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Résumé

Staphylococcus aureus est un pathogéne opportuniste majeur chez I'homme, capable
d'échapper au systeme immunitaire et de causer diverses infections. Il est également connu

pour sa capacité a former des biofilms, ce qui rend les infections plus difficiles a traiter.

Cette étude a évalué in vitro la capacité de formation de biofilm de souches de S.
aureus d'origine animale et alimentaire, ainsi que des biofilms mixtes avec Pseudomonas
aeruginosa, Escherichia coli, et Candida albicans, en utilisant trois méthodes: une
quantification des biofilm formés sur des microplaques a 96 puits en utilisant le colorant
Cristal violet, une quantification des biofilms formés sur des tubes, et une observation au
microscope optique. Trente-six souches ont été testées, dont 20 d'origine animale, 8 d'origine

alimentaire et 8 souches de référence.

Les résultats ont montré que certaines souches peuvent former des biofilms, avec des
capacités variantes de faibles a fortes. Nos analyses indiquent que 27,8 % des souches n'ont
pas formé de biofilm, 47,2 % ont montré une faible formation de biofilms, 19,4 % ont formé
des biofilms moderés et 5,6 % ont formé des biofilms forts. Les souches de S. aureus
d'origine animale et alimentaire ont également démontré la capacité de former des biofilms
mixtes avec les autres espéces microbiennes, avec des niveaux de production variables. Ces
résultats soulignent I'importance de surveiller la formation de biofilm pour gérer les infections

causées par ces pathogenes. Et aider a prévenir ou a perturber la formation de biofilm.

Mots clé : Staphylococcus aureus, infection polymicrobiennes, biofilm, biofilm mixte



Abstract :

Staphylococcus aureus is a major opportunistic pathogen in humans, capable of
evading the immune system and causing various infections. It is also known for its ability to
form biofilms, which makes infections more difficult to treat.

This study evaluated in vitro the biofilm-forming capacity of S. aureus strains from
animal and food origins, as well as mixed biofilms with Pseudomonas aeruginosa,
Escherichia coli, and Candida albicans, using three methods: quantification of biofilms
formed on 96-well microplates using Crystal violet staining, quantification of biofilms formed
in tubes, and observation under an optical microscope. Thirty-six strains were tested,
including 20 of animal origin, 8 of food origin, and 8 reference strains.

The results showed that some strains could form biofilms, with capacities ranging
from weak to strong. Our analyses indicate that 27.8% of the strains did not form biofilms,
47.2% showed weak biofilm formation, 19.4% formed moderate biofilms, and 5.6% formed
strong biofilms. The S. aureus strains from animal and food origins also demonstrated the
ability to form mixed biofilms with other microbial species, with varying levels of production.
These results highlight the importance of monitoring biofilm formation to manage infections
caused by these pathogens and help prevent or disrupt biofilm formation.

Keywords: Staphylococcus aureus, polymicrobial infection, biofilm, mixed biofilm
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INTRODUCTION

Dans le genre des staphylocoques, 1’espéce la plus courante est Staphylococcus
aureus. Les S. aureus ont été isolés pour la premiére fois en 1880 par Alexandre Ogston, a
partir d'un pus humain présentant une formation en grappe sous microscope, d’ou son nom
dérivé de "staphyle", signifiant grappe. En 1886, l'allemand Anton J. Rosenbach a
officiellement nommeé cette bactérie Staphylococcus aureus, apres l'avoir isolée sur milieu
solide en raison de la couleur jaune de ses colonies et de leurs morphologies distinctes (Grace
et Fetsch, 2018) .

Elle se caractérise par des cocci sphériques d’un diamétre de 0,5 & 1 pum, Gram
positif, regroupés en amas ressemblant a des grappes visibles sous microscope optique
(Camille, 2014). Les cellules de S. aureus peuvent étre généralement observées isolées ou en
paires, non motrices et non sporulées (Castro et al., 2018). Bien que la plupart des souches de
S. aureus soient capsulées, elles peuvent perdre leurs capsules apres culture (Ben Messaoud
et Ouchache, 2021) .

Chez L'Homme, ils se trouvent principalement dans le tractus respiratoire supérieur,
notamment dans les fosses nasales, ainsi que sur le cuir chevelu et les mains. Les
staphylocoques retrouvent également chez les animaux, dans l'air, I'eau et le sol. Ces bactéries

affectent environ 30% de la population adulte en bonne santé (Abdoukel et al., 2023).

Les staphylocoques, étant peu exigeants, peuvent étre facilement isolés dans des
milieux de culture liquides ou solides courants comme les géloses ordinaires ou la gélose au
sang, tolérant de larges variations de pH (entre 4,8 et 9,4) et de température de croissance de
10 a 45 °C. ). Il peut également se développer dans des milieux tres salés, ce qui permet
I'utilisation de milieux sélectifs. En gélose profond, la croissance se produit sur toute la
hauteur du tube, indiquant un caractere aéro-anaérobie de 1’espece. Son identification en

laboratoire repose sur ses caracteristiques métaboliques et physiologiques (Ploy et al., 2016) .

S. aureus est un pathogene humain majeur responsable d'infections nosocomiales et
épidemiques en milieu hospitalier. Il est le pathogéene le plus couramment observé dans les
pneumonies nosocomiales, les infections de plaies chirurgicales, les infections de brilures, les
infections liées a des corps étrangers (comme les valves cardiaques, les prothéses de hanche,
les agrafes, les pacemakers, etc.) ainsi que dans les infections systémiques, souvent
provoquées par l'utilisation de cathéters intra vasculaires ou par la dissémination de la bacterie

a partir d'un autre foyer infectieux (Bisognano, 2001), des complications systémiques graves
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pouvant mettre la vie en danger, a l'image de I'endocardite, de I'osteomyeélite, de la

pneumonie, des abces du cerveau, de la méningite, et de la bactériémie (Bien et al., 2011).

La gravit¢ de l’infection par S. aureus est liée a l'activité de plusieurs génes
responsables de sa virulence. Initialement, des adhésines présents sur sa surface permettent au
micro-organisme de reconnaitre et de s‘attacher aux structures de I'néte, ce qui facilite sa
colonisation et sa prolifération. Par ailleurs, une variété d'enzymes (telles que I'nyaluronidase,
les protéases, et les nucléases), d'activateurs non-enzymatiques (comme la coagulase ou la
staphylokinase) et d'exotoxines y compris les toxines cytolytiques, les toxines exfoliatives, les
leucocidines, les entérotoxines, les protéines semblables aux entérotoxines, et la toxine-1 du
syndrome de choc toxique qui contribuent a I'évasion de la bactérie face a la réponse
immunitaire de I'hote. Il semble que cette expression séquentielle des facteurs de virulence

joue un réle clé dans la pathogenese de la mastite causée par S. aureus (da Silva et al., 2024).

Les éléments qui déterminent la virulence de S. aureus sont encodés dans son génome
accessoire, le génome principal est dédié essentiellement aux fonctions basiques de maintien.
Les éléments génétiques mobiles (EGM) tels que les plasmides, les transposons, les seéquences
d'insertion, les prophages et les Tlots de pathogénicité se trouvent dans le génome accessoire.
Ces eléments portent non seulement les facteurs de virulence mais incluent aussi les génes

responsables de la résistance aux antibiotiques (Cheung et al., 2021).

Parmi les facteurs de virulence responsables de la pathogénicité de S. aureus sa

capacité a former des biofilms sur des surfaces biotiques et abiotiques (Achek et al., 2020).

Les staphylocoques possédent la capacité de former des « biofilms » qui adhérent a
une grande variété de surfaces, ce qui a des répercussions directes sur les maladies humaines.
Actuellement, on estime qu'environ 70 % des infections chroniques chez les animaux et les

humains sont associées a la formation de biofilms (Bergon, 2016).

Les biofilms sont des agrégats microbiens fixés, ou les cellules adherent a un substrat
ou a dautres cellules, et sont enveloppées dans une matrice de substances polymériques
extracellulaires qu'elles sécrétent, ce qui leur confere un phénotype distinct des cellules

planctoniques (Brackman et Coenye, 2015).

En 1923, Angst a estimé que prés de 80 % de la biomasse microbienne de la planéte
existe sous forme de biofilm. Ce mode de vie permet aux bactéries de survivre dans des

environnements hostiles grace, entre autres, a une plus grande résistance ou tolérance aux
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antibiotiques, aux désinfectants, ainsi qu'a la réponse immunitaire de I'hdte, comparé aux
bactéries libres ou planctoniques. Les bactéries capables de former des biofilms peuvent
causer des problémes cliniques chez I’homme et 1’animal. Les National Institutes of Health
(NIH) aux Etats-Unis estiment que plus de 75 % des infections microbiennes chez 1’homme
(par exemple, endocardite, septicémies, infections associées aux soins) sont dues a la

persistance des bactéries sous forme de biofilm (Goetz et al., 2016).

La formation de biofilm sur n'importe quelle surface implique principalement 3 étapes.
La premiere étape concerne I'adhésion des cellules & une surface suivie de I'assemblage des
cellules pour former des microcolonies et enfin la différenciation du biofilm en une structure
mature. Apres le développement complet du biofilm, son démantelement ou sa dispersion se

produit a travers des processus a la fois mécaniques et actifs (Roy et al., 2018).

La formation de biofilms est un processus complexe qui dépend de plusieurs facteurs
comme les nutriments disponibilité, valeur du pH, niveau d'oxygeéne et propriétés de surface
(Otto, 2018). De plus, la formation de biofilms dans S. aureus est sous le contréle de deux
locus génétiques, sarA (régulateur accessoire staphylococcique) et agr (régulateur de gene

accessoire) systéeme de quorum sensing (Shenkman et al., 2001) (Zhang et al., 2018) .

Le systeme de quorum sensing (QS) se distingue comme l'un des principaux
régulateurs du développement des biofilms. Chez les souches de S. aureus, le systeme QS
joue un réle clé dans la transition de la formation du biofilm a son démantelement et est un
procédé de signalisation entre cellules, facilitant I'échange d'informations parmi les bactéries
selon leur concentration cellulaire (Mukherjee et Bassler, 2019) (Tuon et al., 2023) .

La derniére décennie a vu une reconnaissance accrue du fait que les biofilms de S.
aureus constituent une préoccupation majeure dans de multiples infections, y compris les
infections associées aux implants et les plaies chroniques, I'ostéomyélite, I'infection
pulmonaire liée a la fibrose kystique et I'endocardite.(Kiedrowski et Horswill, 2011) En
conséquence, la recherche sur le développement des biofilms de S. aureus a contribué a une
meilleure compréhension de la complexité de la pathogenése de S. aureus et a des progres
significatifs dans le développement de thérapies contre les infections par biofilms. Bien que
nombre d'entre elles soient prometteuses, aucun traitement efficace unique n'est actuellement
disponible pour les patients souffrant d'infections par biofilms de S. aureus (Otto, 2010)
(McConoughey et al., 2014).

Une inquiétude importante concernant les infections par biofilm de S. aureus réside

dans la rapide augmentation de [lutilisation des implants medicaux et des protheéses,
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accompagneée d'une hausse des infections liées a ces dispositifs (McConoughey et al., 2014)
(Ribeiro et al., 2012) . S. aureus est fréquemment trouvé sur des surfaces artificielles telles
que les implants orthopédiques, les valves cardiaques, les stimulateurs cardiaques et les
cathéters vasculaires (Bereket et al., 2012) (Otto, 2013).

De plus, Il est démontré que les microbes, lorsqu’ils se trouvent dans un biofilm, peuvent
augmenter leur résistance face aux antimicrobiens de 10 a 1000 fois (Kulshrestha et Gupta,
2023).

S. aureus fait partie des bactéries ayant développé une résistance a divers
antibiotiques, ce qui en fait un pathogéne difficile a traiter. Les souches de S. aureus
résistantes a la méthicilline (MRSA) et a la vancomycine (VRSA) sont les types les plus
fréquents de souches de S. aureus résistantes aux antibiotiques. S. aureus a rapidement
développé une résistance a plusieurs antibiotiques, représentant un défi majeur dans le
traitement des infections qu'il cause chez I'hnomme. De plus, S. aureus produit des enzymes
qui neutralisent les antibiotiques, menant a une variété de mécanismes de résistance face aux
médicaments thérapeutiques (Tuon et al., 2023) de plus, les résultats des tests de sensibilité
traditionnels réalisés sur des especes bactériennes isolées en culture planctonique, ne
correspondent souvent pas aux résultats cliniques. Il est de plus en plus reconnu que de
nombreuses infections, comme les infections pulmonaires chez les patients atteints de fibrose
kystique (FK), sont de nature polymicrobienne et se caractérisent par la croissance
d'organismes au sein de communautés appelées biofilms (Beaudoin et al., 2017).

Les biofilms mixte constituent un environnement complexe dans lequel les micro-
organismes co-infectés peuvent interagir de maniére antagoniste, additive ou synergique pour
modifier I’issue de la maladie par rapport aux infections mono-microbiennes. L’interaction
dans les biofilms polymicrobiens influence la fonction physiologique du biofilm en
augmentant la résistance, la virulence ou la dégradation des polluants, ce qui peut fortement
affecter la santé humaine, les interactions polymicrobiennes les plus étudiées et les plus

diverses  proviennent de la cavite buccale (Mariani et Galvan,2023).

Les interactions fongiques-bactériennes se produisent par co-agregation et adhésion.
Des molécules d'adhésion, telles que les adhésines liées aux hyphes fongiques et celles

trouvées sur la surface des cellules bactériennes facilitent les interactions (Anju et al., 2022)
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Les infections polymicrobiennes associées aux biofilms sont souvent difficiles a
traiter. Candida albicans et Staphylococcus aureus figurent parmi les principaux agents
pathogénes en raison de leur capacité a former des biofilms sur les dispositifs médicaux (Vila
etal., 2021).

S. aureus et C. albicans ont été trouvés formant des biofilms persistants sur des
surfaces abiotiques ou chez un héte. L'interaction entre ces biofilms est un précurseur d'une
tolérance accrue aux médicaments, d'une évasion immunitaire et d'une virulence accrue, ce
qui entraine une augmentation de la mortalité (Todd et Peters, 2019). S. aureus favorise la
croissance fongique et la transition hyphale de C. albicans par des contacts cellule a cellule.
(Bose et al., 2023)

D’autre part, Staphylococcus aureus (Gram positif) et Pseudomonas aeruginosa
(Gram négatif) étant tous deux nosocomiaux, peuvent former un biofilm mixte (Deng et al.,
2024). Selon différentes études, S. aureus et P. aeruginosa s'influencent mutuellement en
régulant des génes qui contrdlent des voies métaboliques essentielles dans les deux especes
bactériennes. Par exemple, dans des modeles de co-infection, P. aeruginosa modifie la
biosynthése de la paroi cellulaire de S. aureus, augmentant ainsi son épaisseur et provoquant

une résistance intermédiaire a la vancomycine. (Dehbashi et al., 2024)

La relation entre S. aureus et P. aeruginosa est de nature compétitive, bien que les
deux organismes soient fréqguemment trouvés ensemble dans les environnements cliniques. Ils
ont des niches communes au sein de I'h6te, comme dans les poumons des personnes souffrant
de fibrose kystique, le péritoine des patients sous dialyse, a l'intérieur de cathéters, les plaies
du pied diabétique et d'autres types de plaies causées par des lésions ou des brilures cutanées.
Il est couramment observé que S. aureus est le premier agent infectieux détecté dans les
poumons des patients avec fibrose kystique, P. aeruginosa venant ensuite dans la hiérarchie

des pathogénes (Nair et al., 2014).

Dans ce contexte, 1’objectif de notre travail a porté principalement sur :
L’étude de la capacité de formation de biofilm chez les souches de Staphylococcus
aureus d’origine animale et alimentaire.
o L’étude de la capacité de formation de biofilm mixte entre Staphylococcus
aureus et les espéces microbiennes.

o Mettre on point la technique de coloration au crystal violet pour quantifier et

classer les biofilms selon leur densité.
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1 Objectifs du travail

Notre étude a pour but d'évaluer in vitro la capacité des souches de Staphylococcus

aureus d'origine alimentaire et animale a former des biofilms. De plus, nous cherchons a

déterminer leur capacité a créer des biofilms mixtes en interaction avec d'autres espéces

microbiennes.

2 Lieu et durée de I’étude

La démarche expérimentale de notre étude a été menée au laboratoire de Microbiologie

de la Faculté des Sciences de la Nature et de la Vie de I'Université Ibn Khaldoun de Tiaret,

sur une période allant du 6 février 2024 au 21 mars 2024.

3 Matériels utilisés

Le matériel, les verreries, les milieux de culture et les réactifs utilisés dans la partie

expérimentale sont illustrés dans le tableau suivant (Tableau 1).

Tableau 1 : Produits et matériels utilisés.

Matériel et

appareillage

Verreries et

autre

Milieux de culture

Réactifs et colorants

Agitateur magnétique
thermique

Boites de Pétri

Gélose Sabouraud

Méthanol (96%)

Autoclave (sano clav)

Tubes a essai

Gélose nutritive

Ethanol (96%)

Microplaques a 96 puits

Anse de platine

Gélose king A

Violet de Gentiane

Micropipettes

Les Lames d'acier

BHIA gélose (Brain

Bleu de méthyléne

inoxydable Heart infusion agar)
Balance électrique Bechers Bouillon cceur Alcool
cervelle
Spectrophotométre UV- Embouts Sabouraud Bouillon Crystal violet

visible ( Jenway 7305)

Spectrophotomeétre

lecteur de microplaque

Flacons en verre

4 Protocol expérimental

L'approche expérimentale est illustrée dans la figure 1
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Test de formation de biofilm

Revivification des souches de
S. aureus + souches de

références

Standardisation

G—

RV

Méthode
qualitative de
tube

Observation
macroscopique

Observation
microscopique

Méthode de
microplaque a 96
puits

Test de formation de biofilm

mixte

Quantification par
le Crystal violet

N/

N/

Quantification par le
Crystal violet

Observation direct

Spectrophotométrie UV visible

(Universal microplate reader )

Figure 1: Protocole expérimental.
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5 Matériel biologique

Au cours de cette étude, 28 souches de S. aureus ont été analysées. L'origine de ces
souches isolées est indiquée dans le tableau ci-dessous. 20 de ces souches, d'origine animale,
ont été isolées a partir du portage nasal des chevaux et 8 souches d'origine alimentaire ont eté
isolées a partir des aliments préts a manger (Mekhloufi et al., 2021) (Tableau 2).

Tableau 2: Origine de souches microbiennes utilisées dans cette étude.

Souche Origine Code

S. aureus D’origine animale SAH, SAH 01, SAH 02, SAH 03,
SAH 04, SAH 06, SAH 09, SAH 10,
SAH 11, SAH 12, SAH 13, SAH 14,
SAH 15, SAH 16, SAH 17, SAH 18,
SA H19, SAH 20, SAH 21.

D’origine alimentaire SA 02, SA 04, SA 08, SA 10, SA 18,
SA 20, SA 46, SA 51.

De références DSM (20231)
SA (ATCC 43300)
SN (ATCC 6538)

Souches microbiennes | E. coli EA (ATCC 8736)

EN (ATCC 25922)

P. aeruginosa PAOL\PA ( ATCC 9027)

C. albicans CA (ATCC 10231),

M3 (ATCC 10237).

6 Revivification des souches de S. aureus

Les souches testées ont eté conservés a une tempeérature de -20 °C. Une revivification
a ete réalisee par un enrichissement dans du bouillon cceur-cervelle pendant 24 h a 37 °C pour
les souches de staphylocoques ainsi que les souches de référence. Ensuite, elles ont été

repiquées successivement sur gélose Chapman et BHIA et incubées a 37 °C pendant 24 h.

6.1.Vérification de la pureté des souches

Toutes les souches ont été repiquées sur des milieux sélectifs suivis d’un examen
macroscopique, permettant de caractériser la morphologie, la couleur, la texture et la

consistance des colonies de bactéries. Ensuite, une observation microscopique a été réalisée
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apres une coloration de Gram, permettant d'examiner les caractéristiques fines des bactéries

au niveau cellulaire.

6.2.Evaluation in vitro de la formation de biofilm

6.2.1. Evaluation qualitative par méthode de tubes

La méthode des tubes est une technique qualitative utilisée pour détecter les biofilms.
Les souches ont été d'abord inoculées dans 10 ml de bouillon BHI dans des tubes a essai, puis
incubées a 37 °C pendant 24 h. Apres l'incubation, le bouillon a été soigneusement vidé, et les
tubes ont été nettoyés avec de I'eau distillée stérile et laissés a sécher. Ensuite, une coloration
au cristal violet a 0,1 % a été réalisée. L'excés de colorant non fixé a été éliminé par lavage a
I'eau distillée stérile, puis les tubes ont été séchés en position inversée (EI Naghy et al., 2020).
L'évaluation de la formation de biofilms est basée sur les résultats obtenus avec des souches
de contrble, la présence d'un film épais visible sur les parois et le fond du tube est définit
comme un indicateur positif de biofilm (Rewatkar et Wadher, 2013).

6.2.2. Evaluation quantitative par méthode de Crystal violet

La formation des biofilms a été réalisée sur des microplaques a 96 puis selon le
protocole apporté par (O’Toole, 2011). Le principe de cette méthode repose sur la capacité
des especes microbiennes a se fixer aux parois des puits de la plague, cependant la présence

d'un biofilm sera détectée par une coloration au crystal violet (Alain et al., 2003).

6.2.1.1. Test du Développement de biofilm

A partir d'une culture jeune de 18 h, quelques colonies individuelles ont été prélevées
a l'aide d'une anse de platine et placées dans des tubes contenant 9 ml de milieu de culture
(Bouillon BHI pour les bactéries et milieu Sabouraud liquide pour les C. albicans). Un vortex
a été utilisé pour assurer une homogénéité du mélange, puis la densité optique de chaque
suspension a été ajustée entre 0,08 et 0,14 pour les bactéries et entre 0.14 et 0.20 pour les
levures, mesurées a une longueur d'onde de 625 nm, équivalent d’une charge microbienne de
10® UFC/ml. Ensuite, 200 pL de suspensions microbiennes standardisées de chaque souche
ont été déposés dans les puits d'une microplaque. Trois répétitions ont été réalisées pour
chaque souche, tandis que 200 puL de milieu BHI liquide et sabouraud ont été ajoutés pour le
contréle négatif. Les microplaques ont ensuite été recouvertes et incubées pendant 48 h a 37
°C.

11
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6.2.1.2. Quantification des biofilms

Apres l'incubation, les cellules non adhérentes ont été éliminees par trois lavages des
puits de la plaque avec du tampon phosphate saline (PBS). Ensuite, 200 puL de solution de
cristal violet ont été ajoutés dans chaque puits et laissés a incuber pendant 20 min a
température ambiante. Par la suite, les puits ont été rincés quatre fois avec du PBS dans un
bac approprié, puis le liquide a été vigoureusement secoué au-dessus du bac. Les plaques ont
été ensuite inversees et laissées a sécher sur du papier absorbant. Apres séchage, 200 pL de
méthanol a 96 % ont été ajoutés dans chaque puits pour solubiliser le cristal violet fixé aux
biofilms. Les plaques ont été recouvertes et laissées a incuber pendant 15 min a température
ambiante (O’Toole, 2011).
La quantification de lI'absorbance a été réalisée a l'aide d'un spectrophotometre UV-visible,
lecteur de microplaques, a une longueur d'onde de 660 nm. Les souches ont été classees selon
les criteres de (Stepanovi¢ et al., 2000) sur la base de valeurs seuils établies (DOCc) :

- Non productrice de biofilm (-) DO <DOc

- Faible production de biofilm (+) DO ¢ < DO <2x DOc

- Production modéré de biofilm (++) 2x DOc < DO < 4x Doc

- Forte production de biofilm (+++) 4x DOc < DO
Ou : DOc = DO moyenne du controle négatif + (3 x 1’écart type du controle négatif).

6.3. Evaluation de la formation de biofilms mixte
Dans cette partie, la capacité des souches de S. aureus a former un biofilm mixte avec
différentes espéces microbiennes a été évaluée. Les souches présentant un biofilm modeéré a
intense ont été choisies pour ce test.
Technique
Chague suspension microbienne a été préparée a partir de cultures de 18 h, ajustées a
une concentration de 10° UFC/ml. L’interaction entre S. aureus et E. coli a été testée en
ajoutant 100 pL de la suspension standardisée de chaque souche dans les puits de la
microplaque. Le méme protocole a été suivi pour les interactions entre S. aureus et C.
albicans, ainsi que P. aeruginosa. Pour chaque interaction le test est répété 3 fois. Le tableau
3 représente les différentes interactions entre les souches. Pour le controle négatif, 100 pL de
bouillon BHI ont été ajoutés. La microplaque a ensuite été recouverte et incubée pendant 48 h
a 37 °C.

12
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Tableau 3: Les différentes interactions entre les souches au sein du biofilm mixte.

Association des souches

SAH15 + M3 | SAH15 + PAO1 | SAH15 + EA | SAH15 + DSM

SAH16 + M3 | SAH16 + PAO1 | H16+EA | SAH16 + DSM

SA20 + M3 | SA20+PAO1 | SA20+EA | SA20+ DSM

6.3.1. Observation microscopique des biofilms

Des microplaques a 12 puits ont été utilisées pour ce test. Des lames en verre stériles
de 1 cm ont été déposées dans chaque puits, puis 500 pL de la suspension de S. aureus, seule
ou en combinaison, ont été ajoutés et incubés pendant 24 heures a 37 °C. Les puits ont ensuite
été lavés avec du PBS, suivis par une étape de fixation des biofilms en ajoutant 500 pL de
glutaraldéhyde a 2 % pendant 20 minutes a température ambiante. Apres cette fixation, les
puits ont été lavés avec du PBS avant d'étre progressivement déshydratés a l'aide de solutions
d'éthanol a 20 %, 40 %, 60 %, 80 % et 100 % pendant 15 minutes chacune. Les biofilms ont
été séchés a l'air libre et examines a I'aide d'un microscope optique (Makovcova et al., 2017;
Benziane et al., 2023) .
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1. Examen macroscopique des souches de S. aureus
Apres une incubation de 24 h sur le milieu Chapman, 1'observation a I'ceil nu a révélé que
la plupart des souches isolées présentaient des colonies jaune crémeuses, toutes ayant une

texture lisse similaire.

Figure 2 : Aspect macroscopique d'une souche de S. aureus sur milieu Chapman.

2. Examen microscopique des souches de S. aureus
Aprés la coloration de Gram et I'examen au microscope avec des objectifs (x40) puis
(x100) a immersion dans I'huile, I'observation microscopique a révélé des résultats similaires

pour toutes les souches : des cocci Gram positifs, de tailles uniformes.

Figure 3: Aspect microscopique d'une souche de S. aureus apres coloration (x100).
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3. Evaluation de la formation de biofilm

Dans cette étude, 36 souches ont été isolées a partir d'échantillons. La capacité de ces
souches a produire des biofilms a été evaluée a l'aide de méthodes classiques de détection in
vitro, notamment la méthode quantitative sur microplaque a 96 puits en mesurant la biomasse
des biofilms formés, la méthode qualitative des tubes (TM) et I'observation microscopique des
biofilms.

3.1. Formation des biofilms sur tubes (TM)

Le tableau 4 et la figure 4 représente les résultats du test de formation des biofilms sur
tubes. La présence d'un biofilm est confirmée par un voile qui tapisse a la fois les parois et le
fond du tube. Les résultats ont démontré que sur 28 souches, 5 souches ont montré une
capacité a former du biofilm (18%), tandis que 23 souches n'ont pas été capables de former du
biofilm (82%) en comparant avec la souche standard (PA01) qui représente un biofilm intense
(Cheng et al., 2022).

Tableau 4: Nombre et pourcentage des souches formatrices et non formatrices du biofilm.

Formation de biofilm | Non formatrice Formatrice

Souches no. (%) 23 (82%). 5 (18%)

Figure 4: Formation des biofilms sur tubes
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Nos resultats indiquent que seulement 18 % des souches ont montré une capacité a former
des biofilms, tandis que 82 % des souches étaient non formatrices de biofilm. Des résultats
différents ont été obtenus par Afreenish et al., (2011) et Melo et al., (2013), qui ont observé
que prés de la moitié (49 %) des souches de S. aureus isolées étaient classées comme
productrices de biofilm, tandis que 51 % étaient non productrices de biofilm. Il était difficile
de différencier les producteurs modérés et faibles de biofilm en raison de la variabilité des
résultats détectés par les différents observateurs. Conformément aux études précédentes, la
méthode des tubes (MT) ne peut étre suggérée comme test de dépistage général pour identifier

les isolats producteurs de biofilms (Hassan et al., 2011).

3.2.Formation des biofilms sur microplaques

L'évaluation de la formation de biofilm a été réalisée par la méthode de coloration au
cristal violet dans des microplaques a 96 puits. Les densités optiques (DO) mesurées par le
lecteur de microplaques a absorbance des souches de S. aureus isolées ainsi que les souches

de référence sont présentées dans les figures 5, 6 et 7.

0,1
0,09
0,08
0,07
0,06
0,05
0,04
0,03
0,02
0,01

DO Moyenne

SAH15 I
H13 I
SAH I
SAH21 I
T(-) K

SAH20 I
SAHO9 K
SAH11 I
SAHO3 K
SAH16 K
SAHO4 K
SAH18 I
SAHO6 K
SAHO8 K
SAH17 I
SAH12 K
SAHO2 K
SAH14 I

SAHO1 K

SAH10 I

SAH19 K

Figure 5: Potentiel de la formation du biofilm par les souches de S. aureus d'origine animale
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Figure 6: Potentiel de la formation du biofilm par les souches de S. aureus d'origine
alimentaire.
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Figure 7: Potentiel de la formation du biofilm par les souches de référence.

L'analyse de la densité optique pour les 36 souches microbiennes, comparée a la DOc,
a révélé que 27,8 % des souches ne présentaient pas de biofilms, tandis que 72,2 % avaient la
capacité d'en former. Parmi ces derniéres, 47,2 % formaient des biofilms faibles, 19,4 % des

biofilms modérés et 5,6 % des biofilms intenses (Tableau 5 et Tableau 6)

Tableau 5: Nombre et pourcentage des souches formatrices et non formatrices de biofilm
chez S. aureus.

Catégories Souches no. Pourcentage DO
Non formation de biofilm 10/28 35.71% >0,013
Formatrice de biofilm 18/28 64.29% <0.013
Biofilm faible 14/28 50% 0,027 - 0,054
Biofilm modéré 04/28 14.29% 0,054 - 0,108
Biofilm intense 0/28 18 / <0,108
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Tableau 6: Nombres et pourcentages des souches formatrices et non formatrices de biofilm
chez les souches de référence.

Catégories Souches no. Pourcentage DO

Non formation de biofilm 0/08 / /
Formatrice de biofilm 8/08 100% <0.013
Biofilm faible 3/08 37,5% 0,027 - 0,054
Biofilm modéré 3/08 37,5% 0,054 - 0,0108
Biofilm intense 2/08 25% < 0,108

Les bactéries et de nombreux types de champignons sont capables de croitre soit en
tant que cellules isolées en suspension (croissance planctonique), soit en s'assemblant en des
agrégats multicellulaires connus sous le nom de biofilms (Yi Jey Lin et al., 2017).

S. aureus est ’'une des bactéries qui peuvent former des biofilms dans des environnements
naturels et cliniques, a la fois sur des surfaces biotiques et abiotiques.

Dans notre étude, 64 % des souches de staphylocoques, toutes origines confondues,
ont formé des biofilms selon la méthode de microplaque. En comparaison, Mélo et al. (2012)
ont trouvé que 93 souches sur 94 (98,9 %) etaient productrices de biofilms avec cette méme
méthode. Une étude algérienne menée par (Bouziane et Hachour, 2021) a révélé que toutes
les souches, indépendamment de leur origine, peuvent former des biofilms, bien que leur
capacité varie. Plus de la moitié (59,89 %) des souches étaient fortement formatrices de
biofilms, tandis que les autres montraient une formation modérée ou faible de biofilms.
Similaires résultats ont été obtenus par Gajewska et Chajecka-Wierzchowska (2020).

D'aprés une étude menée par Boukera Abbaci et Dawdi (2019), 100 % des isolats
alimentaires éetaient formateurs de biofilm, contrairement a nos résultats ou seulement une
souche sur neuf a formé un biofilm. Concernant les souches d'origine animale, 85 % étaient
formatrices de biofilm. Kara Terki (2014) a rapporté que 40,5 % des souches de S. aureus
étaient formatrices de biofilm, avec seulement deux souches étaient classées comme

fortement productrices de biofilm, tandis que 58 souches étaient modérément productrices.

Nos résultats concordent avec les observations d'autres auteurs, qui montrent que peu
de souches sont formatrices de biofilm dans un milieu de croissance sans supplément (sucre,

antibiotiques, NaCl, etc.). Johannes et al. (2002) ont montré que, dans un milieu de base,
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seulement 4 souches sur 128 de S. aureus isolées formaient un biofilm. De méme, Mathur et
al., (2006) ont trouvé que, dans les mémes conditions, 7 souches sur 152 étaient formatrices
de biofilm. En comparant les souches isolées des souches de références, parmi ces dernieres
deux ont presenté une formation modérée des biofilms et une a formé un biofilm intense
(DMS).

La technique de microplaque est considérée comme un test standard pour la détection
de la formation de biofilm. Cette méthode est rapportée comme étant précise et reproductible
pour la détermination de la formation de biofilm chez les staphylocoques (Kara, 2014).

Dans notre étude, les deux souches de référence de C. albicans ont montré une
formation de biofilm modérée. Cette levure pathogéne opportuniste forme des biofilms sur
diverses surfaces. Ces biofilms, entourés d'une matrice d'exopolymeres, augmentent la
résistance de C. albicans aux traitements antifongiques et aident la levure a échapper au
systeme immunitaire (Pereira et al., 2021 ; Atriwal et al., 2021).

E. coli est une bactérie largement étudiée, reconnue pour sa capacité a former des biofilms
(Wang et al., 2004). Dans notre étude, nous avons examiné deux souches de référence d'E.
coli capable de former des biofilms. L'une de ces souches a été classee comme modérément
formatrice de biofilm, tandis que l'autre a été considérée comme faiblement formatrice de

biofilm. De méme, deux souches de Pseudomonas avec des biofilms intenses ont été étudiées.

4. Evaluation de formation de biofilm mixte

Dans notre étude, nous avons évalué la formation de biofilm mixte de trois souches
de S. aureus choisis en raison de leurs formations d’un biofilm modéré avec les especes
microbiennes suivantes: E. coli, C. albicans, S. aureus et P. aeruginosa.
Les résultats des moyennes de densités optiques aprés mesure avec le spectrophotomeétre pour
microplaques de toutes les souches étudiées individuelles ou en associations, sont illustrés

dans les figures 8, 9 et 10.
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Figure 8: Formation de biofilm mixte entre une S. aureus d'origine animale (SAH16) et
d'autres souches microbiennes.

Figure 9: Formation de biofilm mixte entre S. aureus d'origine animale (SAH15) et d'autres
souches microbiennes.
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Figure 10: formation de biofilm mixte entre une S. aureus d'origine alimentaire (SA20) et
d'autres souches microbiennes.
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Les résultats obtenus indiquent que la densité optique (DO) des biofilms a deux
espéces, formés par la souche de S. aureus (H15) en combinaison avec diverses especes
microbiennes C. albicans (M3 ATCC 10237), P. aeruginosa (PAQO1) et S. aureus (DSM
20231), est généralement inférieure par rapport aux biofilms monocultures, tandis que
I’interaction entre la souche de S. aureus (H15) et la souche E. coli (EA ATCC 8736) n'a pas
formé de biofilm mixte. Cela suggére que la co-culture de S. aureus H15 avec ces especes
réduit I'accumulation de biomasse ou la densité des biofilms. Cependant, la souche d'origine
animale S. aureus (H16) ne forme pas de biofilms mixtes avec P. aeruginosa ou E. coli. Dans
ces cas, la densité optique des biofilms mixtes est inférieure a celle des biofilms
monocultures, indiquant un manque de synergie ou méme une inhibition mutuelle dans la
formation de biofilms mixtes.

En revanche, lorsque la souche animale de S. aureus (H16) est co-cultivée avec C.
albicans, la DO moyenne est significativement supérieur a celle des biofilms monocultures
(modérément formatrices de biofilms). Cela indique que l'interaction entre ces deux espéces
favorise une accumulation accrue de biofilm.

Nos résultats montrent également que la densité optiqgue moyenne (DO) des biofilms
composés de deux espéces, formés par la souche alimentaire de S.aureus (SA20) avec C.
albicans (M3), P. aeruginosa (PAO1), et S. aureus (DSM), était Iégerement diminuées par
rapport aux biofilms mono-spécifiques. Cependant, lorsque S. aureus (SA20) est co-cultivé
avec E. coli (EA), les résultats montrent des valeurs de DO supérieures a celles des biofilms
monoculture (Formation de Biofilm modéré).

Par ailleurs, nos résultats ont montré que le biofilm de P. aeruginosa (PAO1)
présentait une densité optique intense (DO = 0,211). Cependant, en interaction avec les trois
souches de S. aureus, la DO moyenne était significativement inférieure a celle du biofilm de
P. aeruginosa. Cela laisse supposer que la présence de S.aureus a affecté la formation de
biofilm chez P. aeruginosa.

Les résultats du test au cristal violet montrent que S.aureus, E. coli, C. albicans et P.
aeruginosa ont tous la capacité de former des biofilms mono-espéces. Cependant, lorsqu'ils
sont cultivés en biofilms a deux espéces, on observe généralement une diminution du volume
total de biomasse par rapport aux biofilms mono-espéeces. La seule exception notable a cette
observation concerne la co-culture de S. aureus (SA20) et E. coli, qui ne présente pas cette

diminution de biomasse et n’a montré aucune formation de biofilm.
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Nos résultats sont partiellement cohérents avec I'étude Makovcova et al., (2017). Leur
recherche, utilisant une quantification au cristal violet, a montré que S. aureus et E. coli
pouvaient former des biofilms mono-espéces avec des valeurs de densité optique des biofilms
mixtes (S. aureus et E. coli) non significativement différentes de celles des biofilms mono-
espece d'E. coli. Cela indique que la co-culture des deux espéces bactériennes n'a pas modifié

la formation de biofilms par rapport aux biofilms formés uniquement par E. coli.

Une étude antérieure menée par Millezi et al., (2012) a révélé que la présence d'E. coli
dans un biofilm mixte avec S. aureus entraine une diminution du nombre de cellules viables
de S. aureus. (Pompermayer & Gaylarde, 2000) ont également constaté une compétition
entre ces deux especes lors de leur adhésion, suggérant que I'adhésion d'E. coli pourrait étre

favorisée par son temps de génération plus court, lui permettant de dominer plus facilement.

Dans une autre étude, (Valle et al., 2006) ont montré que les capsules d'E. coli du
groupe 1l sécretent un polysaccharide soluble qui modifie les propriétés physico-chimiques de
la surface, empéchant ainsi I'adhésion et la formation de biofilms par diverses bactéries, y
compris S. aureus. De plus, un polysaccharide anti-adhésion associé au biofilm d'E. coli a été
identifié, réduisant la susceptibilité a l'invasion et provoguant I'exclusion rapide de S. aureus

des biofilms mixtes formés par les deux espéces (Rendueles et al., 2011).

Notre étude a également mis en évidence l'influence de S. aureus sur les populations
de P. aeruginosa, entrainant une diminution de leur densité optique. Cette observation est en
ligne avec les résultats des travaux de (Filkins et al., 2015) et (Kim et al., 2015) qui ont
suggeré que, lors d'une co-culture, P. aeruginosa réduit la viabilité de S. aureus en produisant
du 2-heptyl-4-hydroxyquinoline N-oxyde (HQNO) et des sidérophores. L'interaction entre ces
deux espéces est complexe et peut varier selon les conditions environnementales. Cependant,
selon (Hotterbeekx et al., 2017), S. aureus a également développé des stratégies pour
survivre en présence de P. aeruginosa. L'une de ces stratégies est le passage au phénotype de
petite colonie variable (PCV), un caractére bien caractérisé detecté dans diverses maladies,

notamment la fibrose kystique et les infections associees aux dispositifs médicaux.

Les infections polymicrobiennes associées aux biofilms, notamment celles impliquant
C. albicans et S. aureus, posent des défis thérapeutiques considérables en raison de leur

capacité a former des biofilms sur les dispositifs medicaux (Vila et al., 2021).
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Nos résultats révelent que les valeurs de densité optique (DO) des biofilms bi-especes
formés par S. aureus avec C. albicans ne différent pas significativement de celles des biofilms
monospeécifiques, suggérant que l'interaction entre ces deux espéces n'a pas d'impact majeur
sur la densité optique comparativement aux biofilms formés individuellement. Ces résultats
corroborent les observations antérieures (Vila et al., 2021) montrant que les biofilms mono-
espéces de S. aureus présentent une biomasse moindre que les biofilms mixtes de C. albicans
et S. aureus, tandis que les biofilms de C. albicans, riches en hyphes, restent comparables

entre les biofilms mono-espéces et les biofilms mixtes.

Par ailleurs, des études antérieures, notamment celle de Peters et al., (2010), ont mis
en évidence une coopération entre S. aureus et C. albicans, ou la pathogénicité de S. aureus
était augmentée en présence de filaments hyphaux de C. albicans. De plus, ils ont observé une
augmentation de la virulence de S. aureus lors de co-infections avec Candida albicans Cet
effet était en partie dd a une diminution de l'activité de CodY, un répresseur transcriptionnel
influencant I'expression des facteurs de virulence, ce qui entrainait par conséquent une
régulation positive des expressions de virulence chez S. aureus.

De plus, des recherches telles que celles de Yi Jey Lin et al., (2017) et (Harriott et Noverr,
2009) ont montré que ces deux espéces peuvent former des biofilms mixtes sans antagonisme

apparent, suggeérant que C. albicans pourrait faciliter I'adhésion de S. aureus aux surfaces.

5. Observation microscopique des biofilms
L’association de S. aureus avec les souches microbiennes au sein d’un biofilm sont

présentés dans les figures 11, 12 et 13.

C. albicans (hyphes)

S. aureus

Figure (12) : Observation microscopique de biofilm mixte formé par S. aureus et C. albicans.
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Figure (13) : Observation microscopique de biofilm mixte formé par S. aureus et E. coli.

P. aeroginosa

S. aureus

Figure (14) : Observation microscopique de biofilm mixte formé par S. aureus et P.
aeroginosa.

L'examen microscopique de l'interaction entre S. aureus et C. albicans a montré que
les cellules sphériques de S. aureus s'attachaient aux hyphes de C. albicans (figure 12).
Cependant, la présence de S. aureus était réduite par rapport aux cellules de PAOL, qui
apparaissaient en grande abondance (figure 13). Une observation similaire a été réalisée pour
I'interaction entre S. aureus et E. coli, ou le nombre de cellules de S. aureus était limité,

contrairement a celui d'E. coli, qui était plus élevé (figure 14).

En outre, nous avons constaté que ces interactions polymicrobiennes ne sont pas clairement
visibles avec un microscope optique. Pour obtenir des images plus précises et détaillées, il est
nécessaire d'utiliser des techniques d'observation plus avancées, telles que la microscopie

électronique a balayage, qui fournit des images a haute résolution.
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Conclusion

La capacité d'une souche a former des biofilms est reconnue comme un important
facteur de virulence chez de nombreuses espéces microbiennes. Les staphylocoques, en
particulier, peuvent former des biofilms sur une grande variété de surfaces biotiques et
abiotiques.

Cette étude vise a évaluer le potentiel de formation de biofilm chez S. aureus, ainsi

que leur capacité a former des biofilms mixtes avec d'autres especes microbiennes (E. coli, P.
aeruginosa et C. albicans). Pour cela, nous avons utilisé la méthode des tubes, la méthode de
quantification au cristal violet et I'observation microscopique des biofilms.
Nos résultats montrent que la majorité des souches de S. aureus, d'origine animale et
alimentaire, sont capables de former des biofilms, avec des capacités variées ou 35,71 % des
souches n'ont pas formé de biofilm, 50 % ont formé un biofilm faible et 14,92 % un biofilm
modéré.

Nos résultats indiquent également que les souches de S. aureus peuvent former des
biofilms mixtes avec d'autres espéces microbiennes, avec des niveaux de production
variables. Par exemple, l'interaction entre la souche animale de S. aureus H16 et C. albicans a
montré une formation de biofilm mixte modérée, tandis que l'interaction entre la souche
alimentaire de S. aureus 20 et P. aeruginosa ou E. coli montre une capacité de formation de
biofilms mixtes modérée et faible, respectivement.

Ces résultats montrent que les souches de S. aureus ont une capacité variable a former
des biofilms, ce qui peut influencer leur virulence et leur résistance aux traitements. La
formation de biofilms mixtes avec d'autres micro-organismes peut également jouer un réle
important dans les infections poly-microbiennes, rendant le traitement plus complexe. Cette
information est cruciale pour développer des stratégies de prévention et de traitement des

infections causées par S. aureus.
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ANNEXES

Annexes : Compositions des milieux de culture

e Milieu chapman
Pour 1 litre de mileu (pH final : 7,4)

=T 0] (0] 10g
Extrait de viande de boOVIN..........oooiiiiiiiii e lg

Chlorure de SOAIUM ......uinii e e e e 75 g
MaNNILOL . ... e 10g
Rouge de phénol ... ..o 0,025 g
GELOSE ..ttt e 15¢g

L’autoclave 15 minutes a 121C°

e Mileu Sabouraud
Pour 1 litre de mileu (Ph=5.6)

P PtONE ..o e 10g
BlUCOSE ..t e 40¢g
Y| I5¢g

L’autoclave 15 minutes a 121C°

e Mileu BHI (brain heart infusion broth )
Pour 1 litre de mileu ( Ph=7.4)

PepIone ... e 109
Infusion de COUr de POTC ....ouuineiniie i 10 g
Infusion de cervelle de POTC........ovuinrinii e 74 ¢
14028 TS 02g
Chlorure de SOQIUIML. . ... uutie e 05
Disodique phosphate ........co.oiiiiii e 2.5

L’autoclave 15 minutes a 121C°
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ANNEXES

Annexe 02 : Formation des biofilms

Tableaux : Résultats détaillés de la formation de biofilm pour les souches de S. aureus (souches
alimentaires et animales) et les souches de référence

Souche alimentaire Moyenne de la DO Formation du biofilm
SA 10 0,019 Non formatrice
SA 46 0,015 Non formatrice
SA 08 0,016 Non formatrice
SA18 0,006 Non formatrice
SA 04 0,014 Non formatrice
SA51 0,017 Non formatrice
SA02 0,021 Non formatrice
SA 20 0,029 faible

Souches animales Moyenne de la DO Formation du biofilm
SA H19 0,023 Non formatrice
SA H20 0,046 Faible
SA H09 0,053 Faible
SA H11 0,0516 Faible
SAH 01 0,028 Faible
SAH 21 0,073 Modéré
SAH 10 0,050 Faible
SAH 03 0,027 Faible
SAH 16 0,040 Faible
SAH 04 0,027 Faible
SAH 18 0,051 Faible
SAH 06 0,025 Non formatrice
SAH 08 0,025 Non formatrice
SAH 17 0,059 Modéré
SAH 12 0,029 Faible
SAH 02 0,036 Faible
SAH 14 0,044 Faible
SAH 13 0,043 Faible

SAH 0,069 Modéré
SAH 15 0,088 Modéré
Souche de référence Moyenne de la DO Formation du biofilm
SA 0,033 faible
SN 0,037 faible
EA 0,062 Modéré
EN 0,049 Faible
PAOI 0,139 Forte
DSM 0,397 Forte
CA 0,084 Modéré
M3 0,098 Modéré
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Annexe 03 : Images

Figure : Souche de S. aureus d’origine alimentaire sur milieu chapman

Figure : Quantification des biofilms par Crystal violet
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Figure : Mesure de la densité optique du biofilm sur I'appareil de spectrophotométre (lecteur de
microplaque)

Figure : Formation des biofilms sur des microplaques a 12 puits.
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