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Serratia marcesens, Myroides chryseobactériu,n indologens, Staphylococcus aureus, 
Staphylococcus xylosus et cap itis 

Résumé 

Un biofiim est une communauté de microorganismes adhérant entre eux et fixés à une surface. 

Les biotlms peuvent se former sur implants biomédical et être à l'origine des infections 

oculaires. Le but de cette étude, est de tester la capacité de certaines bactéries Gram négatifs 

et positifs isolées à partir des lentilles de contacts à former un biofiim par la méthode de 

plaque de culture de tissus (TCP). Sur les 13 souches testées, 02 souches sont fortement 

productrices de biofilm, 05 souches sont des productrices modérées, 02 souches sont 

faiblement productrices et 02 souches ne forment pas de biofiim. Les souches productrices de 

biofiim isolées durant notre étude font partie des germes qui représentent une cause 

importante des infections oculaires sévères (Kératites) tel que: Serratia marcesens, Myroides 

chryseobactérium indologens, Staphylococcus aureus, &aphylococcus xylosus et cap itis. 

Abstract 

A biofiim is a community of microorganisms to join together and attached ta the surface. Can form 

biofiims on medical implants and vital cause eye infections. The purpose of this study is ta test the 

ability of certain gram negative and positive lenses isolated from any contact with the biofilm 

formation by the method of tissue culture plate (TCP) bacteria. 0f 13 strains tested, 02 strains were 

strong biofiim producers,5 strains of moclerate producers and 02 strains are Iow producing. The 02 

strains are LaVa forments biofiims. Biofiim-producing strains isolated during the study is part of the 

bacteria that are a major cause of severe injury to the eye (keratitis) as foliows: Serratia marcesens, 

Myroides chryseobactérium indolo gens, Staphylococcus aureus, Staphylococcus xylosus et capitis 
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Introduction 

La vue est un élément essentiel dans la vie de l'être humain, elle lui permet de percevoir en 

permanence le monde extérieur et de s'y mouvoir, instrument d'une grande précision, l'oeil est 

un organe complexe et fragile, susceptible a des affections plus ou moins grave. 

Des études épidémiologiques réalisées depuis 1950 montrent une augmentation des kératites 

d'origine microbienne entre 1950 (2,5 pour 100 000 habitants)et 1998 (11 pour 100 000 

habitants). Cette recrudescence des infections de la cornée est une grande partie due au port 

des lentilles de contacts. (Bialasiewicz, 1996). 

Le port de lentille de contact est un corps étrange introduit dans l'oeil toute faute d'asepsie 

peut entrainer des complications sérieuses. Lors de la manipulation par les doigts, la lentille 

peut apporter de nombreux germes au niveau de la cornée et même le mauvais nettoyage peut 

être l'origine d'une infection. La simple présence de la lentille modifie les moyens de 

défenses de l'oeil en modifiant la circulation des larmes et provoquant une érosion mécanique 

de l'épithélium cornéen. Pour toutes ces raisons, le port de lentille de contact est la première 

cause de kératite infectieuse (Bialasiewicz, 1996). 

C'est dans les années 30 que les premiers travaux consacrés à la colonisation par des 

bactéries des surfaces inertes en contact avec des liquides ont débuté. 

En effet 65% des infections bactériennes chez l'homme implique des biofiims (Chicurel, 

2000). Les biofiims peuvent se former au niveau des implants des lentilles de contacts, et 

attaquent des tissus corporels comme les yeux (Costerton et al., 1999). 

Les microorganismes (bactéries, champignons) qui sont attachés à une surface, sont 

organisés en communauté structurés, et englobés dans une matrice d'exoploysaccharide. Ce 

mode de développement, appelé biofiim, a pris une importance toute particulière lorsqu'il à 

été établi qu'il était impliqué dans un grand nombre d'infection bactérienne (Filooux et al., 

2003). 
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Synthèse bibliographique 

Chapitre I : Les lentilles de contacts 

1. Définition 

Les lentilles de contacts sont les plus largement utilisées dans le monde. Elles sont 

clairement définie comme un dispositif biomédical optique souple ou rigide transparente en 

forme de disque, destinée à être placée au contact de la cornée pour la correction des défauts 

de la vision (réfraction) (Bohnert et al., 2000). 

La lentille de contact corrige le trouble de la réfraction a un niveau plus proche de son 

origine que les lunettes d'où un meilleur résultat optique. Elle modifie moins la taille des 

images. Les lentilles sont plus esthétiques que les verres traditionnels, et permettent 

également plus d'aisance pour pratiquer un sport. 

Les lentilles peuvent avoir des propriétés chimiques différentes telles 

• La perméabilité a l'oxygène (DK) : c'est le taux du flux d'oxygène passent a travers le 

matériau d'une lentille par unité de surface et par unité de temps. Avec une perméabilité a 

l'oxygène fort la tolérance sera meilleure. 

• La teneur en eau: l'adhérence des dépôts est plus forte sur les matériaux plus riches en eau. 

L'ionicité : c'est la proportion en ions présente dans les matériaux ioniques présentant une 

meilleure mouillabilité, un meilleur confort mais favorisent les dépôts protéiques avec un 

risque d'encrassement de la lentille (Savin, 2003). 

2. Les différents types de lentille de contact: 

2.1 Lentilles souple: 

Apparu en 1963, leur développement est fulgurant depuis les années 70, elles représentent 

actuellement plu de 80% du marché (syffoc , Sofres 2002). 

Le matériau de ces lentilles de contact est souple et flexible. Ces lentilles sont plus 

confortables. Leur perméabilité à l'oxygène dépend de leur contenu en eau qui peut s'étendre 

de 36 à 85%. Plus la lentille contient de l'eau plus la perméabilité à l'oxygène et bonne. Mais 

elle sera toujours inférieure à celle obtenue avec les lentilles rigide perméable à l'oxygène. 

Leur diamètre est de 12,5 à 16 mm. Il est plus grand que celui des lentilles rigide et ne permet 
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pas de va et vient de la lentille lors du clignement des paupières. Les larmes ont donc plus de 

mal à circuler sous la lentille ce qui expose la cornée au risque d'hypoxie (Earith, 1996). 

Il existe plusieurs modes de port pour les lentilles souples : les trimestrielles changées (tous 

les 3 mois) ; les jetables mensuelle changées chaque mois. Les bi mensuelles changées tous 

les 15 jours, les hebdomadaires changées tous les semaines et les quotidiennes changées tous 

les jours (Fontegne et aI., 2000). 

L'utilisation des lentilles souples hydrophiles sont plutôt prescrites pour des motifs 

esthétiques ou sportifs ou encore pour des amétropies faibles ou en cas de fragilité cornéenne. 

Du faite que les lentilles souples sont souvent indiquée lors : d'une intolérance aux lentilles 

rigides, d'une myopie ou hypermétropie forte, dans les milieux poussiéreux : le bord de la 

lentille est plaqué contre la surface oculaire et ou les particules se glissent difficilement en 

dessous. 

Neomoins les lentilles souples peuvent être contre indiquée pour: les maladies auto immune 

et le diabète car ces pathologies présentent un terrain fragile est plus propice aux infections. 

(Fontegne et aI.,2000). 

2.2 Lentilles rigides perméables à l'oxygène: 

Elles représentent 7% du marché des lentilles, leur diamètre et plus petit que celui des 

lentilles souples : 9,5 à 10 mm La lentille rigide ne recouvre que les 2/3 de la cornée ce qui 

favorise le passage des larmes (Syffoc, Sofres 2002). 

L'Utilisation de ces lentilles rigides sont indiquées dans le cas d'une intolérance aux produit 

d'entretien (irritation ; allergie) ou lorsqu'on craind un manque d'hygiène ou bien on est face 

à une insuffisance lacrymale ou lors d'un traitement à l'isotrétinoine (Roaccutane) (Fontegne 

et aI.,2000).Ces lentilles ne doivent pas être porté de façon occasionnelleet elles représentent 

une meilleure tolérance oculaire que les lentilles souples. 

Actuellement les lentilles rigides corrigent les myopies ; hypermétropie, les astigmatismes et 

les kératocônes, certaines sont visées thérapeutique. 

Cependant les lentilles rigides sont souvent contre indiqués pour: les infections palpébrales, 

conjonctivales et cutanées (Bonnet ,1996). 
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2.3 La lentille souple prothétique: 

Elle est utilisée dans le but principalement esthétique et n'apporte pas forcement de 

correction oculaire. On retrouve dans cette catégorie les lentilles colorées : « de multiples 

couleurs pour un effet très naturel », il existe même des lentilles de déguisement. 

Il est important de rappeler que la lentille de contact n'est pas un accessoire comme les 

autres c'est un corps étrange posé directement sur la cornée. Banaliser le port des lentilles de 

contact, c'est prendre le risque de voir se multiplier des complications (Lang, 2002). 

2.4 La lentille thérapeutique: 

Elle est employée pour traiter les maladies extérieures de l'oeil ou pour accélérer la 

cicatrisation de la cornée en assurant un rôle de barrière entre l'extérieur et l'oeil : en présence 

ulcération cornéenne, les lentilles souples agissent comme un pansement et accélèrent la ré-

épithélial isation de la cornée. 

Elle permet aussi l'administration locale de médicament car elle peut stocker et libérer les 

molécules actives de façon lente. 

Enfin, elle permet aussi de donner un aspect normal à un oeil non fonctionnel (exemples 

albinisme ; cataracte inopérable) (Lang, 2002). 

3. Hygiène et entretien des lentilles de contacts: 

Une récente étude épidémiologique a confirmé que la mauvaise hygiène des lentilles de 

contacts est fortement associée à l'infection de la cornée (Stapleton et al., 1962). et à des 

complications oculaire (Bates et al., 1 989). 

Il est donc important que les porteurs de lentilles de contact effectuent une pratique efficace 

de l'hygiène pour minimiser la contamination. L'entretien des lentilles est rapide et facile; 

elle a pour objectifs d'éviter la formation des dépôts (lipides, protéines et impuretés) sur la 

lentille et d'éliminer les risques infectieux (présence de germes) tout en respectant la 

physiologie oculaire (Gray et al., 1995).L'entretien en général doit se faire tous les soirs et se 

compose de 3 étapes 

• Nettoyage par massage de la lentille pendant 20 secondes avec le produit d'entretien 

(uniquement pour les lentilles souples), pour réduire le nombre de germes et éliminer les 

dépôts de surface de façon à éviter tout problème infectieux. 
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5. Les risques infectieux liés au port des lentilles de contacts: 

5.1 Les agents transmissibles conventionnels (ATC): 

Ils peuvent provoqués des kératites infectieuses chez le porteur de lentille de contact. 

• Les infections fongiques: 

Elles sont très rares, surtout liées à une mauvaise hygiène, les champignons les mycéliens 

peuvent se fixer sur les lentilles souples. L'encrassement des lentilles ainsi la contamination 

des étuis favorise la prolifération des champignons (acrémonium) plus rarement les levures 

(Candida) (Wilhemus et al., 1988). 

• Les infections amibiennes: 
Acanthamoeba est une amibe ubiquitaire, responsable des kératites assez rare mais grave 

avec ulcère de cornée, survenant le plus souvent chez un porteur de lentilles souples. 

L'infection est favorisé par la contamination microbienne des boitiers ainsi que par rinçage 

des lentilles à eau du robinet, ou la baignade avec les lentilles «(Cardine et al., 2002) 

(Radford et al., 2002) ». 

• Les infections virales: 

Certain virus, adénovirus, herpès, HIV, sont susceptible d'être transmis d'un patient à un 

autre par l'intermédiaire de lentille d'essais multi patient. Par ailleurs le port des lentilles est 

un facteur aggravant une infection virale évolutive. 

• Les infections bactériennes: 

Elles sont les plus fréquentes, la flore commensale du cul de sac conjonctival est modifiée 

par la présence d'une prothèse avec prédominance de bacille à gram négatif (Pseudomonas 

aeruginosa, Serratia marcesens), d'où le risque d'infection et plus particulièrement sur des 

lentilles souples hydrophiles (Stem, 1998). 

Les germes les plus souvent responsables des kératites bactériennes sont 

Serratiamarcescens, I'seudomonas aerigunosa, Staphylococcus aureus ; Staphylococcus 

epidermidis, plus rarement les Bacillus (Levey et al., 1996). 

• Serratia marcesens: 

Les Serratia sont des entérobactéries VP (positif); ils sont longtemps considérés comme un 

saprophyte, mais Serratia marcescens se comporte de plus en plus souvent comme un 
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pathogène 	opportuniste 	responsable, 	d'infections 	nosocomiales, 	et 	des 

kératites chez les sujets porteurs de lentilles de contact. Pseudomonas aerigunosa, Serratia 

marcescens sont souvent des agents de contamination le plus souvent retrouvé dans des 

collyres mal conservés et contaminés (Marchai et al.,1982). 

• Pseudomonas aeruginosa: 

Pseudomonas aeruginosa est un des microorganismes les plus difficiles à éradiquer. Ce 

bâtonnet gram négatif produit une enzyme: la collagénase qui détruit littéralement la cornée. 

C'est un organisme ubiquitaire ayant la facilité de vivre dans un environnement pauvre en 

nutriment. Boles (1990) a montré que Pseudomonas aeruginosa s'attache facilement à des 

lentilles neuves. Il a également été démontré que les dépôts de protéines sur les lentilles 

facilitent l'adhérence de Pseudomonas aux lentilles (Butrus, 1990). 

Cette espèce microbienne semble particulièrement résistante aux antibiotiques, et plus 
spécifiquement sous forme de biofilm dans les infections oculaires « (Stapleton et al .,1990), 
(Durin et al., 1994) ». 

• Stapliylococcus aureus: 

Appelé couramment staphylocoque doré en raison de la couleur des colonies bactériennes 

observées en milieu gélosé. Ce coque à gram positif et un organisme ubiquitaire est souvent 

impliqué dans divers infections et peut causer des dommages extensifs par sa résistance aux 

antibiotiques « ( Chalupa et al., 1987),(Durin et al., 1994) ». Cette espèce exprime de 

nombreux facteurs de virulence tels que la sécrétion de toxines ou la résistance au système 

immunitaire, mais également sa capacité à former des biofiims très mucoïdes lui permettant 

de devenir un pathogène opportuniste (Fey et aL, 2010). 

• Staphylococcus epidermidis: 

Staphylococcus epidermidis est une cause majeure de kératites infectieuses associées au port 

de verres de contact. Selon Fleiszig et Evans, F adhésion de Staphylococcus epidermidis au 

port de lentilles de contact est modulée par plusieurs facteurs dont le phénotype du 

microorganisme et les solutions utilisées (Durin et al., 1994). 
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5.2 Les facteurs de risques: 

Ils peuvent être classés selon des facteurs modifiables (type de lentilles, entretien, type de 

port) et non modifiables (sexe, âge, amétropie) «(Dart et aI., 1991) ; 
( Stapleton et al., 

2008) ». 

• Les facteurs favorisant la survenue d'une infection sous les lentilles sont des facteurs 

propre au porteur tel que déficience immunitaire, une sécheresse oculaire et ou une blépharite 

chronique, enfin toutes ces maladies doivent être recherchés avant toute pose de lentille par un 

examen médical (Liesegang, 1997). 

• Une mauvaise hygiène du patient est parfois liée à une information déficiente sur les 

règles élémentaires de entretien des lentilles, l'information et l'éducation des porteurs de 

lentilles doit accompagner avec toute première adaptation. 

• Le non respect de consigne de port, en particulier port trop prolongé ou le port 

permanent des lentilles souples est un facteur favorisant le risque infectieux. 

• La contamination microbienne des produits d'entretien, liée à une activité antiseptique 

insuffisante, ainsi qu'a un délai d'utilisation trop prolongé après ouverture (rôle des normes) 

(Schein et al., 1994). 

• Le type de lentille ainsi que le support qui peuvent faciliter l'adhésion de certain 

germes et provoquer la formation du biofilm et par conséquent des infections oculaires divers. 

Chapitre II: Biofiim sur les lentilles de contacts 

1. Complications du port des lentilles de contact 

La classification la plus utilisée pour décrire les accidents liés au port de lentilles de contact 

est celle de Spikler (1991). Elle repose sur la gravité potentielle et décrit les complications 

non significatives, les complications significatives et les complications graves 

• Les complications non significatives sont le plus souvent asymptomatiques et ont un 

retentissement modéré. Elles ne nécessitent pas l'arrêt immédiat du port des lentilles. 

• Les complications significatives regroupent les complications inflammatoires, 

allergiques, hypoxiques Les agents transmissibles conventionnels (ATC) 
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traverser une épaisse couche constituée d'exopolysaccharides et des proteines à fin de pouvoir 

atteindre leurs cellules-cible (Donlan, 2002). 

les EPS sont chargé négativement et fonctionnent comme une résine d'échange ionique qui 

est capable de lier un grand nombre de molécules d'antibiotique qui essaient d'atteindre les 

cellules incorporées dans un biofiim (Thein et al, 2001) 

> La seconde hypothèse est liée à l'environnement spécifique du biofilm, dont les zones 

les plus profondes, riches en résidus acides et pauvres en oxygène et en nutriments, pourraient 

gêner l'action de l'antibiotique (Stwart et al., 2001). 

Enfin, la dernière hypothèse s'appuie sur les modifications phénotypiques observées 

dans certains biofilms et dont les micro-organismes constituants pourraient présenter des 

formes plus résistantes et sur l'explication de l'antibi orèsi stance (Drenkard et aL,2002). 

Ces trois hypothèses reposent sur la nature communautaire et multicellulaire du biofiim. La 

plupart des spectres antibiotiques ont été étudiés sur des formes planctoniques, et doivent 

maintenant être étudiés sur des modèles de biofilms plus complexes. Ainsi, de nouvelles 

concentrations minimales d'inhibition, ainsi que de nouvelles associations médicamenteuses 

doivent être envisagées. 

Les recherches actuelles essaient d'envisager des molécules capables de rompre ou 

d'empêcher la formation de la matrice polysaccharidique, voire d'agir sur les signaux de 

différentiation du « quorum sensing ». 
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1. Lieu d'étude: 

Cette étude à été réalisée au laboratoire de Microbiologie Appliquée à l'Agroalimentaire au 

Biomédical et à l'Environnement (L.A.M.A.A.B.E), Université Abou Bekr Belkaid - 

Tlemcen. 

Celle-ci vise à évaluer la contamination d'un groupe de porteurs de lentilles jetables sur 

une période de 3 mois, un groupe de porteurs de lentilles à port de imois et un groupe de 

porteurs de lentilles à port prolongé. 

Aucun critère n'a été pris en considération, le groupe de volontaire a été pris de façon 

aléatoire chez des opticiens, ces derniers viennent pour changement de lentilles 

2. Prélèvement et ensemencement: 

Lors de nos visites chez les opticiens, les lentilles sont prélevées de façon aseptique chez 

des personnes volontaires, mises immédiatement dans leurs étuis et sont ramenés dans les 

heures qui suivent au laboratoire pour être analyser. 

Au laboratoire les différentes lentilles sont mises dans 5 mL d'eau physiologique stérile et 

subissent une sonication de 3 min pour décrocher en douceur les bactéries attachées à leurs 

surfaces. Après sonication, une agitation mécanique par vortex est nécessaire pour 

homogénéiser le contenu du tube. 

3. Cultures des prélèvements oculaires: 

Les bactéries recueillies dans le tube sont de suite ensemencées sur différents milieux 

• Milieu de Mac Conkey pour l'isolement des bactéries à Gram négatifs grâce à l'action de 

deux inhibiteurs le cristal violet (inhibition de la flore Gram-positive) et les sels biliaires 

(sélection des entérobactéries). La fermentation du lactose en acide est révélée en présence de 

rouge neutre par la formation de colonies roses ou rouges. Les microorganismes lactose-

négatif présentent des colonies incolores (Joflin et al., 2001). 

• Milieu de Chapman est un milieu sélectif, surtout utilisé en microbiologie médicale, 

permettant la croissance des germes halophiles. Parmi ces germes figurent au premier rang les 

bactéries du genre Staphylococcus, mais aussi les Ivficrococcus, les Enterococcus, les 

Bacillus. Ce milieu contient de fortes concentrations en chlorure de sodium (75 g/L'), ce qui 

permet un isolement sélectif de Staphylococcus tolérant les fortes concentrations en Nac!. 
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La fermentation du mannitol peut être également étudiée par virage au jaune de l'indicateur 

coloré, le rouge de phénol, autour des colonies (Joffin et aL. 2001). 

4. Isolement et purification: 

Après incubation des milieux, on procède à la purification des colonies bactériennes par ré 
'isolement sur deux milieux Mac Conkey et Chapman afin d'obtenir des souches pures à 
identifier. 

5. Identification à la coloration de gram 

La coloration de Gram est utile pour fournir les informations préliminaires sur les 
microorganismes en présence. 

5.1 Identification par des tests biochimiques: Galerie Api 20E / Galerie Api Staph 

•:• Galerie Api Staph 

Api staph est un système d'identification des genres staphylococcus et Micrococcus 

comportant des tests biochimiques standardisés et miniaturisés et une base de données 

spécifique. 

• Galerie Api 20 E 

Api 20 E est un système pour l'identification des Enterohacteriacae et autres bacille Gram-

négatifs non fastidieux. Utilisant 20 tests biochimiques standardisés et miniaturisés, ainsi 

qu'une base de données spécifique. 

La galerie API 20 E! API Staph comporte 20 microtubes contenant des substrats sous forme 

déshydratée. 

Les tests sont inoculés avec une suspension bactérienne qui reconstitue les milieux. Les 

réactions produites pendant la période d'incubation se traduisent par des virages colorés 

spontanés ou révélés par l'addition de réactifs. La lecture de ces réactions se fait à l'aide du 

Tableau de lecture et l'identification est obtenue à l'aide du tableau d'identification. 

A partir d'une culture de 18h, ensemencée sur boites, prendre à l'aide d'une pipette pasteur 

une colonie isolée de la souche à étudier, puis introduire la colonie dans 4m1 d'eau 

physiologique stérile ; vortexer la suspension bactérienne. Ensuite répartir de l'eau distillée 

Stérile dans les alvéoles que comporte le fond de la galerie afin de créer une atmosphère 

humide. 
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Après en ouvre et en dépose stérilement la galerie dans la boite d'incubation humidifiée. A 

l'aide d'une pipette Pasteur, introduire la suspension dans les cupules de la galerie, en évitant 

la formation de bulles, pour les caractères soulignés « tels que ADH, URE », remplir les 

cupules d'huile de paraffine et pour les caractères encadrés «tels que CIT », remplir cuve et 

cupules de suspension bactérienne. Et enfin Incuber 24h à 37°c. 

5.2. Lecture et interprétation 

Après l'incubation, la lecture de la galerie doit se faire en se référant au tableau de lecture 

(Annexe 1). 

6. Antibiogramme 

6.1 Principe: 

L'antibiogramme permet de mesurer la capacité d'un antibiotique à inhiber la croissance 

bactérienne in vitro et de catégoriser une souche bactérienne en classes semi-quantitatives 

(sensible, intermédiaire, ou résistant). Il est basé sur l'observation de la croissance bactérienne 

en présence d'un gradient de concentration obtenu par diffusion à partir de disques dans un 

milieu gélosé «Mueller-Hinton» (CASFM, 2013). 

Mueller-Hinton est un milieu de base non sélectif pour la culture des bactéries, relativement 

riche, mais qui reste un milieu de base qui permet la culture des bactéries non exigeantes. 

6.2 Technique: 

•• Préparation de I'inoculum: 

Réaliser une suspension en ensemençant 5 ml de bouillon de BHIB par 3a 4 colonies 

de morphologie similaire à partir d'un milieu non sélectif. 

Incuber 3 à 5h sous agitation à 37'c. La culture obtenue doit être de 108  UFC/mL soit 

de densité optique 0.08-0.1 à une longueur d'onde de 625nm. 
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Ensemencement: 

• 	Diluer la suspension inoculum au 1/100(106  UFC/mL) pour les bactéries a Gram 

négatif dans de l'eau physiologique. 

• 	Ensemencer par écouvillonnage la suspension sur le milieu préalablement coulée par 

20 mL de Mueller- Hintori. 

•:• Application des disques: 

• 	Déposer les disques d'antibiotiques à l'aide d'une pince stérile (figure 02). Les 

antibiotiques utilisés sont les suivants : Colistine, Ofloxacine, Norfioxacine, Tetracycline, 

Trimethoprime. 

SXT 

CT TE 	NOR 

OFX 

Figure 02 : disposition des disques d'antibiotiques pour des bactéries à Gram négatif. 

6.3 Lecture: 

Après 24 heures d'incubation on mesure les diamètres d'inhibition en se référerant aux 

valeurs critiques qui permettent de définir si la souche est sensible (S), résistante (R), ou 

intermédiaire (I) (Annexe 5). 

1. Les souches catégorisées S sont celles pour lesquelles la probabilité de succès 

thérapeutique est forte. 

2. Les souches catégories R sont celles pour lesquelles il existe une forte probabilité d'échec 

thérapeutique. 
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7. Evaluation de la formation du biofilm: 

7.1 Méthode de plaque de culture de tissus (TCP): 

Le test de TCP décrit par Christensen et al., 1985 permet une évaluation semi quantitative 

de la formation de biofiim. 

7.2 Technique: 

A partir d'une boite de culture de 24h, ensemencer une colonie dans IOmI de bouillon BHJB 

supplémenté de 2% de saccharose puis incuber à 37°c pendant 18h. 

On effectue une dilution au 1/100 pour les bactéries à Gram négatif eti/lO pour les bactéries 

à Gram positif avec du milieu frais (BHIB) et on rempli les puits d'une plaque de 96 puits 

avec 0.2mL de cette dilution ainsi que de 0.2 mL de bouillon de culture (BHIB) stérile qui 

servira de témoin. 

Les microplaques sont ensuite incubées pendant 18 heures à 37°c. Une fois que le contenu 

de chaque puits soit enlevé délicatement en tapotant la plaque, les puits sont lavés quatre fois 

avec 0,2 ml de tampon phosphate salin (PBS pH 7,2) afin d'éliminer les bactéries libres 

flottant (planctonique). Les biofiims formés par l'adhérence des organismes sessiles dans la 

plaque sont fixés avec de l'acétate de sodium (2%) pendant 15 min et colorés avec du cristal 

violet (0,1 % p/v) pendant 5 min. l'excès de colorant est ensuite rincé par un lavage en 

profondeur avec de l'eau distillées et les plaques sont laissées pour le séchage afin d'évaluer 

l'importance de la coloration du biofilm (Stepanovic et al., 2000). 

7.3 Lecture: 

Les puits sont remplis d'éthanol et la lecture de la DO de chaque puits est réalisée à l'aide 

d'un lecteur ELISA 
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Figure 03: Lecteur de microplaque (Lecteur ELIZA). 

La formation de biofilm est considérée comme positive lorsqu'il ya la présence d'un film au 

fond de tube, la lecture des souches testées à former le biofiim sur microplaque se fait par 

comparaison de la DO du témoin à celle des souches étudiées. 

Les souches sont classées dans les catégories suivantes 

DO,< 2 DOT 	Négatif 

2T<—DO<-4T 	Modéré 

DO?4T 	Formatrice 
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Résultats et Discussions 

1. Prélèvements: 

15 paires de lentilles de contacts ont été analysé, dont 09 paires n'ont pas permis de mettre 
en évidence des colonies bactériennes présentant de ce fait une culture négative. Les 06 
paires restantes ont toutes présenté des cultures positives ou 13 souches bactériennes ont été 
isolées et identifiées (figure 4). 

• culture negatif 

1 culture positif 

Figure 04: Répartition des prélèvements. 

Tableau 1: Résultats des prélèvements effectués au labo L.A.M.A.A.B.E de Tlemcen 

Prélèvements Résultats (Gram (-) / Gram(+)) Durée -- 

PI a Culture négative 
01 mois 

Pib Culture negative 

P2a Culture négative 
02 mois 

P2b Culture négative 

P3a Culture négative 

P3b Culture positive Culture positive 06 mois 

Na Culture positive Culture positive 01 ans 

P5a Culture positive Culture positive 01 ans 

P6a Culture positive Culture positive 01 ans 

P7a Culture negative 

P7b Culture negative 01 mois 

P8a Culture négative 03 mois 
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P8b Culture negative 03 mois 

P9a Culture negative 

03 mois P9b Culture negative 

PlOa Culture positive Culture positive 

06 mois PIOb Culture negative Culture positive 

Pila Culture negative 

01 mois Pub Culture negative 

P12a Culture negative 

P12b Culture negative 01 mois 

P13a Culture negative 01 mois 

P14a Culture negative Culture positive 
06 mois 

P14b Culture negative Culture positive 

P15a Culture negative 

P15b Culture 01 mois 

P: Personnes 	Pa : oeil droite; Pb : oeil gauche 

Les 15 paires de lentilles récupérées des 15 personnes volontaires ont présentent des cultures 
variables, selon le tableau 1 on constate que 06 personnes ont présentent une culture positive 
sur leurs lentilles (oeil droite et gauche). 

Cependant, on constate que pour la personne P3bseule une lentille a donné une culture 
positive. 

Chez 9 personnes la culture de leurs lentilles était négative et tous les portaient moins de 06 
mois. 

Semblerai être que la durée de portage des lentilles est un facteur favorisant leurs 
contaminations. 
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2. Répartition des souches isolées 

Tableau 2 Résultats positif des prélèvements. 

Prélèvement Résultats Durée 

Myroides chryseobacterium Staphylococcus hominis P3b indologenes 
Staphylococcus warneri 

06 mois 

P4a Myroides chryseobacterium 
indologenes Staphylococcus lentus 01 ans 

P5a 
Serratia marcesens Kocuria varians/ rosea 01 ans 

P6b Myroides chryseobacterium 
indologenes Staphylococcus aureus 01 ans 

P1 0a 
Serratia plymuthyca Bacillus 06 mois 

Pi Ob Culture négative Staphylococcus xylosus 06 mois 

Pi 4a Culture négative Siaphylococcus aureus 06 mois 

P 14b Culture négative Staphylococcus capitis 06 mois 

On remarque selon le tableau 2 que la contamination des lentilles par Myroides 

- 	chryseobacterium indologenes est toujours associée à la présence du genre Staphylococcus 

d'où l'intérêt de connaître et d'étudier les contaminations mixtes sur dispositif. 
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Serratia inarcesens 

Staphylococcus hominis 

Stap/sylococuus xylosus 

Après ensemencement et purification et identification des cultures positives, on constate (le 

tableau2) que la majorité des lentilles était colonisées par des bactéries à Gram positive du 

genre Staphylococcus; on retrouve principalement Staphylococcus hominis; Staphylococcus 

capitis; Staphylococcus lentus et aussi Staphylococcus warneri et S.aureus d'autre part ont 

retrouve d'autre souches dites : kocuria variance rosea, et même bacillus. 
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Staphylococcus capiris Siaphylococcus aureus 

Figure 06 : Photos représentative des souches à Gram positive isolées de lentilles de 
contacts (L.A.M.A.A.B.E). 
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Figure 07 : Répartition des souches à Gram positif isolées des lentilles de contacts. 

Cette contamination pourrait s'expliquer par plusieurs facteurs selon l'étude de Radford en 

1993 un mauvais entretien du boitier à lentilles serait responsable de 72 % des 

contaminations .Le manque d'entretien des boitiers pour lentilles de contact est un problème 

majeur car le risque de kératite microbienne est multiplié par 4 quant celui-ci n'est pas 

nettoyé correctement (Wu Y, 2010). 11 est recommandé de nettoyer le boitier quotidiennement 

avec le produit d'entretien prescrit et de laisser sécher complètement le boitier à l'air avant de 

stocker ses lentilles de contact (Wu YT, 2010). 11 a été démontré que les boitiers sont 

contaminés par des bactéries dans 77 % des cas et par des amibes dans 8 % des cas (Gray, 

1995). L'utilisation de l'eau du robinet augmente le risque d'infection amibienne «(Moore, 

1987), (SeaI, 1999) ». 
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Un mauvais lavage des mains peut être responsable de 50 % des contaminations de lentilles 

de contacts ; Le lavage des mains avec un savon est un point clé pour diminuer l'incidence 

des kératites microbiennes. L'absence de lavage des mains augmente le risque de 4,5 fois 

d'où la nécessite d'utiliser un savon antiseptique et antimicrobien «(Radford, 

1993) ;(Larson, 2003) ». 

Selon Pitts (1987), la contamination pourrait être due également à des solutions 

d'accompagnement des lentilles. Parce que ces dernières sont souvent périmées ou 

contaminées et contribuent à leur façon, à la chaîne de contamination. En effet, Pitts et 

Krachmer prétendent que plusieurs types de solutions sont faiblement préservés pour éviter la 

toxicité oculaire. 

Quant aux bactéries à Gram négatives, elles étaient représenté uniquement par deux genres 

Serratia marcesens et Myroides chryseohacterium indologenes 

Myroides chryseobacterium indologens 	 serrai la marcesens 

Figure 08 : Photo representative des souches à gram négative isolée des lentilles de 
contacts (L.A.M.A.AB.E). 

Cette contamination à Serratia selon l'étude de Marchai et al., 1982 peut être responsable 

des infections nosocomiales et aussi des infections oculaires telles les kératites infectieuses 

sévères et souvent graves. 

Tous ces genres ont été également retrouvées dans d'autre études tel les travaux de Bourcier 

et aL, 2003 qui explique et démontre la contamination des lentilles. 

Page 28 



Résultats et Discussions 

L'adhérence des bactéries aux lentilles de contacts souple en hydrogel à port prolongé est 

considérée comme un primaire facteur de risque dans la kératite microbienne, liée au genre 

entérobactéries (Cheng, 1999). On pense que la lentille sert de vecteur qui amène la bactérie 

en contact avec des tissus de la cornée qui provoque des infections oculaires (Latkovic et al., 

1997). 

Le risque de kératites infectieuses peut se lier au type de port qui est environ 21 fois plus 

grand avec les lentilles souples qu'avec les lentilles rigides (Kramer et al., 2002), car les 

lentilles rigides bougeant moins sur l'oeil du faite que leur diamètre et plus important 

(Taburet, 1986) et que les lentilles souples contiennent un pourcentage élevée d'eau ce qui 

permet aux bactéries de se lier plus facilement à leur surface (Dejacoruhswvrmi et aL, 

2001). 

Selon Schein et al., 1989; 74% des keratites ulcéreuses se présentent chez les porteurs de 

lentille souple à port prolongé (Schein et al., 1989), ce qui va multiplier par 10 à 15 fois le 

risque de survenu des kératites infectieuse (De Andrade, 2003). 

3. Résistance aux antibiotiques: 

Seules les bactéries à Gram négatif isolées des lentilles de contacts ont été testées pour leur 

sensibilité aux antibiotiques. 
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Figure 09: Etat de résistance aux antibiotiques des souches à Gram négative isolées 
des lentilles de contacts. 

Page 29 



Résultats et Discussions 

Selon la figure 9on constate que l'espèce Myroides chryseobacterium indologenes isolée du 

porteur P4a présente des résistances importantes aux fluroquinolone (ofloxacine), à la 

tétracycline et au triméthoprime avec des diamètres d'inhibitions allants de 16 à 25 mm. Les 

autres bactéries ont présenté des résistances moindres telle la colistine. 

Figurelø: Photo d'antibiogramme des souches de Myroides chryseobactérium 
indologens 

La souche de Serratia marcesens 

Figure 11: Photo d'antibiogramme de la souche Serratia marcesens. 

Serratia marcesens isolée du porteur P5a se démarque par sa résistance à la norfioxacine à 

l'ofloxacine et au triméthoprime cette espèce est moins résistante aux tétracycline et à la 

colistine. 

4. Résultats de l'évaluation de la formation du biofiim par la méthode TCP: 

Sur l'ensemble des bactéries isolées seules 11 souches appartenant au genre Staphylococcus 

et 02 appartenant aux Entérobacténes ont été étudiée pour leur capacité à former les biofilms 

par la technique de TCP (méthode de plaque de culture de tissu). 
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Tableau 03: Résultats de la formation de biofiim des souches étudiées par la méthode de 
TCP 

Souches  Nombre de souche  
absent Faible modéré fort 

Serratia marcesens O O O I 

Myroides chryseobacterium 
indologens 

0 1 2 0 

Staphylococcus aureus 0 0 1 1 

Staphylococcus lent us 1 0 0 0 

Staphylococcus xylosus O O I O 

Staphylococcus capitis O O 

Staphylococcus hominis O I O O 

Staphylococcus warneri 1 0 0 0 

Sur les 11 souches testées 2 d'entres elles sont de très bonnes formatrices de biofiim, une 

- 	est représentée par Serratia marcesens et l'autre représentée par Staphylococcus aureus. 

Les 05 souches sur 11 étaient modérées et sont représentées par 02 souches de Myroides 

- 	chryseobacterium indologeneset 03 souches de Staphylocoques. 

Figure 12: Etude de la formation du biofiim des souches testées. 
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Effectivement la souche de Serraria marcesens est une cause majeurs des kératites (infection 

oculaire) chez les porteurs des lentilles de contacts utilisant des collyres contaminée 

(Marchai et al., 1982). 

De même cette bactérie à été également retrouvée dans d'autre dispositif tel les endoscopes 

ou elle formait de véritable biofiim (Mostapha-Kara, 2013). 

Plusieurs auteurs Coria-Jimknez et al., 1994 ont démontré que Serratia marcesens est 

souvent responsable de kératite infectieuse et responsable de la formation de biofilm sur les 

lentilles; leur présence est liée selon différent auteurs à la contamination des collyres utilisées 

et mal conservée. 

Ce qui concerne à la souche Myroides chryséobacterium indologens celle-ci est retrouvée 

dans les situations médicales telles les infections oculaires et les conjonctivites (Bourcier et 

al., 2003). 

Concernant le genre staphylococcus ,on constate que l'espèce Staphylococcus aureus à 

coagulase positive fait partie des bons producteurs de biofiim. 

Néanmoins 03 souches Staphylocoques à coagulase négative étaient des producteurs 

modérées de biofilm tels : Staphylococcus xylosus et Staphylococcus capitis. 

En effet les souches de staphylocoques sont des causes majeurs des infections oculaires car 

elles possédants une meilleur capacité d'adhésion ce qui explique, leur fréquence élevée qui 

peut conduire à des kératites infectieuses (Bourcier et al., 2004). 

La durée d'implantation du dispositif influence considérablement aux porteurs des lentilles 

de contacts qui porte plus de 24 heures sans nettoyage ni entretien quelque soit le type de port 

va conduire à la formation d'un biofilm car les lentilles sont considérées comme un implant 

de court durée avec nettoyage et l'entretien des boitiers pendant la nuit à fin d'éviter 

l'accumulation des bactéries (biofilm) (Liesegang et al., 1997). 
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Conclusion 

Nombreuses sont les pathologies liées à la présence de biofiim bactériens sur implants 

oculaires ce qui conduit les ophtalmologistes à employer des doses plus élevées 

d'antibiotiques, à extraire et changer rapidement ces dispositifs dès que l'antibiothérapie 

échoue, et à employer des immunosuppresseurs (corticoïdes) quand les complexes immuns 

menacent d'endommager les tissus environnants. 

L'adhésion bactérienne aux implants intraoculaires explique nombre des complications et 

kératites infectieuses. Le biomatériau parfait des lentilles de contact empêchant l'adhésion et 

la colonisation bactérienne n'existe pas encore en 2014. 

L'expérience clinique a montré que les défenses de l'organisme ainsi que les traitements 

antibiotiques sont insuffisants pour éliminer un biofiim mature. Par ailleurs, nous ne 

disposons actuellement d'aucun moyen de lutte efficace contre les biofiims matures et le plus 

souvent, seul le retrait du matériel infecté permet de guérir le patient. La prévention de la 

formation des biofiims est par conséquent essentielle et nécessite une parfaite connaissance de 

toutes les étapes de formation et du rôle des différents acteurs. 

A l'issue de cette contribution, 1 /3 des personnes porteurs de lentilles était contaminé par 

différents micro-organismes où certains sont très souvent considérés pathogènes dont 

Staphylococcus aureus , S. epidernidis et Pseudomonas aeruginosa et Serratia marcesens. 

Selon la technique TCP utilisé dans le cadre de cette contribution, toutes ces bactéries 

étaient de bonnes productrices de biofilm et donc capables d'adhérer et de former de 

véritables agrégats sur ces dispositifs oculaires. 

En conséquence nous confirmons que le port de lentilles peut être source de grave 

infections et que le changement de ce dispositif est nécessaire afin de limiter et de diminuer 

les contaminations microbiennes et en conséquence leurs adhésion sur l'implant biomédical 

(Lentilles de Contacts). Seuls l'éducation et l'information du patient porteur tiennent une 

place essentielle dans la prévention et afin de limiter la colonisation des lentilles de contacts 

des mesures de prévention doivent être prises, ces mesures comportent l'application stricte 

des règles hygiène; 
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Conclusion 

• Se laver soigneusement les mains 

• Respecter la durée d'utilisation après l'ouverture du flacon, 

• Nettoyer soigneusement l'étui, ou moins une fois par semaine, 

• Remplacer régulièrement l'étui 

•. Eviter l'utilisation d'eau de robinet parce qu'il est responsable des infections 

amibiennes. 

«Il faut se souvenir que la lentille est renouvelable, la cornée ne l'est pas ». 

Pierre lumbroso. 
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- 	 Annexes 

Annexe I: Tableau de lecture d'une galerie API 20E 

Tests Substrat Caractères recherché 
Résultats 

 Négatif positif 

ONPG Ortho-nitro-phenyl- 
galactoside  

Beta-galactosidase incolore Jaune 

ADH Arginine Arginine dihydrolase Jaune Rouge/orangé 

LDC Lysine Lysine décarboxylase Jaune Orangé 

ODC Ornithine Omithine décarboxylase Jaune Rouge/Orangé 

CIT Citrate de sodium Utilisation de citrate Vert pale/j aune Bleu vert! Vert 

H2S Thiosulfate de sodium Production de H2S Incolore/grisatre Dépot noir/fin user 

URE Urée Uréase jaune Rouge/orangé 

TDA Tryptophane Tryptophanedesaminase 
1i)A/ 1m médiat 

Jaune Maronfonce 

IND Trypthophane Production d indole 
IND/ 

 
2mn,\1a 

Jaune Anneau rouge 

W Pyruvate de Sodium Production d acetoine 
VPI+VP2/lOmn 

incolore Rose-rouge 

GEL Gélatine de Kohn Gelatinase Non-Diffusion Diffusion du 
pigment noir 

GLU Glucose Fermentation/Oxydation Bleaul bleu-vert Jaune 

MAN Mannitol Fermentation/oxydation Bleui bleu-vert Jaune 

INO Inositol Fermentation/oxydation Bleui bleu- vert Jaune 

SOR Sorbitol Fermentation/oxydation Bleui bleau-vert Jaune 

RHA Rhamnose Fermentation /oxydation Bleui bleu-vert Jaune 

SAC Saccharose Fermentation/oxydation Bleui bleu-vert Jaune 

MIEL Melibiose Fermentationloxidation Bleui bleu-vert Jaune 

AMY Amygdaline Fermentation/oxydation Bleui bleu-vert Jaune 

ARA Arabinose Fermentation /oxydation Bleui bleu-vert Jaune 
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Annexe 2: Tableau de lecture API 20E 

M - oc flU flUUUhIUU :. fl 3: : ix fl - flUUUxUU 
tiUflUfl:.. _ 

31 Monnu to i lo ii ' I  

- " UUUU ' Ii ig tg 5,13 Sî U 
9 ! gl IIDU e UU x i: 13 Qi F. un O 

rIRh Lr _99U1I1x13UUU3500x 
glfl 

• 	 — - i EIUU & •x UDUUU x :: fl 
• 	1[UU : nU 00 UUU x 

UU000U000 LUI 	fi OU OU 
flglJ5U 35  5 35 35 

U. I UU0UU'X Ufl Sq 

qi oc »Si 75 flX U 100 flS 
OU UUEJ1IUU 'x 13 

I s OUUU U X 110 O 
sua si X Sî Si as i U 
5 (ID 9 U 9 tiB  

UUUDUU x r D 
1 00013 5 «3 fi s 

9C iIIiU11UU nu - EX u 
EIMM M M s UUUU ; OU ? 5 flJ b»u fi 

1 z OU x : flfl 110 D' 
c n0UIUt1UU x nu u s U 
non tinnu u 

IMM u ruutiuiin nu uno n - 
flO Inn uu_uuuUu 

s n IfliDLUIflUUUU 
0110 (I fl : fi 

glfl 
s 
s 

s) 35 
]fi egluflIaUgIHt1U 

DO DUUU titi 
uiumnen qq un 

UtitiR 
un 10 il ic 

CRI 
nUUDIIUIIIIUIU 

nUflUUUh1UU 
MU 

UEiU 
ilunuul0000 

uuu uuunnEl 
uu 

n 
fi 

fenD 

U 

fluo u 
non 

' irnuinunnuul 
DUDO uuuun 

nu c si 
nia 
nu 

ii unua 
uuuuunuuiu --.• 	nouai 

r. srnnnao qc DU - DDEIUUUD 
Mi  x gl  

'oun on un 
1 

Ii st a 
x liniinounu lx _U" i: • 

11 UUUiI11U •5 gl 35 D 95 Si 1:9 •x 31 gl 
71 nuuiuu :: 

go 
fi n U 11 

un 35 35 x U m s IIIIIIiEItitflI JIJtiIiU  _______ au  m  

Page 45 



- 	 Annexes 

Annexe 3: Tableau de lecture d'une galerie API Staph 
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Annexe 4: Tableau de lecture de la plaque API Staph 
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Annexe 5: Concentration et diamètres critiques des antibiotiques utilisés (CA-SFM, 2013) 

Concentrations Diamètre 
Charge du Critique (Mg(L) Critique (Mlvi) 

Antibiotiques Signe 
disque S 	R S 	R 

Tétracycline Tétracycline TE 30 UI < 4 > 8 19 <17 

Polypeptide Colistine CT 50 jtg 2 > 2 15 <15 

Sulfamide Triméthoprime SXT 5 j.tg 4 > 8 ? 16 <12 

Ofloxacine OFX g < 0,5 > I 25 <22 

Fluoroquinolones 

Norfioxacine NOR 5 j.tg 0,5 > 1 25 <22 
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Annexe 6 : Résultats et identification par la galerie API 20 E 

Caractère AL 
OC HUT INvOG M 

IN  s R S MA A 

DDDITS2R D E L A 0 OHAE MR 

Souche G 
H C C E A L UN RA CL YA 

Serratia +1 
Marcesens 

+ + + + + - - - + + + + + + - + + + 
- 

Serratia 
+ - - - - - - - - + + + + - - + + - + 

plymuthyca 

Myroides 
Chryseobacténum - - - - + - - - - - + - - - - - - - - - 
mdologenes 
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Annexes 

Annexe7 : Résultats et l'identification par la galerie API Staph 

Staphylococcus - + + + + + + + - - + +1- +1- - - + - + + 
aureus 

Staphylococcus - + + - + + + + - - - + +1 - - + - - - + 
warneri 

Staphylococcus 
- + + + + + + - - - - +1 +1- - - + - + - + 

hominis 

Staphylococcus 
- + + + + + + - - - - +1 + - - - - +/ + + 

xylosus 

Staphylococcus - + + + + + + + + +/ - +1.. +1- + + + +/ + - + 
lentus 

Kocuria - 

- + - - - - - - + +1 - - - - - - - 
varians/rosea 
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Annexes 

Annexe 8 : Résultats de I'antibiogramme pour les souches des entérobactéries 

'II111 tiues  
Souches 

SXT NOR TE OFX CT 

Myroides chryseobacterium indologens i S R R S R 

Myroides chryseobacterium indologens 2 S R S S R 

Myroides chryseobactérium indologens 3 S S R S R 

Serratia marcesens S R R S R 
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Serratia marcesens, Myroides chryseobactérium indolo gens, Staphylococcus aureus, 
Staphylococcus xyiosus et cap itis 

Résumé 

Un biofilm est une communauté de microorganismes adhérant entre eux et fixés à une surface. 

Les biofiims peuvent se former sur implants biomédical et être à l'origine des infections 

oculaires. Le but de cette étude, est de tester la capacité de certaines bactéries Gram négatifs 

et positifs isolées à partir des lentilles de contacts à former un biofilm par la méthode de 

plaque de culture de tissus (TCP). Sur les 13 souches testées, 02 souches sont fortement 

productrices de biofilm, 05 souches sont des productrices modérées, 02 souches sont 

faiblement productrices et 02 souches ne forment pas de biofiim. Les souches productrices de 

biofiim isolées durant notre étude font partie des germes qui représentent une cause 

importante des infections oculaires sévères (Kératites) tel que : Serratia marcesens, Myroides 

chryseobactérium indologens, Staphylococcus aureus, Staphylococcus xylosus et cap itis. 

Abstract 

A biofilm is a community of microorganisms to join together and attached to the surface. Can form 

biofilms on medical implants and vital cause eye infections. The purpose of this study is to test the 

ability of certain gram negative and positive lenses isolated from any contact with the biofiim 

formation by the method of tissue culture plate (TCP) bacteria. 0f 13 strains tested, 02 strains were 

strong biofiim producers,5 strains of moderate producers and 02 strains are low producing. The 02 

strains are Lalla forments biofiims. Biofilm-producing strains isolated during the study is part of the 

bacteria that are a major cause of severe injury to the eye (keratitis) as foliows: Serratia marcesens, 

Myroides chryseobactérium indolo gens, Staphylococcus aureus , Staphylococcus xylosus et capitis 
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