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Résumeé

Notre travail a porté sur I'étude de I'effet de la composition du milieu de culture ainsi
que le pH sur la formation de biofilms mixtes in vitro de Candida
albicans/Staphylococcus sp isolés des dispositifs médicaux du Centre Hospitalo-
Universitaire de Tlemcen.

Les résultats obtenus ont révélé que les espéces Candida albicans n’ont pas le
méme pouvoir de formation des biofilms mixtes avec Staphylococcus sp. La quantité
de biofilms produits varie en fonction du milieu de culture et de son pH.

Les sources de carbone favorisent la formation des hyphes de Candida albicans,
ce qui influence l'attachement des bactéries et la formation de biofilms mixtes.

Mots-clés: Candida albicans, Staphylococcus sp, Biofilm mixte, Milieu de culture,
pH, Glucose

Summary

Our work focused on the study of the effect of the composition of the culture medium
as well as the pH on the formation of mixed biofilms in vitro by Candida albicans /
Staphylococcus sp isolated from the medical devices of the University Hospital of
Tlemcen.

The results obtained revealed that the Candida albicans species do not have the
same potency of formation of the mixed biofilms with Staphylococcus sp. The amount
of biofilms produced varies according to the culture medium and its pH.

Carbon sources favor the formation of hyphae of Candida albicans, which influences
the attachment of bacteria and the formation of mixed biofilm.

Keywords: Candida albicans, Staphylococcus sp, Mixed biofilm, Culture medium,
pH, Glucose.
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Introduction générale

Les dispositifs médicaux sont utilisés de maniére systématique en milieu hospitalier.
Cependant, ces derniers peuvent servir de support pour I'adhésion de certains
microorganismes pathogenes et étre a l'origine d’infections invasives dont le risque
varie en fonction du site anatomique d’implantation, du terrain du patient, et de la

durée de mise en place (Lebeaux et coll., 2014).

Au-dela des bactéries, les levures du genre Candida représentent la deuxieme cause

des infections liées aux cathéters.

Candida albicans est considérée comme étant le principal agent pathogéne
responsable de ces infections malgré 'émergence d’espéces non albicans dans les
isolats cliniques. Cette levure a une capacité d'adhérence supérieure a celles des
autres especes formant des biofilms, c'est ce qui explique sans doute sa plus grande

virulence (Cardinale, 2001).

Or, Candida albicans cohabite avec les bactéries dans I'environnement évoluant
dans un contexte infectieux polymicrobien. Elle peut avoir un réle important dans des
situations cliniques ou un patient souffre d'infections mixtes causées a la fois par des

bactéries et des champignons (Hogan et coll., 2004).

En effet, la cohabitation au sein de biofilms de levures de type Candida albicans et
de bactéries semble correspondre a la situation la plus fréquente. Cette coexistence
est liée principalement a la présence de multiples interactions entre ces deux germes
(Thein et coll., 2009).

Les données disponibles sur les interactions montrent qu’afin de former un biofilm
mixte, les microorganismes doivent maintenir un équilibre rigoureux qui bascule de la
synergie a l'antagonisme selon les conditions environnantes notamment la
composition du milieu de culture qui favorise une adhésion différente des bactéries et

des levures sur les supports.

C’est pourquoi, il nous a semblé intéressant de réaliser ce travail qui porte sur I'étude
de l'effet de la composition du milieu de culture ainsi que le pH sur la formation de
biofilms mixtes in vitro par Candida albicans/Staphylococcus sp isolés des dispositifs

médicaux du Centre Hospitalo-Universitaire de Tlemcen.
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Premiére partie Synthese bibliographique

En 2013, 'organisation mondiale de la santé (OMS) a estimé qu’entre 5 et 12 % des
patients hospitalisés dans le monde développent une infection associée aux soins

dont plus de 60 % sont liées a I'usage d’un dispositif médical ou chirurgical.

Ce dernier offre des surfaces d’adhésion pour le développement des
microorganismes réfractaires aux traitements habituels, ce qui met en jeu le
pronostic vital des patients. Parmi ces infections, celles d’origine fongique,
particulierement les candidoses, représentent environ 80% des cas (Clinton et
Duane, 2006).

Ces candidoses constituent un réel probleme de santé publigue en raison de
I'accroissement significatif de la mortalité, de la morbidité et du colt de prise en

charge des patients qui leur sont liés (Njall et coll., 2013).

Malgré I'émergence d'espéces non albicans dans les isolats cliniques, Candida
albicans reste I'espéce la plus incriminée dans ces infections qui, par leur fréquence
et leur gravité, se situent au premier rang des candidoses (Gil-Alonso et coll.,
2015).

Il s'agit de I'espece la plus virulente en raison de la présence des phospholipases,
des adhésines de surface et du phénomene de polymorphisme (Gow et coll., 2011).
La croissance des hyphes protége Candida albicans de la phagocytose et favorise

I'invasion des surfaces épithéliales de I'hdte (Cavalcanti et coll., 2015).

Candida albicans est capable d’une vie libre dans un environnement liquide (cellules
planctoniques) ou attachée a une surface et encastrée dans une matrice de
substance exo-polymérique auto-synthétisée dite biofilm (cellules sessiles) (Bueno,

2014).

Le développement du biofilm passe par cinq étapes, I'adhésion a la surface, la
croissance, la formation de microcolonies, la maturation du biofilm et le détachement

qui conduit a la colonisation d’'une nouvelle surface (Monroe, 2007).

Les composants principaux de la matrice exopolymérique sont I'eau, les polyméres
extracellulaires excrétés par les microorganismes, les microorganismes, les

particules emprisonnées et les substances dissoutes (Flemming et coll., 1992).

La matrice exopolymérique assure la survie des microorganismes en fournissant les
nutriments essentiels mais crée également un environnement favorable pour leur

intégrité architecturale (Oliveira et coll., 2013).
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Premiére partie Synthese bibliographique

Il est important de noter que selon les données de la littérature, les infections
fongiques causées par Candida albicans sont souvent associées aux bactéries
et sont par conséquent, a l'origine d’infections mixtes ou multi-especes [(Wargo
et Hogan, 2006) ; (Lynch et Robertson, 2008)].

En effet, la cohabitation au sein de biofilms de Candida albicans et de bactéries
semble correspondre a la situation la plus fréquente dans un contexte infectieux.
Cette coexistence est liée principalement a la présence de multiples interactions

entre ces deux germes a savoir la synergie ou I'antagonisme (Thein et coll., 2009).

Selon Klotz et ses collaborateurs (2007), dans 27% des candidoses systémiques
en milieu hospitalier, 'espéce Candida albicans est co-isolée avec Staphylococcus

aureus.

De plus, les travaux de Peters et Noverr en 2013, ont mis en évidence une
interaction synergique entre Candida albicans et Staphylococcus aureus avec une

mortalité trés élevée chez les animaux.

En effet, Staphylococcus aureus s’associe préférentiellement aux hyphes de
Candida albicans et forme ainsi un biofilm mixte résistant a la vancomycine (Harriott
et Noverr, 2010).

Au sein des biofilms, les levures et les bactéries sont souvent réfractaires aux
traitements habituels en raison de la résistance accrue aux agents antimicrobiens.
De plus, la composition du milieu de culture affecte la quantité de biofilms produits
d’autant plus que les deux espéces sont différentes d’un point de vue métabolique.
Une étude réalisée sur Candida albicans a montré que la biomasse du biofilm formé
par cette espece est plus importante en présence d’une concentration élevée en

galactose (Douglas, 1992).

En effet, I'addition des sucres dans le milieu de culture favorise la production de la
matrice polysaccharidique des biofilms mais peut également empécher I'adhésion
des microorganismes aux surfaces par occupation des sites d’adhésion
[(Abu EI-Teen et coll., 1989); (Ghannoum et coll., 1991)].



Premiére partie Synthese bibliographique

Selon Goller en 2008, la formation et la dispersion d’'un biofilm nécessite I'activation

de facteurs environnementaux clefs parmi lesquels nous pouvons citer :

e Latempérature.

e Le pH du milieu environnant qui modifie la charge des surfaces des
microorganismes ainsi que celles des supports solides suite au déplacement des
equilibres d’ionisation des groupements fonctionnels selon leur pKa (Hamadi et
coll., 2004).

e La source de carbone qui influe sur la formation et la maturation d’'un biofilm
(Martinez, 2007).

e Les concentrations en cations (sodium Na*, Calcium Ca*, ion ferrique Fe**)
qui inhibent l'attachement de Pseudomonas fluorescens sur des surfaces en

verre (Fletcher, 1988).

Partant de ces données, nous avons entrepris cette étude qui porte sur I'étude de
I'effet de la composition du milieu de culture ainsi que le pH sur la formation de
biofilms mixtes in vitro par Candida albicans/Staphylococcus sp. isolées de dispositifs

médicaux du CHU de Tlemcen.
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Deuxiéme partie Matériel et méthodes

Ce travail a été réalisé au laboratoire «Antibiotiques Antifongigues : physico-chimie,
synthése et activité biologique (LapSab)» de [l'université Aboubekr-Belkaid de

Tlemcen.
1. Matériel
1.1. Microorganismes

Pour la formation des biofiims mixtes Candida albicans/Satphylococcus sp.,
nous avons utilisé une collection de six (06) souches de Candida albicans
et de sept (07) souches de Staphylococcus sp dont trois (03) Staphylococcus aureus
et quatre (04) Staphylococcus epidermidis co-isolées de dispositifs médicaux des
services de chirurgie ortho-traumatologie et d’anesthésie-réanimation du CHU de

Tlemcen.

Les levures et les bactéries sont entretenues par repiquages réguliers et conservées

a + 4°C sur gélose Sabouraud et sur gélose nutritive respectivement.
1.2. Milieux de culture

Afin de tester l'effet du milieu de culture sur la formation des biofilms mixtes,
guatre milieux de composition et de pH différents sont utilisés. La composition pour

un litre est la suivante:

» Trypticase soja

Composants g/L
Peptone de caséine 17
Peptone de farine 3
D (+) glucose 2,5
Chlorure de sodium 5
Phosphate dipotassique 2,5




Deuxiéme partie

Matériel et méthodes

» Roswell Park Memorial Institute Medium 1640 (RPMI)

Composants g/L
Sels inorganiques
Nitrate de calcium « 4H,0 0,1
Sulfate de magnésium (anhydre) 0,04884
chlorure de potassium 0,4
Chlorure de sodium 6
Phosphate disodique (anhydre) 0,8
Acides aminés
L-Arginine 0,2
L-Asparagine (anhydre) 0,05
Acide L-aspartique 0,02
L-cystine « 2HCI 0,0652
Acide L-glutamique 0,02
L-Glutamine 0,3
Glycine 0,01
L-Histidine 0,015
Hydroxy-L-Proline 0,02
L-Isoleucine 0,05
L-Leucine 0,05
L-Lysine « HCI 0,04
L-Méthionine 0,015
L-Phénylalanine 0,015
L-Proline 0,02
L-Serine 0,03
L-Thréonine 0,02
L-Tryptophane 0,005
L-Tyrosine * 2Na * 2H,0 0,02883
L-Valine 0,02




Deuxieme partie

Matériel et méthodes

» Roswell Park Memorial Institute Medium 1640 (RPMI) (suite)

Composants g/L
Vitamines
D-biotine 0,0002
Chlorure de choline 0,003
Acide folique 0,001
Myo-Inositol 0,035
Niacinamide 0,001
Acide p-aminobenzoique 0,001
D-acide pantothénique (hémicalcium) 0,00025
Pyridoxines HCI 0,001
Riboflavine 0,0002
Thiamine* HCI 0,001
Vitamine B12 0,000005
Autres
D-Glucose 2
Glutathion (réduit) 0,001
Rouge de phénol « Na 0,0053
Suppléments
Le bicarbonate de sodium 2
» Brain Heart Infusion Broth (BHIB)
Composants g/L
Cerveaux de veau 12,5
Cceur de boeuf 5,0
Peptone 10,0
Chlorure de sodium 5,0
D(+) Glucose 2,0
Phosphate disodique 2,5
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Deuxiéme partie Matériel et méthodes

» Sabouraud liquide

Composants g/L
Glucose 20
Peptone 10
Extrait de levure 3

Nous avons également utilisé le milieu BHIB et le trypticase soja additionnés de 2%
de glucose (Buu et coll., 2014).
Les milieux sont stérilisés par autoclavage a 120°C pendant 20 minutes.

2. Méthodes
2.1. Préparation de I'inoculum de Candida albicans

Une préculture de 24 heures a 30°C sur milieu Sabouraud est centrifugée a 3000g
pendant 5minutes a +4°C. Apres élimination du surnageant, le culot est lavé deux
fois avec du tampon phosphate salé pH 7,4, 10mM (PBS) puis re-suspendu dans

chaque milieu de culture & une concentration de 10° cellules/mL.
2.2. Préparation des inocula bactériens

Une préculture de 24 heures a 30°C sur milieu BHIB est centrifugée a 1000g
pendant 15 minutes a +4°C. Le surnageant est écarté et le culot est lavé deux fois
avec du tampon phosphate salé pH 7,4, 10mM (PBS) puis re-suspendu dans chaque

milieu de culture a une concentration de 10’ cellules/mL.

2.3. Evaluation de la capacité des souches isolées a former des biofilms

in vitro (Ibarra -trujillo et coll., 2012)

Pour la formation des biofilms mixtes C. albicans/Staphylococcus sp, nous avons
suivi le protocole d’lbarra-trujillo et coll., (2012) qui consiste a introduire 50uL de la
suspension levurienne et 50uL d’'une suspension bactérienne dans tous les puits de
la microplaque. Cette derniére est ensuite scellée et placée dans une étuve a 37°C
pendant 24, 48 et 72 heures.

11



Deuxiéme partie Matériel et méthodes

2.4. Mesure de la biomasse dans le biofilm par la coloration au Crystal
violet (Christensen et coll., 1985)

Apres formation de biofilms, le milieu de culture est aspiré et les puits sont lavés trois
fois avec du PBS 10mM, pH 7,4. Les microplaques sont laissées pendant 15 minutes
a température ambiante puis 100uL d’une solution de crystal violet sont ajoutés dans
tous les puits de la microplaque. Apres une incubation de 45 minutes a température
ambiante, les puits sont lavés et le crystal violet lié est libéré par addition de 100uL
d'un mélange éthanol-acétone (80:20, v/v) (Ledn-Romero et coll.,, 2015).
La densité optigue est lue a 570nm a laide dun lecteur de microplaques
(BioTek FLx800).L'intensité de la coloration est proportionnelle a la biomasse du

biofilm formé.

12
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Troisiéme partie Résultats et discussion

Notre travail a porté sur I'étude de l'effet du milieu de culture ainsi que le pH sur la
formation des biofilms mixtes in vitro de six associations Candida

albicans/Staphylococcus sp. co-isolés de dispositifs médicaux du CHU de Tlemcen.

1. Effet de la nature du milieu de culture sur la formation des biofilms mixtes

Candida albicans / Staphylococcus sp.

Les biomasses des Dbiofilms mixtes formés par les associations
Candida albicans / Staphylococcus sp. dans les différents milieux de culture aprés

24, 48 et 72 heures d’incubation a 37°C sont représentées sur la figureN°1.

Nous remarquons que la quantité de biomasse dépend de I'age du biofilm, elle
atteint un maximum pour les biofiims matures c’est-a-dire aprés 48heures
d’incubation a 37°C.

Pour les biofilms mixtes formés sur Sabouraud, nous constatons que I'association
Candida albicans (3) / Staphylococcus epidermidis (2) produit la biomasse la plus
importante aprés 48 heures d’incubation a 37°C avec une densité optique de 0,64.
Ce résultat est en accord avec les travaux de Suma et coll., (2016) qui ont montré
gue Candida albicans forme plus de biofilms sur les milieux riche en source de

carbone qui favorise la production d’adhésines.

De méme, les biofilms formés sur trypticase soja par les associations
Candida albicans (2)/Staphylococcus aureus(l), Candida albicans (1)/
Staphylococcus epidermidis (1) et Candida albicans (3)/Staphylococcus epidermidis
(3) présentent les densités optiques les plus importantes et cela apres 48 heures

d’incubation.

La biomasse du biofilm mixte dépend de la bactérie qui cohabite avec la levure sur le
méme dispositif médical. En effet, les densités optiques des biofilms sont de 0,50 et
0,42 pour les associations Candida albicans (3)/Staphylococcus epidermidis (3) et
Candida albicans (3)/Staphylococcus epidermidis (2) respectivement. Ces résultats
vont dans le méme sens que ceux de Lynch et Robertson (2008), qui ont montré
gue certaines bactéries rentrent en compétition avec les levures pour les sites
d’adhésion. Les bactéries peuvent également inhiber la croissance des levures par la

sécrétion de toxines (Hibbing et coll., 2010).
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Troisiéme partie Résultats et discussion

Par ailleurs, les biofilms mixtes formés sur BHIB présentent des densités optiques de
0,49 pour [lassociation Candida albicans(3)/Staphylococcus epidermidis(2)
et 0,54 pour Candida albicans(1)/Staphylococcus epidermidis(1)
et 0,52 pour [lassociation Candida albicans(2)/Staphylococcus aureus(l).
Cette difféerence est probablement liée a la richesse du BHIB en substrats qui
favorisent 'adhésion et la croissance bactérienne.

Selon Auger (2012), en cas d’appauvrissement du milieu environnant, les bactéries
se trouvant encore a I'état planctonique auront tendance a étre attirées par le biofilm

qui représente alors une réserve en nutriments.

Sur milieu RPMI 1640, la biomasse du biofilm formé par [Iassociation
Candida albicans(2)/Staphylococcus aureus(1), apres 24 heures d’incubation a 37°C,
est la plus importante avec une densité optigue de 0,56. En revanche,
les biomasses des biofilms formés par les différentes associations sur ce milieu de
culture apres 48 heures d’incubation sont moins importantes que celles des biofilms

formés par ces mémes associations sur BHIB.
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Troisiéme partie Résultats et discussion

C. albicans(1)/S.epidermidis(1) 0.7 C. albicans(2)/S.aureus(1)
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Figure N°1 : Effet du milieu de culture sur la formation des biofilms mixtes au cours du temps.
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Troisieme partie

3. Effet de la formation des biofilms mixtes sur le pH du milieu de culture

La figure N°2, représente les variations du pH des différents milieux de culture
utiisés pour la formation des biofims mixtes de Candida albicans/

Staphylococcus sp.

Nous constatons que la formation des biofilms mixtes par les différentes associations
testées induit une baisse du pH des milieux de culture a I'exception du milieu

Sabouraud ou le pH reste presque inchangé (5,6).

Pour le trypticase soja (pH 7,3), les pH des différentes associations mesurés différent
légérement pendant les trois temps d'incubation (24, 48 et 72 heures), ils varient
entre 6,7 et 7. Concernant le BHIB, le pH passe de 7,4 a environ 6.

Cette diminution est plus accentuée sur milieu RPMI 1640 ou le pH est passé de
7+0,2 a 4+0,2 apres seulement 24 heures d’incubation a 37°C. Ceci pourrait étre di
au fait que le milieu RPMI 1640 est particulierement riche en acides aminés qui
pourraient étre utilisés par les levures comme source de carbone et d’azote pour la

fermentation et la production d’acides.

Ces résultats sont en accord avec ceux de Seghir et coll., (2015) qui ont montré que
sur milieu RPMI 1640, la biomasse des biofilms dépend de I'espéce bactérienne

co-formatrices de biofilms avec Candida albicans.
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Figure N°2 : pH des milieux de culture utilisés apres la formation des biofilms mixtes
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Troisieme partie Résultats et discussion

3. Effet de la supplémentation des milieux de culture en glucose sur la

formation de biofilms mixtes

Nous avons constaté que la quantité de biofilms produite dépend de la composition
du milieu de culture, c’est pourquoi, nous avons jugé nécessaire de mesurer la
biomasse des biofilms formés dans les milieux trypticase soja et BHIB additionnés de

glucose a 2%. Les résultats obtenus sont représentés sur les figures N°3 et 4.

Nous remarquons que l'addition de 2% de glucose aux milieux trypticase soja et
BHIB entraine une augmentation de la biomasse des biofilms formés par toutes les
associations testées. En effet, pour le milieu BHIB, les densités optiques passent de
0,34 a 0,41 pour l'association Candida albicans(1)/ Staphylococcus epidermidis(1),
de 0,36 a 0,43 pour l'association Candida albicans(2)/ Staphylococcus aureus(l),
de 0,36 & 0,39 pour I'association Candida albicans(3)/ Staphylococcus epidermidis(2)
et de 0,23 a 0,27 pour lassociation Candida albicans(3)/ Staphylococcus
epidermidis(3). En ce qui concerne le milieu trypticase soja, elles varient
de 0,4 a 0,43 pour I'association Candida albicans(1)/ Staphylococcus epidermidis(1),
de 0,43 a 0,71 pour l'association Candida albicans(2)/ Staphylococcus aureus(1),
de 0,33 a 0,51 pour l'association Candida albicans(3)/ Staphylococcus epidermidis(2)
et de 04 a 0,53 pour [lassociation Candida albicans(3)/Staphylococcus.

epidermidis(3).

Ces résultats sont en accord avec les travaux de Cerca et coll.,, (2008)
et de Suma et coll., (2016) qui ont révélé que Candida albicans forme plus de

biofilms en présence d’'une source de carbone importante.
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Résultats et discussion
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Figure N°3: Effet du glucose sur la formation des biofilms mixtes
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Figure N°4 : Effet du glucose sur la formation des biofilms mixtes sur milieu

BHIB.
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Troisieme partie Résultats et discussion

4. Effet du pH du milieu de culture additionné de glucose sur la formation

des biofilms mixtes

Les figures N°5 et 6 représentent la variation du pH des milieux Trypticase soja
et BHIB supplémentés de 2% de glucose au cours de la formation des biofilms par

Candida albicans/Staphylococcus sp.

Il ressort de ces figures que pour toutes les associations testées, la supplémentation
des milieux de culture en glucose entraine une diminution du pH pour les biofilms
formés aprés 24, 48 ou 72 heures d’incubation a 37°C. Cela pourrait étre expliqué
par la croissance en faveur des levures qui a été confirmée par une observation au

microscope optique.

Ces résultats sont en accord avec les travaux de Gow et coll., (2011) qui ont révélé
gue la présence d’une source de carbone (glucose) favorise la formation des hyphes

chez les levures, tout en diminuant le pH environnemental.
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Figure N°5 : Variation du pH du milieu Trypticase soja en présence et en

I’absence de glucose au cours de la formation de biofilms mixtes
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Troisiéme partie

Résultats et discussion

C.albicans (1)/S.epidermidis (1)

4 -
BHIB
T
o BHIBG
Z -
0 ‘ ;
24 48 72
Temps ( Heure)
C.albicans (3)/S.epidermidis (2)
8 -
6 -
:Ié_ 4 - H BHIB
H BHIBG
2 -
0

24 48 72
Temps ( Heure)

C.albicans (2)/S.aureus (1)

H BHIB
H BHIBG

24 48 72

Temps ( Heure)

C.albicans (3)/S.epidermidis (3)

W BHIB
H BHIBG

24 48 72
Temps ( Heure)

Figure N°6 : Variation du pH du milieu BHIB en présence et en I’absence de

glucose au cours de la formation de biofilms mixtes
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Canclusien générale




Quatriéme partie Conclusion générale

Dans le cadre des travaux de recherches entrepris au « laboratoire Antibiotiques,
Antifongiques : physico-chimie, synthése et activité biologique » sur la formation
des biofiilms mixtes, nous avons entrepris cette étude qui a porté
sur I'évaluation de l'effet du milieu de culture et du pH sur la formation des biofilms
mixtes (Candida albicans/Staphylococcus sp.) isolés des dispositifs médicaux du

CHU de Tlemcen. Il ressort de ce travail que:

e Les isolats de Candida albicans ont une capacité variable a produire des biofilms
in vitro avec les bactéries co-isolées du méme dispositif médical.

e La quantité des biofilms produit varie en fonction des souches, des especes, de
la composition du milieu de culture et du pH, ces facteurs jouent un role
primordial en favorisant la dominance des bactéries ou des levures.

e Les sources de carbone influencent la capacité d'adhésion de Candida albicans
et le développement de biofilms. Aprés I'ajout du glucose dans les deux milieux
Trypticase soja et BHIB, la biomasse de toutes les associations a augmente.

Pour compléter cette étude, il serait intéressant d’:

» Etudier le pouvoir de formation des biofilms mixtes par plusieurs especes
bactériennes et fongiques, dans différentes conditions physico-chimiques.

» Utiliser de nouveaux matériaux pour la colonisation des microorganismes
et a la formation de biofilm.

» Etudier la méthode phénotypique permettant de prédire la capacité d'une

souche a produire du biofilm.
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