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Résumé

L’objectif de notre travail a porté sur I'effet du milieu de culture ainsi que le pH sur la
formation de biofilms mixtes in vitro de Candida albicans/bactéries Gram négatives
isolées des dispositifs médicaux du Centre Hospitalo Universitaire de Tlemcen.

Les résultats obtenus ont montré que les levures Candida albicans ont le pouvoir de
former des biofilms mixtes avec toutes les espéces bactériennes co-isolées.
La quantité des biofilms produit varie en fonction des souches, des espéces, de la
composition du milieu de culture et de son pH.

Les sources de carbone favorisent la formation des hyphes de Candida albicans,

ce qui renforce I'adhésion des bactéries.

Mots-clés: Candida albicans, Bactéries Gram négatives, Biofilm mixte, Milieu de
culture, pH, Glucose.

Summary

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

The results obtained showed that Candida albicans yeasts have the ability to form
mixed biofilms with all co-isolated bacterial species. The quantity of biofilms produced
varies according to the strains, the species, the composition of the culture medium
and its pH.

Carbon sources favor the formation of hyphae of Candida albicans, which reinforces
the attachment of bacteria.

Keywords: Candida albicans, Bacteria Gram negative, Mixed biofilm, Culture
medium, pH, Glucose
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BHIB : Brain Heart Infusion Broth.

BHIBG : Brain Heart Infusion Broth additionné de glucose.
DO : Densité Optique.

PBS: Phosphate Buffer Saline.

RPMI 1640 : Roswell Park Memorial Institute Medium 1640.
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Premiere partie Synthese bibliographique

L’utilisation des dispositifs médicaux en milieu hospitalier a connu un essor important
ces derniéres décennies. Au cours d’'une hospitalisation, les patients sont exposés a
limplantation de cathéter vasculaire. Selon I'Organisation Mondiale de la Santé
(OMS), cet acte invasif est associé a un risque infectieux estimé a 60% (OMS, 2013).
Les microorganismes responsables d’infections associées aux soins proviennent de
la flore cutanée du patient, de I'environnement ou de la microflore exogene transitoire
véhiculée par le personnel hospitalier (De Chalvet De Rochemonteix, 2009).
C’est le cas des levures opportunistes appartenant au genre Candida, notamment
Candida albicans, l'espéce la plus virulente de ce genre (Yang, 2003).
En effet, malgré les mesures de précaution, 'ampleur des candidoses invasives ne
cesse d’augmenter, cela est d0 d’une part a I'émergence de nouvelles espéces
pathogenes. D’autre part a la résistance accrue de certains microorganismes aux
traitements habituels [(Kibber, 2007) ; (Pfaller et coll., 2008)].

La physiopathologie des candidoses est étroitement liée a l'utilisation de dispositifs
meédicaux qui offrent une surface pour l'adhésion des microorganismes et la

formation d’un biofilm (Lebeaux et coll., 2014).

Il s’agit d’'une communauté polymicrobienne fixée a une surface inerte ou vivante,
enchassée dans une matrice exopolymérique adhésive et protectrice qui peut

occuper jusqu’a 75% du volume d’un biofilm mature (Bueno, 2014).

Par alilleurs, les bactéries présentes dans le méme milieu que Candida albicans
peuvent interagir avec elle pour former des biofilms mixtes (Pruitt et coll., 1998).

Les trois espéces bactériennes souvent co-isolées avec cette levure sont
Staphylococcus  epidermidis, Enterococcussp et Staphylococcus aureus
(Klotz et coll., 2007).

Ces biofilms constituent un réservoir infectieux pour un éventail de micro-organismes
pathogenes, ce qui nécessite des stratégies complexes de traitements

antimicrobiens.

Ces structures poly-microbiennes constituent une barriére physique qui empéchent la
pénétration efficace des antimicrobiens, conférant ainsi a ces communautés, une

plus grande résistance aux traitements habituels (Hall-stoodley et coll., 2004).
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Le biofilm n’est pas un milieu homogéne, mais un environnement qui présente
souvent une architecture complexe, trés variable selon les especes qui le composent
et les conditions environnementales [(Stoodley et coll., 1994) ; (Sutherland, 2001)].
Son développement est en grande partie lie a la production de la matrice
extracellulaire par les micro-organismes. Cette derniere est composée
essentiellement d’eau (jusqu’a 97 %), de polyméres polysaccharidiques, de produits
de dégradation et de substances provenant du milieu extérieur.
Nous y trouvons également 'ADN, 'ARN et les lipides (Sutherland, 2001).

La structure du biofilm est fortement influencée par plusieurs parametres, tels que la
température et la composition du milieu (Kumamoto, 2002). Ces facteurs affectent
plusieurs genes, qui sont ainsi exprimés differemment lors de la formation du biofilm

et de la croissance sous forme planctonique.

Il est important de noter qu’afin de former un biofilm mixte, Candida albicans
et les bactéries doivent maintenir un équilibre qui bascule de la synergie
a l'antagonisme selon les parametres physico-chimiques du milieu environnant

a savoir, la composition et le pH du milieu de culture ainsi que la température.

En effet, en 2010, Diana et ses collaborateurs, ont montré que I'adhésion de
Candida albicans aux surfaces est favorisée par certaines bactéries a Gram
négatif telles que Escherichia coli qui augmente I'adhésion des levures a la
muqueuse vésicale dans les infections urinaires, il s’agit d’'une relation de

synergie.

La synergie peut étre également métabolique comme le cas de la capacité des
levures a métaboliser le glucose disponible, ce qui module le pH du milieu et le rend
favorable a certaines bactéries (Romano et Kolter, 2005). En effet, les bactéries du
genre Streptococcus excrétent le lactate qui peut étre utilisé comme source de
carbone par les levures (Holmes et coll., 2006).

La synergie n’est pas la seule forme d’interaction entre les levures et les bactéries.
Plusieurs études ont mis en évidence un antagonisme entre Candida albicans et
Pseudomonas aeruginosa, malgré qu'un biofilm mixte formé par ces deux
pathogenes comporte toutes les formes morphologiques de Candida (Thein et coll.,
2009).
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En 1985, Kennedy et Volz, ont montré que la colonisation par Candida albicans et
Pseudomonas aeruginosa peut étre modifiée a différents niveaux. Il s'agit d'une
compétition pour les sites d'adhérence sur des fragments de la muqueuse qui sera
suivie de la formation d’'une couche dense par la flore normale inhibant 'adhésion de
Candida. De méme, en 2014, Méar et ses collaborateurs ont montré que la
filamentation de Candida albicans est réprimée par la pyocyanine, une molécule

de quorum sensing produite par Pseudomonas aeruginosa.

Par ailleurs, I'étude au microscope €électronique a balayage réalisée par Seghir et
ses collaborateurs en 2015, a montré que les biofilms mixtes formés dans le milieu
Brain Heart Infusion Broth (BHIB) sont a majorité bactérienne, alors que ceux formeés
dans le Roswell Park Memorial Institute Medium (RPMI) présentent un équilibre entre
les deux microorganismes (levures/bactéries). Etant donné que ces deux milieux
présentent la méme concentration en glucose, cette différence structurale est
probablement due a la richesse du RPMI en ions métalliques qui favorisent
'attachement des levures aux surfaces [(Cutler et coll., 1990) ; (Klotz et coll.,,
1993)].

Le pH du milieu de culture est un facteur qui doit étre également pris en compte lors
de la formation des biofilms mixtes, car selon Wagner et Ottesen, (1982), le pH
optimal pour I'attachement des espéces de Candida doit étre compris entre 6 a 7.
Tous ces parametres modulent la formation de biofilms mixtes qui reste fortement
dépendante des interactions entre les espéces microbiennes présentes dans le
milieu.

Partant de toutes ces données, nous avons entrepris cette étude qui porte sur
I'évaluation de l'effet de la composition du milieu de culture sur la formation de
biofilms mixtes in vitro par Candida albicans/bactéries Gram négatives isolées de

dispositifs médicaux du CHU de Tlemcen.
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Deuxieme partie Matériel et méthodes

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

Tlemcen.

1. Matériel

1.1. Microorganismes

Pour la formation des biofilms mixtes Candida albicans/bactéries Gram négatives,
nous avons utilisé une collection de dix (10) souches de Candida albicans et douze
(12) bactéries dont (03) Escherichia coli, (4) Proteus mirabilis, (2) Acinetobacter
baumannii, (2) Providencia stuartii et (1) klebsiella pneumoniae co-isolées des
dispositifs médicaux des services de neurologie médicale, et d’anesthésie-

réanimation au CHU de Tlemcen.

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

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

Afin de tester I'effet du milieu de culture sur la formation des biofilms mixtes, quatre
milieux de composition et de pH différents sont utilisés dont 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



https://fr.wikipedia.org/wiki/Escherichia_coli
https://en.wikipedia.org/wiki/Providencia_stuartii
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» Brain Heart Infusion Broth (BHIB)

Composants g/L
Cerveau de veau 12,5
Coeur de boeuf 5
Peptone 10
Chlorure de sodium 5
D(+) Glucose 2
Phosphate disodique 2,5
» Sabouraud liquide
Composants g/L
Glucose 20
Peptone 10
Extrait de levure 3
» 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
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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
LL-Valine 0,02
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
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Nous avons également utilisé le milieu BHIB et le trypticase de soja additionnés de
2% de glucose.

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 pH7,4, 10mM (PBS) puis ressuspendu 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 ressuspendu 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 (Ibrra-trujillo et coll., 2012)

Pour la formation des biofiims multi-especes Candida albicans/bactéries Gram
négatives, nous avons suivi le protocole d'lbrra-trujillo et coll., (2012) qui consiste
a introduire 50uL de la suspension levurienne et 50uL d’'une suspension bactérienne
dans chaque puits d’'une microplaque a 96 puits. Cette derniére est ensuite scellée

puis placée dans une étuve a 37°C pendant 24, 48 et 72 heures.

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 laves trois

fois avec du PBS pH 7,4, 10mM. 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 microplague. 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) (Le6n-Romero et coll., 2015).
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La densité optique est lue a 570nm a l'aide d’'un lecteur de microplaques (BioTek
FLx800). L’intensité de la coloration est proportionnelle a la biomasse du biofilm

formé.
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Troisieme partie Résultats et discussion

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

biofilms mixtes Candida albicans/ bactéries Gram négatives

Les densités optiques relatives aux quantités des biofilms mixtes (Candida
albicans/bactéries Gram négatives) formés dans les quatre milieux de culture aprés

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

Nous remarquons que les densités optiques mesurées apres 48 heures d'incubation
((biofilm mature) pour la plupart des biofilms mixtes sont les plus importantes que

celles lues aprés 24 et 72 heures.

Les biofilms formés par les cinq associations testées sur milieu trypticase soja
présentent les biomasses les plus importantes. Il est a noter que la biomasse dépend
de l'espéce bactérienne associée a Candida albicans dans le biofilm. En effet, la
densité optique du biofilm mixte formé sur milieu trypticase soja est de 0,63 pour
Candida albicans(l)/Providencia  stuarti et de 0,4 pour Candida

albicans(4)/Acinetobacter baumannii.

Ces résultats sont en accord avec plusieurs travaux antérieurs qui ont montré que
dans un biofilm mixte, les bactéries sont capables de modifier I'environnement
physico-chimique qui est responsable de la transition entre la forme hyphe et la
forme levure de Candida albicans et d’inhiber la croissance des levures par la
sécrétion de toxines [(Wargo et Hogan, 2006) ; (Buu et Chen, 2014)].

Dans le milieu RPMI, les densités optiques lues a 570nm sont plus importantes pour
les biofilms de 24 heures et ceci quel que soit 'association testée. Nous constatons
également que les DO des biofilms mixtes de Candida albicans associés aux cing

bactéries sont différentes.

Les observations microscopiques que nous avons effectuées ont mis en évidence
une dominance de levures. Ceci est probablement lié a la richesse du milieu RPMI
en ions métalliques qui conditionnent 'adhésion des levures aux surfaces (Fletcher
M, 1988).

12
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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 Résultats et discussion

Les densités optiques lues & 570nm pour le biofilm mixte formé par I'association
Candida albicans(1)/E. coli dans les milieux BHIB et RPMI sont identiques apres 24,
48 et 72 heures d’incubation a 37°C.

Par ailleurs, les biofiilms mixtes formés par les associations Candida
albicans(3)/Proteus mirabilis et  Candida albicans(3)/ Klepsiella pneumoniae
présentent des densités optiques respectives de 0,53 et 0,45. Ce résultat va dans le
méme sens que celui de Lynch et Robertson (2008) qui ont montré que I'adhérence
de Candida albicans dépend de I'espéce bactérienne présente dans le milieu et de

son interaction avec la levure.

Contrairement aux autres milieux testés, le Sabouraud liquide présente la plus faible
quantité en biomasse et ceci pour la plupart des souches étudiées a I'exception de
Candida albicans(4)/Acinetobacter baumannii. Ce résultat est en accord avec celui
de Kuhn et ses collaborateurs (2002) qui ont montré que la capacité de formation
des biofilms varie en fonction du genre des levures et aussi entre les espéeces d’'un

méme genre.

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

Le pH est un facteur important, qui doit étre pris en compte lors de I'étude de
'adhésion des microorganismes pour former les biofilms. Les données de la
littérature ont montré que le pH optimal pour I'attachement des espéces de Candida
varie de 6 a 7 [(Sobel et coll., 1981) ; (Wagner et Ottesen, 1982)]. De ce fait, il
nous a paru nécessaire de mesurer le pH du milieu de culture apres la formation des

biofilms mixtes.

La figure N°2 regroupe les résultats des pH des milieux de culture mesurés apres la

formation des biofilms mixtes.
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Figure N°2 : pH des milieux de culture mesurés apres la formation du biofilm mixtes.
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Nous constatons que la formation des biofilms mixtes par les différentes associations
est a l'origine d’'une légere variation des pH des milieux Trypticase soja, BHIB et
RPMI 1640 par rapport au pH témoin (7 £ 0,2) aprés 24, 48 et 72 heures d’incubation
a 37°C. En revanche, aucune variation du pH n’est observée pour le biofilm Candida

albicans(1)/P. stuartii formé sur milieu RPMI.

Il est important de noter que le pH du milieu Sabouraud reste inchangé (5,6 + 0,2)
pour toutes les associations testées méme pour les biofilms de 72 heures.
Rappelons que ce milieu est préconisé pour la croissance des levures. Ceci a été
confirmé par les observations microscopiques que nous avons réalisé et ont montré

une dominance des levures.

Le pH du milieu environnant modifie la charge de surface des microorganismes ainsi
gue celle des supports solides ce qui peut avoir comme conséquence une réduction
ou une augmentation des interactions électrostatiques répulsives défavorables a
'adhésion [(Hamadi et coll., 2004) ; (Boutaleb, 2007)].

3. Effet du glucose sur la formation des biofilms mixtes

Selon Buu et coll., (2014), la formation des biofilms est fortement influencée par la
concentration du glucose du milieu de culture. C’est pourquoi, il nous a paru
nécessaire de tester la formation des biofilms mixtes par toutes les associations sur
milieux trypticase soja et BHIB additionnés de 2% de glucose.

Les résultats obtenus sont regroupés sur les figures N°3 et 4.

Nous remarquons que I'addition de 2% de glucose au milieu de culture induit une

nette augmentation des densités optiques.

En effet, 'addition de 2% de glucose au milieu Trypticase soja entraine une
augmentation des densités optiques qui passent de 0,51 a 0,6 pour l'association
Candida albicans(1)/P. stuartii, de 0,5 a 0,54 pour l'association Candida albicans(3)/
K. pneumoniae, de 0,33 a 0,51 pour l'association Candida albicans(3)/P. mirabilis et
de 0,4 a 0,51 pour l'association Candida albicans(4)/A. baumannii.

Par ailleurs, pour le milieu BHIB, les densités optiques vont de 0,38 a 0,43 pour
l'association Candida albicans(1)/P. stuartii, de 0,28 a 0,35 pour Candida

albicans(3)/K. pneumoniae, de 0,28 a 0,33 pour l'association Candida albicans(3)/P.

16



Troisieme partie Résultats et discussion

mirabilis et de 0,3 a 0,34 pour l'association Candida albicans(4)/A. baumannii

lorsqu’il est supplémenté de 2% de glucose.
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Figure N°3 : Effet du glucose sur la formation des biofilms mixtes sur milieu

trypticase soja.
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Figure N°4 : Effet du glucose sur la formation des biofilms mixtes sur milieu
BHIB

17



Troisieme partie Résultats et discussion

Ces résultats sont en accord avec les données de la littérature qui ont montré que
Candida albicans forme plus de biofilms en présence d’'une source importante en

carbone (Suma et coll., 2016).

De plus, Moryl et ses collaborateurs (2013) ont démontré que la composition et la
qguantité de la matrice polysaccaridique d'un biofilm, dépendent d’'une source de
carbone comme le glucose, mais peuvent également empécher I'adhésion par
I'occupation des sites d’adhésion des levures.

En revanche, pour I'association Candida albicans (1)/Escherichia coli, I'addition de
2% de glucose aux deux milieux de culture n’induit aucune augmentation de la
biomasse du biofilm. Ce résultat corrobore les travaux de Hancock et ses
collaborateurs (2011) qui ont montré que les souches d'E. coli répondent
diffefremment aux changements de conditions de croissance lors de la formation de

biofilms.

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

biofilms mixtes

Les résultats relatifs a I'effet du pH des milieux de culture additionnés de glucose
utilisés pour la formation du biofilms mixtes sont présentés sur les figures N°5 et
N°6.

Il ressort de ces figures que la supplémentation du milieu de culture de 2% de
glucose, induit une baisse du pH, qui devient favorable pour la croissance des
levures. Cette interaction avantageuse peut étre expliquée par la capacité de la
levure a métaboliser le glucose, et a modifier le pH du milieu (Romano et Kolter,
2005). De plus, Boonyanit et ses collaborateurs en (2011), ont montré que les
levures du genre Candida peuvent produire des acides par fermentation du glucose,

ce qui entraine une acidification des milieux de culture.
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Figure NO°5 : Variation du pH du milieu de culture Trypticase soja en présence et en absence de glucose au cours de

la formation des biofilms mixtes.
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Quatrieme partie Conclusion générale

Notre travail a porté sur I'évaluation de I'effet du milieu de culture et du pH sur la
formation des biofilms mixtes Candida albicans/bactéries Gram négatives isolés des
dispositifs médicaux du CHU de Tlemcen.

Il ressort de ce travail que :

» Les isolats de Candida albicans, ont le pouvoir de former des biofilms mixtes
avec les bactéries. La quantité des biofilms produite varie en fonction des
especes, de la composition du milieu de culture et de son pH.

= Une compétition a été observée entre levures et bactéries formant les biofilms
mixtes dont la composition du milieu et le pH jouent un réle en favorisant la
dominance de 'un sur l'autre.

= L'addition de 2% de glucose aux milieux Trypticase soja et BHIB induit une
augmentation de la biomasse pour toutes les associations.

Pour compléter cette étude, il serait souhaitable d’ :

» Etudier le pouvoir de formation des biofilms mixtes par plusieurs espéces
bactériennes et fongiques, dans différentes conditions physico-chimigues.
» Evaluer le potentiel de ces souches a former des biofilms mixtes a différentes

forces ioniques du pH du milieu de culture.
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