Dénombrement des microorganismes attachés sur les coupons 

Le coupon est trempé une heure dans de l’eau physiologique (25 mL afin de 

recouvrir la moitié du coupon, soit 18.5 cm 2) (figure 11). A l’aide d’un cône et 

d’une P1000 les biofilms sur la partie immergée sont décrochés en grattant la 

surface et suspendus dans les 25 mL d’eau physiologique.    
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Figure 11: Incubation des coupons pour prélever les microorganismes sur la moitié de la surface. Un détachement 

mécaniques des biofilms de la surface immergé est effectué à l’aide d’un cône d’une pipette P1000, et pipetage 

successif. 

 

Avec cette solution, des ensemencements en masses dans du milieu BHI ( Brain 

Heart Infusion , Difco, réf. 237500) ont été réalisés. Cette expérience a pour but de 

quantifier le nombre de bactéries viables et cultivables présentes sur les coupons 

en fonction du matériau et du traitement.  

Après avoir rapporté à la surface, la population bactérienne est comprise entre 5 

et 6 Log UFC/cm2 dans chaque condition (Figure 12). Aucune différence 

significative entre les dénombrements en fonction du t raitement ou des matériaux 

n’a été observé. A noter que dans cette expérience, seuls les coupons ont été 

traités. 
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Figure 12: Bactéries totales prélevées sur les coupons après dénombrement sur un milieu riche (TS). Le 

dénombrement correspond à la quantité bactérienne de la moitié d’un coupon, soit 9.4 cm2. Les barres d'erreurs 

correspondent aux écart-types standards. 

 

6.1.3 Observation des biofilms au microscope confocal à balayage laser 

(MCBL) 

Les coupons ont été marqués avec 25 µL une solution de SYTO61 à 3 μL /mL, 

marquant en rouge les acides nucléiques. Après dépôt du colorant, une lamelle de 

microscopie est placée sur le coupon. Celui-ci est retourné sur la platine afin d’être 

observé au MCBL (microscopie inversée). L’objectif utilisé est à immersion à eau 

x63. Le SYTO61 est excité avec un laser HeNe 633 nm. La collecte de la fluorescence 

se fait dans le rouge (z step : 1 µm, 600 Hz). La topographie de la surface est 

réalisée à l’aide de la réflexion laser (en gris). 3 champs par coupons sont capturés.  

Les biofilms présents sur l’INOX et le PVC sont hétérogènes ( Figure 13). Une 

grande diversité de structures sont observables. La présence de nombreuses 

bactéries et hyphes fongiques sont à noter. Toute la surface des coupons n’est pas 

recouverte par les biofilms,  même lorsque celui-ci est traité.  
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Figure 13: Exemples représentatifs de structures de biofilms observés au MCBL sur les coupons. La topographie de 

surface des coupons est visualisée en gris avec le mode reflection du MCBL, montrant une surface plus lisse des 

coupons en PVC comparé aux coupons en INOX. Le marquage des biofilms en rouge a été réalisé avec du SYTO61, 

un fluorophore capable de pénétrer dans les cellules et s'intercaler entre les bases de l’ADN. La barre d'échelle 

correspond à 20 µm. 

 

Les images sont traitées avec le logiciel IMARIS v9.3.1 . Le biovolume est calculé 

à l’aide d’une fonction d’IMARIS permettant de quantifier le volume binarisé 

correspondant au signal rouge du SYTO61 (Figure 14). 

 



 

251 

Figure 14: Binarisation du signal rouge de l’image avec le logiciel IMARIS.  A gauche, l’image brute observée au 

MCBL. A droite, le signal rouge est binarisé (gris clair) pour déterminer le biovolume du biofilm. La barre d'échelle 

correspond à 20 µm. 

 

Après traitement des images, les biovolumes sont déterminés (Figure 15). Un 

biovolume plus important (p < 0.05 , One-Way ANOVA, Fisher’s LSD test) est 

observé sur les coupons en INOX comparé aux coupons en PVC dans les deux 

conditions. Il n’y a pas de différences signi ficatives entre les conditions témoins 

et traitées pour un matériau donné.  

 

Figure 15: Biovolume des biofilms en fonction des surfaces et du traitement par Lalfilm Pro. Les barres d'erreurs 

correspondent aux écart-types standards (*p < 0.05). 

 

Ces résultats sont différents de ceux observés lors du dénombrement de la flore 

totale dans du BHI. En effet, il ne semble pas y avoir de différences du nombre de 

bactéries en fonction des conditions, mais une différence de volume de biofilms, 

probablement dûe à des bactéries mortes marquées avec le SYTO61, ou à un 

marquage non spécifique de la matrice.  
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