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Liste des abréviations

ATP : Adénosine-TriPhosphate.

CV : Cristal Violet.

DO : Densité Optique .

ED : Eau Distillée.

FADH?2 : Flavine Adénine Di nucléotide.
FLO11 : FLOculation protéine 11.

GN : Gélose Nutritive.

NADH : le Nicotinamide Adénine Di nucléotide (NAD) Le potentiel standard du couple
redox NAD+/NADH.

PDA : Potato Dextrose Agar..

QS : Quorum Sensing.

S. cerevisiae : Saccharomyces cerevisiae
SAB : Bouillon de Sabouraud

YPD : Yeast Peptone Dextrose
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Syntheése Bibliographique Saccharomyces cerevisiae

Partie | : Synthese bibliographique
Chapitrel : Saccharomyces cerevisiae

1. Introduction

Les levures du genre Saccharomyces sont tres connues pour leur utilisation en
industrie agroalimentaire. Elles sont utilisées pour la fabrication du pain, du vin et de la biere
(Salvado et al.,2011).

La levure Saccharomyces cerevisiae occupe une place privilégiée dans les activités de
I’homme. Elle a été utilisée par I'nomme dans le cadre de productions alimentaires depuis des
millénaires. L’homme 1’a utilisée sans le savoir, puis peu a peu ont appris a s’en servir pour la
production de boissons et produits fermentés(Larpent ,1990).

Cette levurea été découverte, isolée et identifiée au milieu du XIXéme siecle. Ce
champignon, capable de métaboliser des sucres,(saccharo-) responsable de la fermentation fut
appelé Saccharomyces cerevisiae par Meyen en1837 (Thuriaux 2004).

De nos jours, cette levure est également largement utilisée comme usine cellulaire
pour la production de molécules d’intérét pour la pharmacie et 1’industrie
chimique(Lallemand, 2016).

La levure S. cerevisiae est également tres utilisée comme organisme modéle en
biologie moléculaire, en génétique classique, en biochimie et en génomique comparative. Ses
propriétés, dont son génome de petite taille, son cycle cellulaire court, sa culture facile et la
délétion facile de ses genes font de S. cerevisiae 1’organisme eucaryote le mieux caractérisé et
I’un des plus utilisé (Bernard 1996 ; Goffeau et al., 1996 ; Thuriaux, 2004 ; Cubillos et al.,
2009).

De méme, ces organismes tendent a étre de plus en plus utilisés au niveau de la recherche en
écologie et en évolution. Les themes comme la genétique des populations, la biogéographie
des microorganismes, 1’écologie des communautés ou bien la spéciation peuvent étre étudiés

avec ces levures (Landry et al., 2006 ; Replanskyet al., 2008).
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2. Définitionde Saccharomyces cerevisiae

Le mot levure, selon Phaff et al. (1968), provient du mot latin « levare » qui se traduit
par lever. Ce mot a été appliqué aux levures en raison de 1’aptitude de ces microorganismes a
produire du CO, pendant la fermentation et a lever la surface mousseuse d’un milieu liquide
de fermentation (Oteng-Gyang, 1984).

Les levures sont des eucaryotes hétérotrophes faisant partie du groupe des
champignonsdont on les distingue pour leurs caracteres unicellulaires et I’absence d'un vrai
mycélium (au moins dans la plus grande partie de leur cycle biologique).Elles présentent un
grand intérét dans la ration alimentaire de I’homme, c’est pour celaqu’elles ont un grand
nombre d’applications dans les industries agroalimentaires(Larpent,1990 ; Guiraud, 1998).

S.cerevisiae vient du mot saccharose qui signifie «sucre», myces «champignony,
tandis que cerevisiae fait référence a «cervoise», c’est un terme utilisé pour désigner le petit
champignon microscopique qui compose les différentes sortes de levures qu’on utilise pour la
fermentation (Larpent et Gourgoud, 1985).

S. cerevisiae, un organisme eucaryote unicellulaire,estde forme ronde a ovoide ou
allongée de taille tres variable de 3-14 um(Figurel). Certaines cellules sont cylindriques et de

grande taille se reproduisant par bourgeonnement (Larpent, 1991 ; Russell 2003).

Figure 1 : La levure Saccharomyces cerevisiaeau moment de bourgeonnement (Atlas of
Foodmicrobiologie LAB,2012-2013).
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3. Habitat
Les levures sont des especes ubiquitaires. Elles se rencontrent sur les végétaux riches
en sucre directement assimilables.En effet, les milieux fortement concentrés en sucre
représentent un de leur environnements preférés (sirops, biére, miel, fleurs et de nombreux
fruits) (Oteng-Gyang, 1984 ;Bouix et Leveau, 1991 ; Jimoh et al., 2012; Greppi etal.,
2013; Adewara et al., 2013).
D’autres écosystemes ou se développent des levures : a la surface ou a I’intérieur
d’autres étres vivants, dans les eaux, dans 1’atmosphére et dans le sol (Leveau et Bouix, 1993
; Thanh, 2006).

4. Classification
Reed (1981) et Reppler (1983) ont regroupés les levures en sept catégories selon leurs
utilisations:
e Lalevure de boulangeries et produits de panification.

Levures de brasseries.

Levures de vinification.

e Levures de distillerie et spiritueux.

e Levures aliments.

e Produits dérivés des levures (autolysats ...etc.).

e Alcool industriel et carburant.

Actuellement, les levures de boulangerie produites par voie industrielle et
universellement employées dans tout les procedes de fabrication dit " a la levure” par
opposition aux procédés sur levains, sont des souches issues de S. cerevisiaeet
continuellement améliorés par hybridation somatique, fusion cellulaire et screening divers
(Larpent, 1990).

Selon(Dujon, 2010), la classification de la levure S.cerevisiae est la suivante :

e Reégne : Fungi.

e Embranchement : Ascomyceétes.

e Classe : Saccharomycetes.

e Ordre : Saccharomycetales.

e Famille : Saccharomycetaceae.

e Genre : Saccharomyces.

e Espéce: Saccharomyces cerevisiae
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5. Morphologie et structure

Les levuressont des eucaryotes unicellulaires et présentent une structure plus complexe
que celle des bactéries notamment par la présence d’un noyau, de mitochondrie, d’un appareil
de golgi et de plus d’un chromosome (Figure 2)(Larpent, 1990).

Les cellules végétatives sont généralement ovoides ou sphériques, mais il existe
d’autre formes spécifiques: triangulaires, ogivales, en forme de citron ou méme en forme de
bouteille. Leur taille cellulaire varie de quelques microns jusqu’a 25 a 30 microns. Certaines
peuvent former des associations cellulaires ou se présenter sous forme filamenteuse a un
certain stade de leur vie (Bouix et Leveau, 1991 ; Larpent, 1991; Bourgeois et Larpent,
1996).
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Figure 2 : Structure cellulaire des levures (Thuriaux, 2004).

6. Le génome de Saccharomyces cerevisiae
Cette levure est le premier organisme eucaryote dont le génome ait été
intégralementséquencé, en 1996. Le genome de S. cerevisiae a une taille de 12 068 kb et est
constitué de 6275 genes répartis sur 16 chromosomes (Goffeau et al.,1996).
Les différents chromosomes peuvent étre presents en un seul ou plusieurs exemplaires
dans la cellule. Le nombre d’exemplaires définit la ploidie : les levures haploides possedent

un seul exemplaire de chaque chromosome (1n = 16 chromosomes), les levures diploides

5
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disposent de 2 exemplaires (2n = 32 chromosomes), les levures de ploidie supérieure a 2n
(triploides 3n, tétraploides 4n, ...) sont dites polyploides. Des erreurs d’appariement de
chromosomes pendant la mitose ou la méiose peuvent provoquer des mutations
chromosomiques, qui conduisent a des cellules ne contenant plus un multiple exact du nombre
de chromosomes haploides (2n+1 ou 2n-1 chromosomes), elles sont alors dites aneuploides
(Parry et al,1979).
La disponibilité des outils génétiques nécessaires a la manipulation de son génome et
I'importance de la communauté scientifique qui s'y consacre ont fait de cet organisme un
modele pour les études fonctionnelles post-séquengage aussi bien qu’une plate-forme
expérimentale pour développer et valider de nouvelles approches et stratégies génomiques
(Dujon, 1996).
7. Reproduction
Les cellules vieillissent, puis meurent aprés 30 a 40 bourgeonnements. Dans certaines
conditions, elle est capable de fusionner pour donner une cellule diploide qui peut se
multiplier par voie végétative. Ces cellules peuvent également sporuler pour donner quatre
spores haploides (Bourgeois et Leveau, 1991).

7.1.  Lareproduction sexuée

Les levures ascomycétes présentent des phénoménes de reproduction sexuée par
formation d’un asque renfermant des ascospores issues de la méiose. La diploidisation
s’effectue entre deux cellules indépendantes en donnant un zygote(Figure 3). Chez S.
cerevisiae, la conjugaison se produit en 6 a 8 heures aprées la mise en présence des deux types
sexuels (Larpent, 1991 ; Bouix et Leveau, 1993).

5 asque
meéiose >
—" 0@' ascospores
®/ @ @ «c
cycle \
matotique

Ricuave \ G \/ / o s
C;}:<5’~%/ @

Tygote a/a
conjugaison

Figure 3 : Cycle biologique de la levure S. cerevisiae(Bourgeois et Larpent, 1996)
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7.2.  Lareproduction asexuée

Le bourgeonnement représente le mode de reproduction végétatif le plus courant chez
la levure S. cerevisiae. Pendant la formation du bourgeon, son cytoplasme reste réuni au
cytoplasme de la levure mére, le noyau de celui- ci grossit et se déplace vers le bourgeon. La
membrane nucléaire étrangle le noyau de telle maniére que la moitié de celui-ci demeure dans
la cellule mére et 1’autre passe dans la cellule fille, tandis que la membrane cellulaire se
referme autour de chaque noyau en donnant ainsi deux levures semblables, il est possible
d’observer une cicatrice a I’endroit de la formation du bourgeon (Guiraud et Galzy, 1980).

8. Les besoins nutritionnels de la levure
Les besoins des levures pour leur croissance sont les suivants :
e [’eau:

Constituant essentiel des organismes vivants. Les levures sont constituées de 75%

d’eau et 25% de matiere seche (Russell, 2003).
e Lecarbone:

Le carbone représente environ 50% du poids sec de la levure. Les glucides
simples(monosaccharides, disaccharides et trisaccharides) sont fermentescibles par les
levures(Leveau and Bouix 1993).

e [ ’oxygéne :

En anaérobie stricte, le milieu doit étre complémenté avec des stérols et des acides
grasinsaturés, qui entrent dans la composition de la membrane et ne peuvent étre synthétisés
par lalevure qu’en présence d’une source d’atome d’oxygene (Kappeli and
Sonnleitner,1986; Russell, 2003).

e Source d’azote :

Les levures contiennent 10% environ d’azote, entrant dans la composition des
acidesaminés, des acides nucléiques et de certaines vitamines. Il est apporté par le milieu de
culture sous la forme de sels d’ammonium (phosphate, sulfate, chlorure et nitrate) (Leveau
and Bouix, 1993).

e Vitamines:

Ce sont des régulateurs et des cofacteurs importants des voies métaboliques. Elles
agissent géneralement comme coenzymes ou précurseurs d’enzymes. S. cerevisiae est
auxotrophe pour les vitamines suivantes qui seront ajoutées au milieu de culture: acide
pantothénique, acide nicotinique, pyridoxine, myo-inositol, thiamine et biotine (Rose
andHarrison,1971; Russell, 2003).
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e Oligoéléements et facteurs de croissance :

Les levures ont besoin d’éléments nutritifs pour assurer un développement adéquat. Il
s’agit de sels minéraux et d’oligoéléments nécessaires a de trés faibles concentrations (Suarit
et al.,1988).

Les oligo-¢éléments sont essentiels pour la cellule, puisqu’ils réagissent
commecofacteurs de divers enzymes impliquées dans le métabolisme microbien. Ils sont
nécessairesen tres petites quantités mais un exces provoquera la dénaturation d’enzymes et
uneperturbation de la morphologie et de la physiologie cellulaire et de la vitesse de
croissance(Blomet al.,2000).

Les oligo-éléments augmentent la production de 1’éthanol de 20% parS.cerevisiae. De
plus, d’autres facteurs sont essentiels commeles vitamines (la biotine, la thiamine et I’acide
pantothénique), qui interviennent lors desréactions enzymatiques, comme des coenzymes
(Guiraud, 1996 ; Aguilar Uscanga, 2003).

9. Besoins physico-chimiques
e Température :

En général, la température de croissance optimale des levures est comprise entre 25-35

°C(Larpent, 1990).
e pH:

Le pH joue un réle primordial dans la production de métabolites.Les levures poussant
mieux a des pH relativement acides (3-6). L’optimum de croissance deS. cerevisiaese situé
souvent entre 4-4,5 (Larpent, 1990 ; Noui, 2001).

e Aération:

Elle a pour but d’une part d’apporter I’oxygene nécessaire a la croissance des levures
etd’autre part d’homogénéiser et d’assurer la circulation du modt dans le fermenteur.
Cependant, il est intéressant de rappeler que la levure boulangére s’adapte a deux modes
devie, en présence ou en absence d’oxygene (Noui, 2001).

e La pression osmotique :

S. cerevisiae est une espéce osmophile qui se développe sur des milieux a forte

concentration en sucres et en sel mais avec un metabolisme lent au contraire de certaines

especes (Noui, 2001).
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10.Métabolisme

10.1. Le métabolisme oxydatif

Ce metabolisme permet la multiplication par bourgeonnement ; il s’agit de I'un des
métabolismes apportant le plus d’énergie sous forme d’ATP, avec un rendement cellulaire
important. 1l repose sur la production de biomasse et de dioxyde de carbone grace a
I’oxydation compléte du glucose via les voies métaboliques de la glycolyse du cycle de Krebs
et de la phosphorylation oxydative. Pour cela, la concentration en oxygéne disponible doit étre
la plus élevée possible tandis que la concentration en substrat doit étre constante, mais plutét
faible (50 a 150 mg/L environ) (Larpent, 1990; Sanchez Gonsalez, 2008).

En métabolisme oxydatif, le rendement de production de biomasse théorique est, a son
maximum, de 1’ordre de 0,5 g de mati¢re seche/gramme de glucose consommé, le quotient
respiratoire (QR=quantité dedioxydedecarbonel quantité dedioxygéne) est voisin
del'unité et I'éthanol n'est détecté qu'a I'état de traces (Kéappeli, 1986; Kappeli et
Sonnleitner, 1986; Larpent, 1990).

Dans ces conditions, les cofacteurs réduits NADH et FADH2 produits par la glycolyse
et le cycle de Krebs sont réoxydés au niveau de la chaine respiratoire (Celton, 2011;
Ehsanietal., 2009).

10.2. Meétabolisme fermentaire

Ce métabolisme se caractérise généralement par un ensemble de réactions qui se
produisent en absence d’oxygene comme accepteur final d’électron. Dans ces conditions, le
pouvoir cellulaire a réoxyder les coenzymes réduits (NADH et FADH,) est fortement diminué
(Fritsche, 1972).

De plus dans cette situation, la biochimie cellulaire est modifiée de telle sorte que le
pyruvate est réduit en acétaldéhyde puis en éthanol (fermentation), dont la derniere étape
nécessite la présence du NADH.

Le bilan énergétique de la réaction est:

CeH1206 + 2 Pi + 2 ADP — 2 C;HgO+ 2 CO, + 2 ATP

10.3. Métabolismeoxydo-réductif ou Métabolisme respiro-fermentaire
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En présence d’oxygeéne la levure S. cerevisiae a la particularit¢ de présenter
unmétabolisme  mixte:  fermentation  (production  fermentaire  d’éthanol) et
respiration(production oxydative de biomasse).Cependant en aérobiose, le métabolisme de la
levure S. cerevisiae est purement oxydatif lorsque I’apport en glucose est faible. Dans ces
conditions, la biomasse et le CO, sont les seuls produits synthétisés par la levure; le
rendement en biomasse est alors maximum et égal a 0,5 g de biomasse par gramme de glucose
(Blom et al., 2000; Flikweert et al., 1999; VanHoek et al., 2000).

Par contre le métabolisme cellulaire devient oxydo-réductif une foisque I’apport de
glucose dépasse un certain seuil. Dans ce cas-la, les produits synthétiséssont la biomasse, le
COy, le glycérol, I’acétate, 1’éthanol et le rendement en biomasse estfortement réduit. De plus,
le NADH générée a partir de la glycolyse est réoxydé par laproduction d'éthanol
(fermentation) plutét que par les voies combinées au métabolismeoxydatif (glycolyse, cycle
de Krebs et phosphorylation oxydative) (Fritsche, 1972).

Cette bascule métabolique est appelée transition respiro-fermentaire ou effet Crabtree
qui est du point de vueoenologique trés important car cet effet Crabtree permet de réaliser la
fermentation enprésence d'une faible concentration d'oxygéene(Crabtree, 1929; Deken, 1966;
Fiechter et Seghezzi, 1992).

Certaines levures sont fortement Crabtree positives et leur production d’éthanol
dépendde la concentration en glucose; chez certaines, comme S. cerevisiae, la
synthésed’éthanol débute au-dela de 2.5 g.L-1 de glucose tandis que chezd’autres, il faut 20 a
50 g.L-1 de glucose (Ratledge, 1991 ; Meijer et al., 1998).

11.Domaine d’applications de Saccharomyces cerevisiae

La levure S. cerevisiae occupe une place privilégiée dans les activitésindustrielles. Elle
est utilisée pour la production de boissons et produits fermentés (vin, biere, pain) et joue un
role trés important dans I’industrieagroalimentaire comme agent de fermentation et pour
I’élaboration de produits dérivés (Tortora et Anagnostakos, 1987).

La levure est également largement utilisée comme usine cellulaire pour la production
de molécules d’intérét. Dans le domaine pharmaceutique et medical, elle est utilisée pour la
production de vaccins et de probiotiques (Rose et Harrison, 1971 ; Mercier, 1997 ; Blin,
2002).
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Elle joue également un rdle clé¢ dans I’industrie chimique pour la syntheése de produits
de commodité comme 1’acide lactique pour la production des plastiques et dans le domaine

des énergies renouvelables et des biocarburants (bioéthanol) (Parrou etal.,1997).

Depuis 1’Antiquité, les Babyloniens, les Egyptiens et Celtes ont utilisé la levure pour la
préparation de boissons alcoolisées. Vers 370 ans avant J.-C, Hippocrate, le célebre médecin
grec, a découvert 1’action diurétique de la levure de biére et I’a conseillé comme reméde. Au
Moyen-Age, les moines qui soignaient les lépreux absorbaient de la levure afin de ne pas étre
contaminés a leur tour. De nos jours, la levure Saccharomyces cerevisiae est largement
utilisée dans I’industrie alimentaire pour la fabrication des boissons alcoolisées, du pain, des
produits de santé et du bio-carburant. (NGUYEN THANH DAT., 2016).

11.1. Fabrication de pates levées et de pain.

Le pain est fabriqué a partir de farine, de levure ou levain, de sel et d'eau. C'est l'activité
chimique des levures qui provoque le dégagement de bulles de gaz carbonique et fait lever la
pate a pain. Les bactéries lactiques (Streptococcus, Lactobacillus, Bacillus) acidifient le pain.
Ainsi, la qualité du pain, tel que les propriétés organoleptiques et le dégagement de CO2
pendant le faconnage, dépend de I’activité¢ fermentaire de la levure. Basé sur cette
problématique, plusieurs types de levures et levains sont commercialisées pour faciliter et
optimiser la fabrication du pain. C’est un point important a considérer pour réaliser des
avantages concurrentiels. Dans le domaine des levures et de la fermentation, I’industrie dont
le leader mondial est Lesaffre, offre sur le marché une large gamme de levures pour les
boulangers : levure pressée, levure émiettée, levure liquide, levure séche active, levure séche
instantanée, levure a humidité intermédiaire surgelée. En revanche, des procédés complexes
doivent étre parfaitement maitrisés pour produire ces types de levure. De solides
connaissances sur le comportement des levures, par exemple la compréhension de la
résistance des levures pendant la deshydratation pour la production des levures seches actives,
sont requises.

11.2. Fabrication de boissons alcoolisées

La fermentation alcoolique sous l'effet des levures transforme le glucose en éthanol et en
dioxyde de carbone. La fabrication de I'alcool est un processus complexe qui fait souvent
intervenir plusieurs microorganismes. La levure S. cerevisiae est utilisée principalement pour
fabriquer les deux boissons les plus consommées : le vin et la biere.

Vin
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Des grappes de raisin rouge ou blanc sont écrasées pour casser la peau et récupérer le jus.
Différentes especes comme S. cerevisiae (levures de vinification) et Brettanomyces, Dekkera,
Kloeckera, Hanseniaspora (levures d'altération ou de contamination) sont présentes dans le
modt. La levure S. cerevisiae joue un réle important dans la premiére étape (fermentation
alcoolique) de la production du vin. Les levures transforment le sucre en alcool et libérent une
grande variété de produits secondaires, grace aux enzymes qui participent aux réactions
chimiques. Ces différentes substances complétent les senteurs initiales du fruit par des ardbmes
secondaires, lesquels dépendent de la nature de la levure, de la température de fermentation et
des nutriments de la levure. Saccharomyces cerevisae est présente en faible quantité sur le
raisin (pas plus de 10% de la population levurienne) mais quelques jours apres la fermentation
alcoolique, elle devient I'espéce prédominante (90%). Ce sont les conditions du milieu qui
engendrent cette sélection : I'anaérobiose, le sucre et le SO2 favorisent les différentes souches
de S.cerevisiae au détriment des autres levures moins résistantes et moins adaptées.

Biere
Saccharomyces cerevisiae est utilisée pour produire de la biére a haute fermentation (ale)
alors que Saccharomyces carlsbergensisest utilisée pour produire de la biére a basse
fermentation (lager). Les bieres de fermentation basse doivent fermenter plus longtemps et a
des températures plus basses que les biéres de fermentation haute. Autres boissons alcoolisées
Au Japon, Saccharomyces cerevisaeest également utilisée aprés Aspergillus oryze, pour
produire le saké qui est une boisson fermenté a base de riz. Le méme protocole que pour la
fermentation du vin est appliquée pour la fabrication du cidre a partir de pommes ou du poiré
a partir de poires. Pour les alcools "forts" comme le rhum issu de la fermentation de cannes a
sucre, ou encore la vodka issue de la fermentation de pommes de terre, de seigle ou de

betteraves a sucre, la fermentation est suivie d'une distillation afin de concentrer I'alcool.

11.3. Production de probiotiques

Les probiotiques sont des concentres de levures seches (Saccharomyces cerevisiae) utilises
dans l'alimentation animale comme apports de nutriments favorables : les levures liberent des
vitamines, des acides aminés et des peptides qui permettent de renforcer la protection de la
flore intestinale, de normaliser le transit et de stimuler I'immunité intestinale renforgant ainsi
les défenses naturelles des animaux ; les probiotiques permettent ainsi d'obtenir un meilleur
rendement de la production laitiere, de réduire significativement les pertes de poids des

animaux, d'augmenter significativement le taux de croissance des portées, d'améliorer la
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qualité des viandes, etc. En outre, S. cerevisiae est une levure modele pour les études
fondamentales sur les eucaryotes. Le développement dans le domaine génétique et biologique
a permis de modifier des genes de cette levure afin de produire de nouvelles protéines et

enzymes actives.

11.4.Fabrication d'éthanol-carburant.

C'est un alcool a indice d'octane élevé produit par la fermentation de sucre ou
d'amidon prétraité, provenant de grains de blé ou de mais ; I'ajout de levure entraine la
fermentation des sucres et produit I'éthanol qui est ensuite séparé du mélange par distillation.
Les avantages de I'éthanol par rapport a l'essence sont diverses : baisse d'émissions de
monoxyde de carbone, de dioxyde de carbone et d'hydrocarbure, et réduction globale des gaz
a effet de serre, durabilité de la production d'éthanol due a I'utilisation de matiéres premieres

comme des grains et des produits du bois
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Chapitre 2: Généralites sur les biofilms fongiques

1. Introduction

La capacité de levures a former des biofilms contribue a une meilleure survie dans
des conditions stressantes. L'impact de ces biofilms a été observé dans la santé humaine et
I'industrie, ou cette formation permet a la levure d'agir comme filtre naturel dans le brassage
et de former des biofilms qui restent virulents en cas d'infection fongique(Hill et al, 2003 ;
Bauer et al., 2010 ; Siva Kumar et al., 2012).

Au laboratoire, les biofilms de levure créent des défis importants pour de
nombreuses expériences. En conséquence, notre connaissance sur la formation de biofilm par
des levures reste incomplete(Stovicek et al., 2010 ; Vachora et al., 2011 ; Buckner and
Mosch, 2012).

La formation de biofilm a été décrite chez des procaryotes tels que Pseudomonas
aeruginosa, Staphylococcus aureus, Escherichia coli et les levures eucaryotes ;Candida
albicans et C. glabrata, qui sont devenus des probléemes majeurs chez les patients
immunodéprimés traités avec des antibiotiques a large spectre (Hawser et Douglas, 1995;
Stover et al., 2000 ; Boles et Horswill, 2008).

Cependant, tous les biofilms ne sont pas nocifs pour les humains, et les biofilms ont
été largement utilisés dans de nombreux domaines. Par exemple, dans le domaine de
I’épuration des eaux usées, les biofilms qui poussent sur les fibres facilitent I'élimination des
déchets organiques.Ou peut étre utilisé pour biodégrader des produits chimiques

toxiques(Cecie et al., 2012 ;Torregrossa et al., 2012).
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2. Historique

Enl1683, Antonie Van Leeuwenhoek, le premier qui observa des communautés
macrobiennes adhérentes a la surface de ces dents (Roux et Chigo, 2006).

En 1940,Heukalakian et Heller observent « I’effet de bouteille »: la fourniture d’un
substrat solide auquel des microorganismes marins peuvent s’attacher augmente leur
croissance et leur activité métabolique (Heukelekian and Heller, 1940).

En 1943, Zobell observe que dans le milieu marin la quantité de bactéries fixées a un
substrat est largement supérieure a la quantité de bactéries libres dans la phase liquide(Zobell,
1943).

En 1969,Jonestravaillant sur des filtres de station de traitement des eaux confirme non
seulement les aggrégats mono ou polymicrobiens, mais aussi I’existence d’une matrice
polyosidique (Jones et al., 1969).

En 1973,Characklis démontre que des dépdts microbiens au sein de conduites d’eau de
systemes industriels apparaissent tenaces et résistants aux désinfectants (Characklis, 1973).

En1978, Costerton et al.Ont proposé pour la premiere fois la théorie de « biofilms », et
il sont expliqués les mécanismes par lequels les microorganismes adhérent aux surfaces
vivantes et inertes ainsi que les avantages accumulés par cette niche écologique (Branger et
al., 2000 ;Chalvet de Rochemontreix, 2009 ; Kara terki, 2014).

Plus récemment, les études sur les biofilms étaient développées dans les deux
derniéres décennies ont compteé sur les outils tels que : la microscopie électronique a balayage
(MEB) ou les techniques de cultures microbiologiques standards pour la caractérisation des
biofilms (Donlan, 2002).

3. Définition

Le biofilm, dans sa définition la plus simple, est une communauté microbienne qui vit
attachée a une surface biotique ou abiotique(O'Tooleet al., 2000 ; Hoyer, 2001 ; Reynolds et
Fink, 2001).

La formation de biofilm a été décrite chez les procaryotes et les eucaryotes et elle est
maintenant décrite comme un attribut commun de microorganismes (Hawser et Douglas,
1994, Reynolds et Fink, 2001 ; Hall-Stoodley et al., 2004 ; Lemon et al., 2008 ; Jacques et
al., 2010).

Aujourd'hui, nous trouvons les biofilms dans des environnements trés divers tels que

les racines des plantes, les dents,les cathéters et les poumons des patients atteints de fibrose
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kystiques (Viudes et al., 2002, Skjevrak et al., 2005 ; Desai et al., 2011 ; Finkel et Mitchell,
2011, Torregrossa et al., 2012 ; Bogino et al., 2013).

Les recherches sur les champignons et les bactéries rapportent un niveau de tolérance
de 1000 fois plus élevé au profit des biofilms matures en comparaison avec les cellules
planctoniques (Bojsen et al., 2014).

Les cellules des levures possédent une capacité remarquable d’adhésion aux surfaces
abiotiques, aux cellules et aux tissus. Ces propriétés d’adhésion sont d’intérét médical et
industriel.

Les levures pathogeénes telles que C. albicans et C. glabrata adhérent aux dispositifs
médicaux et forment des biofilms résistants aux antifongiques. En revanche, 1’adhésion
cellules-cellule (floculation) est une propriété connue chez les souches industrielles
appartenant a I’espéce S. cerevisiae.

L’adhésion est conférée par une classe de protéines de paroi cellulaire spéciale,
appelées les adhésines. Les cellules portent différentes adhésines, chacune permet 1’adhésion
a un substratdonné (Verstrepen and Klis, 2006).

Les flocons et les biofilms chez la levure sont deux phénotypes apparentés, régulés par
des changements environnementaux qui provoquent des réactions complexes de signalisation
et d'expression génigue. Un vrai biofilm nécessite que la levure forme une matrice protéique
extracellulaire et adhere a une surface(Stovicek et al., 2010 ; Vachora et al.,2011 ; Buckner
and Mosch, 2012).

4. Les étapes de formation d’un biofilmchez les levures et les champignons

filamenteux

La levure et les champignons filamenteux peuvent tous les deux former des
biofilms.Cependant, les études sur les biofilms fongiques sont limitées par rapport a celles des
levures. Ceci est di au fait que les biofilms formés par les champignons filamenteux ne
correspondaient pas aux definitions precédentes des biofilms liés aux bactéries. Ainsi, les
auteurs ont proposé un modele pour la formation de biofilm par les champignons filamenteux,
suggérant que, malgré la morphologie distincte, ce modele était similaire au développement

de bactéries et de levures(Harding et al., 2009 ; Blankenship and Mitchell, 2006).
Les différentes étapes de formation de biofilms chez les champignons sont

représentées dans la Figure 4.
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4.1.  Les étapes de formation d’un biofilms chez les moisissures
a) L’adsorption :

C’est I’étape préliminaire de la formation de biofilm et le résultat de contact de spores,

de fragments d'hyphes ou de sporanges sur une surface(Verstrepen and Klis, 2010).
b) L’attachement actif :

Dans un deuxiéme temps,les adhésines sont sécrétées par les spores pendant la
germination et d'autres structures reproductives(Blankenship and Mitchell, 2006).

c) Formation de micro-colonies par germination et/ou développement de
monocouche :

C’est I’étape qui implique I'allongement et la ramification des hyphes, formant une
monocouche avec la production de matrice extracellulaire(Wosten, 2001).

d) Développement de mycélien :

Danscette étape, les réseaux d'hyphes compacts se forment en trois dimensions,
couvrant par une matrice extracellulaire, et la formation de canaux d'eau(Blankenship and
Mitchell, 2006).

e) La maturation du biofilm :
Dans lequel des corps de fructification et d'autres structures de survivants sont formes

en fonction des champignons(Verstrepen and Klis, 2010).

f) Ladispersion des conidies et/ou des arthroconidies :

Dans lequel des conidies et/ou des fragments d'hyphes sont libérés, débutant un
nouveau cycle. Une autre particularité des champignons filamenteux est la sécrétion de petites
protéines appelées hydrophobines. Ces protéines sont impliquées dans l'adhésion des hyphes a
des surfaces hydrophobes et peuvent étre impliquées dans la formation de biofilms(Costa-
Orlandi et al., 2017).

4.2.  Les étapes de formation d’un biofilm chez les levures
a) L’adsorption :
L’adsorption est suivie de I'adhésion initiale.
b) L’adhésion :
Formation de couches basales de levure avec développement précoce d'hyphes et de

matrice extracellulaire.
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¢) Formation de micro-colonies :

Maturation de biofilm contenant un nombre significatif de levures, hyphes,
pseudonymphale, matrice extracellulaire et canaux d'eau qui permettent le mouvement des
nutriments

d) Maturation :
C’est I’¢tape clés de la formation de biofilm.
e) Ladispersion cellulaire :

Les cellules sont libérées, débutant un nouveau cycle (Harding et al., 2009).

(a)

1 1) an (Im awv w v

(b)

Figures 4.Modeéles de développement de biofilms dans les champignons filamenteux (a) et C.
albicans (b). Les étapes de développement sont similaires, bien que la morphologie et le
nombre d'étapes soient différents. En premiermodéle (a), six étapes ont été proposees par
(Harding et al 2009).(1) adsorption, (Il) attachement actif, (I11) premiere formation de
microcolonie  par germination et / ou développement monocouche, (1V)
mycéliumDéveloppement, (V) maturation du biofilm, et (V1) dispersion des conidies et / ou
des arthroconidies. Lesecond modeéle correspond au développement classique du biofilm de C.
albicans (b) qui comprend cing étapes, Comme dans les bactéries: (i) l'adsorption, (ii)
I'adhésion, (iii) la formation de micro colonies, (iv) le biofilm mature, et(v)
dispersion.Modifié a partir de (Harding et al 2009). T. rubrum biofilm mature (Costa-
Orlandi et al .,2014).;(Pires et al., 2011).
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5. Formation de biofilm chez les levures d’intérét industriel

A la fin de processus de fermentation, et lorsque tous les sucres disponibles ont été
convertis en éthanol et en dioxyde de carbone, les cellules de levures commencent a adhérer
les unes aux autres pour former des « flocs » macroscopiques constituées de plusieurs milliers
de cellules.

L’adhésion cellule-cellule entre les cellules des levures est donc souvent appelée
« floculation ». Selon les souches de levures utilisées, les flocons de levure sédimentent
rapidement au fond (souches « lager ») ou flottent a la surface (souches « ale »), facilitant
ainsi leur élimination du milieu (Verstrepen and Klis, 2006).

S. cerevisiae posséde une capacité remarquable d’adhérer aux surfaces en

plastiques(Figure 5)(Bojsen et al., 2014).

A

3% [ 228

Figure 5.Formation de biofilm chezS. cerevisiae.

(A) :Un modele de formation de biofilm, (1) : Les cellules sont en suspension et ne forment
pas un biofilm visible. (2) : Les cellules commencent a s’agréger en flocs multicellulaires.
(3) : Un biofilm visible se forme a la surface du liquide. (4) :Le biofilm commence a se
fragmenter. (B) : Bulles de dioxyde de carbone recouverts d’un biofilm de la levure. (C) :
présentation d’une partie de la fermentation (Grossissement X 24)(Zara et al., 2005).
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6. Le Quorum sensing

Le quorum sensing (QS) est le processus par lequel les cellules détectent la présence
des autres par des QS auto-produites (auto-inducteurs). L'augmentation de la concentration
d'une molécule QS a un niveau seuil induit un changement phénotypique a I'échelle de la
population (Nealson et al., 1970 ; Bassler et al., 1993).

Cette forme de comportement social s'est révélee importante pour la formation de
biofilms bactériens et de levures pathogenes (Vuong et al., 2000 ; Ramage et al., 2002, Chen
et al., 2004).

Il a été mis a jour que le QS régule le FLO11 (Flocculation protein) et pourrait avoir
un impact sur le développement des biofilms de S. cerevisiae.Cette derniére utilise I'éthanol et
I'alcool aromatique tryptophol et le phényléthanol comme autoinducteurs d'une maniere
indépendante de la densité cellulaire (Chen et Fink, 2006 ; Smukalla et al.,2008).

La production d'éthanol et d'alcools aromatiques atteint un seuil, activant
I'expression de FLO11. Par conséquent, le tryptophol et le phényléthanol influencent
vraisemblablement le développement du biofilm de S. cerevisiae par la régulation des genes
FLO.

Candida albicans utilise l'alcool aromatique structurel apparenté au tyrosol comme
molécule QS, tandis que le tryptophol et le phényléthanol n'induisent pas de changements
phénotypiques chez C. albicans(Chen et al., 2004 ; Chen et Fink, 2006).
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Partie 1l :Partie pratique

l. Matériel et Méthodes

1. Microorganisme

La levure de boulangerie Saccharomyces cerevisiae a été sélectionnéepour cette
présente étude. Il s’agitd’une souche commercialisée qui se présente sous forme de levure
séche instantanée(la levure Saf-Instant) marque Lesaffre, fabrication francaise.

2. Mise en culture

Une suspension deS. cerevisiaea été antérieurement préparéepar mise en suspension
de0,1 g de la levure seche dans 10 ml d'eau distillée stérile.Apres, la suspension microbienne
résultante est homogénéiséea 1’aide d’un vortex.

A partir de la suspension précédente, une goute est ensemencée a la surface de la
gélose Potato Dextrose Agar (PDA)(Annexe 1.1)préalablement coulés en boites de Pétri selon
la méthode des quatre quadrants. Les boites sont ensuite incubéesa 30°C pendant 24 heures.

3. Tests de formation de biofilm en tubes

A finde mettre en évidence la capacité d’adhésion et de formation de biofilmchezS.
cerevisiae, la technique choisie est la méthode standard de coloration au cristal violet
(CV).Cette technique de quantification est parmi les méthodes indirectes d’estimation de la
production de biofilm sur différents types de supports(Djordjevicet al., 2002).La coloration
adsorbée est directement corrélée a la densité du biofilm formé, et sa solubilisation permet
une quantification de celui-ci (Musket al., 2005).

Dans ce travail, deux types de matériaux différents ont été employés dans le but
d’étudier leur capacité a permettre ou pas I’installation et la formation sur leurs surfaces de
biofilms a S. cerevisiae. Il s’agit d’un matériau hydrophile : le verre et d’un matériau
hydrophobe : le polystyréne.Au total, trois tubes ont été utilisés soit le premier tube a essai en
verred’environ 20 ml, le deuxieme tube a hémolyse en verre de 5 ml et le dernier tube a
hémolyse en polystyrénede 5 ml.
3.1.Préparation des cultures

Des suspensionsde levuresontpréalablement préparées, a partir d’une culture de
24heures de S. cerevisiae sur milieu PDA(Annexe 1.1,2.1), dans les deux milieux liquides a

savoir le bouillon deSabouraud(a 2 % de glucose) (SAB) (Annexe 1.2) et le milieu Yeast
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Peptone Dextrose (YPD) (a 2 et 0,2 % de glucose)(Annexe 1.3) (Annexe 1.4) et ajustées a
une densité optique (DO) 600 nm de 0,2 cellule par ml.

Lessuspensions sont ensuite réparties dans les divers tubes a raison de 2 ml par tube.
Le tableau 1 ci-dessous recapitule les différentes conditions opératoires de formation de
biofilm chez S. cerevisiae.

Tableau 1. Tests de formation de biofilms chez S. cerevisiae.

Milieu de culture Tube utilisé Période d’incubation
Milieu SAB Tube a essai en verre 24 heures
(a2 % Glucose) Tube a hémolyse en verre 24 heures
Tube a hémolyse en polystyrene 24 heures
24 heures
Tube a essai en verre 48 heures
72 heures
Milieu YPD 24 heures
Tube a hémolyse en verre 48 heures
(a2 % Glucose) 72 heures
24 heures
Tube a hémolyse en polystyrene 48 heures
72 heures
24 heures
Tube a essai en verre 48 heures
72 heures
Milieu YPD 24 heures
Tube a hémolyse en verre 48 heures
(20,2 % Glucose) 72 heures
24 heures
Tube a hémolyse en polystyréne 48 heures
72 heures

Pour chaque expérience, trois tubes ont été utilisés. L’ensemble des tubes est ensuite
incubé a 30 °C (sans agitation) selon les périodes mentionnées ci-dessus.

Apres chaque période d’incubation et pour chaque tube, 1’absorbance de la culture de
levure résultante est mesurée a 600 nm a I’aide d’un spectrophotométre. Aprés, chaque tube
est soigneusement vidé de la culture de levure, et rincés 3 fois a 1’eau distillée (ED) en vue
d’¢éliminer les cellules planctoniques non adhérentes, puis mis & secher a 1’air libre.

La biomasse attachée sur les parois du tube (adhésion et formation de biofilm) est
révélée aprés coloration a I’aide d’une solution aqueuse de CV a 1 % (m/v)(Annexe

1.5). Aprés un temps de contact de 45 minutes, I’excés de colorant est éliminé suivi d’un
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lavage abondant des parois du tube a I’ED (jusqu’a 1’obtention des gouttes transparentes). Les
tubes sont enfin égouttés et mis a sécher a I’air libre.

Le CV fixé sur les parois du tube est solubilis¢ a I’aide d’une solution constituée d’un
mélange éthanol-acétone (75 : 25)(Annexe 1.6). Apres 1 heure du temps, 1’absorbance de la
solution obtenue est mesurée a 570 nm a I’aide d’un spectrophotométre. La masse cellulaire
accumulée au sein des biofilms formés est ainsi quantifiee. La quantité de colorant retenue

étant alors directement proportionnelle a la quantité de levures fixées.
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Il .Résultat et discussion

Les biofilms sont des populationsmicrobiennes complexes associées a une surface et
enrobées dans une matrice extracellulaire, qui possédent des phénotypes distincts par rapport
a leurs homologues planctoniques. Les nutriments, les molécules du Quorum-Sensing, le
contact avec la surface sont des facteurs contributifs (Fanning and Mitchell, 2012).

La majorité des microorganismes dans la nature, environ 80%,existe sous forme de
biofilms. Ces derniers sont intrinséquement résistants aux désinfectants et aux antibiotiques.
Les levures peuvent étre également des membres de ces communautés microbiennes
sessiles(Costerton et al.,1987 ; Costerton et al., 1999 ; Stoodleyet al.,2002).

Saccharomyces cerevisiaeest un organisme formidable pour 1’étude presque de tous
les aspects moléculaires et de la biologie cellulaire chez les eucaryotes. Cela inclus également
I’adhésion et la formation de biofilms.Ellereprésente un modéle idéal pour 1’étude des
biofilms fongiques, car elle posséde des systéemes génétiques et biochimiques bien définies et
faciles a manipuler. De ce fait, 1’étude des biofilms chez S. cerevisiaepermet de fournirdes
informations sur les mécanismes de développement de biofilms fongiquesainsi que ceux en
relation avec les infections associées aux biofilms causées par les levures pathogenes, qui sont
génétiquement plus difficiles a manipuler,telles que les Candida(Brnyik, 2005 ; Bruckner
and Mosch, 2012).

Dans cette présente étude, la détectionde la capacité d’adhésion et de la formation de
biofilms chez la levure S. cerevisiaea €té basée sur latechnique standard de coloration de
biofilms formés au cristal violet(CV). Ce dernier a été couramment utilisé pour colorer les
cellules de levures sessiles aprés une préalable culture des levures en tubes ou en
microplaques de polystyréne a 96puits (Reynold et Fink, 2001).

Cette technique de quantification est parmi les méthodes indirectes d’estimation de la
production de biofilm sur différents types de substrats. La coloration absorbée est directement
corrélée a la densité du biofilm formé, et sa solubilisation permet une quantification de celui-
ci (Djordjevicet al., 2002 ; Musket al., 2005).

De méme, la formation de biofilms a été évaluéeapres culture en deux milieux de
composition différente a savoir le bouillon de Sabouraudet le bouillon YPD selon des

conditions opératoires bien déterminées.
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1. Formation de biofilms en bouillon de Sabouraud

Les résultats obtenus ont permis de mettre en évidence la capacité de S. cerevisiae a
produire des biofilms sur surface hydrophobe (polystyréne) et surface hydrophile (verre) apres
culture en bouillon de SAB a une concentration de glucose de 2 %.

L’observation visuelle des tubes montre que la formation du biofilm chezsS.
cerevisiaese caractérise principalement par la présence d’un prolongement de couleur violet

de la croissance cellulaire le long des tubes(Annexe 3.1).

1.1.Formation de biofilms sur tubes & hémolyses en verre et en polystyréne

La formation de biofilms chezS. cerevisiaea été exprimée en absorbances mesurees a
570 nm du colorant incorporé par les cellules formants des biofilms.Il apparait que la
formation la plus élevée de biofilm a éteé déceléesur le support en verre (DO570 = 0,133) par
contre le support en polystyréne qui a présenté une formation faible (DO570 = 0,118).

Les résultats de la formation de biofilms sur tube a hémolyse (en polystyréne et en
verre) en bouillon de Sabouraud et apreés 24 heures d’incubation sont représentés dans la

figure 6.
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Figure 6. Formation de biofilms chez Saccharomyces cerevisiae sur tubes a hémolyses en

verre et en polystyréne aprées 24 heures d’incubation en bouillon de Sabouraud.

Etant donné que la formation de biofilm est toujours en transition entre deux formes ;

la forme sessile (biofilm) et la forme libre (planctonique),la proportion de cellules de S.
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cerevisiae planctoniques, non fixées sur les supports, a été pareillement évaluee. Les valeurs
de densités optiques correspondantesont été donc mesurées a 600 nm. Cette mesure doit se
faire avant 1’élimination de la culture des levures, une étape nécessaire avant d’entamer la
coloration au CV.

En effet, la grande valeur d’absorbance a été notée pour le polystyréne (DO600 =
0,615) a I’opposé du verre(DO600 = 0,583). Ces valeurs indiquent une relation inversement
proportionnelle entre la formation de biofilm et la croissance planctonique des cellules.

Les résultats de la croissance de S. cerevisiaeen bouillon de Sabourauddans le verre et

le polystyrene et aprés 24 heures d’incubation sont répertoriés dans la figure?7.
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Figure 7.Croissance de Saccharomyces cerevisiaeaprés 24 heures d’incubation en bouillon de

Sabouraud(Tubes a hémolyse en verre et en polystyréne).

1.2.Formation de biofilms sur tubes en verre (hémolyse et essai)

S. cerevisiaeamontré une capacité de production de biofilms, a la surface de tubes a
essai, d’une fagcon importante (DO 570=0,220) par rapport auxtubes a hémolyse en verre qui
présentent une formation plus faible (DO 570=0,133)(Figure 8).
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Figure 8. Formation de biofilm chezSaccharomyces cerevisiae sur tubes a hémolyses en verre

et tubes a essaiapres 24 heures d’incubation en milieu bouillon Sabouraud.

La valeur d’absorbance la plus élevéede croissance planctonique a été également notéepour
les tubes a essai avec une DO 600=0,761, a ’opposé des tubes a hémolyseavec une faible
valeur (DO600 = 0,583). Dans ce cas, la croissance planctonique suit la formation de biofilm
d’une maniére proportionnelle.

Les résultats de la croissance de S. cerevisiae sur les deuxsupports en verre (tube a
hémolyse et tube aessai) en bouillon de Sabouraud et aprés 24 heures d’incubation sont

indiqués dans la figure 9.
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Figure 9. Croissance de Saccharomyces cerevisiaeaprés 24 heures d’incubation en bouillon

de Sabouraud(Tubes a hémolyse en verre et tubes a essai en verre).

D’aprés nos résultats,S. cerevisiae a reussi a adhérer et a former de biofilms apres
culture en bouillon de SAB a 2 % de glucoseet aprés 24 heures d’incubation dans les
différents types de matériaux testés mais avec des formations ayant des proportions
variables.Ceci indique clairement que le support joue un réle déterminant lors de 1’adhésionet
la formation de biofilm par cette levure. De méme, S. cerevisiae a adhéré rapidement au verre
plus que le polystyrene et que les tubes a essai en verre s’avérent les plus préférés par cette
levure. Donc, elle préfere pour 1’adhésion beaucoup plus des surfaces hydrophiles
qu’hydrophobes.

L’adhésion des cellules les unes aux autres ainsi qu’aux surfaces solides représente un
élément clé pour le développement multicellulaire, la colonisation et la pathogénicité. Chez de
nombreux champignons,ces propriétés adhésives sont principalement conférées par une
famille de glycoprotéines de surface cellulaire spécifiques, les adhésines. Ces molécules sont
nécessaires lors des interactions entre cellules fongiques(Reynolds and Fink,2001 ;
Goossens and Willaert, 2010 ; Bruckner and Mosch, 2012).

La famille des protéines d’adhésion« Flocculation protein », chez S. cerevisiae, peut
étre subdivisée en deux groupes : le premier groupe de protéines codé par des génes incluant
FLO1, FLOS5, FLO9 et FLO10, qui favorise I’adhésion cellule-cellule en interagissant avec la
paroi cellulaire des cellules adjacentes. Ce phénoméne conduit a la formation de flocs qui
sédimentent au fond. Le second groupe inclus principalement le FLO11, qui est requis pour la

formation de pseudohyphes; cela veut dire adhésion intercellulaire aprés division et
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formation de longues chaines de filamentsainsi que la croissance invasive haploide. Dans
cette derniére, les cellules sont adhérentes aux surfaces semi-solides telles que 1’agar ou
solidescomme le polystyréne et forment des structure multicellulaires complexes
(biofilms)(Reynolds and Fink,2001 ; Goossens and Willaert, 2010).

Par ailleurs, nos résultats sont en concordance avec ceux rapportés par 1’étude
effectuée par Purevdorj-Gage et al. (2007),quiindiquent clairement que S. cerevisiae est
douée d’une capacité de fixation au verre. De plus, cette étude confirme le réle important
joué par FLO11dans I’initiation et le développement de biofilm chez cette levure. En détail,
cette protéine joue un role dans I’adhérence de S. cerevisiaea une surface hydrophile comme

le verre.

Nos résultats sont en harmonie avec des données précédentes qui ont déja mentionné
que S. cerevisiaepossede la capacité d’adhérer aux surfaces abiotiques y compris le plastique,
ce qui fait de ces organismes des modeles précieux pour 1I’étude moléculaire de la formation
de biofilm (Bruckner and Mosch, 2012).

Lorsqu’elle est cultivée en milieu liquide, S.cerevisiae peut également adhérer a
diverses surfaces de plastiques, y compris le polystyrene, le polypropyléne et le polychlorure
de vinyle. Cette capacité a été également attribuée a I’expression de FLO11 et aux propriétés
hydrophobes conférées par cette adhésine.Une corrélation entre 1’hydrophobicité de la surface
cellulaire et la capacité de médiation de 1’adhésion a la surface de polystyréne a été également
trouvée dans le cas de FLO 1, FLO5, FLO9 et FLO10. Ceci indigue que la base moléculaire
pour I’adhésion au plastique pourrait étre non spécifique (Bruckner and Mosch, 2012).

L aptitudede S. cerevisiae a adhérer a des surfaces plastiquespeut avoir également une
importance médicale,car il a été constaté que diverses souchespeuvent causer des infections

opportunistes chez I’homme(Bruckner and Mosch, 2012).

2. Formation de biofilms en bouillon YPD

Un deuxiéme milieu de culture a été également utilisé a fin de mettre en évidence la
capacité de formation de biofilms chez S. cerevisiae a savoir le bouillon YPD a deux
concentrations de glucose ; a faible concentration et a forte concentration (a 0,2% et a 2%).
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2.1. Formation de biofilms apreés 24 heures d’incubation

Les résultatsobtenus aprés 24 heures, suite aux tests d’adhésion, illustrés dans la
figure 10,et apres culture en YPDayant une concentration de 2 % glucose, ont permis de
mettre en évidence la capacité de S. cerevisiaea former de biofilms importantsapres adhésion
surle verrecontrairement au polystyrene(Annexe 3.2).

En détail, la valeur la plus importante a été notée pour le cas de tube a essai en verre
(DO570=0,304) suivit par le tube a hémolyse avec une DO570=0,102 et enfin le polystyréne
avec une absorbance de CV de 0,07.

Par ailleurs, la diminution de la concentration de glucose a énormément amélioré la
formation de biofilm surtout dans le cas de tube a essai en verre. En effet, la valeur obtenue
pour ce dernier support était de 0,488.Une Iégere augmentation a été notée pour le cas de
polystyrene (DO 570=0,092) tandis que une légére diminution a été enregistrée pour le cas de
tube a hémolyse en verre (DO570=0,088).

Il s’avére donc que les conditions de croissance, influencent 1’adhésion et la formation
de biofilms chez S. cerevisiae.De ce fait, la concentration de glucose joueun role important
dans la formation de biofilm de méme que la nature de support et que cette levure exige
seulement de faibles quantités pour fabriquer des biofilms importants essentiellement dans les

premieres heures de formation.
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Figure 10. Formation de biofilm chez Saccharomyces cerevisiae en milieu YPD (a 2 et 0,2%)

apres 24 heures d’incubation.

2.2.Formation de biofilms apreés 48 heures d’incubation

Aprés 48 heures d’incubation, S. cerevisiae a exhibé un autre comportement vis-a-vis
la concentration de glucose du milieu YPD(Annexe 3.3 et 3.6). Globalement, une baisse au
niveau de la formation de biofilma été observée dans les deux milieux (a 2 et 0,2 %) et dans
les trois supports(Figure 11).

A 2% de glucose, le verre prend une fois de plus la premiére position avec une méme
valeur pour les deux tubes en verre (DO570=0,176) puis le tube en polystyréne
(D0O570=0,050).

A 0,2 % de glucose, les supports testésont gardé leméme ordre. Les valeurs
successives de la formation de biofilms, enregistrées chez cette levure,étaient les suivantes :
0,152-0,086 et 0,061.
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Figure 11.Formation de biofilms chez Saccharomyces cerevisiae en bouillon YPD (a 2 et

0,2%) aprés 48 heures d’incubation.

2.3.Formation de biofilms apres 72 heures d’incubation

Comme I’illustre la figure 12, un comportement similaire de la levure a été aussi
révélé apres 72 heures d’incubation. Dans I’ensemble, il apparait que la formation de biofilm
chez S. cerevisiae tend a se stabiliser(Annexe 3.4)(Annexe 3.7).

En milieu YPD a 2% de glucose, la formation la plus élevée est encore maintenant
réservée pour le verre et plus précisément pour le tube a essai avec une valeur de DO570 de
0,167. L’adhésion au tube a hémolyse en verre était de ’ordre de 0,083 alors que le
polystyrene de 0,072.

En milieu YPD & 0,2 % de glucose, une diminution de la production de biofilms a été
constatée dans le cas de tube a essai en verre et le polystyréne a I’opposé du tube a hémolyse

en verre. Effectivement, les chiffres inscrits étaient respectivement ; 0,116-0,058 et 0,09.
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Figure 12.Formation de biofilms chez Saccharomyces cerevisiae en bouillon YPD (a 2 et

0,2%) apres 72 heures d’incubation.

3. Formation de biofilms en bouillonsSabouraud et YPD a 2 % de glucose

La Figure 13 montre que la formation de biofilm aprés 24 heures d’incubation,
suivant 1’effet de support, prend le méme rythme pour les deux milieux de culture a savoir le
bouillon de Sabouraud (SAB) et le bouillon YPD (prenant en considération chaque milieu a
part). Ces derniers présentent la méme concentration de glucose (2 %). En effet, la formation
de biofilm la plus forte a été observée pour le cas du verreet la plus faible pour le polystyréne.
A sein du verre, le tube a essai occupe tout le temps la premiére place.

En outre, la formation de biofilm chez S. cerevisiaea étébeaucoup influencéepar le
milieu de culture utilisé (prenant en considération les deux milieux a la fois pour chaque
support a part). Seulement dans le cas du tube a essai en verre, 1’adhésion de S. cerevisiae la
plus notable a été enregistrée apres culture en milieu YPD (DO570=0,304) a I’opposé du
milieu SAB (DO570=0,220).Au contraire, dans le cas du tube a hémolyse en verre et en
polystyrene, la formation de biofilms la plus importante a été constatée pour le milieu SAB
contre le milieu YPD. Les valeurs d’absorbancesobtenues successivement pour les tubes a
hémolyses en verre et en polystyréne sont respectivement : DO570 (SAB) =0,133- DO570
(YPD) =0,133-D0570 (SAB) =0,118- DO570 (YPD) =0,070.
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Figure 13. Formation de biofilm chezSaccharomyces cerevisiaeen bouillon de Sabouraud
(SAB) et YPD (a 2 % de glucose) aprés 24 heures d’incubation.

Le bouillon de Sabouraud, décrit par Sabouraud (1892),est un milieu liquide qui est
recommandé pour les procédures qualitatives lors de I’isolement des levures et les
champignons.ll contient du tryptone, peptone de viande et le glucose.

En outre, le bouillon YPD, décrit précédemment par Sherman (1991), est
recommandé pour la croissance de S. cerevisiae a des fins de biologie moléculaire. Il
contient de I’extrait de levure, peptone et le glucose. Ce milieu favorise la croissance de la
plupart des microorganismes hétérotrophes mais en raison de leur composition simple, il a été
adopté comme milieu de culture de routine des levures.Sa composition permet une croissance
plus rapide de S. cerevisiae. Le peptone fournit pour cette levure des nutriments azotées,
I’extrait de levure des nutriments azotées ainsi que du vitamine B et le glucose source

d’hydrate de carbone et d’énergie.

Dans ce présent travail, une différence de comportement de la part de S. cerevisiaea
été observée vis-a-vis les milieux de culture employés. En effet, ellea exprimé une adhésion
importante en milieu YPD au niveau des tubes a essai en verre tandis que en bouillon de
Sabouraud au niveau des tubes a hémolyses soit en verre ou en polystyrene.Ces résultats
peuvent étre expliqués par les besoins nutritifs exigés a chaque fois par S. cerevisiae lors de
I’adhésion et la formation de biofilms ainsi que les interactions impliqués entre cette levure et

le support a coloniser.
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En definitive, la capacité de S. cerevisiae a former des biofilms contribue a mieux
survivre sous stresse et affecte une série de processus importants en industrie et ceux liés a la
santé humaine. En industrie, les flocs de levure facilitent 1’élimination de la levure du produit
final tandis que les biofilms peuvent compliquer la production de biocarburants et aider les
levures pathogeénes de persister sur les surfaces de 1’hdpital et durant 1’infection (Hope and
Dunham, 2014).
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Conclusion

S. cerevisiae représente un modele simple et idéale pour I'étude de 1’adhésion et la
formation de biofilms fongiques.

Au terme de ce travail, portant sur I'é¢tude de la formation de biofilms chez S.
cerevisiae suivant la technique de coloration au CV, les résultats obtenus apres culture en
bouillon SAB (& 2 % de glucose)ont montré que cette levure possede la capacité d’adhérer et
de produire des biofilmsen surfaces inertes.

Il est généralement admis que les surfaces hydrophobes (comme le polystyrene) sont
plus favorables a 1’adhésion bactérienne que les surfaces hydrophiles (comme le verre).Au
contraire, il s'avére que S. cerevisiaepréfereles surfaces hydrophiles (verre) plutdt que les
surfaceshydrophobes (polystyrene).

Par ailleurs, les proportions des cellules planctoniques ont indiqué des relations
variables vis-a-vis les cellules sessiles. En effet, ces relations peuvent étresoit de type
inversement proportionnel ou proportionnel.

Le suivi de la formation de biofilm par cette levure, apres culture enmilieu YPD (a 2 et
0,2 % de glucose), a montré que la faible concentration de glucose a
augmentéconsidérablement la formation de biofilm aprés 24 heures d'incubation.A 1’opposé,
apres les 48 heures qui suivent, une régression de la formation de biofilm a été constatée dans
les deux milieux, mais aprés prolongement de la durée d'incubation jusqu’a72 heures,une
stabilisation au niveau de la production de biofilm a étéobservée.

La comparaison entre les deux milieux liquides SAB et YPD, ayant la méme
concentration de glucose(2%), a révele une différence de comportement de la part de
S.cerevisiae vis-a-vis le milieu de culture utilisé.En effet, aprés 24 heures d'incubation,cette
levure a exprimé une forte adhésion en milieu YPD dans les tubes a essai en verre tandis
qu’enmilieu de SAB, elle a donné des biofilms importants au niveau des tubes & hémolyse
(verre et polystyrene).

Il devient donc essentiel d’améliorer nos connaissances sur les mécanismes impliquées
dans la formation de biofilmsfongiques, a fin de mieux contrélerd’un part les processus
industriels,comme ceux utilisant S. cerevisiae, et d’autres part de trouver de nouveaux

moyens de prévention ou de traitement des infections associées aux biofilms fongiques.
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Annexes

Annexes 1: Préparation de solutions et milieux de culture

Annexe 1.1 : Potato Dextrose Agar (PDA)

e Pommeterre...........oovviiiiiiiiiinnn... 200g
® GlucoSe ..ovvviiiiiiiii 209
LN . Pt 20g

e Eaudistillée............. ... 1000m

Annexe 1.2 : Bouillon de Sabouraud

e Poudre Sabouraud...........cccccereiiiiiiininnnnn 759
e Faudistillée .......oovviieeiiiiiinn.250 ml

Annexe 1.3 : milieu YPD (Yeast Peptone Dextrose) 2%

o Glucose.....covvvivniiiiiii 49

e FEaudistillées............coooviiiiiiiiiii 200 mi
e Peptone 4g

e Extraitdelevure ... 2g

® GIUCOSE....evviiiiiii i, 0.4g

e Faudistillées............ooiiiiiiiiiiin.. 200 ml
o Peptone 4g

e Extraitdelevure ... 2g

o Cristal violet...........ooooiiiiiii lg
e Eaudistillée..........coooiiii 100 ml

o Ethanol......cooooiiiii 75 ml

®  ACEIONE ..ottt 25 ml
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Annexes 2 : Culturede Saccharomyces cerevisiae

Annexe 2.1 : Culture deSaccharomyces cerevisiae sur PDA.

Annexes 3 : Détection de la formation de biofilm chez Saccharomyces
cerevisiae apres coloration au CV

Annexe 3.1. : Culture en Bouillon de Sabouraud aprés 24 h d’incubation

Tube a essai en verre Tube a hémolyse en verre Tube a hémolyse en polystyréne
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Annexe 3.2. : Culture en Bouillon YDP a 2% de glucose aprés 24 h d’incubation

Tube a essai en verre

Tube a hémolyse en verre

Tube & hémolyse en polystyrene

Annexe 3.3. : Culture en Bouillon YDP a 2% de glucoseapreés 48 h d’incubation

Tube a essai en verre

Tube a hémolyse en verre

Tube a hémolyse en polystyrene
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Annexe 3.4. : Culture en Bouillon YDP a 2% de glucoseaprés 72 h d’incubation

Tube a essai en verre Tube a hémolyse en verre Tube a hémolyse en polystyréne

Annexe 3.5. : Culture en Bouillon YDP a 0,2% de glucoseapres 24 h d’incubation

Tube a essai en verre Tube a hémolyse en verre Tube a hémolyse en polystyrene

Il
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Annexe 3.6. : Culture en Bouillon YDP a 0,2% de glucoseapres 48h d’incubation

Tube & essai en verre Tube & hémolyse en verre Tube & hémolyse en polystyrene

Annexe 3.7. : Culture en Bouillon YDP a 0,2% de glucoseapres 72 h d’incubation

Tube a essai en verre Tube a hémolyse en verre Tube a hémolyse en polystyrene
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Résumé

Résumeé

Un biofilm peut se definir par deux critéres ; des cellules microbiennes adhérentes a
une surface inert ou vivante et production d’une matrice extracellulaire

Saccharomyces cerevisiae, eucaryote faisant partie du groupe des champignons,
occupe une place privilégiee dans les activités industrielles. Elle est utilisée pour la
production de boissons et produits fermentés et joue un rdle trés important dans 1’industrie
agroalimentaire comme agent de fermentation et pour 1’élaboration de produits dérivés.C’est
un organisme formidable pour 1’étude presque de tous les aspects moléculaires et de la
biologie cellulaire chez les eucaryotes. Cela inclus également 1’adhésion et la formation de
biofilms fongiques.

L’objectif de ce travail vise a étudier 1’adhésion de la levure S. cerevisiae, a deux types
de supports inertes et d’évaluer la formation du biofilm selon la méthode de coloration au CV.
En outre, une étude a été réalisée dans le but de mettre en évidence ’effet de milieu de
culture, la concentration de glucose ainsi que la période d’incubation sur 1’adhésion de S.
cerevisiae.

Les résultats obtenus ont montré, d’un part, que cette levure adhére fortement sur le
verre. D’autre part, la faible concentration de glucose a permis une augmentation significative
de biofilm formés mais seulement aprés 24 heures d'incubation, apres une diminution de la
formation de biofilm a été constatée.

Il a été également observe que la formation de biofilm chez S. cerevisiae a été
beaucoup influencée par le milieu de culture utilisé. Aprés 24 heures d'incubation, S.
cerevisiae a exprimé une forte adhésion en milieu YPD dans les tubes a essai en verre alors
qu’en bouillon SAB, elle a donné un biofilm importantau niveau des tubes & hémolyse (verre
et polystyréne).

En definitive, la capacité de S. cerevisiae a former des biofilms peut contribuer a
mieux survivre sous conditions stressantes et peut eégalement affecter une série de processus

importants en industrie.

Mots-clés :Biofilm,Saccharomyces cerevisiae,bouillon SAB, bouillon YPD, glucose, verre,

polystyrene.



Summary

Summary

A biofilm can be defined by two criteria : microbial celles adhering to an inert or living

surface and producing matrix.

Saccharomyces cerevisiae a eukaryote belonging to the groupe of fongy, occupiesa
privileged position in industrial activities. It is used for the production of beverages and
fermented products and plays a very important role in the food industry as a fermentation
agent and for the study of almost all moecular aspects and cell biology in eukaryotes .

This also includes the adhesion and formation of fungal biofilms, The objective of this
works is to study the adhésion of the yeast Saccharomyces cerevisiae to two type of inert
carriers and evaluate the formation of the biofilm according to the CV staining methode.in
outra ; astudy was carried out in the to highlight the effect of culture medium ; glucose

concentration and incubation period an S. cerevisiae adhesion.

The result sabtained showed, on the one hand, that this yeast adheres strongly adheres to the
glass .on the other hand, the low glucose concentation allowed a significant increase of
biofilm formaed but only 24 hours of incubation, after a decrease in biofilm formation was

observed.

It was also observed that Saccharomyces cerevisiae biofilm formation was strongly
influenced by the culteure medium used .After 24hours of incubation, Saccharomyces
cerevisiae expressed a strong adhesion in YPD medium in the glass test tubes, where as in
SAB broth, it gave an important biofilm in the hemolysis.

Ultimatly, S.cerevisiae ability to form biofilms can contribute to better survival under

stressful condition and can also affect a variety of important processus in the industry.

Key words : Biofilm, Saccharomyces cerevisiae, brot SAB, broth YPD,glucose, glass,
polystyrene.
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