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صالملخ   

يعُدّ تكوّن البيوفيلم على سطح أنابيب التنبيب الرغامي عامل خطر رئيسي في الإصابة بالالتهاب الرئوي المرتبط 

الاصطناعية. يهدف عملنا إلى دراسة التنوع البكتيري والقدرة على تكوين البيوفيلم لدى السلالات المعزولة  بالتهوية

كما قمنا باختبار تأثير  .وطريقة الزراعة في الأطباق النسيجية  نغو الأحمرمن هذه الأنابيب باستخدام طريقتي الكو 

بعض العوامل البيئية )درجة الحرارة، الرقم الهيدروجيني، طبيعة الوسط، وتركيز الغلوكوز( على تكوين البيوفيلم من قبل 

قسام ذات الخطورة العالية في في هذه الدراسة، تم جمع عشرة عينات من مرضى مقيمين في الأ .السلالات المعزولة

%، 39بنسبة  كلبسيلة الرئوية:سلالة بكتيرية، كانت الأكثر شيوعًا 28تم عزل  .مستشفى الجامعة بتلمسان

تبين أن  الأطباق النسيجية %. وفقًا لطريقة 14%، والزائفة الزنجارية نسبة 25بنسبة  والمكورات العنقودية الذهبية

لوحظ أن تكوين البيوفيلم كان أكثر وضوحًا عند درجة حرارة  .جيدة للبيوفيلم% من العزلات كانت منتجة 54

محايد وقاعدي. كما ساهمت طبيعة وسط الزرع ووجود الغلوكوز في تحفيز تكوين  pH درجة مئوية وعند 37

لعدوى المرتبطة فهم تأثير العوامل البيئية على عملية تكوين البيوفيلم أمر بالغ الأهمية للحد من خطر ا .البيوفيلم

 .بأنابيب التنبيب الرغامي

وسط , : أنبوب التنبيب الرغامي، تلوث، بكتيريا، بيوفيلم، درجة الحرارة، الرقم الهيدروجينيالكلمات المفتاحية

 الزرع، الغلوكوز

 

 

 

 

 

 

 



Résumé  
 
La formation du biofilm à la surface des sondes endotrachéales (SET) constitue un facteur de 

risque majeur pour la pneumonie associée à la ventilation mécanique. L’objectif de notre travail 

vise à étudier l’écologie bactérienne ainsi la capacité de la formation de biofilm chez des 

souches isolées des SET par la méthode Rouge Congo et la méthode de culture de tissu en 

plaque (TCP), ainsi de tester l'effet de certains facteurs environnementaux (la température, le 

pH, la nature du milieu et la concentration en glucose) sur la formation de biofilm par les 

souches isolées. Dans cette étude, dix échantillons ont été recueillis auprès de patients admis 

dans les services à risque du CHU de Tlemcen. 28 souches bactériennes ont été isolées, avec 

majoritairement Klebsiella pneumoniae (39%), Staphylococcus aureus (25%), et Pseudomonas 

aeruginosa (14%).  Selon la technique TCP, 54% des isolats étaient de bons producteurs de 

biofilm in vitro. La formation du biofilm était prononcée à 37°C et à pH neutre et basique. La 

nature du milieu de culture ainsi que le glucose stimulaient la formation de biofilm. Comprendre 

l’influence des facteurs environnementaux sur le processus de la formation du biofilm est 

crucial afin de minimiser le risque infectieux liée aux SET. 

 

Mots clés : sonde endotrachéale, contamination, bactérie, biofilm, température, pH, milieu de 

culture, glucose. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Abstract  

 

The biofilm formation on endotracheal tubes surface (ETS) is a major risk factor for ventilator-

associated pneumonia (VAP). The aim of this study is to investigate the bacterial ecology and 

the biofilm-forming ability of strains isolated from ETTs using the Congo Red method and the 

Tissue Culture Plate (TCP) method. We also tested the effect of certain environmental factors 

(temperature, pH, culture medium type, and glucose concentration) on biofilm formation by the 

isolated strains. In this study, ten samples were collected from patients admitted to high-risk 

units at the University Hospital of Tlemcen. A total of 28 bacterial strains were isolated, with 

the most frequent being Klebsiella pneumoniae (39%), Staphylococcus aureus (25%), and 

Pseudomonas aeruginosa (14%). According to the TCP method, 54% of the isolates were 

strong biofilm producers in vitro. Biofilm formation was most pronounced at 37°C and at 

neutral to basic pH levels. The type of culture medium as well as the presence of glucose 

stimulated biofilm formation. Understanding how environmental factors influence the biofilm 

formation process is crucial in minimizing the infection risk associated with ETS.  

Keywords: Endotracheal tube, contamination, bacteria, biofilm, temperature, pH, culture 

medium, glucose. 
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        Les infections associées aux soins (IAS) constituent un enjeu majeur pour les systèmes de 

santé à l’échelle mondiale. Ce sont des infections qui se manifestent à partir du troisième jour 

suivant l’admission d’un patient à l’hôpital. Elles peuvent prolonger la durée d’hospitalisation, 

alourdir les charges financières des patients et de leurs familles, et augmenter le risque de 

mortalité [(Cappelli et al., 2024) ;(Khavandegar et al., 2025) ; (Sandu et al., 2025)].  

         La pneumonie sous ventilation mécanique est parmi les infections les plus répondus dans 

le monde, et les plus courantes dans les unités des soins intensifs. Ces infections sont liées à la 

ventilation mécanique et à la procédure d'intubation trachéale invasive [(Marcut et al., 2023) ; 

(Bisneto et al., 2024) ; (Khavandegar et al., 2025) ; (Sandu et al., 2025)]. 

        La colonisation des sondes endotrachéales par des micro-organismes est un phénomène 

fréquent chez les patients sous ventilation mécanique, En plus, la formation des biofilms sur les 

surfaces de ces dispositifs pose un problème particulier. Plusieurs études indiquent que les 

infections associées à la croissance du biofilm sont généralement difficiles à éradiquer, en 

raison de leur maturité dans les dispositifs médicaux comme les sondes endotrachéales. Ils 

représentent aussi une résistance majeure face aux traitements antimicrobiens et aux défenses 

naturelles de l’organisme [(Thorarinsdottir et al., 2020) ; (Schulze et al., 2021) ;(Haas et al., 

2023) ; (Zhao et al., 2023)]. 

       La formation du biofilm est un processus complexe, influencé par une multitude de facteurs 

biologiques, chimiques et environnementaux qui interagissent de manière synergique. Cette 

complexité explique le développement des biofilms dans divers environnements, allant des 

milieux naturels aux environnements cliniques [(Chaves simoes et al., 2023) ; (Rumbaugh et 

al., 2025)]. 

 

C’est dans ce contexte général que nous avons été amenés à entreprendre ce présent travail qui 

a pour objectifs :  

-D’isoler des souches bactériennes à partir de sondes endotrachéales.  

-D’évaluer in-vitro la capacité de souches isolées à former un biofilm par différentes techniques.  

-D’étudier in-vitro l’influence de certains paramètres environnementaux (la température, le pH, 

la nature du milieu et la concentration en glucose) sur la formation de biofilm par les souches 

isolées. 



 

 

 

 

 

 

 

 

Chapitre 01 : 

Risque infectieux lié aux sondes 

endotrachéales  
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         Un dispositif médical désigne tout instrument, appareil, matériel ou équipement destiné à 

une utilisation médicale chez l’homme. Un dispositif médical implanté est conçu pour être 

totalement ou partiellement intégré au corps humain, à des fins diagnostiques et thérapeutiques 

(Tétart, 2023). 

          La pneumonie associée à la ventilation mécanique (PAVM) est parmi les IAS les plus 

courantes et qui est associée à l’usage de dispositifs médicaux invasifs cruciaux appelés sondes 

endotrachéales [(Barnes et al., 2019) ; (Marcut et al., 2023)].  

 

1.Définition de la sonde endotrachéale  

          La sonde endotrachéale (SET) appelée aussi ; tube endotrachéal, est un instrument en 

chlorure de polyvinyle (PVC) positionné entre les cordes vocales et inséré dans la trachée pour 

faciliter non seulement la ventilation mécanique (l’apport d’oxygène et autres gaz inhalés vers 

les poumons), mais aussi pour protéger les voies respiratoires du patient contre l’aspiration du 

contenu de l’estomac [(Kumar et al., 2020) ;(Ahmed et Boyer, 2023)].  

 

2. Structure de la sonde endotrachéale 

          Les sondes endotrachéale présentent des caractéristiques standardisées ; selon Haas et 

al., (2014), la SET est constituée de l’association de plusieurs éléments (Figure 1) dont : 

- Un tube contenant des graduations qui permet aux cliniciens d’évaluer la profondeur 

d’insertion et de surveiller les déplacements de la sonde. Certains tubes disposent également de 

marquages spécifiques pour guider l’insertion correcte sous vision directe. 

- L’extrémité du tube est biseautée vers la gauche, mené d’un orifice latéral appelé œil de 

Murphy qui est souvent présent sur le tube afin d’assurer la ventilation en cas d’obstruction de 

l’orifice principal. 

-Un ballonnet gonflable situe à l’extrémité de tube, formant un joint étanche avec la paroi 

trachéale pour prévenir les fuites de gaz et l’aspiration de sécrétions. Ce ballonnet est relié à un 

ballonnet pilote externe via une ligne pilote creuse, et une valve unidirectionnelle qui permet le 

contrôle de la pression.  

- Un connecteur standardisé de 15 mm permet le raccordement à différents équipements de 

ventilation.  
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Figure 1 : Composants de base d’une sonde endotrachéale (Marcut et al., 2023) 

 

 3. Les infections associées à la sonde endotrachéale  

        Bien qu’ils soient indispensables d’utiliser des SET pour le traitement des patients en soins 

intensifs, cela constitue des voies d’accès directes pour les agents pathogènes d’origine 

endogènes et exogènes, ce qui favorise la colonisation bactérienne d’où un facteur de risque 

significatif pour les IAS [(Barnes et al., 2019) ; (Boulet el al., 2024) ; (Rajandra et al., 2025)]. 

Parmi les plus graves infections associées aux SET, on cite la pneumonie associée à la 

ventilation mécanique (PAVM). 

3.1. Définition de la pneumonie associée à la ventilation mécanique  

        Une pneumopathie acquise sous ventilation mécanique (PAVM) représente la forme la 

plus sévère de pneumonies associées aux soins. Elle constitue une infection du tissu pulmonaire 

qui se produit au moins de 48h après le début d’une ventilation mécanique [(Palau et al., 2022), 

(Alves et al., 2023) ; (Marc et al., 2023)]. 

        Les PAVM représentent environ 15 % des IAS, se classant au deuxième rang des sites 

infectés, aux côtés des infections du site opératoire. Leur incidence varie de 0,5 à 1 cas pour 

100 admissions, mais elle est multipliée par 6 à 20 chez les patients sous ventilation mécanique, 

qu’ils soient adultes ou enfants. Cela fait des PAVM la principale infection en réanimation, 

avec une incidence estimée entre 1 et 4 épisodes pour 1 000 jours de ventilation [(Nyunga, 

2011) ; (Hajoubi, 2019)]. 
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          Les patients développant une pneumopathie présentent souvent un séjour prolongé sous 

ventilation mécanique, favorisant la colonisation bactérienne des voies respiratoires, la micro 

aspiration, ainsi que des altérations immunitaires importantes (Marcut et al., 2023). Ces 

conditions sont associées à une augmentation des coûts de soins, une survenue fréquente de 

multirésistante bactérienne, ainsi qu’à une morbidité et une mortalité élevée (Meregildo-

Rodriguez et al., 2025). 

 

4. Les facteurs de risque liées sondes endotrachéales  

          Selon Beilenhoff, (2023), les infections associées aux sondes endotrachéales peuvent 

être classées en infections endogènes (liés au patient), et exogènes (liés aux soins et à 

l’environnement hospitalier). 

 

4.1. Facteurs de risque liés aux infection endogènes 

-Le jeune âge : les nourrissons (≤ 2 ans) présentent un risque plus élevé d’infections associées 

aux SET (Baklouti et al., 2024).  

-La comorbidité : le diabète constitue un risque accru d’infections associées aux SET 

(Benhamida et al., 2020). 

 

4.2. Facteurs de risque liés aux infection exogènes 

-La durée d'intubation : une intubation de longue durée accroît considérablement le risque 

d’IAS. En outre, la colonisation microbienne et le développement de biofilms sur les dispositifs 

médicaux sont facilitée par une hospitalisation prolongée [(Touman et Stratakos, 2018) ; 

(Bouhrour et al., 2024) ; (Sethi, 2024)]. 

 -L’asepsie : le risque de PAVM peut être accru par le non-respect des procédures d’asepsie 

(Rajandra et al., 2025).  

-L’admission en soins intensifs : le placement en unité de soins intensifs est un facteur reconnu 

qui augmente le risque d’IAS.  Cette vulnérabilité découle à la fois de la sévérité de l’état 

clinique des patients, généralement immunodéprimés ou souffrant d’insuffisances 

multiviscérales, et de leur exposition à divers appareils invasifs tels que les sondes 

endotrachéales (Blot et al., 2022).  
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        Les biofilms se forment lorsque des bactéries planctoniques s’installent sur des surfaces, 

organiques ou inorganiques, et s’y regroupent en communautés en produisant une matrice 

protectrice composée de polymères extracellulaires riches en glucides, de protéines, et d’acides 

nucléiques [(Barnes et al., 2023) ; (Wang et al., 2024)]. 

        Les biofilms constituent un vecteur important dans la survenue des IAS, ils posent un 

problème particulier en raison de leur persistance sur les surfaces, notamment sur les dispositifs 

médicaux formant ainsi un véritable réservoir infectieux, souvent difficile à éradiquer. Ils 

représentent aussi une résistance majeure face aux traitements antimicrobiens et aux défenses 

naturelles de l’organisme [(Schulze et al., 2021) ;(Haas et al., 2023) ; (Zhao et al., 2023)]. 

1. Les étapes de formation du biofilm 

Le processus de formation du biofilm se déroule en plusieurs étapes (Figure 2) : 

 

 

Figure 02 : Les étapes de formation du biofilm (Marcut et al., 2023)  

1.1. Adhésion initiale réversible  

      Les cellules bactériennes planctoniques s’adhérent de façon réversible aux surfaces 

biotiques ou abiotiques par l’intermédiaire d’interactions physico-chimiques (srinivasan et al., 

2021). Cette adhésion est facilitée par des organites extracellulaires, telles que les flagelles et 

les pili présents à la surface cellulaire (samrot et al., 2021). 
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1.2. Adhésion irréversible  

       Les bactéries adhèrent de manière irréversible à la surface à travers des interactions plus 

stables. Elles synthétisent une matrice des exo polysaccharides (EPS) (Armbruster et Parsek, 

2018). 

1.3. Le développement précoce du biofilm  

     Une fois fermement attachées ; les bactéries commencent à se multiplier et secréter une 

matrice protectrice. Ce processus de division conduit ensuite à la formation de diverses micro-

communautés bactériennes qui sont interconnectées, assurant la coordination des échanges 

métaboliques, le transport des nutriments et l’élimination des composés toxiques [(Samrot et 

al., 2021) ; (Erkihun et al., 2024)]. 

1.4. La maturation du biofilm   

      La structure du biofilm devient progressivement tridimensionnelle, constituant un réseau 

complexe de cellules et de matrice extracellulaire. Au cours de cette phase, des molécules de 

signalisation appelées auto-inducteurs sont ainsi sécrétées.  Au sein de cette matrice, de canaux 

aqueux et de pores se forment entre les micro colonies, permettant l’acheminement d’oxygène 

et de nutriments nécessaires à la croissance de microorganismes, ainsi que l’élimination des 

déchets [(Srinivasan et al., 2021) ; (Vani et al., 2023)]. 

1.5.Dispersion du biofilm   

       Cette phase de dispersion permet à ces cellules de coloniser de nouvelles surfaces, initiant 

ainsi un nouveau cycle de formation de biofilm (Samrot et al., 2021). 

2. La régulation du biofilm  

       Des systèmes de communication cellulaire sophistiqués, dont le quorum sensing (QS), 

régulent la formation du biofilm. Ce processus autorise les bactéries à percevoir leur densité de 

population et à synchroniser l’expression des gènes associés à la création de biofilms, à la 

virulence et à la résistance antimicrobienne.  Plusieurs mécanismes de régulation du QS ont été 

identifiés par des recherches, parmi lesquels les systèmes fondés sur les homosérine lactones 

(AHL) chez les bactéries à Gram négatif et les peptides auto-inducteurs chez les bactéries à 

Gram positif (Lantian et al., 2020). 
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3. Biofilm sur sondes endotrachéales (Figure 3 et 4) 

        La sonde endotrachéale perturbe les mécanismes de défense naturels des voies 

respiratoires (réflexe de toux, clairance mucociliaire), favorisant ainsi la prolifération 

bactérienne.  Le développement de biofilms sur SET commence souvent en moins de 24h après 

l'intubation, et représente une source de pathogènes causant des pneumonies liées à la 

ventilation. En outre, la formation de biofilms sur ces surfaces internes complique l’élimination 

des agents infectieux, ce qui augmente la persistance de l’infection et sa résistance aux thérapies 

[(Frits et al., 2022) ;(Bouhrour et al., 2024) ; (Mishra et al., 2024)].  

 

 

Figure 3 : La formation du biofilm sur sonde endotrachéale (Marcut et al. 2023) 

 

 

Figure 4 : Présence du biofilm sur une sonde endotrachéale observée au microscope 

électronique à balayage (Gil-Perotin et al., 2012) 
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          Les agents pathogènes les plus couramment impliqués dans la formation de biofilm sur 

les sondes endotrachéales sont Staphylococcus aureus (sensible à la méthicilline), 

Staphylococcus aureus résistant à la méthicilline (SARM), Streptococcus pneumoniae, 

Escherichia coli, Serratia spp, Klebsiella pneumoniae, Proteus spp, Pseudomonas aeruginosa, 

Enterobacter spp., Acinetobacter baumannii, Enterococcus résistant à la vancomycine (ERV) 

[(Marcut et al., 2023) ; (Mishra et al., 2024)]. 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

CHAPITRE iii:  

 Facteurs influençant  

la formation de biofilms   



CHAPITRE III                             Facteurs influençant La formation de biofilms 
 

 
13 

       La formation du biofilm est un processus complexe, influencé par une multitude de facteurs 

biologiques, chimiques et environnementaux qui interagissent de manière synergique. Cette 

complexité explique le développement des biofilms dans divers environnements, allant des 

milieux naturels aux environnements cliniques [(Chaves simoes et al., 2023) ; (Rumbaugh et 

al., 2025)]. 

       La formation du biofilm est conditionnée par des facteurs internes liés aux bactéries tels 

l'hydrodynamique et diverses propriétés de la surface cellulaire [(Choudhary et al., 2020) ; 

(Upmanyu et al., 2022)], ainsi aux défis environnementaux tels que les rayons ultraviolets, les 

nutriments limités, les niveaux de pH extrêmes, la salinité élevée, la température, la pression 

élevée et l’exposition à des substances antimicrobiennes (Omwenga et Awuor, 2024). 

          La formation d’un biofilm est un processus très complexe, influencé par de nombreux 

facteurs : facteurs structuraux, facteurs environnementaux, facteurs de régulation génétiques. 

 

3.1. Les facteurs structuraux  

La structure même des micro-organismes joue un rôle déterminant dans le processus de 

formation du biofilm. Ces facteurs structuraux constituent les outils moléculaires et cellulaires 

que les bactéries utilisent pour initier, développer et maintenir leurs communautés organisées 

(Sharma et al., 2023). 

 

3.1.1. Substances polymériques extracellulaires (EPS) 

       Les EPS constituent l'élément structural des biofilms, ce sont des polymères de haut poids 

moléculaire, composés principalement de polysaccharides (50-90%), de protéines (1-60%), 

d'acides nucléiques (1-25%) et de lipides (1-40%). Leur synthèse est un processus qui est 

souvent influencé par les conditions environnementales [(Samrot et al., 2021) : (Kim et al., 

2023)]. 

 

3.1.2. Les Pili  

Les pili sont des appendices protéiques qui jouent un rôle important dans la formation 

du biofilm bactérien en facilitant l'adhésion aux surfaces et peuvent également faciliter 

l'agrégation bactérienne et la formation de microcolonies, étapes cruciales dans le 

développement du biofilm [(Ponisch et al., 2018) ; (Samrot et al., 2021)]. Il existe plusieurs 

types de pili selon leur fonction et leur structure : les pili de type I impliqués dans l'adhésion 
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non spécifique, les pili P responsables de l'adhésion spécifique à certains récepteurs, et les pili 

de type IV qui participent à la fois à l'adhésion et à la motilité (Hospenthal et al., 2017). 

 

3.1.3. Flagelles  

Les flagelles sont des organites qui confèrent aux bactéries leur capacité de 

déplacement, leur offrant la possibilité de se diriger vers de nouvelles surfaces à coloniser 

(Samrot et al., 2021). Les flagelles peuvent contribuer à la structuration tridimensionnelle du 

biofilm en créant des canaux d'eau et en facilitant la distribution des nutriments (Ozer et al., 

2021). 

 

3.1.4.  Hydrophobicité de la surface cellulaire  

L'hydrophobicité constitue un déterminant important de l'adhésion microbienne, elle est 

principalement déterminée par la composition de la paroi cellulaire, notamment la présence de 

protéines hydrophobes, de lipides et de polysaccharides spécifiques (Danchik et casadevall, 

2021). Les cellules bactériennes hydrophobes ont une plus grande affinité pour les matériaux 

hydrophobes, tels que le plastique utilisé dans les dispositifs médicaux comme les sondes 

endotrachéales. Cette affinité favorise une adhésion initiale stable, qui est une condition 

préalable à la formation d'un biofilm mature (Krasowska et Sigler, 2014). 

 

3.2. Les facteurs environnementaux  

Les conditions environnementales exercent une influence déterminante sur la formation 

et du développement des biofilms. Ces facteurs peuvent agir individuellement ou en synergie 

pour moduler la capacité des micro-organismes à former des communautés structurées (Goller 

et Romeo, 2008).  

 

3.2.1. Les concentrations en nutriments  

La disponibilité des nutriments présente un facteur intéressant dans la formation des 

biofilms. Une carence en nutriments induit un stress chez les microorganismes, entraînant la 

formation de biofilms comme mécanisme de survie. Toutefois, à des faibles niveaux de 

nutriments, les biofilms ne peuvent arriver à maturité et restent sous-développés. Un équilibre 

nutritionnel optimal favorise la formation de biofilms matures [(Neiderdorfer et al., 2017) ; 

(Samrot et al., 2021)]. 
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          La synthèse du slime est influencée par l’ajout de certains composants tel un excès de 

carbone, et du glucose (Zhao et al., 2023). De plus, la carence en potassium et en phosphate 

modifie également la production d'EPS, souvent en l'augmentant afin de stabiliser la matrice du 

biofilm dans des conditions de stress nutritionnel (Li et al., 2024). 

          La présence de certains ions, tels que le calcium (Ca²⁺) et le magnésium (Mg²⁺), joue un 

rôle crucial dans la formation de biofilms. Ces cations facilitent l'adhésion réversible des 

bactéries aux surfaces. En plus le calcium et le magnésium contribuent à la stabilité structurale 

du biofilm en renforçant la matrice extracellulaire. Ces ions forment notamment des ponts 

ioniques entre les polysaccharides, conférant ainsi au biofilm une meilleure résistance aux 

forces mécaniques et de cisaillement (Wang, Flint et Palmer, 2019). 

3.2.2. La température  

La température est un facteur environnemental fondamental qui affecte non seulement 

l'activité métabolique et enzymatique des bactéries, mais aussi leurs propriétés de surface et 

leur comportement adhésif. La capacité des bactéries à former des biofilms peut être influencée 

par des variations de température (Samrot et al., 2021). La température optimale favorise 

généralement une formation rapide de biofilm. Cependant, la température influence également 

la viscosité du milieu, la solubilité des gaz dissous, la cinétique des réactions enzymatiques et 

la stabilité des structures protéiques [(Alotaibi et Bukhari, 2021) ; (Kumar rol et al., 2022)]. 

 

3.2.3. Le pH 

Le pH du milieu modifie la charge de surface des microorganismes ainsi que celle des 

supports solides, ce qui peut entraîner une réduction ou une augmentation des interactions 

électrostatiques défavorables à l'adhésion. Le pH environnemental peut avoir un effet majeur 

sur la formation du biofilm [(Alotaibi et Bukhari, 2021) ; (Samrot et al., 2021) ; (Pal et 

Lavanya, 2022)]. 

 

3.2.4. La concentration en oxygène  

La disponibilité en oxygène est un facteur environnemental qui influence la formation 

de biofilms. L'attachement bactérien aux surfaces et le développement ultérieur de biofilms 

peuvent dépendre de la concentration d'oxygène (Alotaibi et Bukhari, 2021).  Cependant, les 

conditions anoxiques peuvent également favoriser la formation de biofilms chez de nombreuses 

espèces, particulièrement les bactéries anaérobies facultatives (Abdelhamid et Youcef, 2024).  
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3.2.5. Forces hydrodynamiques et cisaillement  

Les forces de cisaillement exercées par l'écoulement des fluides représentent un défi 

crucial pour la formation et le maintien de biofilms (Faria et al., 2020). Un cisaillement modéré 

peut favoriser la formation du biofilm en stimulant la production d'EPS (Schmidt et al., 2017). 

Cependant, les bactéries ont développé diverses stratégies pour résister aux forces 

hydrodynamiques, notamment la production d'adhésines plus robustes, la formation de 

structures filamenteuses qui s'ancrent profondément dans la matrice, et la création de 

microcolonies en forme de champignon qui minimisent l'exposition au cisaillement [(Perez et 

al., 2021) ; (Böhning et al., 2024) ;(David et al., 2024)].  

 

3.3.Facteurs liés à la surface 

La fixation des microorganismes à la surface est un phénomène complexe, la surface 

peut avoir plusieurs caractéristiques, la formation du biofilm semble augmenter à mesure que 

la rugosité de surface augmente, et les propriétés physico-chimiques comme (la balance 

hydrophile/hydrophobe, la densité de la charge, et la perméabilité hydrodynamique) occupent 

un rôle important dans l’adhésion initiale des bactéries (Benmahdi, 2017). 

 

3.4. Facteurs de régulation génétique  

La formation de biofilms implique une régulation génétique complexe qui coordonne 

l'expression de centaines de gènes en réponse aux conditions environnementales. Cette 

régulation fait intervenir des systèmes de transduction du signal sophistiqués qui permettent 

aux bactéries d'adapter rapidement leur phénotype aux changements de leur environnement. 

(Bridges et al., 2022). 
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Ce travail a été effectué au laboratoire LAMAABE de la faculté des sciences de la nature et de 

la vie, de la terre et de l’univers à l’Université Abou Bekr Belkaid-Tlemcen. 

 

1. Prélèvements  

        Durant une période de 2 mois (mars et avril 2025), 10 sondes endotrachéales ont été 

soigneusement prélevés de patients hospitalisés plus de 48h dans deux services du CHU de 

Tlemcen : service de réanimation, les urgences médicales. 

Les dispositifs médicaux ont été soigneusement prélevés dans des conditions d’asepsie, placées 

individuellement dans des pots stériles puis transportés immédiatement au laboratoire pour être 

analysé. 

Chaque prélèvement est accompagné d’une fiche de renseignement comportant le sexe, l’âge, 

nature de la pathologie du patient, la durée de sondage. 

 

2. Ensemencement et isolement 

Selon la technique quantitative de Brun Buisson, (1987) l’extrémité distale est coupée puis 

mise dans un pot contenant 5ml de l’eau physiologique stérile puis agitée au vortex pendant 

1min (Figure 5).  

 

 

Figure 5 : L’extrémité distale d’une sonde endotrachéale dans 5ml de sérum physiologique 

 

Un volume de 20 μL est ensuite ensemencé sur trois différents milieux spécifiques :  

-Le milieu Mac Conkey pour la recherche de bactéries à Gram négatif et plus spécifiquement 

les entérobactéries, grâce à la présence d’agents sélectifs (cristal violet et sels biliaires).  

-Le milieu Chapman pour la recherche des bactéries à Gram positif et plus spécifiquement les 

staphylocoques, grâce à la présence d’une forte concentration en NaCl. 
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-Le milieu Cétrimide pour la recherche des Pseudomonas, ce milieu est un ammonium 

quaternaire qui inhibe la croissance de la plupart des autres espèces bactériennes.  

L’incubation était réalisée à 37°C pendant 24 à 48h. 

 

3. Identification des souches isolées 

 L’identification des souches était réalisée, après la vérification de leur pureté par une :   

- Etude des caractères macroscopiques : aspect des colonies sur milieux gélosés.  

- Etude des caractères microscopiques (le type du Gram, la morphologie, 

l’arrangement des cellules). 

- Etude des caractères biochimiques API (Biomérieux®, France) :la galerie API est 

un ensemble de tubes permettant l’identification des bactéries par réalisation rapide 

et facile de tests biochimiques miniaturisés. Cette technique consiste à inoculer dans 

les microtubes une suspension homogène qui reconstitue les milieux déshydratés. 

Les réactions produites pendant la période d’incubation se traduisent par des virages 

colorés spontanés ou révélés par l’addition de réactif. Après l’incubation, la lecture 

de la galerie est faite en se référant au tableau de lecture (Annexe3). 

 

4. Conservation des souches  

      Toutes les souches identifiées ont été conservées en double réplique sur gélose nutritive 

inclinée à 4°C et dans le glycérol à -80°C. 

 

5.Étude de la formation de biofilm in-vitro des souches isolées 

La détection de la formation de biofilm de toutes les souches isolées réalisée par deux 

méthodes ; la technique de Rouge Congo Agar (technique qualitative) et la technique de 

microplaque de titration (méthode quantitative). 

 

     5.1. Technique du Rouge Congo agar (RCA) 

 La production de slime a été recherchée sur le milieu Rouge Congo Agar, ce dernier a été 

préparé avec 37 g/L BHIB, 50 g/L de saccharose, 10 g/L d’agar et 0,8 g/L du Rouge Congo 

Agar puis autoclavé à 121°C pendant 15 min. Contrairement aux autres milieux de culture, le 

Rouge Congo est ajouté ensuite au milieu refroidi à 55°C. Le milieu est ensemencé de la souche 

puis les boites sont incubées à 37C° pendant 24 à 48h (Touati et al., 2007). 
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Les souches productrices de slime exprimant le PIA (Polysaccharide Intercellular Adhesion) 

donnaient des colonies noires à surface rugueuse contre des colonies rouges à surface lisse pour 

les souches non productrices (Nasr et al., 2012). 

 

5.2.Méthode de plaque de culture de tissus (TCP)  

Le technique TCP décrite par O'Toole et al., (2000) permet une évaluation quantitative de la 

formation du biofilm. A partir d’une culture de 18h dans le milieu BHIB, les puits d’une 

microplaque de 96 puits (polystyrène) sont inoculés avec150 μL de la suspension bactérienne  

ajustée a une DO de 0,1. Les microplaques sont incubées à 37°C pendant 24h. Les puits sont 

lavés trois fois avec l’eau distillée stérile afin d'éliminer les bactéries planctoniques. Les 

biofilms formés sont colorés avec du cristal violet (0,1%) pendant 15 min. L'excès de colorant 

est ensuite rincé et les plaques sont séchées pendant quelque minutes. Les microplaques sont 

ensuite solubilisées avec l’éthanol (95%), la DO est ensuite mesurée à 490 nm à l’aide d’un 

lecteur ELISA (Figure 6).  

Selon Christensen et al., (1985), les souches ont été classées comme suit : 

-DO ≤ Dot (Témoin) : non-formatrice du biofilm. 

-DOt × 2 ≤ DO ≤ DOt × 4 : modérément formatrice du biofilm. 

-DOt × 4 ≤ DO : fortement formatrice du biofilm. 

 

 

 

Figure 6 : Les étapes de formation du biofilm par la technique TCP (O'Toole, 2011) 
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6. Étude de la formation d’un biofilm de 24h sous conditions de culture 

Dans cette partie, l’effet in-vitro de quelques paramètres tel : la température, le pH, la nature du 

milieu de culture, les concentrations en glucose ont été étudiés sur des biofilms âgés de 24h 

formés sur microplaques de 96 puits. 

 

6.1. Effet de la température  

Après formation de biofilm jeune par la technique déjà décrite, les plaques de 96 puits étaient 

incubées pendant 24h à différentes températures : 25, 37 et 44°C. Les microplaques sont ensuite 

traitées comme décrit précédemment. Une lecture des DO à 490 nm est mesurée. 

 

6.2. Effet du pH  

La formation de biofilm sur plaques de 96 puits a été réalisée à partir des suspensions 

bactériennes à différents pH : pH=4, pH=7 et pH=9. Les plaques étaient incubées 37°C pendant 

24h, et traitées comme décrit précédemment. Les DO à 490 nm sont ensuite mesurées. 

 

6.3. Effet du milieu 

Suite aux nombreux travaux rapportant l’effet de la nature et la composition du milieu de 

croissance sur la formation du biofilm, il nous a semblé utile d’étudier la formation de biofilm 

par la technique TCP décrite précédemment en utilisant trois milieux :  BHIB, BN, LB. Les DO 

sont mesurées à 490 nm. 

 

6.4. Effet des concentrations en glucose  

La formation de biofilm sur plaques de 96 puits a été réalisée à partir des suspensions 

bactériennes en utilisant le milieu BHIB supplémenté de 1% et 2% de glucose. Les plaques 

étaient incubées 37°C pendant 24h, et traitées comme décrit précédemment. Une lecture des 

DO à 490 nm est mesurée. 
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1. Prélèvement et isolement 

Sur une période de deux mois (mars et avril 2025), dix sondes endotrachéales (Figure 7) ont 

été recueillies chez des patients hospitalisés depuis plus de 48h dans deux services ; le service 

de réanimation, et les urgences médicales du CHU de Tlemcen. 

L’âge des patients varie de 31 et 66 ans, les caractéristiques de ces patients et leurs pathologies 

associées sont résumées en Annexe 1. 

 

 

Figure 7 : Un prélèvement d’une sonde endotrachéale 

 

Sur les 10 sondes endotrachéales analysées, 28 souches bactériennes ont été isolées, soit : 11 

souches de klebsiella pneumoniae (39%), 7 souches de staphylococcus aureus (25%), suivi par 

4 souches de pseudomonas aeruginosa (14%), deux souches de pseudomonas putida (7%), une 

seule souche du genre Acinetobacter baumannii (4%), une seule souche de staphylococcus non 

aureus (4%), de même pour le genre Micrococcus (4%) et le genre d’Enterobacter (4%) 

(Figure 8). 
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Figure 8 : Les souches bactériennes isolées des sondes endotrachéales 

 

Sur l’ensemble des bactéries isolées des sondes endotrachéales, nous constatons que 

klebsiella pneumoniae; Staphylococcus aureus et Pseudomonas aeruginosa sont les plus 

contaminants avec 39%, 25%,15% respectivement. 

Les microorganismes les plus fréquemment isolés à partir des sondes endotrachéales étaient 

Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli ; Enterobacter sp, 

Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis et Candida albicans [(Feldman et al., 

1999) ; (Danin et al., 2014) ; (Danin et al.,2015)]. 

Dans une étude réalisée par Ferreira et ses collaborateurs en (2016) ; sur 30 sondes 

endotrachéales, Pseudomonas spp était la bactérie la plus fréquemment isolée (23,8 %), suivi 

de Streptococcus spp.(18,5 %),Acinetobacter spp.(15,9 %), des staphylocoques à coagulase 

négative (11,2 %), et de Klebsiella spp.(8,6 %). 

Nos résultats concordent avec ceux de Benmehdi en (2017), ou les bactéries isolées à partir des 

65sondes endotrachéales sont majoritairement des Klebsiella pneumoniae (24,6 %), 

Pseudomonas aeruginosa (10,8 %), puis Staphylococcus aureus (10,8 %).  

De même Mahendra et al., (2018) ; sur 94 sondes endotrachéales ; Acinetobacter baumannii 

était l’organisme le plus fréquemment isolé (41.4%), suivi par Pseudomonas aerug0inosa 

(26.6%) et de Klebsiella pneumoniae (15.9 %). 

Les bactéries les plus fréquemment impliqués dans la PAVM étaient Enterococcus 

faecalis, Staphylococcus aureus, Klebsiella sp et Acinetobacter sp (Thorarinsdottir et al., 

2020). 

 

 

39%
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2. Caractères bactériologiques des souches isolées 

2.1. Aspect macroscopique des souches isolées sur les milieux sélectifs  

L’examen des caractéristiques macroscopiques a été effectué sur trois différents milieux de 

culture sélectifs (Cetrimide, MacConkey et Chapman) suivi par une incubation à 37°C pendant 

24h. Les caractères macroscopiques des souches dominantes sont montrés en figure 9. 

 klebsiella pneumoniae: présente tous les caractères généraux des entérobactéries. 

Après ensemencement sur milieu MacConkey et incubation à 37°C 24h, elle forme des 

colonies arrondies, muqueuses, généralement bombées et brillantes. 

 Pseudomonas aeruginosa: après isolement sur gélose cétrimide,et incubation de 24h à 

37°C, les colonies de Pseudomonas aeruginosa présentaient des colonies muqueuses 

bombées avec une pigmentation jaune-vert. 

 Staphylococcus aureus : sur gélose Chapman, après une incubation de 48 h à 37° C, les 

colonies de staphylocoques présentaient l’aspect macroscopique du genre 

Staphylococcus, arrondies à bords régulier de 1 à 2 mm de diamètre. 

 

       

                        (a)                                               (b)                                           (c)  

Figure 9 : Aspect macroscopique de souches isolées sur les milieux sélectifs 

(a) Pseudomonas aeruginosa   (b) Staphylococcus aureus  (c) Klebsiella pneumoniae 

 

Le test de confirmation de staphylococcus aureus (test de coagulation) a permet d’identifier 7 

(7/8) souches à coagulase positive. Le plasma est converti en un gel rigide qui reste en place 

lorsque le tube est incliné (Figure 10). 
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Figure 10 : Test de la coagulase en tube 

 

2.2. Aspect microscopique des souches isolées  

Une coloration de Gram a été effectuée afin d’identifier le type de paroi bactérienne des souches 

isolées. La coloration différentielle des souches a mis en évidence des bacilles à Gram négatif 

colorées en rose et des coccis à Gram positif (Figure 11). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 11: Aspect microscopique des souches étudiées après coloration de Gram 

grossissement X100 

    (a)Cocci à Gram positif (S. aureus)                (b)Bacilles à Gram négatif(P. aeruginosa) 

 

 

a 

b 
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2.3. Etude des caractères biochimiques des souches isolées  

L’identification bactérienne réalisée par galerie API 20E et API Staph nous a permis de mettre 

en évidence les principaux caractères biochimiques des souches obtenues caractérisant un profil 

numérique (Figure 12). 

 

 

 

 

 

Figure 12 : Résultats de l’identification des souches par la galerie API 

(a) Pseudomonas aeruginosa   (b) Staphylococcus aureus(c) Klebsiella. pneumoniae 

 

Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus et Klebsiella pneumoniae sont fréquemment 

impliqués dans les infections associées aux dispositifs médicaux, notamment les sondes 

endotrachéales (Hotterbeekx et al., 2016). 

De nombreuses études ont mis en évidence la présence fréquente de bactéries du groupe 

ESKAPE (Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, 

Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa et Enterobacter spp.) dans les infections 

associées aux soins et surtout celles associées aux sondes endotrachéales (Codru et al., 2024). 

 

2216043 

673375 b 

5243337 

 

c 

a 



                                                                              Résultats et discussion  
 

 
28 

3. Evaluation de la formation de biofilm chez les souches isolées  

3.1. Technique de Rouge Congo Agar (RCA) 

La détection de la capacité des souches à former des biofilms a été réalisée par la méthode RCA, 

une approche qualitative reposant sur l’observation des caractères phénotypiques exprimés sur 

gélose Rouge Congo (shrestha et al., 2017).  

Les souches productrices de slime forment des colonies noires, à consistance cristalline et 

sèche, tandis que les souches non productrices présentent des colonies rouges ou incolores 

(Titouche et al., 2024). Les résultats des souches étudiées sont présentés par la figure 13 et le 

tableau 1. 

 

 

(a)                                                       (b) 

Figure 13 : Production de slime sur milieu Rouge Congo par les souches isolées 

(a) RCA+                   (b) RCA- 

 

Tableau 1: Résultats du test du Rouge Congo 

Souches/RCA RCA + RCA- 

Klebsiella. Pneumoniae(n=11) 11 0 

Staphylococcus aureus (n= 7) 7 0 

Pseudomonas aeruginosa (n=4) 0 4 

Pseudomonas putida (n=2) 0 2 

Acinitobacter baumanii(n=1) 1 0 

Micrococcus sp(n=1) 0 1 

Entérobacter Cloacae(n=1) 0 1 

Staphylococcus blanc(n=1) 0 1 

Total (n=28) 19 9 
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Parmi les 28 souches testées, 19 souches (soit 68 %) ont montré une coloration noire sur le 

milieu Rouge Congo, indiquant un résultat positif et donc un probable capacité à former un 

biofilm. À l’inverse, 9 souches (soit 32 %) étaient négatives, n’exprimant pas ce caractère. 

Dans notre étude, Klebsiella pneumoniae et Staphylococcus aureus semblent former plus 

facilement un slime.  

Bellifa en 2014 a montré que 85 des souches de Klebsiella pneumoniae produisaient un slime 

contre 30 seulement non productrices. 

Dans une étude réalisée par Ghellalai, (2016), sur 50 souches de Staphylococcus aureus 

seules20% étaient susceptibles de produire du slime. De même Reddy et al. (2021) a montré 

que 44% de Staphylococcus aureus produisaient un slime. 

Les travaux récents de Shrestha et al.(2017) et Titouche et al.(2024) confirment également la 

pertinence du test RCA comme étant une méthode qualitative qui permet de détecter les 

bactéries formatrices du slime. Ces auteurs ont rapporté que 60 à 75 % des isolats cliniques 

provenant de dispositifs médicaux forment un slime sur RCA. 

En revanche, la technique de microplaque 96 puits semble être la méthode de criblage la plus 

fiable pour la détection de la formation de biofilm [(Hassan et al., 2011) ; (Bellifa et al ,2013) 

; (Kara-Terki et al.,2014)].  

 

3.2. Technique de microplaques 96 puits (TCP)    

La technique TCP est largement utilisée et elle est considérée comme un test standard pour la 

détection de la formation de biofilm. Cette technique permet une détermination quantitative 

pour comparer l'adhésion des différentes souches et aussi examiner un grand nombre d'isolats 

simultanément, c’est une technique pratique et économique pour l'identification des facteurs et 

des conditions de cultures optimales pour la formation de biofilm (Kara-Terki et al., 2020).  

La détermination quantitative de la formation de biofilm chez toutes les souches isolées a été 

réalisée par la technique sur microplaques 96 puits, les résultats sont montrés par figure 14 et 

le tableau 2. 
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Figure 14 :  Résultats de la quantification de la formation de biofilm par les souches isolées 

des sondes endotrachéales 

 

  Tableau 2 : Résultats de la technique de TCP 

Souches/Biofilm Fort Modéré Faible 

Klebsiella. Pneumoniae(n=11) 0 6 5 

Staphylococcus aureus (n= 7) 1 2 4 

Pseudomonas aeruginosa (n=4) 0 3 1 

Pseudomonas putida (n=2) 0 1 1 

Acinitobacter baumanii(n=1) 0 1 0 

Micrococcus sp(n=1) 0 0 1 

Entérobacter Cloacae(n=1) 0 0 1 

Staphylococcusblanc(n=1) 0 1 0 

Total (n=28) 1 14 13 

 

Suite aux résultats de la figures 14 et le tableau 2, nous remarquons que 54% (15/28) des 

bactéries isolées des sondes endotrachéales sont bonnes ou moyennement formatrices de 

biofilm, confirmant ainsi leur capacité significative à former des biofilms sur des surfaces 

abiotiques. 

Selon la figure 14, une seule souche de Staphylococcus aureus (S7) est excellente formatrice 

de biofilm, la DO est 8 fois plus élevée que la DO témoin (DOT × 8 ≤ DO). En plus2 souches 
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de Staphylococcus aureus (S4 et S5) sont modérément formatrices de biofilm. La DO de la 

souche Sa3 était 5 fois plus élevée que la DO de témoin. 

De même, selon la figure 14, sur les 11 souches de Klebsiella pneumoniae, 6 d’entre elles (Kp1, 

Kp2, Kp3, Kp4, Kp5 et Kp10) présentaient des DO allant de 0.2 jusqu’à 0.25 par rapport au 

témoin et elles sont classées bonnes formatrices de biofilm. 

De même, selon la figure 14, sur les 4 souches de Pseudomonas aeruginosa ,3 d’entre elles 

(P2, P3, P4) présentaient respectivement des DO 5 fois plus élevée que la DO du témoin et sont 

classées bonnes formatrices de biofilm. 

Les souches de Klebsiella pneumoniae ont la capacité de produire des biofilms qui persistent 

sur les surfaces abiotiques tels que les dispositifs médicaux, et cela grâce à la production de 

fimbriae de type 1 et de type 3 et des pili [(Ostria-Hernandez et al., 2018), (Bengoechea et 

Sa Pessoa, 2019)]. 

Dans son étude, Raveendra et al.,(2021) a rapporté que 57 % des souches isolées à partir des 

sondes endotrachéales étaient capables de produire un biofilm dont Klebsiella pneumoniae (20 

%) et de Staphylococcus aureus (10 %) étaient les bactéries les plus performantes.  

Kara-Terki et ses collaborateurs en (2020), ont rapporté que 67 % des souches cliniques testées 

(Staphylococcus aureuset Klebsiella pneumoniae) étaient excellentes ou moyennement 

formatrices de biofilmselon la méthode TCP.  

Moussa et al., en (2022) a mis en évidence la présence de pseudomonas aeruginosa dans plus 

de 40% des sondes étudiés, toutes formatrices de bons biofilms ce qui contribue à la persistance 

de l’infection et à la résistance aux traitements antimicrobiens. 

Plusieurs bactéries dont (Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella 

pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa et Enterobacter spp.) 

peuvent coloniser les dispositifs médicaux tels que les sondes endotrachéales en formant des 

biofilms, contribuant ainsi à la persistance et à la chronicité des infections respiratoires 

associées aux soins (Codru et al., 2024). 

 

4. Étude de la formation d’un biofilm de 24h sous conditions de culture  

Afin de mieux comprendre la formation du biofilm sur les sondes endotrachéales, nous avons 

essayé d’étudier in vitro l’effet de quelques paramètres tel : la température, le pH, le type de 

milieu de culture, la concentration en glucose sur des biofilms de 24h formés sur microplaques.  

Nous avons présélectionné9 souches, 2 font partie du genre Pseudomonas aeruginosa (Pa1, 

Pa4, et une souche de référence Pref), 2 du genre Klebsiella pneumoniae (Kp3, Kp5 et une 
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souche de référence Kpref), 2 souches du genre Staphylococcus aureus (S4, S5, et une souche 

de référence Sref), le critère de sélection était basé sur la capacité des souches étudiées à former 

un bon biofilm. 

Les trois souches de références sont : K. pneumoniae ATCC700603 ; S. aureus ATCC25923 et 

P. aeruginosa ATCC27853. 

 

1. Effet de la température 

Nous avons remarqué que la température a eu un effet significatif sur la formation de biofilm 

pour toutes les souches étudiées (Figure 15). La formation de biofilm était prononcée à 37°C 

et moins détectable à 44°C. 

 

 

Figure 15 : Effet de la température sur la formation de biofilm des souches étudiées 

 

Ochiai et al., (2014) a mis en évidence que la température était le facteur le plus important 

influant sur la production de biofilm. Dans son étude, la biomasse des biofilms était nettement 

plus importante à 37°C qu’à 30°C quelle que soit l’origine des souches étudiées. 

Les températures avoisinant les 37 °C, favorisent une croissance accélérée et une accumulation 

plus dense de la biomasse au sein des biofilms. La température influence non seulement la 

vitesse de croissance de Pseudomonas aeruginosa mais aussi sa production de la matrice 

extracellulaire. À 23 °C, la formation est plus lente, la structure est moins organisée, et l’activité 

métabolique réduite. Ces observations suggèrent que P.aeruginosa, comme d’autres bactéries, 
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optimise sa capacité de colonisation à des températures proches de celles du corps humain, ce 

qui renforce sa virulence dans les milieux hospitaliers ( Bisht et al.,2021). 

La formation de biofilm par les souches de K.pneumoniae, P.aeruginosa et  S. aureus était 

prononcée à 30°C et plus à 37°C et moins détectable à 25°C (Hamedi-Gaouar, 2022). 

La formation de biofilm est fortement inhibée à des températures élevées, supérieures à 45 °C, 

probablement en raison de la dénaturation des composants cellulaires et de la perturbation des 

mécanismes d’agrégation (Li et al.,2022). 

 

2. Effet du pH 

La Figure 16 montre clairement que le pH joue un rôle clé dans la formation de biofilms pour 

les bactéries étudiées. La formation de biofilm chez les souches étudiées est importante à pH 

neutre et pH=9 qu'à pH acide avec des valeurs de DO qui varient entre 0,05 et 0.36.  

Pour les souches de S. aureus ou la formation de biofilms a été plus importante à un pH=9 entre 

une DO de 0.26 à 0.33. Pour les isolats de K.pneumoniae et de P.aeruginosa, la formation 

maximale de biofilm a été obtenue à pH 7 et la formation de biofilm a été significativement 

réduite à pH acide et alcalin (Figure 16). 

 

 

Figure 16: Effet du pH sur la formation de biofilm des souches étudiées 

 

Le pH régule à la fois la croissance bactérienne et la structure du biofilm, influençant son 

développement dans les environnements naturels et cliniques. Selon Schultze et al., (2021), un 

pH=7 à 7,5favorise la croissance maximale des biofilms oraux multi-espèces, avec une densité 
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bactérienne plus élevées. À l’inverse, à un pH= 5 à 5,5, la formation du biofilm est 

significativement réduite.  

Un pH alcalin, favorise une bonne formation du biofilm par rapport à des conditions plus acides. 

En revanche, à pH= 5,5, la croissance et la stabilité des biofilms sont considérablement réduites. 

Ces résultats confirment que les conditions légèrement alcalines facilitent l’adhésion 

bactérienne et la production de matrice extracellulaire (Kromer et al.,2022). 

Selon Khatua et al.,(2024), la majorité des bactéries pathogènes impliquées dans les biofilms 

préfèrent un environnement faiblement neutre, condition favorable à l’adhésion et à la 

production de la matrice extracellulaire. 

3. Effet du milieu de culture 

Pour évaluer l'impact des conditions environnementales sur la formation de biofilm, nous avons 

évalué la capacité des isolats cliniques à former de biofilm en utilisant différents milieux de 

culture (BHIB, BN, LB).  

Les milieux de culture influencent significativement la formation de biofilm par les différentes 

souches bactériennes. Le BHIB semble stimuler plus la formation du biofilm de toutes des 

souches étudiées. La formation de biofilm était moins détectable en utilisant le LB ou le BN 

(Figure 17).  

 

 

Figure 17 : Effet de milieu de culture sur la formation de biofilm des souches isolées 

 

Nos résultats sont en accord avec les études de Wijesinghe et al., (2019) et Özyaman et 

Yılmaz, (2023) ; ils rapportent que Pseudomonas aeruginosa et Staphylococcus aureus ont 

produit un biofilm significativement plus important en utilisant le BHIB, en raison de sa 
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composition nutritive riche en peptides, vitamines et glucides. Le milieu LB a montré une 

capacité intermédiaire, permettant une formation de biofilm moins dense comparée à celle du 

BHIB. À l’inverse le BN, moins riche en nutriments, a permis une formation de biofilm 

nettement plus faibles chez toutes les souches testées. 

La richesse nutritionnelle du BHIB favorise à la fois l’adhésion bactérienne, la production de 

matrice extracellulaire et la maturation du biofilm de plusieurs souches, y compris des isolats 

cliniques multirésistants (Sittek et al., 2024). 

 

4. Effet du glucose 

Dans cette partie, la formation de biofilm par les souches étudiées, était évaluée en utilisant le 

milieu de croissance (BHIB) additionné de 1% ou 2% du glucose. 

 Le glucose stimule la formation du biofilm de la plupart des souches (7/9), une exception est 

faite pour la souche Kp5 et S5, ou la formation de biofilm était plus prononcé en absence du 

glucose (Figure 18). 

 

Figure 18 : Effet du glucose sur la formation de biofilm des souches étudiées 

 

 Kara-Terki, (2014) a montré qu’après ajout du glucose, le taux global des souches formatrices 

de biofilm a augmenté de 30 % à 49.5%. De plus Staphylococcus epidermidis et Staphylococcus 

aureus formaient un bon biofilm à des concentrations croissante en glucose (Waldrop et al., 

2014). 

Le glucose, influence la formation de biofilm de Klebsiella pneumoniae en stimulant la 

production de capsule qui structure et protège le biofilm. Cependant, la production excessive 
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de la capsule peut gêner l’adhérence initiale des bactéries. Le glucose peut à la fois renforcer 

ou inhiber la formation de biofilm selon sa concentration et l’équilibre entre capsule et 

adhésion (Li et Ni, 2023). 

Liu et al. (2024) a mis en évidence que le glucose joue un rôle essentiel dans la régulation de 

la formation de biofilm chez Pseudomonas aeruginosa. 

L’augmentation de la concentration en glucose entraîne une stimulation de la biosynthèse de la 

matrice extracellulaire, notamment des EPSs, éléments clés de la formation de biofilm [(Liu et 

al., 2024) ;(Solis et Sengupta, 2024)]. 

D’après [(She et al., 2019) ; (Roy et al., 2021)], le glucose exerce un effet inhibiteur à des 

concentrations plus élevées (> 2 %), suggérant son ajout à un certain seuil, cela peut expliquer 

La bonne formation de biofilm en absence du glucose pour les deux souches Kp5 et S5. 

 

 

 



 

 

 

 

 

Conclusion 



                                                                                        Conclusion  
 

 
38 

       Les sondes endotrachéales sont des dispositifs médicaux essentiels qui assurent une 

ventilation mécanique aux patients en soins intensifs. Toutefois, leur utilisation prolongée 

représente un terrain favorable à la colonisation microbienne. L’adhésion bactérienne et la 

formation de biofilm à la surface de ces dispositifs complique la prise en charge thérapeutique. 

Cela constitue un échec potentiel de traitement et expose les patients à un risque majeur 

d’infections nosocomiales graves, telles que les pneumonies associées à la ventilation 

mécanique (PAVM). 

        Dans ce contexte, notre recherche nous a permis d’isoler 28 souches à partir des sondes 

endotrachéales prélever dans deux services à savoir le service de réanimation et celui des 

urgences médicales du CHU de Tlemcen. Tous les prélèvements étaient contaminés avec 

présence d’une grande variété d’espèces bactériennes souvent associées à la transmission des 

infections nosocomiales : Klebsiella pneumoniae (39%), Staphylococcus aureus (25%) et 

Pseudomonas aeruginosa (14%). Ajoute à cela 50% des isolats bactériennes ont présenté une 

grande capacité à former des bons biofilms in vitro, ce qui constitue un sérieux danger 

infectieux lie à ce type de dispositifs médicaux. 

          En outre, l’étude de l’impact de divers facteurs environnementaux (température, pH, 

composition du milieu de culture et les concentrations en glucose) sur la formation du biofilm 

par les souches isolées a révélé que ces facteurs peuvent influencer considérablement le 

développement des biofilms sur les surfaces non vivantes. Nos résultats ont confirmé que la 

température était le facteur le plus important influant la production de biofilm ou la biomasse 

des biofilms était nettement prononcée à 37°C à des pH neutres. La nature du milieu de culture 

ainsi que le glucose stimulaient encore la formation de biofilm. 

         La gestion des dispositifs invasifs et plus spécifiquement les sondes endotrachéales doit 

etre améliorer en respectant les protocoles d’asepsie, et en maintenant une surveillance 

microbiologique constante. Il sera donc nécessaire d’adopter une stratégie globale pour 

combattre les biofilms dans les hôpitaux et minimiser le risque infectieux associé à tels 

dispositifs. L’utilisation des approches moléculaires est cruciale afin de suivre l’origine de la 

contamination et de connaitre les gènes responsables de la formation de biofilm chez les 

souches contaminantes. Comprendre l’influence des facteurs environnementaux sur le 

processus de la formation du biofilm est crucial afin de minimiser le risque infectieux liée aux 

SET. Enfin, il est fortement recommandé d’explorer de nouveaux matériaux biomédicaux 

possédant des propriétés anti-adhésives ou antibiofilm. 
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Annexe 01: Les caractéristiques cliniques des patients et leurs pathologies associées 

 Service Sexe Age 
Durée 

sondage 

Pathologies 

associées 
Souches isolées 

P1 Réanimation H 66 7 jrs 
Tumeur de 

colon 

Kp1 

S1 

P2 Réanimation F 31 10jrs Polytraumatisé 

Kp4 

S2 

En 

P3 Urgences H 47 2mois 

Thrombose 

veineuse 

cérébrale TVC 

 

Kp2 

S3 

PP2 

P4 Réanimation H 64 1mois 

Bronchopneum

opathie 

chronique 

obstructive 

(BPCO) 

Kp6 

Sb1 

PP1 

P5 Réanimation H 52 7 jrs 
Accident 

vasculaire 

cérébral AVC 
P1 

P6 Urgences H 35 52jrs 

Crise 

d’épilepsie 

prolongée 

Kp7 

S6 

Microc 

P7 Réanimation H 59 45jours 

Méningite 

bactérienne 

aiguë 

Kp10 

Kp11 

Acinito 

P8 Réanimation H / / 
Diabète 

AVC 

Kp3 

Kp4 

S4 

P4 

P9 Réanimation H / / Diabète 

Kp5 

S5 

P2 

P3 

P10 Réanimation F 49 1mois 
Traumatismes 

crânien sévère 

Kp8 

Kp9 

S7 
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Annexe 02 :  Composition et préparation des géloses/bouillons 

Milieu de culture/bouillon Composition (pour 1 L) Préparation 

BHIB (Brain Heart Infusion 

Broth) 

- Cerveau de bœuf : 200 g 

- Cœur de bœuf : 250 g 

- Peptone : 10 g 

- Dextrose : 2 g 

- NaCl : 5 g 

- Eau distillée : 1 L 

3,7g/L d’eau distillé, 

stérilisation à 121°C 

pendant 15 min. 

LB (Luria Bertani Broth) 

(pH 7± 0.2) 

- Tryptone : 10 g 

- Extrait de levure : 5 g 

- NaCl : 10 g 

- Eau distillée : 1 L 

25g/L d’eau distillé, 

stérilisation à 121°C 

pendant 15 min. 

BN (Bouillon nutritif) 

(pH 7,2±0,2) 

- Peptone : 5 g 

- Extrait de viande : 3 g 

- NaCl : 5 g 

- Eau distillée : 1 L 

8g/L d’eau distillé, 

stérilisation à 121°C 

pendant 15 min. 

Chapman 

(pH 7,6± 0.2) 

- Peptone : 10 g 

- Extrait de viande : 1 g 

- Mannitol : 10 g 

- NaCl : 75 g 

- Rouge de phénol :0,025 g 

- Agar : 15 g 

- Eau distillée : 1 L 

111g/L d’eau distillée, 

stérilisation à 121°C 

pendant15min. 

Cétrimide agar 

(pH 7,1± 0.2) 

- Peptone : 20 g 

- Magnésium sulfate : 1.4 g 

- Acide nalidixique : 15 mg 

(optionnel) 

- Cetrimide : 0.3 g 

- Agar : 13.6 g 

- Eau distillée : 1 L 

45.3g /L d’eau distillée, 

stérilisation à 121°C 

pendant 15min. 

Mac Conkey agar 

(pH 7,1± 0.2) 

- Peptone : 17 g 

- Lactose : 10 g 

- Sels biliaires : 1.5 g 

- Cristal violet : 0.001 g 

- Rouge neutre : 0.03 g 

- NaCl : 5 g 

- Agar : 13.5 g 

- Eau distillée : 1 L 

50g/L d’eau distillé, 

stérilisation à 121°C 

pendant 15 min. 

Milieu Rouge Congo Agar 

(RCA) (pH 7,4± 0.2) 

-BHIB : 37g 

-Saccharose : 50g 

-Agar : 10g 

-Rouge Congo Agar 0,8g 

-Eau distillée :1L 

Stérilisation à 121°C 

pendant 15min. 
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Annexe 03: Ensemencement sur milieux de culture et identification par plaque API 

 

 

 

 

Annexe 04: Etapes de formation de biofilm par la technique TCP 
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