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Résumé

Les biofilms sont des communautés de micro-organismes en contact avec une surface biotique ou
abiotique. Bien que bénéfiques dans la plupart des environnements, les biofilms bactériens se
développant sur des implants ou lors d’infections chroniques constituent des réservoirs de
pathogenes a I’origine de nombreuses infections nosocomiales. Malgré la mise en ceuvre de mesures
préventives, les biofilms sont difficiles a éradiquer en raison de leur tolérance caractéristique a des
doses élevées d’antibiotiques. Pour contrer cette menace des biofilms et réduire le taux d'infections,
une approche verte est privilégiée, exploitant les molécules bioactives produites par des micro-
organismes pour la synthése de nanoparticules.

L'objectif de cette étude était d’isoler les souches bactériennes Gram positives provenant des
dispositifs médicaux, déterminer leur aptitude a former des biofilms, et d'examiner I'efficacité des
nanoparticules biosynthétisées dans I'inhibition de ces biofilms.

Pour ce faire, des échantillons ont été préleves sur divers dispositifs médicaux aupres de 24 patients
hospitalisés dans différents services. Les souches bactériennes ainsi obtenues ont été purifiées,
identifiées par des tests morphologiques et biochimiques. La méthode de plaque de culture de tissus
(TCP) a été employée pour évaluer la formation du biofilm. Des nanoparticules d'argent ont été
biosynthétisées et purifiées afin d’évaluer leur activité antimicrobienne et antibiofilm.

Dans cette étude, 17 souches bactériennes Gram-positive ont été obtenues a partir de prélévements
cliniques. L'investigation de leur aptitude a former un biofilm a révélé neuf souches faiblement
formatrices du biofilm, six souches se sont avérées moderément formatrices, et seulement deux
souches ont démontrés une forte aptitude a former un biofilm. En outre, des nanoparticules d'argent
ont été synthétisées a partir de micro-organismes. Les tests ultérieurs ont mis en évidence une
activité antibactérienne et antibiofilm remarquable de ces nanoparticules contre les souches
fortement formatrices de biofilm.

Ces résultats démontrent que I’efficacité biologique des nanoparticules biosynthétisées offre la
possibilité de les intégrer dans la composition de produits biomédicaux et pharmaceutiques. Leur
potentiel en tant qu’alternative prometteuse pour lutter contre les infections liées aux biofilms
bactériens sur les dispositifs médicaux est mis en évidence. Cette étude ouvre la voie a des stratégies
innovantes pour prévenir et traiter les infections associées aux soins, offrant ainsi de nouvelles
perspectives dans le domaine de la santé publique et de la sécurité des patients.

Mot clés : Biofilm, Dispositifs médicaux, Bactérie Gram Positive, Nanoparticules



Abstract

Biofilms are communities of microorganisms in contact with a biotic or abiotic surface. Although
beneficial in most environments, bacterial biofilms developing on implants or during chronic
infections serve as reservoirs of pathogens, causing numerous nosocomial infections. Despite the
implementation of preventive measures, biofilms are difficult to eradicate due to their characteristic
tolerance to high doses of antibiotics. To counter this biofilm threat and reduce the infection rate, a
green approach is favored, utilizing bioactive molecules produced by microorganisms for the
synthesis of nanoparticles.

The objective of this study was to isolate Gram-positive bacterial strains from medical devices,
determine their ability to form biofilms, and examine the efficacy of biosynthesized nanoparticles
in inhibiting these biofilms.

To achieve this, samples were collected from various medical devices from 24 hospitalized patients
in different wards. The bacterial strains obtained were purified and identified through morphological
and biochemical tests. The Tissue Culture Plate (TCP) method was employed to evaluate biofilm
formation. Silver nanoparticles were biosynthesized and purified to assess their antimicrobial and
antibiofilm activity.

In this study, 17 Gram-positive bacterial strains were obtained from clinical samples. Investigation
of their biofilm-forming ability revealed 9 weak biofilm formers, six moderate biofilm formers, and
only two strong biofilm formers. Additionally, silver nanoparticles were synthesized from
microorganisms. Subsequent tests demonstrated remarkable antibacterial and antibiofilm activity of
these nanoparticles against the strong biofilm-forming strains.

These results demonstrate that the biological efficacy of biosynthesized nanoparticles offers the
potential for their integration into biomedical and pharmaceutical products. Their potential as a
promising alternative to combat bacterial biofilm-related infections on medical devices is
highlighted. This study paves the way for innovative strategies to prevent and treat healthcare-
associated infections, thus offering new perspectives in the field of public health and patient safety

Keywords: Biofilm, Medical devices, Gram-positive bacteria, Nanoparticles
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Chaque procedure invasive impliquant un corps étranger expose le patient a divers risques de
complications, parfois dues a des défaillances des dispositifs, a des dommages aux tissus ou a
la technique d’implantation (Safdar & Maki, 2002). Les infections liees aux dispositifs
médicaux provoquent un probléme grave dans la santé publique souvent associées a la
formation de biofilm (Millar et al., 2023).

Les biofilms peuvent entrainer des complications, telles que des infections localisées a
I'extrémité du cathéter, des infections de la circulation sanguine et des septicémies
potentiellement mortelles. Ces complications peuvent prolonger la durée de I'hospitalisation,
augmenter les colts de soins de santé et causer une morbidité et une mortalité significatives
chez les patients (Dicko et al., 2022).

Le biofilm est une structure complexe composée de bactéries enchevétrées dans une matrice
extracellulaire constituée de polysaccharides, de protéines et de composants cellulaires. Cette
matrice protege les bactéries du systeme immunitaire de I'hote et limite I'efficacité des
antibiotiques, ce qui rend, par la suite, les infections a biofilm particuliérement difficiles a
traiter (Chadha et al., 2023)

Pour cette raison, des approches innovantes offrant des solutions pour inhiber ou éliminer les
biofilms. Parmi ces approches, la nanotechnologie, en évolution rapide offre de nombreux
avantages dans divers domaines tels que la médecine, I'industrie, I'agriculture et la biologie
(Khatoon et al., 2018). Cette nouvelle discipline a suscité I'intérét des scientifiques du monde
entier pour la production de diverses nanoparticules.

Les nanoparticules sont des structures de petite taille, leur taille varie entre 1et 100 nm (Silva-
Santana et al., 2016). Les nanoparticules a base de métal ont attiré plus d'attention en raison
de leurs propriétés exceptionnelles résultant de leur taille et de leur forme. Les nanoparticules
a base de métal comprennent les nanoparticules d'oxyde de fer, les nanoparticules de cuivre,
les nanoparticules d'argent, les nanoparticules de titane, etc. Parmi celles-ci, les nanoparticules
d'argent (AgNPs) ont suscité plus d'intérét en raison de leurs propriétés uniques notamment
leur bio-activité et leur conductivité(Paramanantham et al., 2019).

Les nanoparticules d'argent (AgNPs) peuvent étre synthétisées par différents méthodes. La
synthése biologique, ou "synthése verte", est particulierement recommandée pour son respect
de I'environnement et la biocompatibilité élevée des AgNPs produites. Cette méthode utilise
les bactéries, agissent comme agents réducteurs pour transformer les ions d'argent en

nanoparticules (Malheiro & Simdes, 2016).
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Les nanoparticules d'argent bio synthétisées présentent diverses applications. Elles sont dotées
d’un fort potentiel biologique qui leurs conférent une forte activité antimicrobienne. Elles
peuvent étre utilisées pour nettoyer les surfaces et éliminer les biofilms:

Afin de mieux comprendre ce phénomeéne notre travail a pour objectifs :

e L’isolement des souches bactériennes a Gram positif provenant des dispositifs
médicaux de différents services du CHU de Tlemcen.

e L’évaluation de la formation de biofilms par la méthode TCP.

o Labiosynthése des nanoparticules d'argent (AgNPs).

e L’examinassions de I’efficacité des nanoparticules biosynthétisées dans I’inhibition de

ces biofilms.
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Chapitre 1 : Les infections associes aux soins de santé liées aux dispositifs médicaux

1. Les dispositifs médicaux
1.1 Définition

L’organisation mondiale de la santé estime qu’entre 5 et 30 % des patients hospitalisés dans le
monde contractent une ou plusieurs infections, causant une charge de morbidité et de mortalité
extrémement élevée, dont 10% de ces infections sont associées aux soins de santé (IAS)
(Adams et al., 2010). La plupart des infections associer aux soins sont associées aux dispositifs
médicaux. Ces derniers englobent divers instruments, équipements et produits destinés a des
usages médicaux chez I'hnomme (Huot, 2012), par exemple : cathéter vasculaire, sonde

vesicule, incubation trachéal, valve cardiaque...(Dicko et al., 2022).

1.2 Classification des dispositifs médicaux
Le Bureau des matériels médicaux de la Direction des produits thérapeutiques (DPT), Santé
Canada, a défini quatre classes de dispositifs en fonction du niveau de contréle nécessaire pour

garantir leur sécurité et leur efficacité (Khatoon et al., 2018) (figure 1) :

Classe | : Présente un faible risque pour les patients tels que les instruments chirurgicaux ou

les matériaux dentaires.

Classe 1A : Requiert une déclaration du fabricant sur la sécurité et I'efficacité du dispositif,
comme les lentilles de contact, les échographes ou les cathéters médicaux.

Classe 11B : Implique un risque plus élevé pour le patient, par exemple avec des implants

orthopédiques, les machines d’hémodialyse ou les filets chirurgicaux.

Classe 111 : Présente le plus grand risque potentiel et est donc soumise a un examen
approfondi et a une approbation réglementaire préalable a la commercialisation, dispositifs

d'assistance ventriculaire
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Figure 1 : Les classes de dispositifs médicaux en fonction du niveau de risques selon

Direction des produits thérapeutiques (Ramasamy et Lee, 2016).

2. Les infections sur les dispositifs médicaux

Les dispositifs médicaux sont désormais essentiels dans les soins hospitaliers, mais ils sont
également responsables de plus de 850 000 infections liées chaque année (Stamm et Seattle,
1978).Ces infections peuvent étre particulierement graves dans les populations a haut risque,
telles que les patients immunodéprimés ou ceux souffrant de maladies chroniques (Azeredo et
al., 2017) ils surviennent lorsque les dispositifs endommagent ou traversent les barrieres
protectrices du corps, provoquant la croissance microbienne en servant de réservoirs (la
formation de biofilms), perturbant les défenses naturelles de l'organisme, et peuvent
contaminer directement les patients s'ils sont eux-mémes infectés(Stamm et Seattle,
1978)(figure2).
2.1 Les infections liées a la présence d’un cathéter urinaire

Les infections urinaires associées aux cathéters (IUAC) sont fréquentes (70-95% des infections
urinaires) et touchent plus d'un million de patients annuellement. Elles surviennent chez les
individus cathétérisés pendant plus de deux jours, posant ainsi un grave probléme de santé
publigue en raison de leur prévalence et de leurs conséquences (Asmare et al., 2024).

Les infections urinaires associées aux cathéters (IUAC) résultent de I'adhésion des bactéries et
de la formation de biofilms sur la surface du cathéter, favorisant des organismes tels que

Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Escherichia coli,
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Pseudomonas mirabilis, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae et d'autres (Asmare
et al., 2024). Chaque jour de cathétérisme accroit les risques de 10 %. Les cathéters a long
terme (>28 jours) présentent un risque d'infection pratiquement certain. Les facteurs de risque
incluent I'age, le sexe, I'immunité, le diabete, les interventions orthopédiques, les troubles
neurologiques et les soins inadéquats. Les bactériuries se développent a 3-10 % par jour,
atteignant 100 % aprés 30 jours. Les causes supplémentaires comprennent la colonisation du
sac de drainage, les infections ailleurs, la colonisation du méat urétral et les erreurs de soins.
La gestion des risques IUAC nécessite une attention particuliére aux protocoles d'hygiéne, a la
surveillance des patients et a la recherche de nouvelles approches pour prévenir ces infections

graves(Donlan, 2001).

1.1. Les infections liées a la présence d’un cathéter

Les cathéters veineux, essentiels en milieu médical, sont vulnérables aux infections séveéres,
souvent causeées par des microorganismes comme les Staphylocoques et Pseudomonas
aeruginosa. Ces infections peuvent survenir par diverses voies : migration de la flore cutanée,
manipulation ou injections contaminées, et bactériémies secondaires. Pour prévenir ces
complications, des protocoles d'hygiene stricts et des pratiques de manipulation rigoureuses
des cathéters sont essentiels. Une gestion efficace des risques d'infection exige une vigilance
accrue, surtout en cas de longs séjours hospitaliers, pour garantir la sécurité des patients et
minimiser les complications associées aux cathéters veineux [(Donlan, 2001) ; (Lebeaux et
Ghigo, 2012)].

En plus des infections associées aux sondes urinaires et a la présence de cathéters, d'autres
dispositifs médicaux peuvent également étre des vecteurs d'infections. Par exemple, les
dispositifs intraveineux, tels que les lignes centrales et périphériques, sont souvent associés a
des infections sanguines associées au soins. Les ventilateurs mécaniques, utilisés pour aider a
la respiration, peuvent provoquer des pneumonies associées a la ventilation. De méme, les
implants chirurgicaux, comme les protheses articulaires et les dispositifs cardiaques, peuvent
étre sujets a des infections, surtout en cas de contamination durant l'intervention chirurgicale.
Ces infections nosocomiales représentent un défi majeur pour les établissements de santé,
nécessitant des protocoles rigoureux de désinfection et des pratiques d'hygiene strictes pour

minimiser les risques.
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Figure 2 : Principales infections associées aux dispositifs médicaux implantés (Lebeaux et Ghigo, 2012)

3. Les risques infectieux des dispositifs médicaux

Les biofilms ont une grande importance pour la santé publique en raison de leur réle dans

certaines maladies infectieuses et de leur importance dans diverses infections liées aux

dispositifs. En fait, plus de 60% des complications liées a I'hdpital et jusqu'a 80% des déces

liés a l'infection sont attribuables aux infections a biofilm, et pres de 80% des bactéries

pathogénes connues ont été impliquées dans des infections liées aux dispositifs. Ces infections,

sont dues respectivement a des agents pathogénes multirésistants, représentant prées de 26% et

22% de toutes les infections liées aux soins de santé. Les microorganismes tels que les

corynébactéries a Gram positif, Staphylococcus aureus, les entérocoques, ainsi que les



Synthése bibliographique

staphylocoques a coagulase négative, y compris aussi les bactéries a gram negatifs les genres
Pseudomonas, Serratia et Acinetobacter, sont le plus souvent associées aux infections
chroniques liées aux dispositifs médicaux [(Ramasamy et Lee, 2016) ; (Anju et al., 2019) ;
(Srivastava et al., 2019)] :

3.1 Staphylococcus Spp

Les staphylocoques comprennent un genre diversifié d'organismes commensaux a Gram positif
et non mobiles qui habitent la peau et les muqueuses des humains et d'autres mammiferes.
Staphylococcus peut étre classé en especes coagulase positives et négatives en fonction de leur
capacité a produire I'enzyme coagulase. L'enzyme coagulase produite par les Staphylocoques
a coagulase positive provoque la coagulation du sang, En général, les staphylocoques sont des
membres bénins de la flore naturelle, mais de nhombreuses espéces ont la capacité d'étre des
agents pathogenes opportunistes, infectant principalement les individus qui ont des dispositifs
médicaux ou sont autrement immunodéprimés. S. aureus et S. epidermidis sont une source
majeure d'infections associées aux dispositifs médicaux telles que les cathéters intraveineux,
aux cathéter urinaires etc.. [(Riedel et al., 2019) ; (Marta Setiabudy et al., 2023)].

3.1.1 Staphylococcus aureus

Les infections bactériennes sont la deuxieme cause de mortalité mondiale. Parmi les bactéries

responsables, cing, dont Staphylococcus aureus, contribuent a plus de la moitié des déces. En
effet, il est responsable a lui seul de 1,1 million de décés en 2019 (Peng et al., 2023),
Staphylococcus aureus est un pathogene opportuniste capable de provoquer des infections
superficielles localisées jusqu'a des maladies graves profondes. Est une fréquemment
responsable d'infections liées a des corps étrangers comme les cathéters veineux centraux, les
valves cardiaques mécaniques et les cathéters urinaires. Sa capacité a produire une matrice
extracellulaire et a former des biofilms constitue ses principaux facteurs de virulence. Parmi
les principales souches responsables des infections associées aux soins, on retrouve les souches
résistantes aux antibiotiques de Staphylococcus aureus. Ces infections, tant aigués que
chroniques, des défis importants en matiére de traitement et de gestion des infections liée aux
soins (Kara Terki et al., 2020).

3.1.2 Staphylococcus epidermidis
Staphylococcus epidermidis est une espéce de staphylocoque négatif a la coagulase, résidant
sur la peau et les muqueuses, telles que les narines, le tractus gastro-intestinal et le tractus

reproductif inférieur. En tant que pathogéne, S. epidermidis est responsable d'une large gamme
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de maladies, y compris des infections graves mettant la vie en danger. De plus, S. epidermidis
est associé aux infections liées aux biofilms sur les implants médicaux, L'aptitude de S.
epidermidis a provoquer des infections persistantes liées aux dispositifs médicaux est
largement attribuée a sa presence ubiquitaire sur la peau humaine et a sa capacité a adhérer
rapidement et a former des biofilms robustes sur les dispositifs. Et constitue la cause la plus
fréquente d'infections associées aux cathéters veineux centraux et aux infections associées aux
cathéters sanguins. Les infections a S. epidermidis sont souvent difficiles a traiter en raison de
leur croissance robuste de biofilm [(Sureshkumar et al., 2018) ; (Fisher et al., 2024)].

3.2 Micrococcus spp.

Les espéces du genre Micrococcus et d'autres genres étroitement apparentés sont généralement
considérées comme des saprophytes inoffensifs qui habitent ou contaminent la peau, les
mugqueuses et possiblement I'oropharynx. Cependant, elles peuvent devenir des pathogénes
opportunistes chez les personnes immunodéprimées. Ces bactéries ont été associées a diverses
infections, y compris des bactériémies, des infections liees aux cathéters veineux. Elles ont
également €té isolées d'échantillons sanguins et chirurgicaux chez certains patients atteints de
maladies infectieuses. M. luteus a été identifié comme agent responsable dans des cas d'abces
intracraniens, de pneumonie, d'arthrite septique, d'endocardite et de méningite [(Magee et al.,
1990) ; (Martin et al., 2019)].

10
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Chapitre 2 : Biofilm sur les dispositifs médicaux

1. Le biofilm bactérien

En conditions naturelles, les microorganismes peuvent vivre sous forme libre ou planctonique,
mais le plus souvent sont retrouveés en communautés pluricellulaires, plus ou moins complexes,
a un ou plusieurs types d’organismes. De telles communautés microbiennes peuvent
éventuellement adhérer a une surface. La coexistence de ces microorganismes et leurs
comportements coopératifs entre eux, ont pour effet I’apparition de nouvelles fonctions au sein
de la communauté microbienne. On appelle ces organisations ; des biofilms.

Le biofilm est défini comme des populations de microorganismes adhérées a une surface
biotique ou abiotique par I’intermédiaire d'une matrice extracellulaire autoproduite. Cette
matrice extracellulaire prend la forme d’un réseau de structure tridimensionnelle complexe,
compos¢ d’exopolysaccharides, d’ADN extracellulaire, de protéines et est susceptible de
piéger des éléments provenant de I’environnement tel que des particules inorganiques (John et
al., 2022).

La formation de biofilm semble étre un mécanisme de survie ancien qui offre aux micro-
organismes de meilleures options par rapport a leurs cellules planctoniques, y compris une
capacité accrue de croitre dans des environnements oligotrophes, un acces plus grand aux
ressources nutritionnelles, une survie améliorée aux biocides, une productivité et des
interactions d’organismes améliorées, ainsi qu’une plus grande stabilité environnementale.

(Muhammad et al., 2020).

2. Caractéristique des biofilms

Les biofilms se distinguent par leur structure tridimensionnelle complexe, composée de
microorganismes enchassés dans une matrice extracellulaire, leur confere une résistance accrue
aux conditions environnementales défavorables (Flemming et Wingender, 2010). IIs favorisent
les interactions intercellulaires et la communication cellulaire grace a des mécanismes tels que
le quorum sensing, (Nadell et al., 2009). De plus, les biofilms se former sur une grande variété
de surfaces, abiotiques (comme les surfaces de dispositifs médicaux) ou biotiques (comme les
tissus humains), ce qui les rend omniprésents et difficilement éliminables (Hall-Stoodley et al.,
2004). Enfin, les biofilms peuvent moduler leur métabolisme en réponse aux changements
environnementaux, passant d'un état de croissance active a un état de dormance (grande

adaptabilité et une capacité de survie) (Stewart et Franklin, 2008).

11
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3. Principales étapes de la formation du biofilm

La formation du biofilm est un processus complexe qui peut étre segmenté en quatre phases
distinctes : 1’attachement cellulaire ou 1’adhésion réversible, la colonisation et la formation du
biofilm, la maturation et la dispersion (John et al., 2022). Chaque phase présente des
caractéristiques rhéologiques uniques, qui offrent des indices sur les processus biologiques
sous-jacents en jeu (John et al., 2022) (Figure 3).
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Figure 3 : Formation des biofilms et mécanismes. (a) Stades de formation des biofilms. (b) Adhésines et
fimbriae dans I'attachement cellulaire. (c) Role de I'EPS, de I'ADN extracellulaire et des polysaccharides
dans les biofilms matures. (d) Processus de dispersion dans les biofilms pour étendre la zone des biofilms
(Kumar et al., 2023).
3.1 L’adhésion réversible
Dans cette phase, des bactéries planctoniques isolées évoluant librement dans un milieu liquide
se fixent sur une surface. Cette fixation est d’abord faible et réversible, les bactéries peuvent

encore se détacher et retourner a 1’état planctonique (Vani et al., 2023).
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3.2 L'adhésion irreversible et formation de micro-colonies

Les composants macromoléculaires présents dans les fluides corporels (urine, sang et salive)
sont adsorbés a la surface du dispositif médical, créant ainsi un film conditionnant, qui joue un
réle important dans I'adhérence microbienne. Certains de ces macromolécules peuvent agir
comme des récepteurs pour I'attachement microbien. L'adhérence bactérienne peut étre réalisée
par liaison directe des bactéries a la surface du matériau du dispositif médical, ou par
interaction avec les protéines du film conditionnant former immédiatement aprés I'implantation
d'un dispositif médical (Stoica et al., 2017). Les bactéries attachées aux dispositifs médicaux
peuvent provenir de I'environnement, de la peau du patient et/ou du personnel[(Malheiro et
Simdes, 2016) ; (Loza-Correa et Ramirez-Arcos, 2017)].

Cet ancrage est rendu possible grace a des appendices cellulaires et les exopolymeres
autoproduits. Les exopolymeres sont des substances polymériques extracellulaires produites
par les bactéries. Ils jouent un r6le important dans la formation et la stabilité du
biofilm (Francolini et Donelli, 2010).

3.3 Maturation du biofilm
Le biofilm commence a maturer. Il acquiert alors une structure tridimensionnelle et des
microenvironnements s’instaurent en son sein. Ces microenvironnements sont caractérisés par
des gradients de nutriments, d’oxygene et de déchets métaboliques. Ils permettent a différentes

especes de bactéries de coexister au sein du méme biofilm (Srinivasan et al., 2021).

3.4 Dispersion du biofilm
En fin de maturation, un certain nombre de cellules retournent a 1’état planctonique et peuvent
former plus loin un nouveau biofilm. Ce phénomeéne est appelé la dispersion et permet la

propagation des bactéries et la colonisation de nouvelles surfaces (Khatoon et al., 2018).

4. Les facteurs influencant la formation de biofilm sur dispositifs médicaux

4.1 Caracteristiques de la surface

Les caractéristiques de la surface des dispositifs medicaux jouent un réle crucial dans la
formation du biofilm. La rugosité de la surface, son hydrophilie ou hydrophobicité, ainsi que
sa charge électrique, influencent I'adhésion des microorganismes et la formation du biofilm.
Les biomatériaux avec une surface rugueuse favorisent la formation de biofilm hydrophobe et

positivement chargé par rapport aux surfaces lisses, hydrophiles et négativement chargees. Une
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étude menée par plusieurs laboratoires a déterminé que la sensibilité des biomatériaux a
I'adhérence microbienne est la suivante : latex > silicone > PVC > Teflon > polyuréthane >
acier inoxydable > titane (Stoica et al., 2017).

4.2 Rugosité de la surface

La rugosité de la surface est un facteur déterminant dans I'adhésion des microorganismes et la
formation du biofilm sur les dispositifs médicaux. Les surfaces rugueuses fournissent des sites
de fixation supplémentaires pour les microorganismes, favorisant ainsi la formation de
biofilms multicouches. Cette caractéristique peut influencer la stabilité et la densité du biofilm,

impactant ainsi sa résistance aux interventions antimicrobiennes (Stoica et al., 2017).
4.3 Caracteéristiques du milieu

Les conditions de I’environnement, tel que I'humidité, la température, le pH et la composition
chimique, joue un réle majeur dans la formation et la maturation du biofilm sur les dispositifs
médicaux. Les conditions environnementales influencent la croissance des microorganismes
et la production de la matrice extracellulaire, éléments essentiels a la formation du biofilm.
Des variations dans ces parameétres peuvent modifier la structure et la résistance du biofilm
[(Malheiro et Simdes, 2016) ; (Stoica et al., 2017)].

4.4 Propriété des cellules

Les propriétés physiques et chimiques des cellules bactériennes, telles que leur charge
électrique et leur hydrophobicité, affectent leur capacite a adhérer a la surface des dispositifs
médicaux et a former des biofilms. Les interactions hydrophobes et électrostatiques entre les
cellules bactériennes et la surface du dispositif médical sont des déterminants clés de I'adhésion

bactérienne et de la formation du biofilm (Stoica et al., 2017).

5. Résistance des biofilms a divers agents antimicrobien
La résistance des biofilms a divers agents antimicrobiens constitue un défi majeur en milieu
médical. Les biofilms offrent une protection accrue aux microorganismes contre les agents
antimicrobiens, rendant leur élimination plus difficile. Cette résistance est due a plusieurs
facteurs, notamment la production d'une matrice extracellulaire qui limite la pénétration des
agents antimicrobiens, la presence de sous-populations de microorganismes dormants ou
métaboliquement inactifs au sein du biofilm, ainsi que la formation de canaux et de pores dans

la structure du biofilm, qui permettent une diffusion limitée des agents antimicrobiens. De plus,
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la formation de biofilms favorise I'échange de génes de résistance entre les microorganismes,
ce qui peut conduire au développement de souches résistantes. Ces mécanismes complexes
rendent les biofilms particulierement résistants aux traitements antimicrobiens conventionnels
(Costerton et al., 1999).

6. Lutte contre les biofilms
Pour lutter contre la résistance, des approches incluent l'inhibition et la destruction des
biofilms. Des agents antibiofilm naturels, comme extraits de plantes, sont évaluées pour traiter
les infections chroniques (Pompilio et al., 2015). D'autre part, les progres continus dans les
nanomatériaux permettant le développement d'agents antibiofilm qui détruisent les membranes
bactériennes et les matrices de biofilm. Cruciaux contre les infections nosocomiales, ils ont
des implications cliniques majeures (Arciola et al., 2018) (Figure 4).
Kill cells: NPs, AMPs,

PDT, Bacteriophages,
Antimicrobial compounds

Surface modification: NPs,
AMPs, Antimicrobial
compounds, Enzymes,
Antimicrobial or antiadhesive

Inhibit adhesion: NPs,
AMPs, PDT, Natural or
synthetic compounds

materials

Physically  remove
biofilms: PDT, UTMD,
Water jet, Replacement
surgery

Microbial cells
Biofilm matrix

Increase penetration: Surface of medical device

NPs, AMPs, PDT, Polysaccharide
UTMD
B eDNA
QS
Proteins
Inhibit EPS production: Enzymes
NPs, AMPs, Natural or Efflux pump

synthetic compounds,

Bacteriophages Enzyme/Protein/Lipid

Degrade matrix: NPs,
AMPs, Enzymes, Cation
chelators, Natural or =g
synthetic compounds, Inhibit QS: NPs,
Bacteriophages AMPs, QS inhibiters

Figure 4 : Les composants d'un biofilm associé a un dispositif médical et approches contre
les biofilms (Li et al., 2021).
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6.1 Les huiles essentielles

Dans I'étude de El-Tarabily et al. (2021), les biofilms bactériens, résistants aux antimicrobiens,
sont contrés par les huiles essentielles. Leur capacité a compléter les désinfectants et
antibiotiques, méme a faibles concentrations, est soulignée. Leur hydrophobicité augmente la
perméabilité des membranes bactériennes, inhibant ainsi la formation du biofilm, comme
I'illustre I'huile essentielle de thym (0,2%) contre Staphylococcus aureus. De plus, I'article met
en évidence que Les huiles essentielles, a des concentrations de 0,1% a 0,5%, perturbent les
processus cellulaires internes des bacteéries, affectant I'ATP, I'ADN et le quorum sensing,
contribuant a la destruction des biofilms et influencant la régulation de la croissance
bactérienne. (El-Tarabily et al., 2021).

6.2 Les peptides naturels comme agents antibiofilms
Il existe plusieurs peptides naturels qui ont montré une activité inhibitrice contre les biofilms

de différentes espéces microbiennes tels que :

e Les peptides antimicrobiens (AMPs) : naturels ou synthétiques, ont une activité
inhibitrice contre les biofilms microbiens, prévenant leur croissance, éliminant les
biofilms matures, et altérant leur structure pour empécher la colonisation
bactérienne (Naaz et al., 2023).

e Lysostaphine: une enzyme, dégrade sélectivement la paroi cellulaire des
staphylocoqgues en clivant les ponts de pentaglycine dans le peptidoglycane. La
lysostaphine recombinante a prouvé son efficacité en éradiquant les biofilms de S.
aureus et S. epidermidis, y compris les souches résistantes aux médicaments
(Blackman et al., 2021).

e Les dendrimeres glycopeptidiques : ciblant la lectine LecA de Pseudomonas
aeruginosa ont démontré une inhibition compléte et une dispersion des biofilms de
cette bactérie, offrant ainsi une stratégie prometteuse contre les infections

résistantes aux antibiotiques (Bergmann et al., 2015).

6.3 Les bactériophages
Les bactériophages, virus ciblant les bactéries, sont de plus en plus considérés pour contréler
les biofilms, Des recherches récentes ont mis en évidence 1’utilisation potentielle de cocktails

de phages, de therapies combinées et de phages génetiquement modifiés dans un contexte
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clinique. Ces approches visent a améliorer ’efficacité des phages contre les biofilms et a

surmonter les obstacles actuels a leur utilisation (Chang et al., 2022).

6.4 La nanotechnologie
Les infections associées aux biofilms sont devenues un défi majeur pour la santé publique en
raison de leur nature persistante et de leur résistance accrue aux méthodes de traitement
conventionnelles. Pour relever ce défi, la nanotechnologie a fourni des solutions innovantes
pour prévenir et traiter la formation de biofilms par des agents pathogenes cliniqguement
pertinents. Les avancées récentes dans les stratégies nanotechnologiques, y compris les
nanoparticules métalliques, les nanoparticules métalliques fonctionnalisées, les nanoparticules
polymériques, la livraison basée sur la cyclodextrine, les nanoparticules lipidiques solides, les
conjugués de médicaments polymeres et les liposomes (Figure 5), peuvent offrir des solutions

technologiques précieuses contre les maladies infectieuses (Kumar et al., 2023).
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Figure 5 : Stratégies nanotechnologiques avancées pour contrdler les biofilms

microbiens (Kumar et al., 2023)
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Chapitre 3 : Inhibition de biofilm par les nanoparticules

1. Généralité sur les nanoparticules

Les nanoparticules, composantes essentielles de la nanotechnologie, varient en taille (1-100
nm) et composition (carbone, métal, oxydes, matiere organique). Elles se distinguent par leurs
dimensions (0D, 1D, 2D, 3D), leurs formes (sphériques, cylindriques, etc.) et leurs propriétés
uniques a I'échelle nanométrique, offrant des avantages en physico-chimie et biologie (Ealias
et Saravanakumar, 2017). La biosynthése produit des nanoparticules via des organismes
comme les plantes, bactéries, champignons. Les nanoparticules métalliques telles que I'or,
I'argent suscitent un intérét croissant pour leur importance technologique (Hulkoti et Taranath,
2014), ont été employées dans plusieurs applications biomédicales, incluant les biocapteurs, la
bioimagerie, la thérapie photothermique et I’administration ciblée de médicaments (Singh et

al., 2014) (Figure 6).

Top-down Bottom-down
(The demolition worker approach) (The brickmaker approach)

o 53 '— Q QQ & $
-‘" Q / %,
[:1! 9009 & o

Bulk material Material powder Nanoparticles Clusters  Atoms or ions
(> 1cm) (> 1 um) (5-100 nm) (<5nm)  (<0.1 nm)

o s
%

000

Q
0

Figure 6 : Principes fondamentaux de la manipulation des nanoparticules : Approches Top-down et
Bottom-up (Tulli et al., 2022)

2. Classifications des nanoparticules

Les nanoparticules sont généralement classées comme organiques, inorganiques et a base de

carbone.

2.1 Les nanoparticules a base de carbone

IIs sont des nanomatériaux non métalliques ils peuvent étre classés les fullerénes, graphene,

nanotubes de carbone (CNT), nanofibres de carbone. Des études ont démontré que grace aux
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propriétés physicochimique et biologiques des nanoparticules a base de carbone, elles sont

prometteuses dans les applications biomédicales (Veer et al., 2021)(Figure 7).

- Les fullerénes, composés de 60 atomes de carbone, prennent une forme sphérique, avec
des diamétres allant jusqu'a 8,2 nm pour une seule couche (Ealias et Saravanakumar, 2017).

- Le graphéne est une feuille mince composée d'une seule couche d'atomes de carbone, liés

par des liaisons covalentes, formant une structure cristalline en nid d'abeille.

- Les nanotubes de carbone, des structures tubulaires composées de carbone, se
distinguent par leur diamétre nanométrique et se divisent en nanotubes a paroi unique
(SWCNTSs) et a parois multiples (MWCNTS), les premiers ayant un diamétre d'environ 1 nm,

formant une structure intermédiaire entre les fullerénes et le graphene (Hajishoreh et al., 2023).

- Les nanofibres de carbone sont produites a partir des mémes nanofeuilles que les

nanotubes de carbone (CNT), mais elles sont enroulées en forme de cone (Sharifi et al., 2020).

- Le carbone noir est un matériau amorphe constitué de particules de carbone d'environ

20 a 70 nm de diametre, ayant une interaction si forte qu'elles se regroupent pour former des

Figure 7 : Nanoparticules a base de carbone : a— Fullérenes, b— Graphéne, c— Nanotubes de
carbone, d— Nanofibres de carbone et e- Carbone noir (Ealias et Saravanakumar, 2017)
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2.2 Les nanoparticules organiques

Nanoparticules organiques biodégradables, non toxiques, comprenant dendriméres, micelles,
liposomes, ferritine. Utiles en biomédical, notamment pour distribution médicaments (Figure
8).
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Figure 8 : Nanoparticules organiques : a— Dendrimeéres, b— Liposomes et c— Micelles

(Ealias et Saravanakumar, 2017)

2.3 Les nanoparticules inorganiques

Les nanoparticules inorganiques sont des particules qui ne sont pas constituées de carbone
(Hajishoreh et al., 2023), issues de divers métaux, avec des tailles variant de 0 a 100 nm. Ces

métaux incluent I'argent, I'or, le cuivre, I'oxyde de fer, le platine, le palladium et le zinc.

2.3.1 A base de métal

Nanoparticules métalliques et métalloides synthétisées jusqu'a des tailles nanométriques,
incluant AgNPs, AuNPs, CuNPs, HApNPs, FeNPs, SeNPs, ZnNPs (Hajishoreh et al., 2023).

I1s ont une capacité d’adsorption élevée et grande surface de contact (Dos Santos et al., 2024).

2.3.2 A base d’oxyde métallique

Nanoparticules métalloides créées a partir de métaux, tel que le fer s'oxydant en oxyde de fer
(Fe203) en présence d'oxygene. Composés synthétiques courants incluent alumine, oxyde de
cérium, oxyde de fer, magnétite, dioxyde de silicium, oxyde de titane, oxyde de zinc (Ealias et

Saravanakumar, 2017).

3. Synthese biologique des nanoparticules par les bactéries

La biosynthese des nanoparticules est une approche prometteuse dans le domaine de la
nanotechnologie en raison de sa compatibilité environnementale et de sa rentabilité. Selon

Kumar et al. (2016), la méthode utilise des organismes biologiques comme bactéries,
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champignons, levures, actinomycetes et extraits de plantes pour synthétiser des nanoparticules
de métaux et d'oxydes métalliques. Leur capacité a secréter des enzymes réductases permet de
produire des nanparticules de tailles et formes spécifiques. [(Habibullah et al., 2021) ; (Rai et
al., 2020)]. En particulier, les bactéries qui réduisent les ions métalliques en nanoparticules,
pour leurs fabrication aisée et croissance rapide (Chauhan et al. 2020). La fabrication de
nanoparticules par les bactéries (tableau 1) peut résulter d’une exposition a des substances
toxiques par sécrétion de substances extracellulaires, ou peut étre formée par voie enzymatique
avec des enzymes extracellulaires ou intracellulaires (Gupta et al. 2016).

Tableau 1 : Vue d’ensemble de la littérature sur les différentes nanoparticules synthétisees a
I’aide d’especes bactériennes (Chopra et al., 2022).

Especes NPs Tailles(nm)
. _ 41-68
Bacillus brevis Argent 5-80
Lactobacillus fermentum 20-70

Pseudomonas sp.

Chitinophaga chungangae yavy)

Sphingobium sp. MAH-11 6-24

Terrabacter humi sp. Nov 8-30

Lysinibacillus xylanilyticus 15-55
MAHUQ-40

N 12-50

Massilia sp. MAHUQ-52

Arthrobacter

21angladeshi sp. Nov 13-27

Paenarthrobacter

nicotinovorans MAHUQ-43

Escherichia coli DH5a. Or 25
Pseudomonas aeruginosa 15-30
Rhodopseudomonas capsulata 10-20
Streptomyces sp. 90 (avrege)
Streptomyces sp. Cuivre 78-80 (avrege)
Bacillus megaterium Zinc 45-95
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3.1 Biosynthese extracellulaire

Les bactéries ont été reconnues pour leur capacité a utiliser des enzymes extracellulaires dans
la biosynthese des nanoparticules (NPs), offrant ainsi un mécanisme naturel pour la production
de ces matériaux (Bose et Chatterjee, 2016). Les études ont montré que des enzymes telles que
les réductases, les protéines, les acides aminés et les polysaccharides jouent un role clé dans la
réduction des ions métalliques (Ag+) en nanoparticules d’argent (Ag0), facilitant ainsi le
processus de synthése (Sreedevi et al., 2015). Les facteurs environnementaux et
experimentaux, comme la concentration des précurseurs, le pH, la température, influent sur la
taille et les propriétés des nanoparticules. Les microorganismes utilisent divers mécanismes
pour la synthése, incluant la solubilisation, la biosorption, la complexation, la précipitation
extracellulaire et la toxicité par oxydoréduction (Patra et al., 2014).

3.2 Biosynthese intracellulaire

La biosynthése intracellulaire des nanoparticules utilise souvent les composants libérés suite a
la dégradation des parois cellulaires. Par exemple, les AUNPs peuvent étre générées par
I’autolyse fongique, nécessitant un environnement sans pathogenes (Kitching et al., 2016). Les
champignons basidiomycetes, tels que les champignons comestibles produits en culture pure,
comme les especes d’huitres et de Ganoderma, sont largement utilisés dans la synthése de
nanoparticules (Aygun et al., 2020). Lorsque les AgNPs sont synthétisées a I’intérieur de
bactéries, les ions argent sont transportés par des protéines membranaires. Certaines bactéries
résistantes a I’argent réduisent Ag+ en AgO0, limitant ainsi leur toxicité en accumulant Ag0
dans la paroi cellulaire ou I’espace périplasmique (Raja et al., 2022). Aprés la synthése, les
AgNPs doivent étre récupérées par des étapes supplémentaires telles que la lyse cellulaire
bactérienne par ultrasonication, la chaleur ou des méthodes chimiques telles que le sel et les
détergents [(Fesharaki et al., 2010) ; (Kitching et al., 2016)].

4. Application des nanoparticules
Les nanoparticules métalliques vertes, produites de maniere respectueuse de I'environnement,
ont des applications variées dans la biotechnologie, la médecine, I'électronique et
I'environnement. Leur capacité a présenter des propriétés spécifiques selon leur taille, forme et
composition en fait des candidats prometteurs (Chopra et al, 2022).
Les AgNPs sont largement utilisées dans les dispositifs médicaux, les implants polymériques,
les équipements sportifs et la purification de I'eau pour leur action antimicrobienne (Erjaee et

al., 2017). Parallélement, le dioxyde de titane (Ti0,) a été approuvé par Food and Drug
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Administration (FDA) pour usage alimentaire, médical et cosmétique en raison de son activité
antimicrobienne, utile pour purifier l'air et lI'eau (Moradpoor et al., 2021). Quant aux
nanoparticules d'or (AuNPs) sont utilisées en médecine pour I'identification des interactions
protéiques et le diagnostic de maladies, y compris les tests rapides de détection du Covid-19
[(Kumari et al., 2019) ; (Pramanik et al., 2021)]. Bien que les propriétés antimicrobiennes des
AUNP soient moins prononcées que celles des AgNPs, elles s'avérent efficaces lorsqu'elles sont
associées a des systemes de délivrance de médicaments (dos Santos et al., 2024).

4.1 Effets antifongiques des nanoparticules
Les nanoparticules présentent une activité antifongique prometteuse dans diverses
applications. Les nanoparticules d'argent se révelent efficaces contre des souches telles que
Trichosporon asahii (Xia et al., 2016), tandis que les nanoparticules de ZnO inhibent la
croissance des pathogenes fongiques tel que Colletotrichum sp en se liant a leur surface,
induisant leur mort (Mosquera-Sanchez et al., 2020). Ce mécanisme est observé a la fois dans
I'action des AgNPs sur Alternaria porri (Das et al., 2022) et dans I'action de ZnO contre
Penicillium italicum (Wardana et al., 2022), mettant en évidence le large spectre et l'efficacité

des traitements antifongiques a base de nanoparticules.

4.2 Effets antibactériens des nanoparticules
Les nanoparticules, notamment les nanoparticules d'argent, d'or, de sélénium, d'oxyde de zinc,
de cuivre, de titane et d'hydroxyapatite, ainsi que leurs composites polymeres, ont démontré
une remarquable activité antibactérienne et antibiofilm contre les pathogenes dentaires
(Kannan et al., 2024). L'Ag-TiOz2 a été identifié comme présentant d'excellentes performances
antibactériennes avec une tres faible toxicité, inhibant efficacement la croissance des bactéries
S. aureus et E. coli, ce qui en fait un candidat prometteur pour les applications médicales
(Hidayat et al., 2024). De plus, les nanoparticules d'oxyde métallique, offrent une alternative
respectueuse de I'environnement pour la production de matériaux antibactériens. Leur synthése
sans produits chimiques améliore les propriétés des nanoparticules Ag/MgO, qui démontrent
une forte activité antibactérienne, avec une efficacité accrue contre S. aureus, soulignant ainsi
leur potentiel dans la lutte contre les infections bactériennes et dans le traitement de I'eau

contaminée (Sagadevan et al., 2022).
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4.3 Mécanismes antibactériens des AgNPs

Les nanoparticules d'argent (AgNPs) ont émergé comme des agents prometteurs dans la lutte
contre les biofilms bactériens en raison de leurs propriétés antimicrobiennes uniques. Leur
mécanisme d'action repose sur plusieurs voies. Tout d'abord, les AgNPs ont la capacité de
pénétrer la membrane cellulaire bactérienne, perturbant ainsi sa structure et sa fonctionnalite.
Cette intrusion provoque une fuite des composants cellulaires essentiels, perturbant les
processus vitaux des bactéries (Dong et al., 2019). De plus, les AgNPs peuvent interagir avec
les groupes fonctionnels des protéines et des acides nucléiques des bactéries, inhibant ainsi
leur activité enzymatique et leur capacité de réplication. En outre, les AgNPs générent des
especes reactives de I'oxygene (ROS) a la surface des particules, entrainant un stress oxydatif
et des dommages cellulaires supplémentaires (Zhang et al., 2016). Ces effets combinés
conduisent a une inhibition efficace de la croissance bactérienne et a la dispersion des biofilms.
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Matériel et Méthode

1. Lieu d’étude
Notre étude a été réalisée au niveau de laboratoire : Laboratoire de Microbiologie Appliquée a

I’ Agro-alimentaire, au Biomédical et ’Environnement (LAMAABE) de I’Universit¢ Abou-

Bekr Belkaid-Tlemcen.

2. Echantillonnage
Durant la période allant de 14 février 2024 au 14 mars 2024, deux dispositifs médicaux (sonde
urinaire et cathéters veineux périphérique) ont été récupéres a partir de différents services :
service de maternité, service d’infectiologie, service d’urgences, service de néphrologie,
service de traumatologie et chirurgie A du CHU de Tlemcen (Algérie).
Aprés leurs ablations, les dispositifs médicaux ont été coupés aseptiquement puis placées
individuellement dans des tubes en verre stériles et transportés immédiatement au laboratoire

pour étre analysé.

2.1 Ensemencement et isolement des souches
L’extrémité distale de chaque dispositif médical a été coupée, placée dans 5 mL de bouillon
cceur cervelle (BHIB) stérile, agitée au vortex durant 1 minute, puis incubée a 37C° pendant
24h. Aprés I’incubation, un volume a été ensemencé par épuisement sur le milieu Chapman

puis incubé a 37°C pendant 24 a 48h pour la recherche des Staphylocoques.

2.2 ldentifications des bactéries

L’identification des souches est controlée, apres vérification de leur pureté par :

2.2.1 L’étude des caracteres macroscopiques
L’identification des germes est basée sur I’observation de I’aspect macroscopique des colonies
obtenues sur le milieu de culture Chapman. Le développement bactérien sur ce milieu ne

constitue qu’une indication, d’autres bactéries (entérocoques) peuvent y cultiver.

2.2.2 L’étude des caractéres microscopique :
La coloration de Gram est une technique de coloration différentielle utilisée en microbiologie
pour identifier et classifier les bactéries en deux grandes catégories : les bactéries a Gram
positif et les bactéries a Gram négatif. Cette methode, développée par le bactériologiste danois
Hans Christian Gram en 1884, repose sur les différences structurales de la paroi cellulaire des

bactéries.
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Voici les étapes principales de la coloration de Gram :

Fixation : Les bactéries sont fixées sur une lame de verre en la passant rapidement a travers
une flamme.

Coloration primaire : La lame est imprégnée de cristal violet, un colorant basique qui pénétre
toutes les cellules bactériennes.

Mordancgage : L'ajout d'une solution d'iode (le mordant) forme un complexe avec le cristal
violet a I'intérieur des cellules, rendant la coloration plus résistante au lavage.

Décoloration : La lame est lavée avec de I'alcool ou de I'acétone. Les bactéries a Gram positif,
avec leur paroi cellulaire épaisse et riche en peptidoglycane, retiennent le complexe cristal
violet-iode et restent violettes. Les bactéries a Gram négatif, avec leur paroi cellulaire plus fine

et une membrane externe, perdent la coloration et deviennent incolores.

Contre-coloration : Enfin, la lame est traitée avec de la safranine, un colorant rouge. Les
bactéries a Gram négatif absorbent cette contre-coloration et apparaissent rouges, tandis que

les bactéries a Gram positif restent violettes.

2.2.3 L’étude des caractéres biochimiques

2.2.3.1 Galerie API 20 STAPH
L'identification biochimique des bactéries est faite par API Staph (bioMérieux. Marcy I’Etoile,
France). Cette galerie repose sur le méme principe que les techniques biochimiques
conventionnelles d’identification des bactéries. Elle se présente sous forme de 20 micro-tubes
préts a I’emploi contenant le substrat lyophilisé nécessaire aux différents tests biochimiques.
Les substrats reconstitués suivant les recommandations du fabricant, sont examinés apres
incubation a 37°C pendant 24h. les réactions produites sont révélées par des virages colorés
spontanés ou par l'addition de réactifs. La lecture de ces réactions se fait a l'aide de la matrice

d’identification en utilisant le tableur Excel.

2.2.3.2 Recherche de la coagulase
Ce test de détection consiste a incuber pendant 4h jusqu’a 24h a 37°C un mélange de plasma
de lapin ou plasma humain et la souche a tester. L’apparition d’un caillot est observée en

inclinant le tube & 90°. Ce test permet I’identification de 99 % des souches de S. aureus.

2.3 Conservation des souches

Toutes les souches identifiées sont conservées en double réplique :
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+ Gélose nutritive inclinée : ¢’est une technique de conservation a court terme. Une fois que
les tubes sont ensemencés et placer dans I’étuve a 37°C pendant 24h, ils sont conservés dans
le réfrigérateur a 4°C. La vitalité de la souche se maintient pendant des durées variables,
selon la température et I'espece microbienne.

+ Leglycérol : c’est une technique de conservation a long terme (-80°C). Elle consiste a I’ajout
du glycérol aux suspensions bactériennes. Le glycérol est un cryoprotecteur permettant

d’éviter au maximum les altérations cellulaires dues au refroidissement.

3. Détection de la production de biofilm par la méthode de plague de culture de tissus
(TCP)

3.1 Technique
Le test TCP décrit par O’toole et al., (2000) permet une évaluation quantitative de la formation
du biofilm.
A partir d’une culture de 24 heures dans le milieu BHIB, les puits d’une microplaque de 96
puits (polystyréne) sont inoculés avec 150 pL de la suspension bactérienne ajustée a une DO
comprise entre 0,08 et 0,1. Les microplaques sont incubées pendant 24 heures a 37°C. Les
puits sont lavés trois fois avec 1’eau distillée stérile afin d'éliminer les bactéries libres
(planctoniques). Les biofilms formés par 1’adhérence des organismes sessiles sont colorés avec
du cristal violet (0,5%) pendant 15 min. L'excés de colorant est ensuite rincé par un lavage en
profondeur avec de I'eau distillée et les plaques sont laissées pour le séchage pendant quelque
minute. Les microplaques sont ensuite remplies avec 150 puLL d’une solution d’éthanol (95%)
afin d’évaluer I’importance de la coloration du biofilm.
3.2 Lecture
La classification des résultats obtenus présente sur la base du DO témoin. Les souches ont été
classées comme suit : DO < DOt (Témoin) : non formatrice du biofilm, DOt x 2 < DO < DOt

x 4 : Modérée, DOt x 4 < DO : Fortement formatrice du biofilm (Christensen et al., 1985).

4. La biosynthése des nanoparticules d’argent (AgNPs)

4.1 Origines des souches
Les souches E2, E4 formatrice des nanoparticules, utilisées dans cette étude ont été obtenues a
partir des tubes coniques sous forme de spores de Bacillus spp au niveau du laboratoire
LAMAABE.
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4.2 Test de pureté des souches conservées
Les souches sont revivifiées dans du BHIB, aprés un temps d’incubation de 24h a 30 °C. ces
derniéeres sont ensemenceées sur la gélose nutritive et incubées a 30 °C pendant 24 h pour

vérifier leurs puretés.

4.3 Préparation des cultures
Dans le but de préparer les cultures qui sont utilisées ensuite pour la biosynthése des
nanoparticules d’argent, des erlenmeyers de 250 mL contenant 100 mL de milieu de culture
BHIB ont éte ensemencés par les colonies des souches E2 et E4. Les erlenmeyers sont ensuite
incubés a 30°C sous agitation de 100 rpm.
Apres incubation, chaque erlenmeyer a été versé dans 10 tubes coniques de 10 mL. Ces derniers
ont été placer dans une centrifugeuse (SIGMA3.18KS) pendant 15min a 6.000 tr/min. les
surnageants ont été versés dans 4 flacons. La biomasse a été ensuite lavée trois fois avec 1’eau
distillée stérile, puis remplis dans 100 mL d’eau distillée stérile dans 4 flacons différents.
Deux solutions de Nitrate d’argent AgNO5 ont été préparées a une concentration de 2mMol et
4mMol pour des volumes de 500mL : (surnageant 2mMol et 4mMol (E2 et E4), culots 2mMol
et 4mMol (E2 et E4) et deux témoins) :

nzC.Vzg Magnos = 169.87 g/ml Vp_5x 1071
2mmol 4mmol

Cr=2 x 1073mol/1 Cr=4 x 107>mol/1
n=10"3mol n=2 x 10~3mol
m=n.M m=n.M
m=1 x 1073 x 169.87 m=2 x 1073 x 169.87
m=0.169¢ m=0.338g

La durée d’incubation a été effectuée pendant 5 jours a I’obscurité a une température de 30°C

sous agitation de 100 rpm [(Mohd Yusof et al., 2020) ; (Khalil et al., 2022)].
4.4 Récupération des nanoparticules

Aprés un temps d’incubation qui a duré 5 jours les flacons ont été récupeérés, les nanoparticules

ont éeté purifiés selon deux processus différents :
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4.4.1 Lessurnageants
La méthode utilisée pour obtenir des nanoparticules d’Ag consiste a centrifuger la solution
obtenue a 10000 tr/min pendant 10 minutes. Le culot est ensuite nettoyé avec de I'eau distillée
et la solution est centrifugée trois fois a 10000 tr/min pendant 10 minutes (Sholkamy et al.,
2019). Apres cette purification, un volume de I'eau distillées est ajouté aux tubes d’hémolyse
contenant les AgNPs, puis le mélange est séché a I'étuve a 100°C pendant 24 heures pour

obtenir une poudre préte a utiliser (Yurtluk et al .2018).

4.4.2 Les biomasses
La récupération des nanoparticules d'argent a partir de la biomasse se déroule selon le protocole
suivant :
- Eclatement des cellules : Les cellules présentes dans les flacons sont éclatées par un choc
thermique produit pendant 30 minutes dans un bain-marie. Les flacons sont ensuite placés au
congélateur pendant 10 minutes. Ce processus est répété deux fois pour assurer une rupture
efficace des cellules.
- Centrifugation : Le contenu des flacons est versé dans 6 tubes coniques de 8 mL et placée
dans une centrifugeuse a 10 000 tr/min pendant 10 minutes. Les tubes sont récupéreés et le
surnageant est délicatement versé. Les tubes sont ensuite rincés avec une petite quantité d'eau
distillée stérile. Cette étape est répétée trois fois pour assurer une purification adéquate (Mohd
Yusof et al., 2020).
- Séchage : aprés la purification, une petite quantité d'eau distillée est ajoutée aux tubes
d'’hémolyse contenant les nanoparticules d'argent. Le contenu est ensuite séché a I'étuve a
100°C pendant 24 heures pour obtenir une poudre préte a étre utilisée.

Le schéma représentatif de toutes les étapes de la biosynthése des nanoparticules d’argents se
trouve dans (figure 9).
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Souche E2/E4

Incubation 24h ( Enrichissement
Centrifugation

[ Solution AgNO3 ] 1 Agitation L BHIB

2mmol/4mmol

Incubation 5jr + agitation

_p[ Surnageants / culots } 1 1

Surnageant Bioriasse

[ Destruction de la biomasse ]

v

[ Centrifugation ]
1 Culot

[ Séchage ]

Figure 9 : Schéma représentatif des étapes de biosynthése des nanoparticules d’argents

5. Evaluation de ’activité antimicrobienne et antibiofilm

5.1 Préparation des suspensions de bactéries testés
L'activité antimicrobienne des nanoparticules d’Ag issus a partir de la souche E2, a été evaluée
contre les souches les plus formatrices du biofilm isolées dans notre étude.
Les suspensions de ces micro-organismes pathogénes ont été préparées aprés ensemencement
sur le milieu BHIB. Apres 24 h d'incubation a 37°C, la turbidité de chaque micro-organisme
testé a eté ajustee a 0,5 McFarland qui correspond a une DO comprise entre 0.08-0.1 mesurés

par un densitomeétre réglé a 580 nm.
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5.2 Détermination des concentrations minimales inhibitrices (CMIs) par méthodes
des puits
Les CMIs (Concentrations Minimales Inhibitrices) ont été déterminées par la technique des

microplaques des souches sélectionnées (Hassan et al., 2011).

Dans les puits de microplaque, deposer 100 puL de BHIB suivis de I'ajout de 50 uL de la solution
des nanoparticules d’argent obtenue de la souche E4 a une concentration de 0.03g /mL, puis
100 pL de suspension bactérienne. A l'aide d'une micropipette, le contenu du premier puits a
été mélangé, un volume de 50 uL de ce mélange a été transféré dans le deuxieme puits. Ce
processus de mélange et de transfert a éte répété de maniére séquentielle jusqu'au dernier puits.
L'inoculum contenant uniquement la souche bactérienne a servi de contréle positif, tandis que
le BHIB seul a servi de contrdle négatif (Figure 10). L'incubation a été réalisée a 37 °C pendant
24 heures.

Apres 24 heures d’incubation a 37°C, les CMIs sont déterminées comme les plus petites
concentrations avec absence de croissance visible et sont déterminées aussi par I’utilisation de
lecteur ELISA.

b
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Figure 10 : Schéma de préparation de microplaque pour la réalisation du test d’activité
antimicrobienne
5.3 Détermination de la concentration minimale inhibitrice des biofilms (CMIBs)

Deux microplaques de 96 puits ont été utilisées pour chaque souche afin de former des biofilms
(Figure 11). Les puits des lignes B, D et F ont éte remplis par 100 pL de la suspension préparée
a partir des souches sélectionnées. Les microplaques ont été ensuite incubée a 37 C°. Apres 48
h d’incubation, le surplus contenant le milieu de culture et les cellules bactérienne non adhérées
ont été retirée par pipetage.

Les CMIBs (Concentrations Minimales Inhibitrices des biofilms) ont été déterminées pour
chaque souche fortement formatrice du biofilm. Pour tester 1’effet antibiofilm des

nanoparticules d’argent biosynthétisées, différents temps de contacts (15min, 30min et 60min)
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ont été testes. Dans cette expérience 0.05 mg des AgNPs séches sont dilués dans 2 mL de I'eau

distillée stérile.
Afin de réaliser des dilutions %, un volume de 50uL d’cau distillée stérile est inoculé dans

chaque puits des 3 lignes B, D et F de la microplaque pour des temps de contacte de 60min,
30min et 15min respectivement, sauf le premier puit, ensuite 100uL. de la solution meére
d’ AgNPs est déposé dans le premier puits des 3 lignes. A partir de ce puitS un volume de S0uL.
a été versé dans le deuxieme puits. Cette opération est répétée jusqu’au le puits 12. Ensuite
incuber a une température ambiante.

Apres incubation, le contenu est versé, rincé, séché et les biofilms formés sur les parois des
puits de la microplaque ont été colorés avec 100uL du Cristal de Violet (CV) 0.5%, pendant
15min et puis rincés avec de 1’eau distillée stérile et enfin rajouter 100uL d’éthanol pendant

10min (O’Toole, 2010). Les CMIBs sont déterminées par le Lecteur ELISA.

0000000000008
000000000099 oni

1000000000000

‘000000000000
1000000000000

‘0000000000001 >

Biomasse + Ag
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1000000000000 . aureus
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Figure 11 : Schéma de préparation de microplaque pour la réalisation

du test d’activité antibiofilm
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Résultats et Discussion

1. Prélevements

Ce travail de recherche s’est étendu sur une durée de trois mois. Entre 14 février 2024 au 14
mars 2024, 25 prélévements ont été analysés, soit 22 sondes urinaires, 3 cathéter veineux
périphériques, isolés a partir de 24 patients hospitalisés dans six services : service de maternite,
service d’infectiologie, service d’urgence, service néphrologie, service de traumatologie et le

service de chirurgie A, au niveau de CHU de Tlemcen (Algérie) (annexes 1).

2. Analyse bactériologique

2.1 Répartition des échantillons analyses

Sur I’ensemble des 25 dispositifs médicaux récoltés, 20 (80%) prélevements étaient

contaminés et 5 (20%) ont donné une culture négative (Figure 12).

culture négative

m culture positive

Figure 12 : Répartition des prélevements récoltés de
différents dispositifs médicaux

Les dispositifs médicaux (DM) sont largement utilisés en milieu hospitalier, principalement
chez les patients gravement malades (Amy et al., 2020). Ils jouent un réle précieux dans les
soins de santé, mais en méme temps, ils présentent également un risque élevé d'infection
associée aux soins (Dali-Ali et al., 2019). Dans cette étude, (80%) (20/25) des cultures étaient
positives. La majorité des DM examinés constituent des véritables réservoirs des bactéries.
Dans une étude réalisée en Grece, les auteurs avaient rapporté que 99% des DM évalués avaient
présenté une culture positive (Poetter et al., 2014).
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2.2 Répartition des bactéries isolées
Aprés encensement de chaque culture positif sur le milieu Chapman dans 1’optique d’isoler les
bactéries a Gram positif, 17 souches responsables des infections liées aux dispositifs médicaux
ont été isolées. La prédominance de 1’espéce Staphylococcus aureus a été notée parmi les
isolats avec un pourcentage de (47 %), suivi par Micrococcus spp. (29%) et Staphylococcus
epidermidis (24%) (figure 13).

M Staphylococcus aureus
M Staphylococcus epidermidis

.1 Micrococcus spp

Figure 13 : Répartition des bactéries isolées.

La contamination bactérienne des DM représente un probléme réel, dans I’étude de Beye et al.,
(2024) les Staphylococcus a coagulase négative, Staphylococcus aureus et Micrococcus spp.
étaient les bactéries retrouvées en majorité sur le DM. Certains auteurs avaient rapporté que
Staphylococcus aureus est I'une des especes de bactéries les plus fréguemment isolées des
dispositifs médicaux (Yacouba et al., 2022). Elles posseédent la capacité de s’attacher a des
surfaces abiotiques, impliquées dans une matrice polymérique extracellulaire complexe (Kara
Terki et al., 2020).

3. Caracteres bactériologiques des souches

Les méthodes microbiologiques standards pour I’identification des souches ont été la
croissance sur milieu gélos¢ de Chapman, la coloration de Gram, et I’identification

biochimique par galerie API20STAPH et test coagulase.
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3.1 Aspect macroscopique
> Les staphylocoques présentent les caractéres généraux suivants :
Apreés 24-48 heures a 37°C, elles forment des colonies d’aspect crémeux, circulaires a bords
réguliers, brillantes a surface lisse, opaques, légerement bombées ou aplaties. La pigmentation
des colonies varie du blanc au jaune sur gélose Chapman. Deux morphotypes ont été observé
(Figure 14).

Morphotype 1 (A): colonies abondantes, pigmentées, entourées d’une auréole jaune

(fermentation du mannitol et acidification du milieu).

Morphotype 2 (B) : colonies petites a moyennes, rondes et convexes, blanches a creme, lisses

et brillantes.

> Concernant le groupe des Micrococcus isolés (C), Apres 24 a 48 heures a 37°C, on a observé
des colonies de tailles rondes, brillantes, opaques, produisent des pigments caroténoides

jaunes ou roses lorsqu'elles poussent en milieux contenant du mannitol (gélose Chapman).

B
Figure 14 : Aspect de Staphylococcus aureus (A) et Staphylococcus epidermidis (B)

Micrococcus spp (C) sur gélose Chapman.

3.2 Aspect microscopique

Les souches isolées et identifiées sont des cocci a Gram positif (Figure 15 et 16), toujours
immobile et groupés en paires pour les Micrococcus et en grappe de raison pour les

staphylocoques.
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Figure 16 : Observation microscopique

%100 des Staphylocoques

3.3 Caractéres biochimiques

3.3.1 Test coagulase

Résultats et Discussion
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Figure 15 : Observation microscopique

%100 de Micrococcus spp.

La production de la coagulase libre par Staphylococcus aureus se traduit par la formation de

caillot de coagulation (figure 17). Les 8 souches isolées révelent la capacité de produire

I’enzyme coagulase.

Figure 17 Coagulation positive de plasma par S. aureus.
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3.3.2 ldentifications biochimiques par le profil numérique
L’identification biochimique par le systeme API Staph a permis de caractériser et de confirmer
la souche de S. aureus avec le biotype 6736173, la souche Staphylococcus epidermidis avec le
biotype 6706113 et la souche Micrococcus spp. Avec biotype (Figure 18) (annexe 2 ; annexe
3 et annexe 4)

RAF  xvL ® aac Moo

iotype 6706113

Figure 18 : Identification biochimique des souches isolées par galerie APl STAPH

Suhaib et al., (2021) ont montré que Staphyloccocus epidermidis est capable de se développer
sur la surface des dispositifs médicaux.

Plusieurs travaux antécédents ont confirmé la contamination des DM par Staphylococcus
aureus et Staphylococcus epidermidis (D’ Amato et al., 2023).

La recherche de Micrococcus spp. sur les implants médicaux a été confirmée par plusieurs
travaux , qui ont montré que cette bactérie Gram positive est considérée comme un pathogéne
opportuniste en milieu hospitalier responsable d’infection sur les dispositifs médicaux
[(Noguchi et al., 2020) ; (Mandviya et al., 2023)].

4. Evaluation de la formation de biofilm in vitro par la méthode TCP
Les 17 souches isolées lors de cette étude ont été testées pour leurs capacité a former des
biofilms par la technique de microplaque 96 puits (figure 19) et (figure 20) :
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Sur I’ensemble des souches de S. aureus isolées une souche était fortement formatrice de
biofilm avec une DO de 0,2216, quatre autres souches ont été modérément formatrices du
biofilm avec une D.O comprise entre 0,1108 et 0,2216 et trois souches étaient considérées
comme faiblement formatrices de biofilm (D.O < 0,1108),

Quant aux souches de Staphylococcus epidermidis les DO ont été comprises entre 0,06781 et
0,10886, tous les isolats ont été considérées comme faiblement formatrices de biofilm.

Les cing souches de Micrococcus spp ont donné des D.O allant de 0,0688 & 0,919, avec deux
souches faiblement formatrices, deux modérément formatrices et une fortement formatrice de
biofilm.

Ces résultats démontrent une grande diversité dans la capacité de formation de biofilm parmi

les différentes souches isolées.

T : Témoin
A : formatrice du biofilm,
B : biofilm modéré

C : Biofilm négatif

Figure 19 : Evaluation de la formation de biofilm par la méthode TCP.
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I : Souches fortement formatrice de biofilm

1,2 I : Souches modérée formatrice de biofilm
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Figure 20 : Histogramme représentatif de la formation du biofilm par la technique TCP
des souches isolées

Wu et al. (2024), ont déemontré une forte capacité de S. aureus a former des biofilms, en
particulier sur les dispositifs médicaux. De méme dans les travaux de recherche de Peng et al.
(2023), il a été révélé que S. aureus est I’'un des agents pathogénes les plus courants associés
aux infections et a 1’adhésion aux surfaces biotiques et abiotiques.

Staphylococcus aureus est considérer comme un pathogene opportunistes qui peut former des
biofilms sur les dispositifs, entrainant des infections difficiles a traiter (Thouin et al., 2020).
La capacité des Micrococcus a former des biofilms sur les dispositifs médicaux est bien
documentée dans la littérature scientifique. Dans une étude menée par Oudiz et al. (2004), il a
été observé que les infections liées aux cathéters chez les patients atteints d'hypertension
artérielle pulmonaire (PAH) traités par époprosténol (EPO) incluaient fréquemment des
infections causées par les Micrococcus spp., démontrant leur capacité a coloniser et infecter
les dispositifs médicaux implantés a long terme. De plus, une autre étude a mis en évidence la
contamination des téléphones mobiles par des Micrococcus spp., soulignant I'importance des
pratiques d'hygiéne pour réduire la présence de ces bactéries, ce qui indique également leur
potentiel a former des biofilms sur différentes surfaces, y compris les dispositifs médicaux
(Correa et al., 2023).
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5. La biosynthese des nanoparticules a partir de biomasse des souches (E2, E4)

La biosyntheése des nanoparticules d’argent a été vérifiée aprés 5 jours d’incubation de la

souche E2 et E4 a 30°C, les résultats sont indiqués dans la Figure 21.

A

Avant incubation Apres incubation de 5 jrs AgNO; 2mmol
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C

Avant incubation Apreés incubation de 5 jrs AgNO3; 4Mmol

Figure 21 : Les résultats de la biosynthese des AgNPs par les souches E2 et E4.

A) AgNPs de la biomasse (2mmol). B) AgNPs du surnageant (2mmol). C) AgNPs de la biomasse
(4mmol). D) AgNPs du surnageant (4mmol).

D’aprés les résultats de la biosynthése des nanoparticules d’argent par la biomasse des souches
E2 et E4 (Figure 21, A et C), on remarque un changement de la couleur de la biomasse du gris
au brun foncé (Figure 21, A et C), quand le nitrate d’argent (AgNO3) est utilisé comme
précurseur, ce changement de couleurs peut étre attribué a la biosynthése intracellulaire des
nanoparticules d’argent (AgNPs) par la biomasse des souches, suite a la réduction des ions
d’argent de 1’état ionique (Ag+) vers I’état métallique (Ag°®), par le baies de différents enzymes
intracellulaires comme le nitrate réductase (Figure 22), selon les réactions ci-apres [(Hasan,
2015); (Aygun et al., 2020) ; (Van Tan et al., 2021) ; (John et al., 2022)].

Agt +1e” - Ag°
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6. La biosynthése des nanoparticules a partir de surnageant des souches (E2, E4)

Les résultats de la biosynthése des nanoparticules d’argent par le surnageant des souches E2 et
E4, préparé a partir de la culture de ce dernier dans le milieu BHIB aprés 5 jours d’incubation,
indiquent un changement de la couleur du jaune pale au brun foncé (Figure 21, C et D). Cela
peut étre expliqué par la présence dans le surnageant de métabolites secondaires bioactives
sécrétés par les souches, doté d’un grand pouvoir réducteur, capable de réduire les ions d’argent
de I’état ionique (Ag ™) vers I’état métallique Ag® (Figure 22), donc il s'agit d'une biosynthése

extracellulaire (Hieu et al., 2022).
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Figure 22 : Mécanisme de synthese extracellulaire et intracellulaire des AgNPs par les
actinomycetes (Kumari et al., 2019).

7. Evaluation de activité antibactérienne

L'activité antibactérienne de 1’AgNPs biosynthétis¢ a été testée contre deux types de bactéries
fortement formatrices du biofilm : Staphylococcus aureus2, Microccocus spp.2, la sensibilité
microbienne des nanoparticules dépend du type de micro-organisme et de la concentration de
AgNPs.

Les résultats de I’activité antibactérienne évaluée par la technique de microplaque sont affichés
sur le tableau 2.

Les concentrations de AgNPs inhibent progressivement la croissance des souches

sélectionnées.
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Tableau 2 : Résultats des activités antibactériennes d’ AgNPs.

Résultats et Discussion

Espece

bactérienne

Volume
d’AgNPs
(nL)

La concentration
minimale inhibitrice
(CMI pg /ml)

Résultats

S. aureus?2

S0Ml

14,64 ou 58,59 ug /mL

Concentration des AgNPs
(ug/mL)
(0]
o
o
o

14,64843
58,59375 75
I I l [ R . | l

12345678 9101112

Nombres de puits

Microccocus

spp.2

50 Ml

14,64 pg /mL

Concentration d'AgNPs

14,648437
5
I I, . l

1 2 3 456 7 8 9 101112
Nombre de puits

Selon ces résultats, les souches bactériennes sont sensibles aux AgNPs, en particulier

Staphylococcus aureus a 50uL de AgNPs, ce dernier a montré une bonne activité

antibactérienne avec des concentrations minimales inhibitrices (CMI) comprises entre 14,64 et

58,59 ug /mL. Alors que dans le cas de Micrococcus spp, malgré I’utilisation du méme volume

de AgNPs, la CMI a été égal a 14,64 ug /mL ce qui montre que les AgNPs biosynthétisés ont

un grand pouvoir antimicrobien contre cette souche.

Selon les resultats de I’activité antibactérienne, les souches Staphylococcus aureus et

Micrococcus spp sont sensibles aux nanoparticules d'argent (AgNP). Des travaux récents

suggerent que parmi toutes les nanoparticules, les AgNP ont une activité antibactérienne plus

efficace contre un certain nombre de bactéries pathogenes (Dos Santos et al., 2024). D'autres
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études ont montré qu'une concentration trés basse des nanoparticules d'argent (AgNP) est
suffisante pour inhiber la croissance bactérienne (Prakash et al., 2011).

Les nanoparticules d'argent peuvent perturber la perméabilité et les fonctions respiratoires de
la membrane plasmique et interférer avec le systeme de transport d'électrons des
microorganismes. De plus, les bio-nanoparticules d'argent peuvent pénétrer a travers les

membranes cellulaires des cellules microbiennes (Hasan, 2015)

8. Activité antibiofilm

L’activité anti-biofilm des nanoparticules biosynthétisé par la souche E2, a été déterminé par
estimation du taux d’éradication de biofilm de 48 h formé par les souches les plus formatrices
du biofilm : S. aureus2 et Micococcus spp.2, les résultats obtenus a partir du lecteur ELISA,

sont représentés dans le tableau 3 et 4 et étudier selon I'analyse par "heat map".

Tableau 3 : La CMIB des nanoparticules d’argents vis-

a-vis au S.aureus 2 selon différents temps d’exposition.

CMIB g/mL |CMIB mg/mL |CMIB pg/Ml l

15min |0,00004885 |0,04885 3
4

30min |0,00004885 |0,04885 5
6

60min |0,0000244 0,0244 7
8

T T T 1 T 1
ABCDEFGHI JKL

Figure 23 : Analyse par heat map de la microplaque
de S.aureus 2

Pour la souche S.aureus2, et a travers l'analyse par "heat map" (figure 23), nous pouvons dire
que la concentration minimale éradicatrice de biofilm est de seulement 48,85 pg/mL. Donc un
traitement a une concentration de de 48,85ug/mL pendant 15 minutes est suffisant pour
éradiquer le biofilm former par cette souche. En outre, l'interprétation des résultats des autres
temps d'exposition (30 et 60 minutes), est trés satisfaisante en terme d'efficacité, de tel sorte
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gu'un traitement a une concentration de de 24,4 ug/mL seulement pendant 60 minutes est
largement suffisant pour éradiquer le biofilm former par cette souche (tableau 3).

Les résultats trouvés par 1’analyse ‘heat map” montrent ’efficacité des AgNPs pour éradiquer
les biofilms a différents temps d’exposition. Ces résultats sont confirmés par d’autres travaux
qui montrent que la CMIB des souches formatrices du biofilm a différents temps de contact
permet d'observer clairement 1’efficacité des AgNPs et de déterminer précisément la
concentration d'’AgNPs et le temps exact pour inhiber le biofilm (Ji et al., 2020).

L’étude de Ramasamy et Lee (2016) montre que les nanoparticules d'argent ont attiré une
attention considérable en raison de leurs activités antimicrobiennes supérieures. Il a également
été démontré que les AgNPs perturbent les matrices des biofilms en perturbant les forces
intermoléculaires:

D'autres études ont prouvé que les souches de S. aureus fortement formatrices des biofilms
sont inhibées par les AgNPs, qui possédent une activité antimicrobienne a des concentrations
sous- inhibitrices, réduisant le biofilm de S. aureus [(Kumar et al., 2023) ; (da Silva et al.,
2024)]. De plus, les AgNPs biosynthétiques affichent une activité perturbatrice des biofilms et

sont capables de déstabiliser la structure de la matrice et de la paroi cellulaire (Li et al., 2021).

Tableau 4 : La CMIB des nanoparticules d’argents vis-a-Vis

au Micococcus spp.2 selon différents temps d’exposition.

CMIBg/mL CMIBmg/mL CMIB pg/mL 1

2

15min |0,000781 0,78125 3
4

30min |/ / 5
6

60min |/ / 7
8

Figure 24 : Analyse par heat map de la
microplaque de Micococcus spp.2.

Pour la souche Micococcus spp.2, et a travers l'analyse par "heat map" (figure 24), nous
pouvons dire que la concentration minimale éradicatrice de biofilm est de 781.25 pg/mL. Un
traitement a une concentration de de 781.25 pug/mL pendant 15 minutes est suffisant pour

éradiquer le biofilm former par cette souche (tableau 4).
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Les résultats de notre étude sont soutenus par plusieurs travaux antérieurs. Mohanty et al.
(2012) ont montré que les AgNPs stabilisées par I'amidon ont une efficacité antibiofilm notable
contre diverses bactéries, y compris Micrococcus spp., en perturbant I'adhésion initiale des
cellules et en endommageant leur structure cellulaire. De méme, Bajpai et al. (2014) ont
démontré que les tissus en coton chargés de nanoparticules d'argent présentent une activité
antibactérienne significative, suggérant une inhibition potentielle des biofilms.

Les recherches de Ji et al. (2020) ont réveélé que la taille des AgNPs influence leur activité
antimicrobienne, les plus petites nanoparticules ayant une meilleure interaction avec les
cellules bactériennes, augmentant ainsi leur efficacité a faible concentration et sur de courtes
durées. Prasher et al. (2018) ont détaillé les mécanismes antimicrobiens des AgNPs, incluant
I'interaction avec les parois cellulaires bactériennes, et la perturbation des processus cellulaires
tels que la réplication de I'ADN et la synthese des protéines, corroborant nos observations sur
les effets rapides et a faible concentration des AgNPs.

Des études récentes (More et al., 2023) confirment également que les AgNPs inhibent la
formation de biofilms en neutralisant les substances adhésives et en perturbant la membrane
cellulaire, ce qui correspond a nos résultats sur Micrococcus spp.

Enfin, Rhim et al. (2013) et Jayaprakash et al. (2017) ont aussi observé une inhibition
significative des biofilms avec des nanoparticules d'argent, soulignant leur potentiel en tant
qu'agents antibiofilm efficaces.

Ces références confirment collectivement I'efficacité des AgNPs a inhiber la formation de
biofilm de Micrococcus spp. a des concentrations faibles et apres de courtes durées de contact.
Par ailleurs, I'interprétation des résultats des autres temps d'exposition (30 et 60 minutes), n'est
pas possible (tableau 4), soit a cause des erreurs lies a la manipulation, soit a d'autres
phénomenes liés a la nature des nanoparticules comme le phénomeéne "biphasic effect”.

Dans cette étude, I'inhibition des biofilms de Micrococcus spp. par des nanoparticules d'argent
biosynthétisées a révélé des réponses biphasique similaires a celles décrites par Wei et al.
(2024) et Chang et al. (2024). Nos résultats montrent des variations d'inhibition selon les
concentrations et les temps d'exposition, suggérant une réponse complexe ou des
concentrations plus élevées provoquent initialement une stimulation suivie d'une inhibition. Ce
phenomene, en accord avec les effets catalytiques et cellulaires biphasique rapportés dans la
littérature, souligne I'importance des interactions synergiques et des mécanismes de défense
adaptatifs des bactéries (Oudiz et al., 2004).
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Conclusion

L’inhibition de la formation de biofilm des bactéries a gram-positifs d’origine hospitaliére par des
molécules bioactives constitue une avancée prometteuse dans la prévention et le traitement des infections
nosocomiales liées aux dispositifs médicaux. Ce mémoire s'est concentré sur la caractérisation des
biofilms bactériens, l'identification des defis qu'ils posent en milieu hospitalier, et I'exploration de
nouvelles approches pour leur inhibition, avec un accent particulier sur l'utilisation des nanoparticules.
Notre étude a révélé plusieurs résultats significatifs. Les biofilms, formés principalement par des bactéries
telles que Staphylococcus aureus et Staphylococcus epidermidis, jouent un role clé dans les infections
associées aux dispositifs medicaux. Les dispositifs médicaux, bien qu'indispensables dans les soins
hospitaliers, présentent un risque €levé de colonisation bactérienne et de formation de biofilms, les
cathéters urinaires et veineux étant particulierement concernés.

Une contribution majeure de ce mémoire est la démonstration de I'efficacité des nanoparticules d'argent
(AgNPs) pour inhiber la formation de biofilms. Les AgNPs ont montré une activité antibiofilm
significative, réduisant la viabilité des bactéries et empéchant la formation et la maturation des biofilms.
Des tests rigoureux d'activité antimicrobienne et antibiofilm ont confirmé I'efficacité des AgNPs, offrant
une preuve de concept robuste pour l'utilisation de ces nanoparticules dans des applications cliniques.
Les résultats obtenus ouvrent la voie a de nombreuses applications pratiques dans le domaine médical.
Les AgNPs peuvent étre intégrees dans les dispositifs médicaux pour prévenir la colonisation bactérienne
des le début de leur utilisation, réduisant ainsi l'incidence des infections nosocomiales. En inhibant la
formation de biofilms, ces nanoparticules contribuent a la sécurité et au bien-étre des patients, réduisant
les complications et les séjours prolongés en milieu hospitalier.

Les recherches futures pourraient se concentrer sur le développement de dispositifs médicaux recouverts
de nanoparticules antibiofilms, offrant une solution durable et efficace contre les infections. Une autre
perspective intéressante serait de tester I’activité d’autres types de nanoparticules, telles que les
nanoparticules d’oxyde de zinc (ZnO) ou de cuivre (CuQO), pour évaluer leur potentiel antibiofilm et
antimicrobien. Par ailleurs, Iutilisation des nanoparticules comme agents antiseptiques dans les milieux
hospitaliers pourrait offrir une méthode efficace pour la desinfection des surfaces et des instruments
médicaux, réduisant ainsi la transmission des infections. Enfin, la biosynthése des nanoparticules
représente une nouvelle procédure prometteuse pour la fabrication a grande échelle de nanoparticules,
offrant une méthode plus écologique et économique par rapport aux autres techniques.

En conclusion, ce mémoire démontre le potentiel des nanoparticules d'argent comme agents antibiofilms
efficaces, marquant une avancee significative dans la lutte contre les infections associées au soins. Les
résultats prometteurs obtenus lors de cette étude suggérent que l'intégration des AgNPs dans les dispositifs

médicaux pourrait révolutionner les pratiques de prévention des infections, améliorant ainsi
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considérablement la qualite des soins prodigués aux patients. La poursuite des recherches dans ce

domaine est essentielle pour affiner ces approches et les adapter aux besoins cliniques réels.
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Annexe 1 : les caractéristiques cliniques des patients infectes

1 Homme  Sonde urinaire 3 positifs Néphrologie
2 Femme  Sonde urinaire 1 positif Maternité

3 Homme  Sonde urinaire 2 positifs Néphrologie
4 Femme  Sonde urinaire 2 positifs Maternité

5 Femme  Sonde urinaire Négatif Maternité

6 Femme  Sonde urinaire Négatif Maternité

7 Femme  Sonde urinaire Négatif Maternité

8 Femme  Sonde urinaire Négatif Maternité

9 Femme  Sonde urinaire 1 positif Maternité
10 Femme  Sonde urinaire Négatif Maternité
11 Femme  Sonde urinaire Négatif Maternité
12 Femme  Sonde urinaire Négatif Maternité
13 Femme  Sonde urinaire Négatif Maternité
14 Femme  Sonde urinaire Négatif Maternité
15 Femme  Sonde urinaire Négatif Chirurgie A
16 Homme  Sonde urinaire Négatif Néphrologie
17 Femme  Sonde urinaire Négatif Néphrologie
18 Homme  Sonde urinaire Négatif Néphrologie
19 Homme  Sonde urinaire Négatif Traumatologie
20 Femme  Sonde urinaire 3 positifs Traumatologie
21 Homme Cathéter Négatif Traumatologie
22 Homme Cathéter 1 positif Urgence
23 Homme  Sonde urinaire Négatif Urgence
24 Femme Cathéter 1 positif Infectiologie
25 Femme Cathéter 3 positifs Infectiologie




Annexe 2 : Etablir le profil numérique de Staphylococcus aureus par la galerie API 20 Staph.
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Annexe 3 : Etablir le profil numérique de Staphylococcus epidermidis par la galerie API 20

Staph.
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Annexe 4 : Etablir le profil numérique de Micrococcus spp par la galerie API 20 Staph.

- - w

E < e 3|z
Ii: a x <|D
g 412 1] 2 124 4 1] 2
o

< - - - - + | + | - + | - - - -
)

& 0 0 6 0 0
4+

O

Profil numérique : 0006400




Abstract

Biofilms are communities of microorganisms in contact with a biotic or abiotic surface. Although beneficial in_most
environments, bacterial biofilms developing on implants or during chronic infections serve as reservoirs of pathogens, causing
numerous nosocomial infections. Despite the implementation of preventive measures, biofilms are difficult to eradicate due
to their characteristic tolerance to high doses of antibiotics. To counter this biofilm threat and reduce the infection rate, a green
approach is favored, utilizing bioactive molecules produced by microorganisms for the synthesis of nanoparticles.

The objective of this study was to isolate Gram-positive bacterial strains from medical devices, determine their ability to form
biofilms, and examine the efficacy of biosynthesized nanoparticles in inhibiting these biofilms.

To achieve this, samples were collected from various medical devices from 24 hospitalized patients in different wards. The
bacterial strains obtained were purified and identified through morphological and biochemical tests. The Tissue Culture Plate
(TCP) method was employed to evaluate biofilm formation. Silver nanoparticles were biosynthesized and purified to assess
their antimicrobial and antibiofilm activity.

In this study, 17 Gram-positive bacterial strains were obtained from clinical samples. Investigation of their biofilm-forming
ability revealed 9 weak biofilm formers, six moderate biofilm formers, and only two strong biofilm formers. Additionally,
silver nanoparticles were synthesized from microorganisms. Subsequent tests demonstrated remarkable antibacterial and
antibiofilm activity of these nanoparticles against the strong biofilm-forming strains.

These results demonstrate that the biological efficacy of biosynthesized nanoparticles offers the potential for their integration
into biomedical and pharmaceutical products. Their potential as a promising alternative to combat bacterial biofilm-related
infections on medical devices is highlighted. This study paves the way for innovative strategies to prevent and treat healthcare-
associated infections, thus offering new perspectives in the field of public health and patient safety.

Keywords: Biofilm, Medical devices, Gram-positive bacteria, Nanoparticles
Résumé

Les biofilms sont des communautés de micro-organismes en contact avec une surface biotique ou abiotique. Bien que
bénéfiques dans la plupart des environnements, les biofilms bactériens se développant sur des implants ou lors d’infections
chroniques constituent des réservoirs de pathogénes a 1’origine de nombreuses infections nosocomiales. Malgré la mise en
ceuvre de mesures préventives, les biofilms sont difficiles a éradiquer en raison de leur tolérance caractéristique a des doses
¢élevées d’antibiotiques. Pour contrer cette menace des biofilms et réduire le taux d'infections, une approche verte est
privilégiée, exploitant les molécules bioactives produites par des micro-organismes pour la synthése de nanoparticules.
L'objectif de cette étude était d’isoler les souches bactériennes gram positives provenant des dispositifs médicaux, déterminer
leur aptitude a former des biofilms, et d'examiner I'efficacité des nanoparticules biosynthétisées dans l'inhibition de ces
biofilms.

Pour ce faire, des échantillons ont été prélevés sur divers dispositifs médicaux aupres de 24 patients hospitalisés dans différents
services. Les souches bactériennes ainsi obtenues ont été purifiées, identifiées par des tests morphologiques et biochimiques.
La méthode de plaque de culture de tissus (TCP) a été employée pour évaluer la formation du biofilm. Des nanoparticules
d'argent ont été biosynthétisées et purifiées afin d’évaluer leur activité antimicrobienne et antibiofilm.

Dans cette étude, 17 souches bactériennes Gram-positive ont été obtenues a partir de prélévements cliniques. L'investigation
de leur aptitude & former un biofilm a révélé 9 souches faiblement formatrices du biofilm, six souches se sont avérées
modérément formatrices, et seulement deux souches ont démontrés une forte aptitude a former un biofilm. En outre, des
nanoparticules d'argent ont été synthétisées a partir de micro-organismes. Les tests ultérieurs ont mis en évidence une activité
antibactérienne et antibiofilm remarquable de ces nanoparticules contre les souches fortement formatrices de biofilm.

Ces résultats démontrent que I’efficacité biologique des nanoparticules biosynthétisées offre la possibilité de les intégrer dans
la composition de produits biomédicaux et pharmaceutiques. Leur potentiel en tant qu’alternative prometteuse pour lutter
contre les infections liées aux biofilms bactériens sur les dispositifs médicaux est mis en évidence. Cette étude ouvre la voie a
des stratégies innovantes pour prévenir et traiter les infections associées aux soins, offrant ainsi de nouvelles perspectives dans
le domaine de la santé publique et de la sécurité des patients.

Mots clés : Biofilm, Dispositifs médicaux, Bactérie Gram Positives, Nanoparticules.
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