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صّملخّ   

أّمراضّالدّ زّهذهّالدّ تركّ  الكلىّوغسيلّالكلىّفيّمستشفىّتلمسانّالجامعي،ّعلىّّ أمراض قسمومّّراسة،ّالتيّأجريتّفيّقسم

 معاّ. والبكتيرياC. albicansّنّةّالمختلطةّالمرتبطةّباستخدامّالقسطرة،ّولاّسيماّتلكّالتيّتتضمّ الأغشيةّالحيوي ّ

تّحليلّّ مّعدّ 50ّّكشف تّمّجمعهاّعن اّلتغي ّقسطرة بّالجراثيمرل اّلمرتبطة تّمي 76ّّّبلغّّات اّلتغيّ ٪، بّغلبة مّتعدّ ز اّلميكروبات.ّّرات دة

٪(.18ّ)ّّالإصابةّالجرثوميةثمّّ٪(26ّّ)ّّموضعّالجرثومي٪(،ّيليهّالت32ّكلّالأكثرّشيوعًاّ)هوّالشّ الجرثوميّّستعمارّّلإكانّا

تحديدّتّنتائجّّةّوضعهاّوعمرّالمريضّوالأمراضّالمصاحبة.ّأظهرنوعّالقسطرةّومدّ وتبي نّانّخطرّالعدوىّيرتبطّبّ

ّالخميرة ّهذهصنيفّالجزيئيّلسلالاتّّالبكتيريا.ّكشفّالت ّّمرفقةّبوجودّّكانت C. albicans الميكروباتّأنّجميعّعزلات

والكاسبوفونجينّضدّسلالاتBّّّةّالأمفوتريسينّفعالي MICّّ.ّأظهرّتحديدّجيني اّغيرّمرتبطةّهاأن RAPD-PCRّّبواسطةّ

C. albicansّةالبكتيريالسلالاتّالعديدّمنّّّعندّالحيوي ةّاتدةّللمضادّ ذلك،ّلوحظتّمقاومةّمتعدّ بالإضافةّالىّّّ؛. 

ّةّوأنّ لّأغشيةّحيوي ّيتشكقادرةّعلىّجميعّالسلالاتّكانتّّّةّأنّ ةّتكوينّالأغشيةّالحيوي ّ،ّأظهرّتقييمّإمكاني ّأخرىّناحيةّمن

بّينّّ اّلت C. albicansّّّالتفاعلات اّلحيويّّالسلالةّوالوقت.ّحف ّحسبّّعلىّّّّتغي رباين،ّوتوالبكتيرياّكانتّشديدة اّلغشاء تّكوين ز

التحل ّ والبروتينازالنشاطّ للفوسفوليبازّ C. albicansّّّّّّعندليّ الأنشطة لهذهّ مقارنّ تقييمّ وداخلّّبعدّ ةّ الحر  الس لالاتّ عندّ

،ّالذيّأظهرّّ (Raman)يفيّرامانحليلّالطّ ةّالطريقةّبواسطةّالت ّلة.ّتمّتأكيدّصحّ باستخدامّطريقةّمعدّ ّّالأغشيةّالحيوي ة

 ةّالأبعادّلهذاّالغشاءّالحيوي.ّّحليلّالمجهريّعنّالبنيةّثلاثي ّكيزة،ّوكشفّالت ّتوزيعًاّمتجانسًاّللغشاءّالحيويّعلىّسطحّالرّ 

الن ّ أيوني ّكشفّتقييمّ للميكروباتّلثلاثةّسوائلّ المضادّ التيّتمّاختبارها،ّّّّتجاههاّعندةّّةّعنّحساسي ّشاطّ جميعّالسلالاتّ

أّفضّ[]فوسفينات[ّالذي66614Pّّدةّالمقاومة.ّّ]باستثناءّالبكتيرياّسالبةّالجرامّمتعدّ  2000ّّّّالىّغايةّتركيزتوافقّدمويّّّّلأظهر

مضادّ ّّوبالت الي ميكروغرام/مل، لاختباراتّ اختيارهّ ّّتمّ ّّللأة الحيوي ّالغشية علىّ أجريتّ التيّ الحيويةّ  لطالمختّّغشاءّ

 haemolyticusّ.C. albicans/Sّّ50ساعات(،ّمع4ّّلتصاقّ)طّالأمثلّخلالّمرحلةّالإأثيرّالمثب ّلوحظّالت ّحيثMICSّّ

كاءّالاصطناعيّعنّحساسيةّّميكروغرام/ملّضدّالغشاءّالحيويّالمختلط.ّكشفّرسمّخرائطّرامانّبمساعدةّالذ 15ّّّبلغّّ

اّلنوعينّّ بّين اّلتفاضلية ّ]تجاه بّـ أّدّ [66614Pعلاج اّلت ّ]فوسفينات[. تّثبيط إّلى اّلعلاج ّّـىّهذا لّ اّلمورفولوجي ،C. albicansّّحول

 .S. haemolyticusلّخلاياّبّفيّتحل ّوتقليلّالمصفوفةّالبوليمريةّالخارجيةّوتسب ّ
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Résumé 

Cette étude, réalisée dans les services d'hématologie clinique et de néphrologie-hémodialyse du 

CHU de Tlemcen, porte sur les biofilms mixtes associés à l’utilisation des cathéters, en 

particulier ceux du type C. albicans-bactéries.  

L’analyse de 50 cathéters prélevés a révélé un taux d’altération de 76%, caractérisé par une 

prédominance des altérations polymicrobiennes. La colonisation était la forme la plus fréquente 

(32%), suivie par la contamination (26%) et de l'infection (18%). Le type d’infectivité variait 

en fonction du type de cathéter, le temps de pose, l’âge des patients et la comorbidité. 

L’identification microbienne a montré que toutes les souches de C. albicans isolées étaient 

associées à des bactéries. Le typage moléculaire des souches de C. albicans par RAPD-PCR a 

révélé que les patients étaient colonisés par des souches non apparentées. La détermination des 

CMI a démontré l'efficacité de l’amphotéricine B et de la Caspofungine contre les souches de 

C. albicans, toutefois, une résistance multiple aux antibiotiques a été constatée chez plusieurs 

isolats bactériens.  

L'analyse du potentiel de formation de biofilm a révélé que toutes les souches étaient capables 

de former des biofilms. De plus, les interactions entre C. albicans et les bactéries étaient très 

hétérogènes, souche-dépendantes et temporellement variables. L'activité hydrolytique des 

phospholipases et des protéinases de C. albicans a été stimulée par la formation de biofilm, 

comme l’a démontré une évaluation comparative de ces activités en conditions planctoniques 

et sessiles, réalisée à l'aide d'une méthode adaptée. La méthode a été validée par la spectroscopie 

Raman qui a mis en évidence une répartition uniforme du biofilm sur le substrat. L'examen 

microscopique a révélé sa structure en trois dimensions. L’évaluation de l’activité 

antimicrobienne de trois liquides ioniques a révélé une sensibilité de l’ensemble des souches 

testées, à l’exception des bactéries à Gram négatif multi-résistantes. [P66614][Phosphinate], 

présentant la meilleure hémocompatibilité (jusqu’à 2000 µg/mL), a été sélectionné pour les 

tests antibiofilms réalisés contre le biofilm mixte C. albicans/S. haemolyticus. L’effet optimal 

d’inhibition a été observé lors de la phase d’adhésion (4h), avec une SCMI50 de 15 µg/mL contre 

le biofilm mixte. La cartographie Raman assistée par l’intelligence artificielle a mis en évidence 

une sensibilité différentielle des deux espèces au traitement par [P66614][Phosphinate]. Ce 

traitement a inhibé la transition morphologique de C. albicans, réduit la matrice 

exopolymérique et entrainé une lyse des cellules de S. haemolyticus. 

 

Mots clés :  Cathéter, Hématologie clinique, Néphrologie-hémodialyse, infectivité, activité 

hydrolytique, biofilms mixtes, inhibition, liquide ionique. 



 

 

Abstract 

This study, conducted in the clinical haematology and nephrology-haemodialysis departments 

of Tlemcen University Hospital, focuses on mixed biofilms associated with catheters use, 

particularly those involving C. albicans and bacterial species. 

Analysis of 50 collected catheters revealed a 76% alteration rate, characterised by a 

predominance of polymicrobial alterations. Colonisation was the most common form (32%), 

followed by contamination (26%) and infection (18%). Infectivity types varied according to the 

catheter type, the duration of placement, the patient age and comorbidity. Microbial 

identification showed that all C. albicans isolates were associated with bacteria. Molecular 

typing of C. albicans strains by RAPD-PCR revealed that patients were colonised by unrelated 

strains. MIC determination showed the efficacy of amphotericin B and caspofungin against C. 

albicans strains; however, multidrug resistance to antibiotics was observed in several bacteria.  

Evaluation of biofilm formation potential revealed that all strains were biofilm-forming and 

that interactions between C. albicans and bacteria were highly heterogeneous, strain and time-

dependent. On the other hand, biofilm formation stimulated the hydrolytic activity of 

phospholipases and proteinases in C. albicans following a comparative assessment of these 

activities under planktonic and sessile conditions using an adapted method. The validity of the 

method was confirmed by Raman spectroscopy, which demonstrated a homogeneous 

distribution of biofilm over the substrate surface, and microscopic analysis revealed the three-

dimensional structure of this biofilm.  

The evaluation of the antimicrobial activity of three ionic liquids revealed sensitivity in all 

strains tested, except for multi-resistant Gram-negative bacteria. [P66614][Phosphinate] which 

exhibited the best hemo-compatibility up to 2000 µg/mL, was selected for the antibiofilm tests 

conducted against the mixed biofilm C. albicans/S. haemolyticus. The optimal inhibitory effect 

was observed during the adhesion phase (4 hours), with an SMIC50 of 15 µg/mL against the 

mixed biofilm. Artificial intelligence-assisted Raman mapping revealed a differential 

sensitivity of the two species to treatment with [P66614][Phosphinate]. This treatment inhibited 

the morphological transition of C. albicans, reduced the exopolymeric matrix and caused lysis 

of S. haemolyticus cells. 

 

Keywords: Catheter, clinical haematology, nephrology-haemodialysis, infectivity, hydrolytic 

activity, mixed biofilms, inhibition, ionic liquid. 
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Chaque année, des millions de patients hospitalisés à travers le monde sont exposés au risque 

d'infections associées à l'usage des dispositifs médicaux, notamment les cathéters. Ces 

dispositifs constituent de véritables portes d'entrée pour les micro-organismes ; en effet, la 

capacité de ces micro-organismes à adhérer à une surface et à former des biofilms favorise leur 

colonisation. Par définition, le biofilm est un agrégat microbien organisé en une structure 

tridimensionnelle complexe, protégé par une matrice exopolymérique qui héberge ces micro-

organismes sessiles (Costerton et al., 1978).  

Dans ce même cadre, l'Organisation Mondiale de la Santé (OMS, 2022), a publié une liste de 

pathogènes fongiques prioritaires, soulignant l’urgence de développer des stratégies de 

surveillance, de diagnostic et de traitement des infections fongiques ainsi que de leur résistance 

émergente. Candida albicans, une levure opportuniste, appartenant à cette liste, a été classée 

parmi les espèces présentant une priorité critique.  

La virulence de C. albicans repose sur un ensemble de facteurs déterminants, notamment la 

transition morphologique de la forme levure à la forme hyphale, la sécrétion d'enzymes 

hydrolytiques ainsi que la capacité de former des biofilms. Ces mécanismes confèrent à cette 

espèce une persistance accrue dans l’hôte et une résistance aux traitements antifongiques 

(Kadosh, 2019; Mohammadi et al., 2021; Naglik et al., 2019).  

Parallèlement, environ 20 % des infections à C. albicans associées aux cathéters sont 

polymicrobiennes ; la capacité de cette espèce à vivre en harmonie avec des bactéries 

pathogènes au sein des biofilms mixtes, combinée à la multirésistance croissante des bactéries 

contribue à l’échec des traitements conventionnels, soulignant ainsi leur potentiel infectieux 

élevé (Carolus et al., 2019). 

Ce problème suscite aujourd’hui une attention particulière en termes de recherche, d’où 

l’urgence de mettre en place de nouvelles approches thérapeutiques ayant un effet à la fois 

antibiotique et antifongique. Dans cette perspective, l’attention de nombreux chercheurs s’est 

récemment portée sur les liquides ioniques en tant qu'agents antimicrobiens de nouvelle 

génération  (Anandkumar et al., 2020; Metelytsia et al., 2022; Vieira et al., 2021).  

Ces sels, composés d'un cation et d'un anion, liquides à température ambiante,  se distinguent 

par des caractéristiques physico-chimiques exceptionnelles, telles que la stabilité thermique, la 

solubilité ajustable et une capacité de fonctionnalité importante qui offre la possibilité d'adapter 

leur structure à des exigences spécifiques (Zhuo et al., 2024). Bien que de nombreuses études 
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aient démontré leur efficacité contre des biofilms mono-espèce, l'investigation du potentiel des 

liquides ioniques vis-à-vis des biofilms mixtes demeure largement non exploré.  

L’étude des biofilms mixtes, hautement hétérogènes et complexes, nécessite des outils d'analyse 

avancés. L'examen structurale est fréquemment effectué en utilisant la microscopie électronique 

à balayage. Néanmoins, la spectroscopie Raman émerge comme un outil de choix, offrant une 

analyse chimique et structurale à l'échelle moléculaire. Elle offre la possibilité de différencier 

diverses espèces et d'étudier leur comportement en réponse aux différentes conditions dans des 

biofilms mixtes (Cleaver & Garnett, 2023).  

Par ailleurs, l'intégration de l'intelligence artificielle rend plus facile l’interprétation des spectres 

Raman. Elle constitue, en effet, une approche prometteuse pour automatiser l'analyse des 

signatures spectrales complexes, détecter des motifs subtils et permettre une identification 

rapide et précise des agents pathogènes (Benahmed et al., 2025; Tang et al., 2024). 

Dans cette perspective, nous avons entrepris cette recherche qui examine les biofilms affectant 

les cathéters implantés chez les patients du CHU de Tlemcen, en particulier ceux impliquant C. 

albicans et des bactéries. L'étude a été menée dans deux services hospitaliers, l'hématologie 

clinique et la néphrologie-hémodialyse, et se concentre sur trois points essentiels. L'analyse de 

la composition des biofilms mixtes, l'examen de leur virulence, ainsi que l'évaluation de 

nouveaux moyens d'inhibition.  Pour atteindre cet objectif, nous avons défini les objectifs 

suivants : 

• Analyser les dispositifs médicaux récupérés des patients admis aux services 

d’hématologie clinique et de néphrologie-hémodialyse au CHU de Tlemcen. 

• Mise en évidence des infectivités des cathéters. 

• Identifier les espèces bactériennes et fongiques impliquées, en ciblant 

particulièrement les altérations mixtes (C. albicans/ bactéries). 

• Évaluer la susceptibilité des espèces co-isolées aux antimicrobiens. 

• Déterminer le potentiel des espèces co-isolées à former des biofilms mono- et multi 

espèces et vérifier l’impact du mode de vie sessile sur l’activité hydrolytique. 

• Etudier l’effet inhibiteur des liquides ioniques contre les biofilms mixtes à l’aide de 

la spectroscopie Raman assistée par l’intelligence artificielle et de techniques 

d’imagerie microscopique. 
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Les infections liées aux soins, également connues sous le nom d'infections nosocomiales, sont 

à l'origine de millions de morts chaque année et constituent un enjeu crucial pour la santé 

publique. Il s'agit d'infections acquises au sein des établissements de santé, survenant au moins 

48 heures après l'admission des patients. Ces infections compromettent par conséquent leur vie 

et augmentent le coût associé à leur prise en charge (Khan et al., 2017).  

Selon le rapport mondial sur la lutte anti-infectieuse, publié par l’organisation mondial de la 

santé (OMS), entre 5 % et 15 % des patients contractent une infection liée aux soins dans les 

pays développés ; ce risque est 2 à 20 fois plus élevé dans les pays en développement (OMS, 

2022). Une méta-analyse réalisée par Raoofi et al. (2023), a montré que les pays d’Afrique 

enregistrent le taux le plus élevé avec une prévalence dépassant les autres régions du monde 

d’un facteur de 0,27.  

Ces infections sont associées à divers facteurs de risque tels que les procédures invasives liées 

aux soins et l’état de santé des patients. En effet, l'utilisation prolongée de dispositifs médicaux 

tels que les cathéters, le non-respect des protocoles d'hygiène, la chirurgie invasive et 

l'immunosuppression chez les patients fragiles sont des facteurs clés dans la propagation des 

agents infectieux (Isigi et al., 2023). D’autres facteurs ont un impact sur le risque infectieux, 

tels que la thrombose intravasculaire du cathéter qui favorise fortement l’adhésion microbienne. 

Busch et al. (2017) ont signalé que les cathéters en silicone entraînent un taux d'infection plus 

élevé par rapport aux cathéters en polyuréthane, ce qui justifie l'impact de la nature du matériau. 

Qu'ils soient urinaires ou veineux, les cathéters constituent des instruments indispensables dans 

la pratique clinique pour entraîner un fluide physiologique (sang, urine, infusion, médication...) 

vers l'intérieur du corps du patient ou inversement. Cependant, leur utilisation prolongée et 

fréquente est souvent associée aux infections du sang et des voies urinaires (Miller et al., 2016; 

Lee et al., 2017; Yasir et al., 2018).  

Il existe cinq mécanismes principaux sous-jacents aux infections du cathéter (figure 1); ceux-

ci débutent généralement par la contamination du cathéter lors de sa mise en place, puis se 

prolongent par la migration de micro-organismes cutanés, la contamination du hub par des 

sources venant de l'extérieur ou de l'intérieur via la lumière du  cathéter, l'injection de liquide 

contaminé et la propagation hématogène à partir d'un site infectieux distant (Bouza et al., 

2002).  
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Figure 1.   Mécanismes de contamination des cathéters veineux (Doit et al., 2015).  

L’altération des cathéters varie selon leur degré d’infectiosité ; pour évaluer ce dernier, 

également appelé infectivité du cathéter, des critères microbiologiques et cliniques sont 

employés. Ces derniers reposent sur des symptômes cliniques locaux et/ou globaux (rougeur, 

induration, fièvre, douleur...) ainsi que sur certains paramètres microbiologiques associés 

(Brun-Buisson et al., 1987; Gominet et al., 2017).  

Trois types d’infectivité des cathéters sont connus, la contamination, la colonisation et 

l’infection. La contamination survient généralement lors de l'insertion du cathéter et se 

caractérise par une culture positive non significative de ses extrémités distales, sans signes 

cliniques d'infection. Un seuil inférieur à 103 UFC/mL indique une charge microbienne non 

significative du cathéter. La colonisation, quant à elle, se manifeste par une culture 

significativement positive de l’extrémité distale du cathéter (≥ 103 /mL) avec absence de signes 

d’infections. Cependant, l'infection du cathéter est déclarée lorsque des agents pathogènes 

envahissent le cathéter provoquant un état de septicémie et qu'une culture de son extrémité 

distale est significativement positive (Brun Buisson et al., 1987). 

Il est impératif de distinguer une infection des cathéters d’une simple contamination. Une 

identification minutieuse du niveau d’infectiosité est essentielle pour adapter la prise en charge 

clinique, qu’il s’agisse d’une simple surveillance, d’un traitement antimicrobien ou du retrait 

du dispositif médical (Timsit et al., 2020).  

Par ailleurs, l’impact de la pandémie COVID-19 sur ces infections a été considérable, certaines 

études ont, en effet, signalé une augmentation notable des infections sanguines ainsi que des 

voies urinaires, associées aux cathéters (Alsaffar et al., 2023; Fakih et al., 2022; Knepper et 
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al., 2020). En revanche, Suleyman et al. (2021) ont constaté une baisse de ces infections pendant 

cette période, indiquant que ces variations pourraient être liées aux changements dans les 

pratiques de prévention des infections et des modifications du profil des patients.  

Outre leur rôle de transfusion des fluides physiologiques, les cathéters offrent des surface 

idéales pour l’adhésion durable des micro-organismes commensales ou environnementales, 

d’où la formation des biofilms (Liu et al., 2024). Ce mode de vie sessile est la forme d’existence 

microbienne la plus répandue dans la nature (Seddiki, 2021). Ces structures ont été définies 

comme des communautés microbiennes organisées, adhérant à une surface biotique ou 

abiotique et intégrées dans une matrice exopolymérique qu'elles produisent elles-mêmes 

(Costerton et al., 1978).  

Le processus de formation des biofilms, qu'ils soient fongiques, bactériens ou mixtes, est à la 

fois dynamique et complexe, il se déroule en cinq phases distinctes (figure 2). Ce processus 

débute par une adhésion réversible, au cours de laquelle les micro-organismes se fixent à la 

surface par des interactions électrostatiques et hydrophobes. Par la suite, cette adhésion devient 

irréversible avec l'apparition de liaisons covalentes et hydrogène, généralement orchestrées par 

des protéines d'adhésion (Seddiki, 2021).  

Progressivement, les cellules s’agrègent et forment des microcolonies avec la production d’une 

matrice exopolymérique qui confère une cohésion et une protection au biofilm. Au fur et à 

mesure de la croissance des microcolonies, le biofilm parvient à sa phase de maturation, 

acquérant une structure tridimensionnelle complexe accompagnée de la production de 

polymères extracellulaires tels que des polysaccharides, des protéines et de l'ADN 

extracellulaire. Finalement, sous effet de divers facteurs, certaines cellules se détachent lors de 

la dispersion, favorisant ainsi la colonisation de nouvelles surfaces (Blackman et al., 2021; 

Otto, 2018). 
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Figure 2.   Phases de formation du biofilm de Staphylococcus aureus sur cathéters, 

visualisées par microscopie électronique à balayage. A : adhésion des cellules sur une 

surface. B : regroupement des cellules en structure tridimensionnelle. C : synthèse visible 

de la matière polysaccharidique. D : réticulation entre les différentes cellules par la 

matière polysaccharidique. E et F : maturation du biofilm (Rebiahi et al., 2014). 

 

L'adhésion des micro-organismes à un substrat est l'étape clé de la formation d'un biofilm. Elle 

est régie par divers facteurs, notamment le pH, la température, la force ionique, la disponibilité 

des nutriments et les propriétés de surface, ces éléments sont d'une importance considérable 

pour la colonisation des dispositifs médicaux. Dans de nombreuses situations, le développement 

de biofilms se produit rapidement et inévitablement sur la majorité des matériaux utilisés en 

médecine humaine, tels que les cathéters veineux et les cathéters urinaires et ce, malgré des 

mesures d'asepsie rigoureuses (So et al., 2024). 

La formation du biofilm est contrôlée par un mécanisme de régulation et de communication 

cellulaire, le quorum sensing. Ce système dépend de la densité de la population sessile ; il s'agit 

d'un mécanisme de perception de la densité cellulaire basé sur le concept de masse critique. Le 

mécanisme de détection du quorum sensing repose sur la génération et l'identification de 

molécules de signalisation, ce qui permet aux cellules de coordonner leurs comportements, de 

contrôler le développement du biofilm, la formation des filaments, la production de la matrice 

extracellulaire, ainsi que d’autre processus vitaux (Atriwal et al., 2021). 

Par ailleurs, les levures associées aux infections appartiennent principalement au genre 

Candida, elles sont responsables de 80% des infections fongiques. Cependant, Candida 
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albicans reste l’espèce la plus fréquente et la plus isolée des cathéters veineux centraux et 

urinaires (Jung et al., 2020).  

Il s’agit d’une levure commensale qui fait partie de la flore normale de la peau, des muqueuses 

buccales, gastro-intestinales et génitales (Lopes & Lionakis, 2022). Toutefois, la perturbation 

de la flore naturelle de l'hôte, due à une immunosuppression pathologique ou thérapeutique, à 

une administration prolongée d'antibiotiques ou à une rupture des barrières cutanées et 

muqueuses, peut dévoiler le caractère opportuniste pathogène de cette levure. Elle peut être 

responsable d'une série d'infections, allant de candidoses superficielles bénignes à des 

candidoses systémiques potentiellement mortelles (Lopes & Lionakis, 2022). 

L'incidence des infections à C. albicans a fortement augmenté, notamment en raison de la 

capacité de ce pathogène à s'adapter aux conditions environnementales, à moduler son 

métabolisme et à exploiter divers mécanismes physiopathologiques qui assurent sa survie et sa 

dissémination dans l'hôte (Polke et al., 2015).  

La nature polymorphe et la capacité à passer d'une forme unicellulaire (blastopore) à une forme 

filamenteuse (hyphes et pseudohyphes) sont des éléments clés de la virulence de C. albicans. 

Cette transition est modulée par des mécanismes transcriptionnels et traductionnels complexes 

qui répondent aux signaux environnementaux ainsi qu’à l’expression des gènes impliquées dans 

la morphogenèse (Kadosh, 2019). En fait, la forme unicellulaire est principalement impliquée 

dans la dissémination de l’infection via la circulation sanguine; tandis que la forme filamenteuse 

est essentiellement impliquée dans l’invasion des tissus, favorisant la pénétration des barrières 

épithéliales et endothéliales (Witchley et al., 2019).   

En revanche, le rôle virulent des enzymes hydrolytiques a été largement discuté par Ghannoum 

(2000) ; leur mécanisme d’action repose sur la lyse directe des cellules en facilitant la 

dégradation des membranes des cellules hôtes, permettant ainsi à C. albicans de pénétrer et 

d'envahir les tissus. Ces enzymes permettent également au pathogène d’échapper aux réponses 

immunitaires de l’hôte. 

Il a été démontré que la forme hyphale de C. albicans sécrète de la candidalysine, la première 

toxine peptidique identifiée chez un agent pathogène humain. Elle agit en créant des pores dans 

les membranes cellulaires, provoquant des lésions tissulaires et déclenchant une réponse 

immunitaire exacerbée (Moyes et al. 2016).  
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Cette pathogénie est par ailleurs accentuée par l'éventail d'enzymes hydrolytiques que possède 

cette espèce, en particulier les protéinases aspartiques sécrétées (Sap) et les phospholipases 

(Mohammadi et al., 2021).  

Sap est, en effet, une famille d'enzymes hydrolytiques, codés par les gènes SAP, impliquées 

dans la virulence de C. albicans. Pour envahir les tissus de l'hôte et accéder à la circulation 

sanguine, C. albicans doit traverser les barrières physiologiques ; Sap facilitent cette invasion 

en dégradant les protéines de la membrane cellulaire (la fibronectine et le collagène). Cette 

activité enzymatique compromet l'intégrité des tissus, ouvrant la voie à une dissémination 

hématogène. En parallèle, ces enzymes peuvent interférer avec la cascade de coagulation 

sanguine en clivant les protéines clés, ce qui peut favoriser la formation de caillots septiques 

(Tomlin & Anna, 2018). 

Dix molécules Sap (Sap1 - Sap10) sont identifiées, chacune ayant des propriétés spécifiques en 

termes de substrat, de conditions d'activité et de stade d'infection. Bien que huit protéinases 

(Sap1 - Sap8) soient sécrétées dans l'espace extracellulaire, Sap9 et Sap10 se fixent à la 

membrane cellulaire par encrage glycophosphatidyl-inositol. Ceci peut entraîner une 

modification de la paroi fongique en remodelant les protéines d'adhésion, ce qui favorise le 

développement du biofilm (Rajendran et al., 2016). SAP9 influence principalement les 

interactions inter-espèces où la modification protéolytique des adhésines fongiques pourrait 

réguler la composition des biofilms polymicrobiens (Dutton et al. 2016). De plus, SAP6 dévoile 

de nouvelles caractéristiques d'agrégation au sein des cellules épithéliales, indépendantes de sa 

fonction protéolytique  (Kumar et al., 2015).   

Par ailleurs, Kumar et al. (2010) ont montré que la surexpression de SAP 2 est associée à une 

résistance accrue à l'amphotéricine B et à l'itraconazole. De même, SAP 9 et SAP 10 ont été 

fortement exprimées chez les souches résistantes au fluconazole, au voriconazole et à la 

flucytosine (Kadry et al., 2018). 

Un autre rôle majeur des Sap réside dans leur capacité à moduler la réponse immunitaire en 

influençant l’action des neutrophiles ou par échappement aux macrophages. Les enzymes Sap 

peuvent hydrolyser également les composants essentiels de l'immunité innée tels que les 

immunoglobulines, les peptides antimicrobiens et les protéines du complément, réduisant ainsi 

leur efficacité et permettant à C. albicans d’échapper à la reconnaissance et à son élimination 

(Zawrotniak et al., 2017).  
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En raison de leur rôle clé dans la pathogénie de C. albicans, les Sap représentent désormais des 

biomarqueurs prometteurs pour le diagnostic des candidoses invasives, leur production étant 

induite lors des infections invasives pourrait permettre de distinguer une infection d'une simple 

colonisation (Bras et al., 2024).  

En outre, les phospholipases sont des enzymes hydrolytiques capables d’hydrolyser une ou 

plusieurs liaisons esters des glycérophospholipides, essentiels à l’intégrité et au bon 

fonctionnement des membranes cellulaires.  

Quatre types de phospholipases ont été identifiées chez C. albicans, la phospholipase A (PLA), 

B (PLB), C (PLC) et D (PLD), chaque enzyme est impliquée dans le clivage d’une liaison ester 

spécifique (figure 3). La phospholipase B dispose de trois activités catalytiques, d'abord, une 

activité hydrolytique induisant l'hydrolyse de la liaison ester aux positions sn-1 et sn-2 des 

glycérophospholipides ; ensuite, une deuxième activité lysophospholipidique générant des 

acides gras ; et enfin, une troisième activité transacylase permettant la synthèse de 

phospholipides à partir de lysophospholipides (Barman et al., 2018). 

 

Figure 3.   Sites d’action des différents types de phospholipases (Dongol et al., 2014). 

Seuls les produits issus de l'expression des gènes PLB1 et PLB2 sont sécrétés à l’extérieur des 

cellules et contribuent principalement à la virulence de C. albicans (Watanabe et al., 2018). 

Ces enzymes hydrolysent les phospholipides en divers produits de signalisation, notamment 

l'acide phosphatidique, le diacylglycérol, les acides gras et les lysophospholipides qui régulent 

la germination et la transition morphologique de cette levure (Baker et al., 2002; Noverr & 

Huffnagle, 2004).   

La formation du biofilm est le facteur de virulence le plus déterminant des microorganismes. 

Au sein des biofilms, les cellules sessiles sont 10 à 1000 fois  plus résistantes  aux 

Tête polaire 
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antimicrobiens et aux moyens de défenses de l’hôte que leurs homologues planctoniques, ce 

qui favorise la persistance des infections et la difficulté du traitement (Štefánek et al., 2022).  

Il s'agit d'un phénomène multifactoriel impliquant plusieurs mécanismes synergiques. La 

matrice extracellulaire agit comme une barrière limitant la diffusion des antimicrobiens, tandis 

que la surexpression des pompes à efflux expulse ces agents à l’extérieur des cellules. De 

manière simultanée, la forte densité cellulaire des biofilms matures, le transfert horizontal de 

résistance entre les bactéries sessiles et l'existence de cellules persistantes, considérées comme 

des variantes phénotypiques en dormance, confèrent une résistance à des niveaux élevés 

d'antimicrobiens ainsi qu'aux mécanismes de défense immunitaire. En conséquence, les 

biofilms peuvent se reformer, rendant les infections particulièrement difficiles à éradiquer 

(Silva et al., 2017; Uruén et al., 2021). 

Le biofilm de C. albicans se distingue par sa structure complexe et par un mixte de formes 

morphologiques, blastopores, pseudohyphes et hyphes ; dont les proportions varient en fonction 

de la composition du milieu, de la température et de la nature du substrat (Fernandes et al., 

2016). La matrice extracellulaire, composée principalement du α-mannan, β-1,6-glucan et β-

1,3-glucan, assure la stabilité mécanique au biofilm et protège les cellules sessiles contre la 

reconnaissance par le système immunitaire de l’hôte (Pierce et al., 2017; Silva et al., 2017). 

De nos jours, les infections liées aux biofilms mixtes, formés de bactéries et de levures, s'avèrent 

de plus en plus préoccupantes et difficiles à traiter, en raison de leur hétérogénéité inhérente 

susceptible d'être accentuée par des interactions synergiques inter-espèces (Vila et al., 2021). 

Il a été rapporté que 20% des infections à C. albicans sont polymicrobiennes (Carolus et al., 

2019). Les interactions entre cette espèce et les autres microorganismes cohabitant les surfaces 

biotiques et abiotiques sont diverses, elles peuvent êtres synergiques, antagonistes ou neutres. 

Ces interactions peuvent se manifester par un contact direct entre les cellules, des modifications 

de l’environnement de l’hôte, la sécrétion de substances chimiques ou une combinaison de ces 

mécanismes (Ponde et al., 2021).  

C. albicans est souvent isolée en compagnie de bactéries à Gram positif, telles que 

Staphylococcus aureus et Staphylococcus epidermidis ainsi que des bactéries à Gram négatif, 

telles que Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli et Proteus mirabilis. Dans les biofilms 

composés de plusieurs espèces, C. albicans, par l'intermédiaire de ses hyphes, joue un rôle 

structurant en agissant comme un échafaudage favorisant l'adhésion des bactéries. Une étude a 

montré que le β-1,3-glucane sécrété par C. albicans contribue à une tolérance accrue de S. 
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aureus à la vancomycine. Inversement, les polymères extracellulaires produits par S. 

epidermidis limite la diffusion du fluconazole dans le biofilm (Carolus et al., 2019).  

Toutefois, des interactions antagonistes ont été observées dans les biofilms mixtes de C. 

albicans, Escherichia coli et Proteus mirabilis  (Allkja et al., 2023).  Certaines interactions 

sont complexes, présentant à la fois des effets synergiques et antagonistes comme celle de C. 

albicans et Pseudomonas aeruginosa. Durant longtemps considérées comme antagonistes in 

vitro (Shirtliff et al., 2009), l’interaction entre ces deux espèces a révélé des effets synergiques 

dans des modèles in vivo (Bergeron et al., 2017).  

De ce fait, l'association de médicaments antifongiques et antibactériens est une approche 

couramment adoptée pour traiter les biofilms mixtes (Benahmed et al., 2023; Gourari-

Bouzouina, 2024). Cependant, l’urgence de trouver des solutions thérapeutiques fiables a été 

soulignée suite à l’émergence de la résistance aux antimicrobiens et ses conséquences néfastes  

(Fernandes et al., 2020). 

Par conséquent, la compréhension des interactions inter-espèces qui régissent l’évolution des 

biofilms mixtes suscite un intérêt important car elle constitue une étape clé dans le 

développement de thérapies ciblées contre ce type d’infections. Plusieurs approches sont 

actuellement explorées, notamment l’emploi de peptides antimicrobiens, d’enzymes ciblant la 

matrice exopolymérique, des inhibiteurs du quorum sensing, le développement de 

nanoparticules lipidiques et polymériques pour une délivrance ciblée d’antimicrobiens et 

l’utilisation des plantes médicinales (Koo et al., 2017 ; Shamim et al., 2023).  

Par ailleurs, le recours aux liquides ioniques constitue une alternative innovante. Ces sels se 

distinguent par leur capacité à rester liquides à des températures inférieures à 100º C. Ils sont 

généralement constitués d'un cation organique, le plus souvent centré sur l’azote (figure 4), tel 

que les cations tétraalkylammonium, l'alkylpyridinium, l'alkylimidazolium ou pyrrolidinium, 

mais peuvent également être fondés sur le phosphore (phosphonium) ou le soufre (sulfonium). 

Ce cation est associé à un anion organique ou inorganique présentant une grande variété 

structurale (Cruz & Ciach, 2021; Pendleton & Gilmore, 2015).  
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Figure 4.   Principaux cations et anions couramment utilisés dans les formulations des 

liquides ioniques (Cruz & Ciach, 2021). 

Ces liquides ioniques sont appropriés pour une multitude d'applications en raison de leur 

stabilité chimique et thermique, de leur faible volatilité, de leur grande solubilité dans divers 

composés organiques et inorganiques, ainsi que de leur flexibilité structurelle (Cruz & Ciach, 

2021). 

Trois générations de liquides ioniques sont connues, la première génération correspond aux 

formes classiques, composées de cations organiques associés à des anions inorganiques. Leur 

principal intérêt réside dans leur utilisation comme substituts des composés organiques volatils 

comme solvants. La deuxième génération comprend les liquides ioniques dits "fonctionnalisés", 

conçus pour satisfaire des exigences spécifiques par l'inclusion de groupes fonctionnels qui 

modulent leurs caractéristiques physico-chimiques. Les liquides ioniques de troisième 

génération sont destinés aux applications pharmaceutiques et biologiques, intégrant souvent des 

ions bioactifs issus de composés naturels (Simões et al., 2021). 

Dans ce cadre, plusieurs liquides ioniques ont démontré des propriétés antibactériennes, 

antifongiques et antibiofilm prometteuses (Belhocine et al., 2023; Egorova et al., 2017; 

Suchodolski et al., 2021). Parmi ces derniers, figurent les liquides ioniques à base 

d'imidazolium qui ont prouvé leur efficacité remarquable dans l'élimination des biofilms 

bactériens et fongiques (Anandkumar et al., 2020; Reddy & Nancharaiah, 2020). En 

revanche, ceux à base de phosphonium demeurent peu explorés dans le contexte de l’inhibition 
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des biofilms mixtes, malgré leur stabilité thermique élevée, leur structure cationique qui 

pourrait renforcer la lipophilie et optimiser l'interaction avec les membranes microbiennes, leur 

synthèse facile et leur efficacité antimicrobienne (Faria & Bogel-Łukasik, 2015; Kiche et al., 

2025; Nunes et al., 2024).  

Comme tout nouvel agent antimicrobien, l'évaluation rigoureuse de son efficacité contre les 

biofilms mixtes hautement complexes nécessite des techniques d'analyse avancées capables de 

mettre en évidence les interactions entre les espèces et les modifications subtiles au sein du 

biofilm. Sous cet angle, les méthodes de microscopie électronique à balayage, de microscopie 

épifluorescence et de spectroscopie Raman fournissent une résolution spatiale et chimique 

précieuse (Cleaver & Garnett, 2023).  

En fait, la spectroscopie Raman émerge comme une technique puissante pour étudier la 

formation et l’inhibition des biofilms (Benladghem et al., 2022; Kendil et al., 2024; 

Benahmed et al., 2025). C’est une technique analytique non destructive basée sur la diffusion 

inélastique de la lumière. Lorsqu’un faisceau laser est dirigé sur un échantillon, la majorité des 

photons sont diffusés de manière élastique, cependant, une petite fraction subit un décalage 

d’énergie en interagissant avec les vibrations moléculaires de la matière, c’est ce que l’on 

appelle la diffusion inélastique (ou diffusion Rayleigh) à l’origine du signal Raman. Ce 

processus génère un marquage moléculaire distinct qui permet de déterminer la composition 

chimique d'un échantillon et de détecter des modifications structurels, offrant ainsi des 

renseignements sur la composition des biofilms microbiens (Rodriguez et al., 2023). 

Couplée à un microscope, la cartographie Raman confocale offre la possibilité d'observer les 

composés chimiques dans un échantillon de manière spatiale, sans avoir besoin de marquage 

ou de préparation préalable, ce qui permet de distinguer les espèces dans les biofilms mixtes et 

de surveiller la distribution spatiale de ces éléments. Cette approche est très utile pour 

comprendre la dynamique des biofilms et les effets des traitements antimicrobiens (Bodelón et 

al., 2018; Kim & Chin, 2023). Toutefois, l’analyse des données que génère la spectroscopie 

Raman peut constituer une difficulté en raison de la complexité des résultats bruts produits par 

cette technique.  

L’application des modèles d’intelligence artificielle, notamment ceux fondés sur 

l’apprentissage profond (deep learning) permet de surmonter ces limitations et d’ouvrir la voie 

à des applications concrètes en pratique clinique pour la détection et l’analyse des agents 

pathogènes. Cette application permet d’exploiter les donnés spectrales complexes issus de la 
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spectroscopie Raman en distinguant des motifs subtils. Ceci repose sur  l’analyse automatisée 

des empreintes spectrales uniques et permet donc de faire la distinction entre les composants 

des biofilms afin de permettre une identification rapide et une analyse précise, révolutionnant 

ainsi le diagnostic et la gestion des infections (Maruthamuthu et al., 2020; Yu et al., 2021). 

Dans cette recherche, nous avons mis en œuvre différentes approches méthodologiques afin 

d’explorer la problématique des biofilms mixtes dans les services d'hématologie clinique et de 

néphrologie-hémodialyse du CHU de Tlemcen. À cet effet, ce travail vise principalement à 

caractériser les infectivités associées aux cathéters, à identifier les microorganismes impliqués 

ainsi que leur sensibilité aux antimicrobiens et leur capacité à former les biofilms, à étudier 

l’impact de la vie sessile sur l’activité hydrolytique et enfin, à évaluer l’inhibition des biofilms 

par des liquides ioniques à l’aide d’approches spectroscopiques et microscopiques. 
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Les travaux de recherche ont été principalement conduits au Laboratoire : Antibiotiques 

antifongiques : Physico-chimie, Synthèse et Activités Biologiques (LAPSAB), Abou Bekr 

Belkaïd - Université de Tlemcen. 

Certaines parties ont été effectuées dans les laboratoires suivants: 1- Laboratoire de génétique 

appliquée à l'agriculture, à l'écologie et à la santé publique (GenApaGie) ; 2- Laboratoire de 

Catalyse et Synthèse en Chimie Organique (LCSCO), Université Tlemcen ; 3- Laboratoire de 

gestion durable des ressources naturelles dans les zones arides et semi-arides, Université de 

Naama. 4- Centre de mycologie médicale, hôpitaux universitaires, Centre médical de 

Cleveland, Université Case Western Reverse, Cleveland, États-Unis. 

1. Recherche des altérations microbiennes mixtes levures/bactéries des cathéters 

1.1. Échantillonnage  

Entre octobre 2021 et juin 2022, une collecte de cathéters a été réalisée dans les services 

d'hématologie clinique et de néphrologie-hémodialyse du CHU de Tlemcen (Algérie). 

Différents types de cathéters ont été prélevés après leur retrait des patients, notamment les 

cathéters veineux périphériques et centraux, ainsi que les cathéters urinaires, implantées depuis 

48 heures ou plus. Un questionnaire descriptif a été consulté, après consentement des patients, 

afin de compléter les informations relatives à l’échantillonnage. Il s'agit d'une fiche fournissant 

les données cliniques et personnelles de chaque patient, notamment son âge, son sexe, le motif 

de son hospitalisation, sa température corporelle au moment du prélèvement, ainsi que d'autres 

données connexes (annexe 1). Ledit questionnaire a été réalisé en se référant à d’autres fiches 

utilisées lors d’enquêtes antécédentes, telles que celles de l’organisation mondiale de santé 

(OMS, 2020) et celle de Boucherit-Atmani et al. (2011). 

1.2. Étude des infectivités des cathéters 

Après son ablation, l’extrémité distale de chaque cathéter a été aseptiquement sectionnée et 

placée dans un tube contenant 5 mL d’eau physiologique stérile. Les échantillons ont été 

transportés ensuite au laboratoire pour être examinés.  

Afin de détacher les cellules microbiennes adhérentes aux cathéters, une approche combinée a 

été mise en œuvre. Les tubes ont été d’abord agités au vortex pendant deux minutes (Boucherit-

Atmani et al., 2011) puis soumis à une ultrasonication (40 kHz, 100 W) pendant une minute 

(Sonics materials VCX130). Cette approche a été approuvée par Karbysheva et al. (2020) pour 

son efficacité dans le diagnostic des infections associées aux cathéters. 
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Afin de déterminer les différents types d’infectivités des dispositifs médicaux, une mise en 

culture de 100 μL a été réalisée à partir de chaque dilution décimale de l’échantillon (1/10, 

1/100 et 1/1000). La gélose nutritive a été utilisée pour les bactéries, tandis que la gélose 

Sabouraud dextrose a servi pour la culture des levures. Les boîtes de Petri ont été incubées à 

37°C pendant 24 heures.  

La détermination des types d'infectivités des cathéters se basait sur la présence ou l'absence 

d'une charge microbienne significative, en tenant compte des signes d'infection associés (Brun-

Buisson et al. 1987).  

À cet effet, trois types d’infectivités sont souvent recherchés, la contamination, la colonisation 

et l’infection. Celles-ci se distinguent les unes des autres de la manière suivante. 

• Contamination : culture positive non significative (˂103 UFC/mL) sans présence de 

signes d’infection locaux ou généraux (rougeur, fièvre >38°C).  

• Colonisation : culture positive significative (≥103 UFC/mL) sans présence de signes 

d’infection locaux ou généraux.  

• Infection : culture positive significative (≥103 UFC/mL) avec présence de signes 

d’infection locaux ou généraux. 

1.3. Isolement et identification des micro-organismes  

L'isolement des micro-organismes, levures et bactéries, a été approché en étude extemporanée 

de l'infectivité des cathéters. Des boîtes de Petri contenant la gélose Sabouraud dextrose, 

destinées à l’isolement des levures, ainsi que les géloses Mac Conkey et Chapman, pour 

l’isolement des bactéries, ont été ensemencées par stries à partir des échantillons prélevés. Les 

boîtes ont été ensuite incubées à 37 °C pendant 24 à 48 heures.  

Les souches isolées ont été purifiées par passages successifs entre bouillons et géloses. Chaque 

souche pure a été inoculée sur une gélose, qui avait été précédemment inclinée dans des tubes, 

puis incubée à 37°C pendant 24 à 48 heures et enfin stockée à  +4 °C.  

1.3.1. Identification des levures 

L’identification des isolats fongiques a été réalisée à l’aide du CHROM-Agar™ Candida 

(Sigma), les galeries Api Candida® et le système automatisé VITEK 2 (BioMérieux). 

CHROM-Agar est une méthode efficace pour identifier rapidement les levures par la couleur 

des colonies. Cependant, Api Candida® est un système standardisé d'identification 

biochimique des levures du genre Candida, notamment celles rencontrées en microbiologie 

clinique, ce système a été utilisé pour l’identification des espèces appartenant au genre Candida. 
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Cependant, VITEK 2 est un système automatisé d'identification microbiologique bactérienne et 

fongique.  

1.3.2. Identification des bactéries  

D’abord, la coloration de Gram est réalisée en suivant le protocole décrit par Christian Gram 

(1884). Les étapes sont illustrées dans la figure 5.  

Brièvement, un frottis bactérien a été préparé sur une lame puis fixé à la flamme. Ensuite, une 

coloration initiale au cristal violet a été réalisée pendant 1 minute, suivie de l'ajout d'un mordant 

pendant 1 minute, le Lugol. Après rinçage, une décoloration à l’alcool éthylique-acétone (1 :1) 

a été appliquée pendant 30 secondes. Après un second rinçage, une contre-coloration a été 

effectuée par l’ajout de la fuchsine pendant 1 minute. Après une étape finale de rinçage et de 

séchage, les lames ont été examinées au microscope optique à l'objectif ×100 en immersion. 

Les bactéries à Gram positif apparaissent en violet, tandis que celles à Gram négatif prennent 

la couleur rose/ rouge. 

 

 

Figure 5.   Procédure de la coloration de Gram (Générée sur Biorender. com). 

Sur la base des résultats des aspects macroscopique et microscopique des tests précédents, les 

galeries Api 20E®, Api 20NE®, Api Staph® ainsi que le système VITEK 2 (BioMérieux) ont 

été utilisés pour l’identification des bactéries. 

Il convient de préciser que la présente étude porte  exclusivement sur la recherche des espèces 

de Candida albicans et des bactéries qui coexistaient sur le même cathéter. 
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1.4. Typage moléculaire des souches de C. albicans par RAPD-PCR 

L’ADN a été extrait d’une culture pure de levures selon la méthode standard au phénol-

chloroforme (Rana et al., 2019). Brièvement, après suspension des cellules dans un tampon 

Tris-EDTA (TE), la lyse cellulaire a été effectuée par traitement successif au lysozyme (35 

mg/mL), à la protéinase K (10 mg/mL) et au dodécylsulfate de sodium (SDS, 10%), suivie 

d’une incubation en présence de bromure de cétyltriméthylammonium/chlorure de sodium 

(CTAB/NaCl, 10%/ 0,7M). L’extraction des protéines et débris a été réalisée à l’aide de phénol-

chloroforme-alcool isoamylique (25:24:1, v/v/v), puis le surnageant a été précipité à 

l’isopropanol. Le culot d’ADN obtenu a été lavé à l’éthanol (70%), séché, remis en suspension 

dans du tampon TE et incubé à 37 °C pendant 1 heure avant conservation. 

Les réactions RAPD-PCR ont été effectuées en utilisant les amorces oligonucléotidiques:  

OPA-16 (5′-AGC CAG CGA A-3′), OPB-05 (5′-TGC GCC CTTC-3′) et OPC-07 (5′-GTC CCG ACGA-3′).  

1.4.1. Amplification par RAPD-PCR 

Chaque réaction de PCR a été réalisée dans un volume total de 25 μL, contenant 30 ng d'ADN 

génomique, un Master Mix composé de 1U de Taq polymérase de type Hot Start (Solis 

BioDyne), 2mM de MgCl2 et 0,2 µM de chaque dNTP, ainsi que 0,5 μM d'amorces, le volume 

étant complété avec de l'eau ultra pure.  

L’amplification est réalisée grâce à un thermocycleur (BIO-RAD® T100), sur une durée totale 

de 4 heures selon un programme Hot-Start, vue la nature de la polymérase utilisée. La phase de 

dénaturation initiale a été réalisée à 95°C pendant 15 minutes, suivie de 45 cycles comprenant 

chacun une dénaturation à 95°C pendant 15 secondes, une hybridation à 35C° pendant 40 

secondes et une élongation à 72°C pendant 2 minutes. Le programme se termine par une étape 

d’élongation finale à 72°C pendant 10 minutes, puis une phase de conservation à 4°.  

1.4.2. Électrophorèse sur gel d’agarose 

Les produits de la PCR ont été séparés par électrophorèse sur gel d'agarose à 2%, préparé dans 

un tampon TAE (40mM Tris, 20mM acide acétique, 1 mM EDTA, pH 8). L'utilisation du 

GelRed (Solis BioDyne, X10000), un fluorochrome (300 nm/ 600 nm), a permis de réaliser la 

visualisation des bandes d'ADN sous la lumière UV à l’aide d’un appareillage GelDoc XM02 

(BIO-RAD®). 

Cette partie a été réalisée au laboratoire de génétique appliquée à l'agriculture, à l'écologie et à 

la santé publique (GenApaGie), université de Tlemcen. 
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1.5. Tests de sensibilité aux antimicrobiens 

1.5.1. Sensibilité de C. albicans aux antifongiques 

La détermination des Concentrations Minimales Inhibitrices (CMI) de deux antifongiques, 

amphotéricine B et caspofungine, vis-à-vis des cellules planctoniques de C. albicans a été 

effectuée selon le protocole standard du CLSI (2017). Les concentrations finales ont été ajustées 

entre 0,03 et 16 µg/mL pour l’amphotéricine B et entre 0,015 et 8 µg/mL pour la caspofungine. 

Le milieu Roswell Park Memorial Institute 1640 (RPMI 1640, Sigma), tamponné à pH 7 par de 

l'acide morpholinepropanesulfonique (MOPS, Sigma), a été utilisé en mettant en œuvre la 

technique de microdilution à l'aide de microplaques à 96 puits, recommandée pour cette 

expérimentation.  

Dans chaque puits des microplaques, 100 µL de l'une des deux solutions antifongiques ont été 

introduites. 100 µL de l'inoculum, ajusté à une concentration finale de 0,5 × 103 cellules / mL, 

ont ensuite été ajoutés. Les microplaques ont été scellées puis placées dans une étuve à 35°C 

pendant 24 heures. Pour l'amphotéricine B, les CMIs ont été révélées par observation visuelle, 

tandis que pour la caspofungine, elles ont été déterminées par énumération des levures à l'aide 

d'une cellule Thoma. C. albicans ATCC 10231 a été utilisé comme souche de référence pour le 

contrôle-qualité du test. 

1.5.2. Sensibilité des bactéries co-isolées avec C. albicans aux antibiotiques 

La détermination de la sensibilité aux antibiotiques a été effectuée dans le laboratoire d’analyses 

médicales du Dr. Benhamidat - Tlemcen à l'aide de l’automate VITEK® 2 (bioMérieux).  

Ce système automatisé de pointe permet de réaliser des tests de sensibilité aux antibiotiques 

fournissant des résultats  fiables pour la concentration minimale inhibitrice. Il offre également 

une procédure de travail optimisée et des résultats d'antibiogrammes rapides, accompagnés 

d'une interprétation catégorielle (sensible, intermédiaire ou résistante), basée sur les critères 

d'interprétation du CLSI. Ce dispositif permet de réduire les erreurs humaines associées aux 

techniques manuelles (Hogan et al., 2019). Les recommandations du Clinical and Laboratory 

Standards Institute (2020) ont servi de référence pour l’interprétation des résultats. 
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2. Tests de formation des biofilms de C. albicans et des bactéries co-isolées 

2.1. Formation des biofilms 

La formation des biofilms mono et multi-espèces a été évaluée in vitro en utilisant la méthode 

de Pierce et al. (2008) pour les levures et celle de  O’Toole (2011) pour les bactéries.  

En bref, des pré-cultures de 24 heures ont été préparées sur les milieux Sabouraud et BHIB 

(brain heart infusion broth), respectivement pour les levures et les bactéries. Une centrifugation 

a été effectuée à +4°C (3000g, 5 min pour les levures et 1000g, 15 min pour les bactéries). Les 

culots ont été récupérés, lavés deux fois avec du tampon phosphate salé (PBS, pH 7,4 ; 10 mM), 

puis suspendus dans le RPMI 1640 tamponné à pH 7,4 avec le MOPS.  

La concentration cellulaire a été ajustée à 106 cellules/mL pour les levures et à 107 cellules/mL 

pour les bactéries. Dans chaque puits d'une microplaque à 96 puits, 100µL de la suspension 

microbienne ont été introduits, qu'il s'agisse de levures ou de bactéries.  

Pour les biofilms mixtes, les suspensions de différentes souches (levures et bactéries) ont été 

combinées à part égal dans un même puits, avec un volume final de 100 µL. Les microplaques 

ont été scellées par la suite et placées en incubation à 37°C pour des durées de 24 et 48 heures. 

Tous les tests ont été réalisés en triplicata. 

2.2. Quantification des biofilms formés 

2.2.1. Évaluation de la biomasse par coloration au cristal violet 

Afin d’estimer la biomasse des biofilms microbiens préformés dans les puits des microplaques, 

la technique de coloration au cristal violet a été mise en œuvre selon le protocole de O’Toole 

(2011). Ainsi, les puits ont été vidés de leur contenu puis rincés deux fois avec du PBS (10 mM, 

pH 7,4). Afin de renforcer la fixation du biofilm sur les parois des puits, 100 µL de méthanol 

(99%) ont été incorporés dans ceux-ci et laissés agir 15 minutes à température ambiante. Les 

puits ont été rincés après élimination de l'alcool puis remplis avec 100 µL d’une solution de 

cristal violet (0,1 w/v).  

Les microplaques ont été fermées et laissées 20 minutes à température ambiante afin de 

permettre au colorant d'interagir avec les biofilms. Après rinçage des puits, une première 

observation de la teinte violette à l'œil nu dans les puits a été effectuée. Cette étape permet une 

évaluation initiale de la capacité à former des biofilms microbiens (O’Toole, 2011). 
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Afin d’évaluer ce pouvoir avec plus de précision, le cristal violet lié aux biofilms a été libéré 

suite à l'ajout de 150 µL d'acide acétique (33%) dans les puits, cette solution acide présente une 

affinité plus importante pour le colorant que pour les éléments des biofilms microbiens ; Par la 

suite, 100 µL ont été transférés dans les puits d'une nouvelle microplaque et l'absorbance a été 

déterminée à 570 nm à l'aide d'un lecteur de microplaques (Biochrom Asys UVM340). Les 

valeurs d'absorbance supérieures à celles du puits contrôle signalent une biomasse plus élevée, 

témoignant d'une capacité à former le biofilm. 

2.2.2. Mesure de l'activité métabolique par réduction du XTT 

L’activité métabolique des biofilms mono et multi-espèces de C. albicans et des bactéries co-

isolées d’un même cathéter a été évaluée par la méthode de Villar-Vidal et al. (2011). C’est une 

méthode basée sur la réduction du XTT (2,3-bis(2-méthoxy-4-nitro-5-sulfophényl)-2H-

tétrazolium-5-carboxanilide), un indicateur de viabilité cellulaire. Sous l'action d'une 

déshydrogénase, le XTT se transforme en formazan, un composé orange dont la concentration 

est déterminée en mesurant son absorbance à 490 nm. 

Tout d’abord, le XTT (Sigma) est solubilisé dans du PBS (pH 7,4 ; 10 mM,) à une concentration 

de 0,5 g/L. En parallèle, une solution mère de ménadione (10 mM, SIGMA) a servi pour 

préparer une deuxième solution dans de l’acétone (1,7 mg/mL). Ensuite, 1 μL de cette dernière 

a été mélangée avec 10 mL de la solution XTT puis stérilisée à l’aide d’un filtre de 0,22 μm de 

porosité.  

La ménadione (2-méthyl-1,4-naphtoquinone, vitamine K3) sert d'accepteur d'électrons dans la 

réaction d'oxydoréduction de la déshydrogénase microbienne, permettant ainsi la conversion 

du XTT en formazan. 

À l'aide de PBS stérile, les puits dans lesquels les biofilms se sont formés ont été lavés, puis 

100 μL du mélange XTT/ménadione y ont été ajoutés. À la suite d’une incubation à 37°C 

pendant 3 à 4 heures, 75 μL du contenu de chaque puits ont été transférés dans une nouvelle 

microplaque. L’absorbance a été mesurée ensuite à l’aide d’un lecteur de microplaques 

(Biochrom Asys UVM340). Les résultats obtenus permettent de catégoriser les souches en six 

classes (tableau 1). 
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Tableau 1.   Catégorisation des souches microbiennes selon leur capacité à former un 

biofilm, en fonction des valeurs d'absorbance (A) (Villar-Vidal et al., 2011). 

Catégorie +6 A > 1,30 
Souches hautement formatrices de biofilms 

Catégorie +5 A = 1 à 1,29 

Catégorie +4 A = 0,70 à 0,99 
Souches modérément formatrices de biofilms 

Catégorie +3 A = 0,40 à 0,69 

Catégorie +2 A = 0,20 à 0,39 Souches faiblement formatrices de biofilms 

Catégorie +1 A < 0,20 Souches non-formatrices de biofilms 
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3. Activité hydrolytique de C. albicans 

En raison de leur rôle crucial dans la pathogénie de C. albicans, les activités des enzymes 

hydrolytiques, phospholipases et protéinases, ont été examinées. L'hydrolyse enzymatique 

entraîne l'apparition d'un halo autour de la colonie fongique formée sur la gélose appropriée 

pour chaque test enzymatique. Un ratio, appelé "Pz", a été calculé en rapportant le diamètre de 

la colonie sur le diamètre total de la colonie plus celui de la zone de précipitation  (Price et al., 

1982). Chacune des activités hydrolytiques suivantes a été réalisée en trois répétitions. 

L’activité hydrolytique de chaque enzyme a été classée selon les valeurs Pz (tableau 2).  

 

Tableau 2.   Catégorisation de l’activité enzymatique selon Price et al. (1982), basée sur 

les valeurs Pz. 

Valeur Pz Activité enzymatique 

Pz = 1 Négative 

0,90 < Pz ≤ 0,99 Très faible 

0,80 < Pz ≤ 0,89 Faible 

0,70 < Pz ≤ 0,79 Modérée 

Pz< 0,70 Forte 

 

3.1. Évaluation en mode planctonique 

3.1.1. Activité des phospholipases 

L’activité des phospholipases (Plp) a été évaluée en utilisant la méthode de Tsang et al. (2007), 

avec l’apport de certaines modifications nécessaires. 

Tout d'abord, une gélose au jaune d’œuf a été préparée en mélangeant 13,0g de gélose 

Sabouraud dextrose, 11,7g de NaCl et 0,11g CaCl2 dans 184 mL d’eau distillé, puis stérilisé 

dans un autoclave (15 min, 120 °C). Par la suite, 5 mL du surnageant de jaune d'œuf 

préalablement centrifugé (3000g, 10 min, 4°C) y ont été ajoutés dans des conditions aseptiques, 

puis versés dans des boîtes de Petri. Ces dernières ont été ensemencées en déposant 10 µL de 

la suspension fongique (106 cellules/mL) à leurs surfaces. Les boîtes ont été ensuite incubées à 

37 °C pendant 72 heures.  
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3.1.2. Activité des protéinases 

L'activité des protéinases (Prt) a été évaluée en se référant à la méthode de Aoki et al. (1990). 

Un test est considéré positif après la dégradation de l'albumine du sérum bovin (BSA). 

Ainsi, une solution de 60 mL a été préparée ; elle contient du MgSO4 (0,04 g), K2HPO4 (0,5 g), 

NaCl (1 g), extrait de levure (0,2 g), glucose (4g) et 0,05 g d’albumine du sérum bovin. La 

solution a été soumise à une stérilisation au moyen d'un filtre d’une porosité de 0,22 µm, avant 

d’être ajoutée à 140 mL d’agar stérile. Ce mélange a été versé dans des boîtes de Petri, puis un 

spot de 10 µL de l’inoculum (106 cellules/mL) a été déposé sur la surface de la gélose. Les 

boîtes ont été incubées à 37°C pendant 7 jours.  

3.2. Évaluation en mode sessile 

Afin d'examiner l’existence d’un lien possible entre l’activité hydrolytique et le mode de vie 

sessile, les deux activités enzymatiques ont été évaluées après la formation de biofilms de C. 

albicans. Pour y parvenir en mode sessile, les protocoles susmentionnés pour le mode 

planctonique ont été ajustés et adaptés en s'appuyant sur ceux de Chandra et al. (2008) et 

Samaranayake et al. (2013). Il s'agit d'une méthode qui repose sur l'utilisation de microplaques 

à 24 puits et de disques de silicone de 1 cm de diamètre.  

3.2.1. Pré-traitement des disques de silicone 

Les substrats destinés pour la formation du biofilm sur leurs surfaces ont été préparés au 

laboratoire. Brièvement, des disques de 1 cm de diamètre ont été découpés à partir des feuilles 

de silicone (Invotec International). Ceux ci ont été rincés à l'eau distillée, puis séchés à l'air 

avant d’être placés dans des flacons en verre pour une stérilisation à la chaleur humide (121°C, 

15 min).  

Par la suite, les disques ont subi un traitement en les immergeant dans du sérum humain stérile ; 

chaque disque a été introduit individuellement dans un puits d'une microplaque stérile de 24 

puits, l'incubation a été réalisée à 37° C pendant 24 heures. Ce prétraitement enrobe les disques 

de protéines, ce qui permet à C. albicans de mieux adhérer à la surface des disques (Chandra 

et al. 2008; Samaranayake et al., 2013). 

3.2.2. Formation des biofilms et évaluation de l’activité hydrolytique  

Les disques de silicone prétraités au sérum (SCS, pour serum-coated silicone) ont été transmis 

dans de nouveaux puits contenant 1 mL de l’inoculum (106 cellule/mL), puis incubées à 37 °C 

pendant 24 heures.  
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Après la formation de biofilms sur leurs surfaces, les disques SCS ont été lavés deux fois avec 

du PBS stérile afin d’éliminer les cellules planctoniques on non adhérentes. Ils ont ensuite été 

plaqués séparément sur les géloses adaptées pour évaluer chaque activité hydrolytique, 

phospholipases et protéinases. En fonction de l'activité hydrolytique examinée, les boîtes ont 

été incubées à 37°C pendant 72 heures pour les phospholipases et pendant 7 jours pour les 

protéinases (Aoki et al., 1990; Tsang et al., 2007). Une boîte de Petri contenant un disque SCS 

non inoculé a été incubée comme un test témoin négatif. 

3.2.3. Analyse du biofilm par spectroscopie Raman  

La spectroscopie Raman est une technique vibrationnelle qui permet l'analyse chimique des 

interactions moléculaires au sein d'un échantillon lorsqu'il est exposé à une lumière laser. 

L’application de cette technique à des contextes cliniques tels que la détection et l’identification 

de micro-organismes s’est avérée avantageuse en raison de sa rapidité et de sa précision (Nag 

& Lahiri, 2021; Pahlow et al., 2015). 

Dans cette partie de l’étude, réalisée au sein du laboratoire de Catalyse et Synthèse en Chimie 

Organique (LCSCO), Université Tlemcen ; la spectroscopie Raman a été employée pour 

analyser les biofilms formés sur les disques SCS ; la souche de référence C. albicans ATCC 

10231 a été choisie à cette fin. L’analyse a été réalisée à l’aide d’un spectromètre Raman 

(HORIBA LABRAM HR) opérant en mode spectrographique unique avec un réseau dispersif 

holographique de 600 rainures/mm.  

Les cellules de C. albicans ATCC 10231, le sérum sanguin et les disques de silicone ont d’abord 

été soumis à une analyse spectrale Raman ; cette approche fournit des bandes spectrales 

caractéristiques pour chaque élément. Simultanément, une analyse spectrale a été réalisée sur 

les biofilms fongiques préalablement formés sur les disques SCS. 

Les échantillons ont été analysés en mode rétrodiffusion sur la platine d'un microscope confocal 

Olympus fixé au spectromètre, couplé à un objectif longue distance de travail ×50. Le détecteur 

utilisé était un dispositif à couplage de charge Symphony IGA refroidi à l'azote liquide. Des 

filtres coupe-bande holographique de 663 et 785 nm ont été utilisés pour éliminer la lumière 

diffusée par Rayleigh. La largeur de la fente d'entrée était de 100 µm, ce qui donne une 

résolution de 2 cm-1 dans la plage comprise entre 100 et 5000 cm-1. Des acquisitions répétées 

utilisant le plus fort grossissement ont été accumulées pour améliorer le rapport signal/bruit 

dans les spectres. Les spectres ont été calibrés en utilisant la ligne 520,5 cm-1 d'une plaquette 

de silicium. 
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Étant donné que la cartographie Raman fournit une grande précision de la topographie de 

surface et de la distribution des échantillons (Zhang et al., 2021), elle a été effectuée dans 

l'objectif d'examiner la répartition du biofilm de C. albicans par rapport aux protéines sériques 

sur le substrat en silicone. Cette analyse concerne un pic particulier à 2909 cm-1 correspondant 

à l'étirement symétrique CH3 associé au silicone, un autre à 2019 cm-1 lié au Phe, Tyr de la 

levure, ainsi qu'un pic distinctif à 933 cm-1 représentant l'étirement squelettique α du sérum. 

Une image obtenue à un grossissement de ×50 sur une surface d'environ 100 µm² du disque de 

silicone a été utilisée pour réaliser la cartographie Raman. 

3.2.4. Analyse microscopique du biofilm 

L'examen des structures du biofilm a été effectué en utilisant la microscopie à fluorescence 

(MF) au laboratoire de gestion durable des ressources naturelles dans les zones arides et semi-

arides à l’université de Naama et la microscopie électronique à balayage (MEB) au Centre de 

mycologie médicale, hôpitaux universitaires, Centre médical de Cleveland, Université Case 

Western Reverse, Cleveland, États-Unis. 

Un disque SCS sur lequel le biofilm de C. albicans ATCC 10231 a été préformé et un autre 

disque stérile ont été examinés au microscope à fluorescence (Euromex iScope, IS.3152- 

PLi/3). Aucune coloration n'a été appliquée aux échantillons. Cependant, des filtres de 

fluorescence bleus (475 nm) et verts (520 nm) ont été utilisés. Le microscope à fluorescence 

utilise une lumière d'excitation pour irradier les atomes de l'échantillon, ce qui excite les 

électrons à un niveau d'énergie plus élevé. Lorsque ces atomes reviennent à leur niveau 

d'origine, ils émettent de la lumière en réponse à l'excitation. Ceci permet d'observer les 

différentes zones d'un échantillon selon leur nature (Hattori et al., 2012). 

D'autre part, le MEB fournit une imagerie haute résolution de la structure tridimensionnelle des 

biofilms et de leur distribution sur une surface (Relucenti et al., 2021). De ce fait, le biofilm 

précédemment formé sur les disques SCS a été lavé deux fois avec du PBS stérile, puis fixé 

pendant une nuit à 4°C en utilisant une solution de glutaraldéhyde à 2,5% (Sigma-Aldrich, St 

Louis, MO, USA).  Les disques SCS ont ensuite été lavés à l’aide du tampon NaCACo (0,1 M) 

puis post-fixés dans une solution d'OsO4 à 1% pendant 1 heure à 4 °C.  

 Après un second lavage des disques, effectué à l’aide de NaCACo, suivi d'un double rinçage à 

l'eau distillée ; les disques ont été traités à l'acide tannique (1 %), puis laissés à l'abri de la 

lumière pendant 30 minutes. Trois rinçages à l'eau distillée ont ensuite été effectués avant de 

déposer les disques dans l’acétate d’uranyle (1 %) , également dans l’obscurité pendant une 
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heure. Une dernière étape de rinçage à l’eau distillée a été réalisée avant la déshydratation 

progressive dans une série d’éthanol de concentrations croissantes (30%, 50%, 75%, et 100%).  

Les disques ont ensuite été séchés au point critique, recouverts de palladium par ombrage 

métallique et examinés à l'aide d'un microscope électronique à balayage (Thermo Fisher 

Scientific Apreo 2). 
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4. Inhibition des biofilms par des liquides ioniques  

Les propriétés bioactives des liquides ioniques ont été évaluées afin d’apprécier leur potentiel 

en tant qu’agents antibactériens et antifongiques vis-à-vis des cellules de C. albicans ainsi que 

des bactéries co-isolées du même cathéter. Par la suite, leur activité hémolytique a été examinée 

afin d'évaluer leur toxicité potentielle, avant d'étudier leur effet sur la formation et la viabilité 

des biofilms. 

4.1. Préparation des liquides ioniques  

Trois liquides ioniques ont été utilisés dans cette étude, le Trihexyl(tétradécyl)phosphonium 

chlorure ([P66614][Cl]), le Trihexyl(tétradécyl)phosphonium dicyanamide 

([P66614][Dicyanamide]) et le trihexyl(tétradécyl)phosphonium bis(2,4,4-triméthylpentyl) 

phosphinate ([P66614][Phosphinate]). Les trois liquides ioniques ont été fournis avec un degré 

de pureté ≥ 90,0 % (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) ; leurs structures chimiques sont 

représentées dans le tableau 3.  

Tableau 3.   Structures chimiques des liquides ioniques utilisés. 

Nomenclature Structure chimique 

 

Trihexyl(tétradecyl)phosphonium 

chlorure 

([P66614][Cl])  

 

Trihexyl(tétradecyl)phosphonium 

dicyanamide 

([P66614][Dicyanamide]) 
 

Trihexyl(tétradecyl)phosphonium 

bis(2,4,4-triméthylpentyl) phosphinate 

([P66614][Phosphinate]) 

 

 

Les liquides ioniques ont été conservés à température ambiante. Les solutions de travail ont été 

préparées en dissolvant chaque liquide ionique dans du diméthyl-sulfoxyde (DMSO, Sigma), 
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puis ont été stérilisées par filtration (filtres de 0,22 µm de porosité) et diluées à la concentration 

désirée dans le milieu de culture juste avant leur emploi. 

4.2. Détermination des concentrations minimales inhibitrices  

Les concentrations minimales inhibitrices des trois liquides ioniques [P66614][Cl], 

[P66614][Dicyanamide] et [P66614][Phosphinate] vis-à-vis des cellules planctoniques de C. 

albicans et des bactéries co-isolées ont été déterminées par la méthode de microdilution sur 

microplaques selon les protocoles du CLSI (2017) pour C. albicans et du CLSI (2012) pour les 

bactéries.  

Des dilutions ont été réalisées dans le milieu de culture à partir des solutions mères de chaque 

liquide ionique à des concentrations finales allant de 0,122 µg/mL à 2000 µg/mL. L'inoculum 

fongique a été ajusté afin d'obtenir une concentration finale de 0,5 × 103 cellules/mL dans le 

milieu RPMI 1640, tandis que l’inoculum bactérien a été préparé dans le milieu Mueller Hinton 

pour atteindre une concentration finale de 106 cellules/mL.  

Dans chaque puits d'une microplaque à 96 puits, 100 µL de la solution liquide ionique ainsi que 

100 µL de l'inoculum microbien ont été introduits. Les microplaques ont ensuite été scellées et 

incubées pendant 24 heures, à une température de 35°C pour les levures et de 37°C pour les 

bactéries. Les CMI ont été établies par observation à l’œil nu des puits correspondants à la plus 

faible concentration de liquide ionique ayant démontré une inhibition complète de la croissance 

des micro-organismes. Les tests ont été menés en triplicata. 

4.3. Test de l’effet hémolytique  

Pour juger de la toxicité des concentrations actives des liquides ioniques examinés, une 

évaluation de l'hémolyse a été réalisée sur des érythrocytes humains ; le protocole de Wei et 

Bobek (2004) a été établi pour atteindre cet objectif. Le sang de volontaires sains a été prélevé 

dans des tubes contenant de l'EDTA. Les érythrocytes ont été récupérées et lavés trois fois à 

l’aide du PBS stérile (2000 rpm, 10 min, 20 ºC).  

Une série de concentrations allant de 7,81 à 2000 µg/mL a été préparée dans des tubes stériles 

pour chaque liquide ionique, à savoir le [P66614][Cl], [P66614][Dicyanamide] et 

[P66614][Phosphinate]. À partir de la suspension érythrocytes/PBS (1 % v/v), 100 µL ont été 

ajoutés à 100 µL des différents liquides ioniques dans des tubes stériles. Un témoin d’hémolyse 

totale a été préparé à l’aide d’une solution de Triton X-100 à 1%  (Sigma-Aldrich).  
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Les tubes ont été incubés pendant une heure à une température de 37 ºC puis soumis à une 

centrifugation (2000 rpm, 10 min). À partir du surnageant, 150 µL ont été placés dans les puits 

d'une microplaque, l'absorbance a ensuite été mesurée à 450 nm à l'aide d'un lecteur de 

microplaque (RT-2100C). Les mesures ont été réalisées en triplicata. 

Le taux d'effet hémolytique des liquides ioniques a été déterminé à l'aide de la formule suivante, 

révélant le degré de toxicité de chacun d'eux (Wei et Bobek, 2004).  

Hémolyse % = [(A échantillon ˗ A témoin négatif) / (A témoin positif˗ A témoin négatif)] × 100 

A échantillon : A450 de l'échantillon traité au liquide ionique, A témoin négatif : A450 de l'échantillon 

traité au tampon, A témoin positif: A450 de l'échantillon traité au Triton X-100. 

4.4. Effet sur la viabilité cellulaire sessile 

Le liquide ionique ayant exprimé la meilleure activité antimicrobienne, associée à un faible 

effet hémolytique a été sélectionné pour évaluer son effet inhibiteur conte le biofilm mixte de   

C. albicans et S. haemolyticus (association Nº5). Rappelons que ces deux microorganismes ont 

été co-isolés à partir d’un même cathéter d’hémodialyse après son ablation d’un patient 

hospitalisé dans le service de néphrologie-hémodialyse. Le protocole décrit par Pierce et al. 

(2008) a été utilisé avec quelques modifications, afin d’examiner l’impact du liquide ionique 

sur différents stades de la formation du biofilm.  

En résumé, le biofilm est formé comme décrit ci-dessus, avec une incubation à 37 °C pendant 

différentes périodes ; 4 heures (phase d’adhésion), 24 heures et 48 heures (phase de 

maturation). Le surnageant a été ensuite retiré et les puits ont été lavés avec du PBS stérile (10 

mM, pH 7,4) pour éliminer les cellules qui n'avaient pas adhéré à leur surface.  

Par la suite, des volumes de 100 µL des solutions de liquides ioniques, préparées à des 

concentrations croissantes allant de 3 à 2000 µg/mL, ont été ajoutés aux puits. L'amphotéricine 

B et la vancomycine ont servi d'agents antimicrobiens de référence. Des tests de contrôle négatif 

et positif ont été réalisés en parallèle, puis les microplaques ont été réincubées pendant 24 h.  

Après lavage des puits au PBS stérile, l’effet du liquide ionique sur les cellules sessiles a été 

évalué en utilisant la méthode de réduction du XTT, précédemment décrite. Les SCMI ont été 

déterminées en appliquant la formule suivante. Chaque test a été réalisé en triplicata. 

Inhibition (%) = (1− A490 du biofilm traité/ A490 du contrôle positif) × 100 

A490 : Absorbance mesurée à 490 nm. 
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4.5. Effet sur la structure du biofilm 

Afin d'analyser l'effet du liquide ionique sur la structure des biofilms, ces derniers ont été 

cultivés sur des disques en silicone (10 mm de diamètre), puis soumis à différents examens 

spectraux et microscopiques.  

4.5.1. Analyse par cartographie Raman confocale assistée par un modèle 

d’apprentissage profond (Deep learning) 

Pour étudier les changements structurels et chimiques au sein du biofilms après traitement par 

le liquide ionique, des biofilms de 4, 24 et 48 heures ont été formés sur des disques de silicone 

et traités avec le liquide ionique à une concentration de 1 mg/mL, puis les échantillons ont été 

séchés à l'air, à température ambiante avant d'être analysés. Dans un premier temps, l'étude 

spectroscopique Raman a été réalisée à l'aide d'un spectromètre Raman (HORIBA LABRAM 

HR) pour identifier les différentes composantes du biofilm. 

Dans un deuxième temps, une cartographie Raman confocale a été réalisée pour étudier la 

perspective spatiale de l'inhibition du biofilm mixte de C. albicans et de S. haemolyticus sur le 

support en silicone après le traitement par le liquide ionique. Pour cela, le pic à 2905 cm-1 de la 

chaîne CH aromatique a été pris comme référence pour le silicone (noir), à 943 cm-1 de la 

protéine pour C. albicans (vert) et à 1452 cm-1 de l'hydrate de carbone pour S. haemolyticus 

(bleu). 

4.5.1.1. Analyse des images et quantification des couleurs 

Un programme Python a été utilisé pour calculer le pourcentage de couleurs RVB de la 

cartographie Raman (Benahmed et al., 2025). Le programme a été configuré pour répondre 

approximativement au vert, au bleu et au noir. Pour ce faire, des images provenant d'un chemin 

de fichier désigné ont été chargées à l'aide de la bibliothèque OpenCV. Elles ont ensuite été 

converties de l'espace colorimétrique BGR par défaut à l'espace colorimétrique RGB, mieux 

adapté à la perception humaine et à l'analyse des couleurs. Ensuite, le code a calculé 

l'histogramme des couleurs à l'aide de la fonction cv2. calcHist d'OpenCV. Les valeurs de 

l'histogramme des couleurs ont ensuite été normalisées en divisant chaque valeur d’une classe 

de l'histogramme par le nombre total de pixels dans l'image, puis en multipliant par 100 pour 

obtenir des taux représentant la fréquence relative de chaque intensité de couleur dans l'image. 
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4.5.1.2. Traitement des donnés par un modèle d’apprentissage profond  

L’intégration de l’apprentissage automatique profond aux données spectrales Raman constitue 

une approche innovante pour l’étude de l’inhibition des biofilms. Cette approche permet 

d’exploiter des données spectrales complexes en identifiant automatiquement des groupes de 

signatures chimiques identiques (Rodriguez et al., 2023).  

Le flux analytique comprend le prétraitement des données, l'extraction des fonctions, le 

regroupement et l'interprétation des résultats (figure 6). En suivant l’approche décrite par Han 

et al. (2024), les images de la cartographie Raman ont été débruitées à l'aide d'un filtrage 

gaussien afin d'éliminer le bruit de fond, puis après une correction de ligne de base, les donnés 

ont été normalisées (mise à l’échelle des intensités spectrales) pour garantir la comparabilité 

inter-échantillons et une réduction de dimensions par analyse en composantes principales, 

conservant 99 % de la variance.  

4.5.1.2.1. Apprentissage profond non supervisé   

L’analyse a été réalisée à l’aide d’un auto-encodeur convolutionnel, dont les vecteurs de 

caractéristiques extraits ont été regroupés par clustering K-means, pour distinguer les signatures 

spectrales typiques de S. haemolyticus, C. albicans et du substrat. Le clustering a été effectué 

aux temps T1 (4h), T2 (24h) et T3 (48h) afin d’évaluer l’évolution spatio-chimique des biofilms 

avec ou sans l’ajout du liquide ionique. Ensuite, des nuages de points ont été générés pour 

comparer l'intensité du biofilm avant et après l'application du traitement. Cette approche 

automatisée a permis une évaluation objective et à haut débit de l'inhibition des biofilms 

préformés à différents moments. Avec une précision de classification élevée attestée par un 

indice de rand ajusté de 0,9812. 

4.5.1.2.2. Apprentissage profond supervisé 

Parallèlement à l'apprentissage profond non supervisé, un modèle supervisé d'apprentissage 

profond a été élaboré pour la classification des spectres Raman en différentes composantes du 

biofilm au moyen d’un réseau de neurones convolutionnel (CNN). Le jeu de données a été 

divisé en 80% pour l’entrainement du modèle et 20% pour le test. Après encodage des étiquettes, 

la stabilité du modèle a été évaluée par validation croisée, révélant une bonne précision 

moyenne.  
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Le CNN a permis de classer avec précision les composantes de C. albicans, S. haemolyticus et 

du support et les performances du modèle ont été illustrés par une matrice de confusion. 

 

Figure 6.   Flux de travail pour l’application de l’IA à l’analyse de l’inhibition du biofilm 

à partir des données de la cartographie Raman (Générée sur BioRender. com). 

 

4.5.2. Examen par microscopie à fluorescence 

Compte tenu de l'importance de la transition hyphes-levures pour l'intégrité du biofilm de C. 

albicans (Witchley et al., 2019), l'effet du liquide ionique sur la formation d'hyphes a été évalué 

à l'aide de la méthode de Jiang et al. (2016).  

Pour cela, des disques de silicone ont été d’abord préparés. Les cellules de C. albicans ont été 

cultivées pendant une nuit dans du Sabouraud liquide à 30°C; la croissance des blastospores est 

favorisée dans ces conditions (Ramage et al., 2001). Les cellules de levures ont été récupérées 

(3000g, 5 min, 4°C), puis lavées deux fois avec du PBS stérile avant de les remettre en 

suspension dans du RPMI 1640 à une concentration finale de 106 cellules/mL. Le liquide 

ionique leur a été incorporé à une concentration finale sub-inhibitrice (3 µg/mL) pour étudier 

son impact sur la morphologie cellulaire. 

Des disques de silicone, utilisés comme support pour les biofilms, ont été contaminés par cette 

suspension microbienne puis incubés à 37°C pendant 24 h.  Un test de contrôle positif a été 

effectué sans l’ajout du liquide ionique.   
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Les disques contaminés par des suspensions de levure, traités et non-traités par le liquide 

ionique, ont fait l'objet d'un examen à l'aide d'un microscope à fluorescence pour évaluer la 

formation des hyphes (Euromex iScope, IS.3152- PLi/3). Des filtres de fluorescence bleus (475 

nm) et verts (520 nm) ont été utilisés sans coloration des échantillons. 

4.5.3. Examen par microscopie électronique à balayage  

En raison de l'importance de la caractérisation structurale des biofilms et de leur répartition sur 

une surface déterminée par le MEB (Relucenti et al., 2021), cet outil de haute résolution a été 

utilisé pour examiner l'effet du liquide ionique lors de la phase initiale d'adhésion du biofilm 

ainsi qu'après sa maturation (24 h).  

Un biofilm mixte a été formé sur des disques appropriés. Ceux-ci ont ensuite été placés dans 

des puits d’une microplaques à 24 puits contenant 1 mg/L du liquide ionique. Les microplaques 

ont été incubés ensuite à 37ºC pendant 24 heures. Une fois retirés des puits, les disques ont été 

rincés trois fois avant d'être préparés pour leur examen au MEB (Fisher Scientific Apreo 2). 

4.6. Analyse statistique 

L'analyse statistique a été effectuée à l'aide des logiciels statistiques SPSS version 27.0.1 et Gen 

Stat discovery, Edition 3. La comparaison entre les moyennes a été étudiée par une analyse de 

la variance (ANOVA) et les tests de Tukey et Duncan pour les analyses post-hoc, où les 

différences étaient considérées comme statistiquement significatives si p < 0,01. De plus, une 

analyse des Correspondances Multiples (ACM) a été réalisée afin d’explorer les associations 

entre les variables catégorielles de l’étude.  

Concernant l’analyse RAPD-PCR, l'algorithme UPGMA (Unweighted Pair Group Method with 

Arithmetic Mean) a été utilisé afin de regrouper les souches fongiques en fonction de leur 

similarité génétique, à l’aide du logiciel PAST version 4.0.3. 
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Cette recherche, réalisée dans le contexte d'une thèse doctorale, se centre sur une problématique 

fréquemment soulevée par les équipes médicales ; celle qui concerne les infections associées à 

l'utilisation de cathéters au sein des services hospitaliers. En fait, les dispositifs médicaux 

invasifs, tel que les cathéters, jouent un tandem de rôle marquant car ils constituent une porte 

d’entrée et une surface privilégiée pour l’adhésion de divers agents pathogènes. Cela conduit à 

des infections qui restent un défi majeur pour les systèmes de santé du monde entier, affectant 

la vie des patients hospitalisés, en particulier ceux souffrant d’immunodéficience (Isigi et al., 

2023).  

Cette étude porte également sur l'étude des biofilms mixtes, levures/bactéries notamment, 

formés sur des cathéters prélevés dans les services d'hématologie clinique et de néphrologie-

hémodialyse du CHU de Tlemcen-Algérie. 

1. Altérations mixtes des cathéters par Candida albicans/bactéries  

1.1. Collecte des cathéters  

Les prélèvements ont été réalisés entre octobre 2021 et juin 2022. Cinquante (50) cathéters ont 

été collectés à partir des patients hospitalisés au CHU de Tlemcen, dont 36 du service 

d’hématologie clinique et 14 du service de néphrologie-hémodialyse. Il convient de préciser 

que seuls les cathéters implantés pendant une période de 48 heures et plus ont été pris en 

compte.  

Parmi l'ensemble des cathéters prélevés, 69,44% ont donné une culture microbienne positive 

au service d’hématologie clinique et 92,85% au service de néphrologie-hémodialyse, ce qui 

donne un taux global d'altération de 76% (tableau 4). Ces taux préoccupants reflètent l’ampleur 

du risque associé à l’utilisation des cathéters dans les services hospitaliers étudiés. Cette 

situation est d’autant plus alarmante puisque 26% des patients sont décédés au service 

d’hématologie clinique au cours de la période de prélèvement (taux délivré par le personnel 

administratif du service) ; ce qui souligne le danger clinique à l’égard des patients.  
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Tableau 4.   Prélèvements des cathéters et taux de positivité de leurs cultures dans les 

services d’hématologie clinique et de néphrologie-hémodialyse. 

Service hospitalier Culture positive Culture négative 

Hématologie clinique (%) n=36 69,44% (25) 30,55% (11) 

Néphrologie-hémodialyse (%) n=14 92,85% (13) 7,14% (1) 

Totale (%) n=50 76% (38) 24% (12) 

 

Il convient de noter que le nombre des patients hospitalisés dans le service de néphrologie-

hémodialyse était inférieur à celui observé en hématologie clinique. Cependant, la 

prédominance des cas positifs au service de néphrologie-hémodialyse pourrait être attribuée 

aux spécificités des populations hospitalisées et à la gestion des cathéters au sein de chaque 

service.  

Ces résultats s’inscrivent dans la variabilité notable des taux rapportés en néphrologie.  

Rahman et al. (2020) ont rapporté 66%, alors qu’un taux de 89% a été enregistré par Al-

Solaiman et al. (2011). Mahmood et al. (2019) ont, en revanche, rapporté un taux très faible 

(1,1 %). Cette hétérogénéité pourrait être expliquée par les différences dans les protocoles 

d’asepsie et la durée d’utilisation des cathéters. Concernant le service d’hématologie, Özalp 

Gerçeker et al. (2019) ont rapporté un taux de 61,8% ce qui est proche de celui rapporté dans 

la présente étude.  

L'analyse microbienne des cathéters a révélé divers types d’altération, les résultats du profil 

d’altération microbienne des cathéters sont représentés dans la figure 7.



Troisième partie  Résultats et discussion 

41 

 

  

 

Figure 7.   Altérations microbiennes des cathéters dans les services d’hématologie clinique et de néphrologie-hémodialyse du CHU de 

Tlemcen. 

 

 

 



Troisième partie  Résultats et discussion 

42 

 

L'analyse microbienne des cathéters a révélé une prédominance notable des altérations mixtes 

de ces dispositifs médicaux, associant bactérie-bactérie ou bactérie-levure, par rapport aux 

altérations mono espèces. Cette dominance témoigne de la complexité croissante des infections 

associées à l’utilisation des cathéters. Il est par ailleurs surprenant que les altérations à espèce 

unique ne soient représentées que par des bactéries. 

Les disparités sont apparentes lorsqu’on examine chaque service individuellement (figure 7). 

Au sein du service d'hématologie clinique, les altérations microbiennes mixtes ont légèrement 

dominé (52%), avec un taux notable d'associations entre bactéries (44%) et un faible taux 

d'associations entre bactéries et levures (8%). En revanche, le service de néphrologie-

hémodialyse a montré une situation différente avec une nette dominance des altérations mixtes 

(69%), incluant 31% d'associations bactérie-levure. Cette situation pourrait s’expliquer en 

partie par des éléments de susceptibilité propres aux différences entre groupes de patients.  

En effet, Dariane et al. (2015) ont rapporté que l’insuffisance rénale, ainsi que les séances 

d’hémodialyse répétées constituent des facteurs de risque importants pour les infections 

fongiques, notamment à Candida spp. Filho et al. (2017) ont ajouté que les patients greffés du 

rein sous immunosuppresseurs sont particulièrement exposés aux infections mixtes, en raison 

d’une altération profonde de la réponse immunitaire. 

Il est important tout de même de souligner que les patients inclus dans cette étude ont reçu un 

traitement antibiotique, exclusivement antibactériens ; la vancomycine, le métronidazole, 

l’imipénème/ Cilastatine et la céftazidime dans le service d’hématologie clinique, tandis que la 

céftazidime, la ciprofloxacine, l’imipénème/ Cilastatine, la cefazoline et la gentamicine ont été 

administrés dans le service de néphrologie-hémodialyse.  

Bien que les altérations bactérie-levure étaient de 31% dans le service de néphrologie-

hémodialyse et 8% dans le service d’hématologie clinique, aucun traitement antifongique n’a 

été instauré au cours de la période des prélèvements.  

1.2. Détermination des types d’infectivité des cathéters 

Rappelons que selon Brun Buisson et al. (1987), la contamination se définit par une culture 

positive non significative (seuil de signification ≥103) sans présence de signes locaux ou 

généraux d’infection, tandis que la colonisation fait référence à une culture positive 

significative en l'absence de signes d'infection. En revanche, l’infection se définit par une 

culture positive significative avec présence de signes d’infections. 
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Les résultats relatifs à la détermination des types d’infectivité des cathéters prélevés à partir des 

patients dans les deux services sont regroupés dans la figure 8. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

L’analyse des cathéters aux cultures positives met en évidence l'existence des trois formes 

d'infectivité. Dans cette étude, la colonisation a été identifiée comme l'infectivité la plus 

fréquente (32%), suivie de près par la contamination (26%), tandis que l'infection a concerné 

18% des cas. 

Selon Quinet, (2006), une souche qui colonise un cathéter induit une infection dans 20% des 

cas. Cependant, les résultats obtenus dans cette recherche ne vont pas dans le même sens avec 

ceux rapportés par Touil (2023), où l’infection était la forme d’altération dominante, dont les 

cathéters ont été prélevés des services d’anesthésie-réanimation, neurologie médicale et chirurgie 

ortho-traumatologie du même centre hospitalo-universitaire de Tlemcen. Ces résultats pourraient 

refléter une prise en charge des patients en amont dans les services d’hématologie clinique et de 

néphrologie-hémodialyse.  

Par ailleurs, nous avons évalué l’effet de plusieurs facteurs sur les types d’infectivité 

enregistrés, à savoir le service hospitalier, le type de cathéter utilisé, la durée de son 

implantation et l'âge des patients. 

26%

32%

18%

24%

76%
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Contamination 

Colonisation Infection 

Figure 8. Types d’infectivité des cathéters en fonction des prélèvements microbiologiques 

positifs. 
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1.2.1. Infectivité et service hospitalier 

L’analyse des résultats a révélé que les deux formes d'infectivité, à savoir la colonisation et la 

contamination, ont été les plus couramment observées dans les deux services soumis à l’étude 

; les résultats de la répartition des types d’altération des cathéters en fonction du service 

hospitalier sont illustrés dans la figure 9.  

 
Figure 9.   Répartition proportionnelle des types d’infectivité selon le service hospitalier. 

 

Dans le service d'hématologie clinique, 44% des colonisations et 36% de contaminations liées 

aux cathéters ont été enregistrées, tandis que le service de néphrologie-hémodialyse a enregistré 

les mêmes infectivités respectives avec 38,46% et 30,76%. En revanche, l’infection a été plus 

prononcée dans le service de néphrologie-hémodialyse avec un taux de 30,76% par rapport à 

l’hématologie clinique (20%). Ces observations montrent une variabilité des types d’infectivité 

selon le contexte hospitalier.  

Seghir (2015) dans son étude a rapporté une prédominance des contaminations et des 

colonisations dans le service de chirurgie par rapport au service de cardiologie du même CHU. 

De même, la recherche menée par Seddiki et al. (2015) sur les infections fongiques liées aux 

cathéters, recueillie au CHU de Sidi Bel Abbés, a révélé une disparité notable des types 

d'infections en fonction des départements hospitaliers. Le service de réanimation-anesthésie a 

occupé la première place en termes d'infections et de contaminations, tandis que le service de 

chirurgie générale a présenté le taux de colonisation le plus élevé. A l’inverse, le service 

d’hématologie clinique n’a rapporté qu’un seul cas de colonisation.  
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D’autres recherches ont signalé que les patients en néphrologie présentent un risque accru 

d’infections, en particulier dues à des bactéries résistantes à plusieurs antibiotiques et ce, par 

rapport à la colonisation (Girndt, 2020; Wang et al., 2019). Cette divergence reflète la 

variabilité des facteurs de risque ; les services ayant recours de manière accrue à des cathéters 

invasifs maintenus sur une durée prolongée chez des patients vulnérables sont les plus 

susceptibles de subir des infections liées aux cathéters. 

1.2.2. Infectivité et type de cathéter 

Le type d’infectivité s'est avéré étroitement lié au type de cathéter utilisé dans les deux services 

étudiés. D'après la figure 10, qui montre la répartition des types d’infectivité selon le type de 

cathéter prélevé, la contamination était plus fréquente en ce qui concerne les cathéters veineux 

périphériques (45,83%). 

 
Figure 10.   Répartition des types d’infectivité selon le type du cathéter. 

  

Cependant, seulement un sixième (1/6) des cathéters veineux centraux présentait une infectivité 

de type contamination. Toutefois, les cathéters veineux centraux et périphériques ont affiché un 

taux de colonisation identique (41,66 %). Par ailleurs, le taux enregistré des cathéters veineux 

centraux présentant une infection (41,66%) était plus de trois fois supérieur à celui des cathéters 

veineux périphériques (12,5%). 

Les cathéters sont fréquemment manipulés, ce qui traduit leur susceptibilité importante à 

l’adhésion et la prolifération microbienne. Selon Becerra-Bolaños et al. (2025), des facteurs 

propres au patient, tels que des antécédents d'oncologie ou de pathologie cardiaque, ainsi que 
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la voie d'insertion, exercent une influence majeure sur la colonisation des cathéters veineux 

centraux. Toutefois, la méthode de pose du cathéter n'a pas révélé de lien significatif, que ce 

soit avec sa colonisation ou son infection.  

En revanche, les cathéters urinaires ont présenté une situation préoccupante avec un taux 

équivalent d’infection et de colonisation (50%), ce qui traduit un risque infectieux élevé surtout 

pour les patients immunodéprimés. La présente analyse partage les mêmes observations que 

celle réalisée par Touil (2023) au CHU de Tlemcen qui a révélé que les cathéters urinaires 

étaient les plus touchés par l'infection, tandis que la contamination affectait principalement les 

cathéters veineux périphériques et que la colonisation était liée à l'usage de sondes vésicales à 

50%, ainsi que de cathéters veineux centraux et périphériques. Cela met en exergue la forte 

implication des cathéters urinaires dans l'infection et la colonisation. 

Dans ce même contexte, l’équipe de Bashir et al. (2020) a démontré que le risque d’infection 

lié aux cathéters urinaires est caractérisé par une progression rapide avec un taux quotidien de 

3 à 7%.  

1.2.3. Infectivité et durée de pose des cathéters 

Le temps de pose de ces dispositifs médicaux est un facteur déterminant du type de leur 

infectivité. La figure 11 regroupe les résultats relatifs à la répartition des types d’infectivité 

selon la durée de pose des cathéters, trois jours ou moins, ou plus de trois jours. Il faut noter 

que tous les cathéters prélevés ont été implantés chez des patients hospitalisés depuis 48 heures 

ou plus. 
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Figure 11.   Répartition des types d’infectivité selon la durée de pose des cathéters. 

 

Une contamination a été observée chez plus de la moitié des cathéters implantés depuis moins 

de 3 jours (52,63 %). Au-delà de ce temps de pose, ce type d’infectivité n’atteint que 16,66 %. 

En revanche, pour les cathéters insérés pendant trois jours ou plus, la colonisation et l'infection 

ont été observées avec des taux respectifs de 61,11% et 27,77%. 

D'après ces résultats, il apparaît que l'infectivité des cathéters de type colonisation et/ou 

infection se manifeste après une durée d'installation de trois jours ou plus. En fait, la 

contamination des cathéters est le stade précoce de leur infection (Brun Buisson et al., 1987).    

Ces résultats vont dans le même sens que ceux de Seghir (2015), qui a montré que la majorité 

des cas d’infection (75%) sont enregistrés lorsque les cathéters sont mise en place pendant 3 

jours et plus. Cela souligne l’impact significatif de la durée de pose sur l’altération microbienne 

des cathéters. Une étude prospective réalisée dans un hôpital grecque par Pitiriga et al. (2022) 

a montré qu’une prolongation de la durée de pose des cathéters est associée à des taux plus 

élevés d'infections, même en cas de mise en place d'un ensemble de mesures préventives. En 

plus, Fukuoka et al. (2018) ont signalé dans leur étude que chaque jour supplémentaire de 

sondage urinaire augmente le risque d'infection de 5%. 

1.2.4. Infectivité et tranches d’âge 

Une répartition des types d'infectivité selon les tranches d'âge des patients est réalisée afin de 

vérifier l'existence d'un rapport ou non entre ces deux paramètres. Il convient de souligner que 

les tranches d'âge ont été déterminés selon la classification suggérée par Statistique Canada 
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(2024) comme suit,  adolescent (15 à 24 ans), adulte (25 - 64 ans) et aînée (65 ans et plus). Les 

résultats obtenus sont présentés dans la figure 12. 

 
Figure 12.   Répartition des types d’infectivité selon les tranches d’âges des patients. 

D’après cette étude, l'infectivité des cathéters semble fluctuer en fonction de l'âge des patients. 

En effet, une nette prédominance de la colonisation des cathéters a été observée chez les adultes 

(46,15%) suivie par la contamination (34,62%) puis, l’infection (19,23%). Chez les aînés, les 

taux de contamination et de colonisation ont toutes deux été égaux (37,5% chacun), tandis que 

l’infection atteignait un taux de 25%.  

A l'inverse de ce qui est largement rapporté dans la littérature, reliant souvent l'âge avancé à 

une vulnérabilité accrue aux infections liées aux cathéters (Guo et al., 2024; Zhao et al., 

2019) ; nos observations indiquent que chez les adolescents, l'infection est la principale forme 

d'altération des cathéters (50%). Ce taux élevé pourrait en partie être attribué à une gestion 

particulière apportée à cette catégorie de patient, souvent perçue comme moins à risque.  

Ce constat est soutenu par les conclusions de Neji et al. (2021) qui ont démontré que 

l'occurrence des infections associées aux cathéters d'hémodialyse est principalement liée à des 

facteurs de risque tels que l’obésité, l’hygiène corporelle plutôt qu'à l'âge adulte ou juvénile pris 

isolément. En hématologie, Trembath et al. (2024) ont également rapporté que l’âge n’est pas 

un facteur de risque significatif pour les infections liées au cathéter. Au contraire, c'est plutôt 

l’état clinique, en particulier l'immunodépression, la présence de maladies hématologiques et 

les éléments liés au dispositif médical, tels que le type de cathéter et la durée de son utilisation 

qui impactent. 
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Cela suggère que la forte incidence des formes sévères d’altérations microbiennes des cathéters, 

observée chez les patients le plus jeunes pourrait être liée aux caractéristiques cliniques 

spécifiques de la population étudiée. Les patients en hématologie, incluant de nombreux cas de 

pathologies oncologiques, ainsi qu’en néphrologie, notamment les receveurs de greffes rénales, 

présentent un système immunitaire affaibli qui les rend particulièrement vulnérables aux 

infections, indépendamment de l’âge. 

Etant donné que les infections associées aux cathéters sont reconnues comme étant 

multifactorielle (Diagne et al., 2022); une analyse des correspondances multiples (ACM) a été 

réalisée afin d’examiner simultanément l’ensemble des variables cliniques et démographiques 

des patients étudiés, susceptibles d’influencer le type de  l’infectivité observé, et ainsi de mieux 

interpréter les résultats observés (figure 13). 

L’analyse ACM a révélé un taux d’information globale de 21,3% pour l’ensemble des axes. 

Concernant le compartiment 1 (+X ; +Y), le modèle statistique a mis en évidence une 

association étroite entre l’infection du cathéter et un état de polymorbidité, incluant notamment 

le diabète, l’hypertension artérielle et la dyslipidémie. Par ailleurs, l'insuffisance rénale ainsi 

que les antécédents d'intervention chirurgicale augmentent spécifiquement ce risque au sein du 

service de néphrologie-hémodialyse. Sur le plan microbiologique, l'infection du cathéter est 

souvent associée à des altérations polymicrobiennes de type bactérie-levure ou bactérie-

bactérie, traduisant une gravité accrue et une complexité clinique. Ces observations plaident, 

d’une part, pour un renforcement des pratiques d’asepsie et du contrôle des dispositifs 

médicaux, et d’autre part, pour une meilleure adaptation des traitements antibiotiques et 

antifongiques. 

En effet, l’impact des comorbidités sur les infections liées aux cathéters a été rapporté dans la 

littérature. Zahra Zahid et al. (2023) ont souligné que les patients souffrant de maladies 

chroniques telles que le cancer, l’insuffisance rénale ou des maladies cardiovasculaires 

présentent un risque significativement accru d’infections liées aux cathéters. Ces comorbidités 

sont souvent associées à une immunodépression, à une exposition prolongée aux procédures 

invasives et à une hospitalisation répétée. Cela confirme que la gravité de la maladie sous-

jacente et l’état physiologique général du patient sont des déterminants majeurs dans la genèse 

de ces infections. 
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* PN : pyélonéphrite (infection bactérienne aiguë ou chronique des reins) ; LAM : leucémie myéloïde aigue ; LES : Lupus Érythémateux 

Systémique (Maladie auto-immune chronique.) ; CCU : cancer du col de l’utérus; LLC : Leucémie Lymphoïde Chronique ; PTI: Purpura 

Thrombopénique Idiopathique (Maladie auto-immune dans laquelle le système immunitaire détruit les plaquettes) ; LMNH gastrique : 

Lymphome Malin Non Hodgkinien; LAL : Leucémie Aiguë Lymphoblastique ; HDK: Maladie de Hodgkin (Cancer du système lymphatique); 

GNMP : Glomérulonéphrite Membrano-Proliférative ; HTA : hypertension artérielle ; DLP : dyslipidémie ; LR : lésion rénale ; NL : 

néphrolithiase ; RS : rien à signaler ; CU : cathéter urinaire ; CVP : cathéter veineux périphérique ; CVC : cathéter veineux central. 

Figure 13.  Analyse des correspondances multiples de l’ensemble des facteurs cliniques, 

microbiologiques et dispositifs médicaux. 

Concernant le compartiment 2 (+X ; -Y), celui-ci est représentatif des altérations mono-espèce 

d’origine bactérienne. La colonisation et la contamination des cathéters surviennent 

fréquemment chez des patients porteurs de CVC. Ces altérations, de nature mono-espèce 

bactérienne traduisent un état pré-infectieux, probablement lié à des manipulations répétées des 

dispositifs sans signification clinique marquée. Cet état semble associé à divers facteurs 

prédisposants tels que le goitre, le lymphome malin non hodgkinien, une infection COVID-19 

ancienne, le purpura thrombopénique idiopathique ainsi que des affections métaboliques 

comme le diabète, la dyslipidémie et la néphrolithiase. Par ailleurs, le sexe féminin apparaît 

comme un facteur influençant ce type d’altération des cathéters, ce qui est en accord avec les 

observations de l’étude transversale mené sur six hôpitaux par Letica-Kriegel et al. (2019), où 

le sexe féminin a été identifiée comme un facteur de risque significatif pour les infections liées 

aux cathéters urinaire.
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Le service d’hématologie clinique est, quant à lui, majoritairement associé à des patients adultes 

et adolescents atteints de pathologies hématologiques telles que la leucémie lymphoïde 

chronique, des lymphomes non hodgkiniens, souvent sous antibiothérapie , comme représenté 

par le compartiment 3 (-X ; -Y). Ceci correspond à un état clinique moins alarmant et traduit 

un risque plus faible et un contrôle satisfaisant des infections liées aux cathéters dans ce service. 

Enfin, le compartiment 4 (-X ; +Y) regroupent principalement des modalités associées à une 

faible ou inexistante activité infectieuse. La proximité de comorbidités telles que l’anémie et la 

cardiopathie suggère qu’elles ne constituent pas, dans ces profils précis, des facteurs 

déterminants pour la positivité des cultures. 

1.3. Identification des microorganismes 

Outre la méthode de coloration de Gram utilisée pour les bactéries, et CHROM-Agar™ 

Candida pour les levures ; l'identification de l’ensemble des levures et des bactéries isolées des 

cathéters altérés a été effectuée grâce aux galeries Api et VITEK 2. 

1.3.1. Identification des levures 

L'identification des levures a permis d'attribuer six souches au genre Candida ; cinq isolats de 

Candida albicans et un seul pour C. kefyr. Cette prédominance de C. albicans est cohérente 

avec les données de la littérature, qui identifient cette espèce comme la levure pathogène 

humaine la plus souvent retrouvée sur les dispositifs médicaux altérés (Huang et al., 2024; 

Wijaya et al., 2023).  

De plus, C. albicans génère rapidement des biofilms structurés, qui résistent à l'action des 

antifongiques et à la réaction du système immunitaire, ce qui fait de lui un pathogène 

opportuniste majeur lié aux dispositifs médicaux (Seddiki et al., 2015). Cela résulte de la 

capacité élevée d’adhésion aux surfaces abiotiques que possède cette espèce, stimulée par la 

présence de plusieurs protéines d’adhésion et par la transition morphologique levure-hyphe, qui 

lui procure un caractère compétitif (Lopes & Lionakis, 2022).  

La micrographie de C. albicans montre clairement différentes formes fongiques, à savoir les 

blastospores, les cellules bourgeonnantes et les tubes germinatifs (figure 14).   
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Figure 14. Micrographie optique des cellules fongiques de C. albicans montrant des 

blastospores (rondes et ovales), des cellules bourgeonnantes et des tubes germinatifs 

(Grossissement ×40). 

L’isolement de l’espèce C. kefyr mérite d’être souligné. Bien que communément admise comme 

étant commensale, cette espèce a récemment émergé comme agent opportuniste, en particulier 

chez les patients immunodéprimés dans un contexte post-COVID-19 (Spiliopoulou et al., 

2022).  Il est d’ailleurs notable que, dans notre étude, l’espèce C. kefyr a été isolée à partir d’un 

cathéter chez un patient dans le service d’hématologie clinique ayant présenté une infection à 

SARS-CoV-2, ce qui renforce l’hypothèse d’existence d’un lien entre l’état immunitaire altéré 

par cette infection et l’émergence de cette espèce. En plus, Ahmad et al. (2020) ont indiqué 

que malgré la faible prévalence de C. kefyr parmi les isolats cliniques (0,83%), cette espèce 

provoque des infections invasives. 

1.3.2. Identification des bactéries 

Dans un premier temps, l’ensemble des bactéries isolées a été soumis à une coloration de Gram 

en vue d’une orientation initiale de l’identification. Ce test a révélé une légère majorité des 

bactéries présentant une couleur violette caractéristique des bactéries à Gram positif (56%), 

tandis que 44% ont manifesté une couleur rose, typique des bactéries à Gram négatif (figure 

15). 

Morphologiquement, les bactéries à Gram-positif ont été observées principalement sous forme 

de cocci libres ou regroupés en amas, suggérant leur appartenance au genre Staphylococcus. 

Une minorité restreinte de bactéries se présentaient sous forme de bacille. En revanche, les 

bactéries à Gram négatif ont été essentiellement observées sous forme de bâtonnets. 
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Figure 15. Pourcentages et micrographies des bactéries à Gram négatif (A) et à Gram 

positif (B) isolées des cathéters altérés, observées au microscope optique après coloration 

de Gram (Grossissement x100, à immersion). 

Ces résultats ont été complétés dans un deuxième temps par l’identification biochimique. Les 

tableaux suivants (Tableau 5 et 6) regroupent les espèces bactériennes identifiées ainsi que 

leurs proportions. 

Plusieurs genres de bactéries à Gram-positif ont été identifiés, toutefois Staphylococcus spp. a 

été l’isolat le plus fréquent, représentant 65% du total (Tableau 5). Ce résultat corrobore ceux 

d’autres études ayant montré que Staphylococcus représente le genre bactérien majoritairement 

isolé des dispositifs médicaux altérés (Pietrocola et al., 2022; Zheng et al., 2018).  

Staphylococcus haemolyticus, un staphylocoque à coagulase négative, s'est avéré être l'isolat 

dominant. Cette espèce, longtemps perçue comme un colonisateur commensal de la peau, est 

désormais reconnue comme une menace émergente impliquée dans les infections nosocomiales, 

notamment chez les patients immunodéprimés ou porteurs de dispositifs médicaux (Magnan 

et al., 2024). Son rôle pathogène et d'autant plus préoccupant du fait qu'elle présente 

fréquemment une résistance aux antibiotiques, ce qui limite considérablement les choix du 

traitement (Rossi et al., 2024).  

Concernant S. aureus et S. epidermidis, les taux d'isolement étaient relativement faibles par 

rapport à leur importance clinique et épidémiologique (Oliveira et al., 2018). Il convient de 

noter que d’autres espèces de Staphylococcus ont été isolées, notamment S. lentus, S. hominis, 
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S. capitis, S. warneri, S. cohnii, S. sciuri, S. auricularis et S. xylosus (Tableau 5). D’autres 

genres bactériens à Gram positif, ont également été détectés, tels que Micrococcus, Bacillus, 

Dermacoccus  et Kocuria, connus comme des commensaux de la peau  et pathogènes émergents 

(Moskovicz et al., 2021; Napolitani et al., 2019; Williams & MacLea, 2019; Zhu et al., 

2021). 

Tableau 5.   Espèces bactériennes à Gram positif identifiées et leurs proportions. 

Genre et espèce Nombre (%) 

Staphylococcus haemolyticus 7 (17,5) 

Staphylococcus lentus 4 (10) 

Staphylococcus hominis 4 (10) 

Micrococcus luteus 4 (10) 

Staphylococcus capitis 3 (7,5) 

Bacillus spp. 3 (7,5) 

Kocuria kristinae 3 (7,5) 

Staphylococcus warneri 2 (5) 

Dermacoccus nishinomiyaensis 2 (5) 

Staphylococcus cohnii 1 (2,5) 

Staphylococcus aureus 1 (2,5) 

Staphylococcus epidermidis 1 (2,5) 

Staphylococcus sciuri 1 (2,5) 

Staphylococcus auricularis 1 (2,5) 

Staphyloccus xylosus 1 (2,5) 

Kocuria rizophila 1 (2,5) 

Kocuria varians 1 (2,5) 

Total 40 (100) 

 

Concernant les bactéries à Gram négatif, Enterobacter cloacae s'est révélé être l'espèce la plus 

fréquemment isolée (45,16%), sa présence prédominante semble illustrer sa capacité à persister 

sur les dispositifs médicaux. Cette entérobactérie opportuniste est fréquemment associée aux 

infections nosocomiales, notamment respiratoires, urinaires et sanguines (Annavajhala et al., 

2019).   
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D’autres genres bactériens ont été identifiés avec des proportions moindre, à savoir 

Sphingomonas, Rhizobium, Pseudomonas, Pantoa, Klebsiella, Serratia, Kluyvera et 

Pasteurella (Tableau 6). 

Tableau 6.  Espèces bactériennes à Gram négatif identifiées et leurs proportions. 

Genre et espèce Nombre d'isolats (%) 

Enterobacter cloacae complex 14 (45,16) 

Sphingomonas paucimobilis 5 (16,13) 

Rhizobium radiobacter 3 (9,68) 

Pseudomonas aeruginosa 2 (6,45) 

Pantoa spp. 2 (6,45) 

Klebsiella pneumoniae 1 (3,23) 

Serratia marcescens 1 (3,23) 

Kluyvera spp. 1 (3,23) 

Pseudomonas fluorescens 1 (3,23) 

Pasteurella testudinis 1 (3,23) 

Total 31 (100) 

 

Bien que peu fréquente, l'isolement de Rhizobium radiobacter mérite une attention clinique 

particulière. Autrefois identifiée comme saprophyte du sol ou phytopathogène, cette espèce a 

été signalée comme pathogène opportuniste chez l'homme, souvent lié à l'immunosuppression 

ou à l'utilisation de dispositifs médicaux invasifs (Stamou et al., 2018). Récemment, on a 

signalé des cas d'une résistance à la céftazidime chez R. radiobacter , soulignant la nécessité de 

maîtriser sa propagation (Hartman et al., 2023). 

Il convient de noter que la suite de cette étude a exclusivement porté sur les associations 

microbiennes mixtes, C. albicans/bactérie. Ces associations sont fréquemment observés chez 

des patients présentant des complications cliniques et thérapeutiques sévères (Du et al., 2022; 

Ranjan & Dongari-Bagtzoglou, 2018; Rodrigues et al., 2020). Ce choix s'appuie également 

sur l'urgence mondiale signalée par l’OMS (2022), qui a établi une liste de pathogènes 

fongiques prioritaires. Celle-ci inclut les espèces présentant un risque élevé pour la santé 

publique et place C. albicans dans la catégorie critique en raison de sa pertinence clinique et de 

ses conséquences thérapeutiques. L’OMS a appelé à mettre l'accent sur la recherche concernant 

cette espèce et à développer de nouveaux agents antifongiques. 
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*CVC : cathéter veineux central ; CU : cathéter urinaire.

Tableau 7.   Présentation des altérations mixtes C. albicans/ bactérie en fonction du service hospitalier et de la nature du dispositif 

médical. 

 Service hospitalier Implant médical Levure Bactérie Gram positif Bactérie Gram négatif 

N˚ 1 Hématologie clinique CVC C. albicans (Ca1)  

Pasteurella testudinis1 

Pseudomonas aeruginosa1 

Klebsiella pneumoniae1 

N˚ 2 
Néphrologie-

hémodialyse 
CVC C. albicans (Ca2)  Sphingomonas paucimobilis2 

N˚ 3 
Néphrologie-

hémodialyse 
CU C. albicans (Ca3) Staphylococcus hominis3  

N˚ 4 
Néphrologie-

hémodialyse 
CU C. albicans (Ca4) 

Staphylococcus haemolyticus4 

Staphylococcus hominis4 
 

N˚ 5 
Néphrologie-

hémodialyse 
CVC C. albicans (Ca5) Staphylococcus haemolyticus5  
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Dans cette étude, tous les cas d’altérations fongiques par la levure C. albicans étaient associés 

à des bactéries, mettant en évidence un profil d’altération polymicrobien (tableau 7). Ce constat 

est largement décrit dans la littérature, où C. albicans était souvent impliquée dans des 

infections de type levure-bactérie (Allison et al., 2016).  

Les altérations mixtes observées concernaient principalement les cathéters veineux centraux et 

les cathéters urinaires, suggérant que ces dispositifs pourraient constituer des facteurs à haut 

risque, notamment dans le service de néphrologie-hémodialyse (quatre cas d’altérations), contre 

un seul cas dans le service d’hématologie clinique. 

C. albicans a été co-isolée avec trois bactéries à Gram négatif, à savoir Pasteurella testudinis, 

Pseudomonas aeruginosa et Klebsiella pneumoniae. L’association de C. albicans avec ces deux 

dernières est connue pour son implication dans des co-infections sévères (Sophonsri et al., 

2023).  

Le co-isolement de C. albicans avec deux bactéries  Gram-positives, Staphylococcus 

haemolyticus et Staphylococcus hominis, met en évidence cette association, déjà rapportée dans 

les infections liées aux cathéters (Touil, 2023). Paradoxalement, Severn et al. (2022) ont 

rapporté que dans de telles associations, S. hominis produit des peptides auto-inducteurs qui 

inhibent la virulence des agents pathogènes, y compris celle d'autres staphylocoques.  

Par ailleurs, C. albicans a été co-isolée conjointement avec Sphingomonas paucimobilis, une 

bactérie environnementale rarement responsable d’infection chez l’homme (Marincu et al., 

2023). Deux autres associations levure/bactérie ont été retrouvée sur le même dispositif 

médical, il s’agit de C. albicans/S. hominis et C. albicans/S. haemolyticus. Cette dernière mérite 

une attention particulière en raison de l’émergence notable de la multirésistance de S. 

haemolyticus, de sa grande capacité d’adaptation et de sa persistance en milieu hospitalier, ce 

qui en fait un facteur de risque majeur dans les infections associées aux soins (Rossi et al., 

2024). 

Étant donné la pathogénie synergique clairement établie entre C. albicans et S. aureus, connues 

pour leur tendance à former des biofilms mixtes hautement résistants et potentiellement 

virulents  (Dühring & Schuster, 2024), la question suivante se pose avec insistance:  

Une souche hautement virulente telle que S. haemolyticus pourrait-elle induire un effet 

synergique similaire, voire exacerbant, avec C. albicans ? 
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À la suite de la mise en évidence des différentes associations de C. albicans et de bactéries co-

isolées identifiées, une distinction des types d'infectivité relatives aux cas d’altérations des 

cathéters est établie et ce, dans le but d'analyser la pertinence clinique de ces co-isolats. La 

figure suivante (Figure 16) représente la répartition des associations C. albicans/bactérie en 

fonction du type d’infectivité. 

 

 

Figure 16. Répartition des associations Candida albicans/bactérie selon le type 

d’infectivité. 

Sur un ensemble de cinq associations C. albicans/bactérie, trois correspondaient à des cas 

d’infection, caractérisés principalement par les associations "C. albicans/S. haemolyticus", "C. 

albicans/S. haemolyticus/S. hominis" et "C. albicans/S. hominis" (figure 16). Ceci s’accorde 

avec le constat de Carolus et al., (2019), qui a montré que les co-isolats de C. albicans et 

Staphylococcus spp. étaient associés à des infections caractérisées par une virulence prononcée.  

Par ailleurs, deux associations (40%) correspondaient à des cas de colonisation, avec des co-

isolats impliquant des bacilles à Gram négatif. Il s’agit de C. albicans/P. testudinis/P. 

aeruginosa/K. pneumoniae et de C. albicans/S. paucimobilis.  

Il est important de souligner qu’aucune des associations précédentes n’ait été liée à un cas de 

contamination, ce qui suggère la pertinence clinique et l’implication du caractère virulent de 

telles associations. 
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1.4. Typage moléculaire des souches de C. albicans par RAPD-PCR 

La variabilité génétique des isolats cliniques de C. albicans a été étudiée par amplification 

aléatoire d'ADN polymorphe, connue sous le nom de RAPD (Random Amplified Polymorphic 

DNA). Cette technique fait partie des méthodes les plus utilisées pour évaluer la diversité 

génétique d'un agent pathogène donné. Le RADP-PCR a déjà démontré son caractère 

discriminant dans le typage d'isolats fongiques et bactériens  provenant de dispositifs médicaux, 

notamment Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus et Candida albicans (Bal & 

Altanlar, 2022; Rao et al., 2014; Sakita et al., 2017). 

Cette analyse comporte d’abord une phase d’évaluation individuelle du polymorphisme 

génétique des levures à l’aide de trois amorces RAPD utilisées (OPA-16, OPB-05 et OPC-07). 

Chaque amplification a été examinée en fonction de la présence ou de l’absence de bandes, de 

leur taille (en paires de bases) ainsi que de leur clarté ou intensité. Dans une seconde étape, 

l’ensemble des résultats a été traité selon une classification ascendante hiérarchique (CAH), 

utilisée pour regrouper les souches en classes ou clusters sur la base de leur similarité génétique. 

L'amplification des isolats de C. albicans en utilisant les amorces choisies a produit plusieurs 

bandes polymorphes (Photo1).  

 

Photo 1. Polymorphismes des souches C. albicans (Ca1, Ca2, Ca3, Ca4 et Ca5) générés 

par les amorces A : OPA-16, B : OPB-05 et C : OPC-07. M : marqueur de taille. 

L’amorce OPA-16 a révélé un total de sept fragments polymorphes parmi l’ensemble des 

souches étudiées, avec des tailles variant de 1000 à 1500 pb. La bande la plus intense, observée 
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autour de 1500 pb, a été particulièrement marquée chez la souche Ca4, suggérant une forte 

amplification d’un locus spécifique à cette souche. 

Par ailleurs, l’amorce OPB-05 a permis la détection de cinq fragments amplifiés, dont les tailles 

s’étendent de 800 à 1000 pb. Aucun produit d’amplification n’a été observé chez la souche Ca4, 

traduisant une possible absence ou une divergence de la séquence complémentaire à cette 

amorce dans son génome. Les bandes les plus intenses ont été observées à 800 pb, notamment 

chez les souches Ca5, Ca3 et Ca2. 

Enfin, 15 amplifications ont été repérées pour l’amorce OPC-07 par rapport à la totalité des 

souches, les amplifications varient entre des petits fragments de 100 pb comme valeur minimale 

et 1000 pb comme valeur maximale, les bandes les plus intenses sont repérées dans l’intervalle 

200 bp a 800 bp. 

Pour mettre en évidence la similarité génétique et la structure de regroupement entre les cinq 

clones de C. albicans, l'UPGMA est utilisé. Les souches fongiques les plus similaires sont 

rassemblées en groupes. L’ensemble de ces profils a servi de base à la construction d’un 

dendrogramme de similarité génétique entre les cinq souches étudiées. Les distances sont 

exprimées en niveau de similarité. Le dendrogramme est représenté dans la figure 17. 

 

 
 

Figure 17.  Dendrogramme UPGMA de similarité génétique des souches de C. albicans 

obtenu à partir des profils RAPD-PCR. 

   Ca5         Ca2       Ca3         Ca4      Ca1 
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L’analyse de la classification hiérarchique fondée sur les distances euclidiennes met en évidence 

la formation de deux groupes majeurs distincts. Le premier, constitué uniquement de la souche 

Ca1, isolée du service d’hématologie clinique, se distingue nettement du reste des isolats, 

suggérant une divergence importante vis-à-vis des autres souches provenant du service de 

néphrologie-hémodialyse. Cette différenciation pourrait s’expliquer par les conditions 

d’hospitalisation et les facteurs de risque distincts propres aux patients hématologiques, comme 

il a été démontré dans la section 1.2, où l’ACM a mis en évidence l’association de ce service à 

des modalités cliniques particulières. 

Le second groupe, rassemblant les souches Ca5, Ca3, Ca2 et Ca4, se subdivise à environ 0,4 

unité en deux sous-groupes, le premier représenté par la souche Ca4 et le second regroupant les 

souches Ca5, Ca3 et Ca2.  

Cette structuration reflète une variabilité génétique intra-espèces au sein des isolats étudiés. Par 

conséquent, il semble que les cathéters sont colonisés par des microorganismes non apparentés, 

témoignant d’une origine ou d’une dynamique de colonisation distincte. 

Ces résultats concordent globalement avec les travaux de Marol & Yücesoy (2008) et Małek et 

al. (2017) qui ont rapporté que la majorité des souches de Candida isolées des cathéters 

présentaient des profils RAPD distincts, suggérant une origine endogène des infections chez les 

patients, avec seulement quelques cas de transmission croisée entre individus. Cependant, 

Sakita et al. (2017), ont mis en évidence une similarité génétique élevée (≥80%) entre les 

souches prélevées sur les mains du personnel soignant et celles issues des unités de soins 

intensifs. Cela confirme que, bien que la majorité des infections à Candida soient considérées 

comme d’origine endogène, les mains du personnel sont de plus en plus reconnues comme 

vecteurs potentiels de transmission de ces agents pathogènes en milieu hospitalier.  
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1.5. Tests de sensibilité aux antimicrobiens en mode planctonique  

1.5.1. CMI des antifongiques vis-à-vis des souches de C. albicans 

La sensibilité des souches planctoniques de C. albicans a été évaluée vis-à-vis de la 

caspofungine (CAS), souvent utilisée en milieu clinique, ainsi que l'amphotéricine B (AmB), 

connue pour son large spectre d'action.  

Les résultats des concentrations minimales inhibitrices de ces antifongiques vis-à-vis des 

souches isolées, après 24 heures d’incubation sont regroupés dans le tableau 8. 

Tableau 8. CMI de l’AmB et de la CAS vis-à-vis des cellules planctoniques de C. albicans. 

Souches 
AmB 

CMI (μg/mL) 

CAS 

CMI50 (μg/mL) 

C. albicans 

ATCC 10231 
0,5 0,25 

Ca1 1 0,5 

Ca2 1 0,25 

Ca3 2 0,5 

Ca4 2 0,5 

Ca5 0,5 0,5 

 

Les résultats présentés dans le tableau précédent démontrent que les CMI de l’AmB vis-à-vis 

des cellules planctoniques de C. albicans étaient comprises entre 0,5 et 2 µg/mL. Toutefois, ces 

valeurs restent dans l'intervalle des CMI établie par Hammond (1977), d'où la conclusion que 

toutes les souches de C. albicans testées ont réagi de manière sensible à l'AmB, y compris la 

souche de référence, C. albicans ATCC 10231. 

Pour la caspofungine, les CMI50 variaient de 0,25 à 0,5 µg/mL. Ces valeurs sont conformes à 

celles rapportés dans des recherches antérieures réalisées sur des souches de C. albicans isolées 

à partir de dispositifs médicaux au CHU de Tlemcen (Benahmed, 2025; Touil, 2023).  

Par ailleurs, en se référant aux normes du Clinical and Laboratory Standards Institute (2020), 

les souches Ca1, Ca3, Ca4 et Ca5 ont montré une sensibilité intermédiaires à la CAS (CMI = 

0,5 µg/mL), tandis que Ca2 était sensible (CMI =  0,25 µg/mL), comparable à la souche de 
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référence. Le profil CAS intermédiaire est souvent associé à des mutations dans les gènes 

FKS1/FKS2, qui codent la β-1,3-glucane synthase, ce qui diminue l'affinité de la cible pour cet 

agent antifongique (Pristov & Ghannoum, 2019). 

1.5.2. CMI des antibiotiques vis-à-vis des bactéries 

La sensibilité des bactéries à Gram positif co-isolées conjointement avec C. albicans a été 

évaluée à l’aide du système VITEK®2. Les résultats des concentrations minimales inhibitrices 

des antibiotiques vis-à-vis des souches planctoniques sont regroupés dans le tableau 9. 

Les résultats obtenus ont révélé une résistance marquée à la méticilline. Trois quarts des 

souches examinées ont présenté un test céfoxitine screen positif, corroboré par une résistance à 

l’oxacilline (CMI ≥ 4), il s’agit des souches S. hominis3, S. haemolyticus4 et S. haemolyticus5. 

Ce résultat témoigne d'une probable expression du gène mecA, qui est à l'origine de la résistance 

des staphylocoques aux bêta-lactamines. (Lade & Kim, 2023). 

D’autre part, un profil multirésistant inquiétant a été notée chez S. haemolyticus4 caractérisé 

par une résistance à la kanamycine, à la lévofloxacine, à la clindamycine, à l’acide fusidique 

ainsi qu’à la rifampicine. De même, S. haemolyticus5 a présenté une résistance à la kanamycine, 

à la lévofloxacine, à la clindamycine, à la rifampicine et au triméthoprime / sulfaméthoxazole. 

Toutefois, ces souches demeurent sensibles à la vancomycine, constituant une alternative 

thérapeutique de dernier recours. Ces résultats sont cohérents avec ceux de Magnan et al. 

(2024), chez qui tous les isolats de S. haemolyticus étaient résistants à la méticilline, à 

l'érythromycine, aux aminoglycosides et aux fluoroquinolones.  

En outre, la sensibilité à la clindamycine, associée à un test de résistance inductible à la 

clindamycine positif chez S. haemolyticus4, suggère un phénotype iMLSB (inducible 

macrolide-lincosamides-streprogramines B), probablement médié par le  gène erm (Powell et 

al., 2024).
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Tableau 9.   CMI des antibiotiques vis-à-vis des bactéries à Gram positif. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

S :sensible, I: intermédiaire, R: résistant.

 

 

Staphylococcus 

hominis3 

Staphylococcus 

haemolyticus4 

Staphylococcus 

hominis4 

Staphylococcus 

haemolyticus5 
 Test céfoxitine screen Positif Positif Négatif Positif 

C
M

I 
en

 μ
g
/m

L
 (

In
te

rp
ré

ta
ti

o
n
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Oxacilline ≥ 4 (R) ≥ 4 (R) ≤ 0,25 (S) ≥ 4 (R) 

Gentamicine ≤ 0,5 (S) ≥ 16 (R) ≤ 0,5 (S) 8 (I) 

Kanamycine ≤ 4 (S) ≥ 64 (R) 8 (S) ≥ 64 (R) 

Lévofloxacine ≤ 0,12 (S) ≥ 8 (R) 0,25 (S) 4 (R) 

Résistance inductible à la clindamycine Négatif Positif Négatif Négatif 

Clindamycine 0,25 (S) ≤ 0,12 (S) 0,25 (S) 0,25 (S) 

Quinupristine/ dalfopristine 0,5 (S) ≤ 0,25 (S) 0,5 (S) ≤ 0,25 (S) 

Linézolide 2 (S) 2 (S) 2 (S) 2 (S) 

Daptomycine ≤ 0,12 (S) 0,5 (S) 0,25 (S) 0,5 (S) 

Téicoplanine 1 (S) 8 (S) 1 (S) 8 (S) 

Vancomycine ≤ 0,5 (S) 1 (S) ≤ 0,5 (S) 1 (S) 

Tétracycline ≤ 1 (S) ≤ 1 (S) 4 (S) 2 (S) 

Nitrofurantoine ≤ 16 (S) ≤ 16 (S) 64 (I) ≤ 16 (S) 

Acide fusidique ≥ 32 (R) 16 (R) ≥ 32 (R) ≤ 0,5 (S) 

Rifampicine ≤ 0,03 (S) ≥ 4 (R) ≤ 0,03 (S) ≥ 4 (R) 

Triméthoprime / sulfaméthoxazole 80 (R) ≤ 10 (S) ≤ 10 (S) 160 (R) 
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Concernant les bactéries à Gram négatif, les résultats des tests de sensibilité aux antibiotiques 

sont présentés dans le tableau 10. Ces résultats mettent en évidence une diversité des profils de 

résistance parmi les souches étudiées. 

Pseudomonas aeruginosa1 a présenté une résistance remarquable aux β-lactamines 

antipseudomonas (ticarcilline, pipéracilline/ tazobactam). Cette souche, en particulier, a montré 

une sensibilité à l’imipénème, à la ciprofloxacine, à la gentamicine et à l’amikacine. Ce profil 

concorde avec les constatations rapportées dans une recherche réalisée en Éthiopie, où la plupart 

des souches nosocomiales de P. aeruginosa étaient résistantes à plusieurs antibiotiques, 

exceptés l'imipénème et la colistine (Mekonnen et al., 2021).  

En outre, Klebsiella pneumoniae1 a présenté un profil sensible aux carbapénèmes (imipénème), 

aux aminosides et aux fluorquinolones, mais résistant à certaines β-lactamines ainsi qu’à la 

combinaison Triméthoprime/ sulfaméthoxazole. C’est un profil typique des souches 

fréquemment décrites dans le milieu hospitalier (Shah et al., 2025). 

Bien que la résistance à la fosfomycine ait été notable, Pasteurella testudinis1, en revanche, a 

présenté une sensibilité étendue à la majorité des antibiotiques testés. Ces résultats confirment 

que cette souche conserve sa sensibilité, ce qui correspond aux données trouvées dans la 

littérature (Kerek et al., 2024).  

Concernant Sphingomonas paucimobilis2, cette souche a montré une sensibilité globale envers 

toutes les molécules testées sauf pour la colistine, ce qui est bien en accord avec l’étude de 

Rohilla et al. (2021) qui ont rapporté également une résistance à la colistine chez la même 

espèce isolée dans un hôpital en Inde. 
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Tableau 10.   CMI des antibiotiques vis-à-vis des bactéries à Gram négatif. 

 

 

 

Pasteurella 

 testudinis1 

Pseudomonas  

aeruginosa1 

Klebsiella  

pneumoniae1 

Sphingomonas 

paucimobilis2 

C
M
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 μ
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L
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o
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Ticarcilline NA ≥ 128 (R) NA NA 

Ticarcilline/ Acide clavulanique NA ≥ 128 (R) NA NA 

Ampicilline ≤ 0,2 (S) NA ≥ 32 (R) NA 

Amoxicilline/ acide clavulanique ≤ 0,2 (S) NA 4 (S) NA 

Pipéracilline/ Tazobactam ≤ 4 (S) ≥ 128 (R) ≤ 4 (S) ≤ 4 (S) 

Ceftazidime ≥ 64 (R) ≥ 60 (R) 32 (R) 1 (S) 

Céfépime NA ≥ 60 (R) NA NA 

Imipénème ≤ 0,25 (S) 2 (S) ≤ 0,25 (S) ≤ 0,25 (S) 

Amikacine ≤ 2 (S) ≤ 2 (S) ≤ 2 (S) ≤ 2 (S) 

Gentamicine ≤ 1 (S) 4 (S) ≤ 1 (S) ≤ 1 (S) 

Ciprofloxacine ≤ 0,25 (S) ≤ 0,25 (S) 0,5 (S) ≤ 0,25 (S) 

Colistine NA 2 (S) NA ≥ 16 (R) 

Triméthoprime/ sulfaméthoxazole ≤ 20 (S) NA ≥ 320 (R) ≤ 20 (S) 

Céfazoline ≤ 4 (I) NA ≥ 64 (R) ≤ 4 (I) 

Céfoxitine ≤ 4 (S) NA ≤ 4 (S) ≤ 0,25 (S) 

Fosfomycine ≥ 256 (R) NA 32 (S) NA 

S: sensible, I: intermédiaire, R: résistant  

NA : non applicable en raison du spectre naturel ou des recommandations spécifiques à l’espèce.
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2. Biofilms mono-et multi-espèces de C. albicans et des bactéries co-isolées d’un même 

cathéter 

Les infections associées aux biofilms mixtes à la surface des cathéters, notamment ceux issus 

d’interactions interrègnes, tendent à être les plus complexes et les plus difficiles à traiter en 

raison de leur hétérogénéité inhérente et leur tolérance accentuée aux traitement antimicrobiens 

conventionnels (Magnan et al., 2024; Vila et al., 2021). 

Dans la présente étude, l'évaluation in vitro du potentiel des co-isolats microbiens à former des 

biofilms mono- et multi-espèces (C. albicans/bactéries) a été réalisée à l'aide de la technique de 

coloration au cristal violet, qui permet de quantifier leur biomasse. Celle-ci a été effectuée 

conjointement avec la méthode de réduction du XTT, qui indique l'activité métabolique des 

micro-organismes sessiles, présents dans le biofilm. 

2.1. Quantification de la biomasse des biofilms 

La figure 18 illustre l'évaluation de la biomasse des biofilms mono et multi-espèces, composés 

de C. albicans et/ou de bactéries co-isolées, réalisée à l'aide de la technique au cristal violet.  

Ce graphique représente les absorbances associées aux quantités de biofilms formés in vitro 

après une incubation de 24h et 48h. 

Après 24 heures d’incubation, les résultats ont révélé que toutes les souches soumises à ce test 

ont formé des biofilms mono-espèces. Toutefois, la biomasse des micro-organismes sessiles 

diffère d'une espèce à l'autre. En fait, les souches de C. albicans ont montré les biomasses les 

plus importantes ; la souche Ca1 a présenté le meilleur résultat avec une absorbance de 1,468 ± 

0,025. Les souches Ca2, Ca3, Ca4 et Ca5, quant à elles, ont présenté des biomasses moins 

importantes, sans différences significatives entre elles.  

En ce qui concerne les bactéries, des biomasses plus faibles ont été observées en comparaison 

avec celles des levures, leurs absorbances ont enregistré des valeurs allant de 0,055 ± 0,049 à 

0,66 ± 0,01. Par contre, S. haemolyticus5 a montré une biomasse importante avec une 

absorbance de 1,097 ± 0,110, surpassant ainsi celle de Ca5 (figure 18).  

Pour les biofilms mixtes, leurs absorbances ont affiché des valeurs intermédiaires entre celles 

des bactéries et de la levure co-isolée pour chaque association microbienne.  
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Figure 18.   Résultats de la quantification de la biomasse des biofilms mono et multi-espèces formés in vitro par C. albicans et les bactéries 

co-isolées par la méthode du cristal violet, respectivement après 24h et 48h d’incubation. Les lettres distinctes "a – h" signalent des 

variations significatives dans les résultats. Les barres verticales représentent l’écart type. 
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D’autre part, une différence très significative a été notée entre les absorbances mesurées à 24 

heures et à 48 heures (p <0,001), indiquant une progression temporelle nette de la biomasse des 

biofilms plus anciens (Figure 18).  

À l'exception des souches Ca2 et Ca5, dont la biomasse a été réduite après 48 heures 

d’incubation par rapport à 24 heures, une augmentation de l'absorbance du biofilm a été 

observée chez les autres levures, mettant en évidence une augmentation de la biomasse fongique 

du biofilm au fil du temps.  

De même, pour les bactéries, la majorité des souches ont montré une croissance de leur potentiel 

à générer davantage de biomasse du biofilm après 48 heures d'incubation, en particulier les 

souches S. haemolyticus4 et S. haemolyticus5.  

Cette augmentation du volume du biofilm est cohérente avec la forte capacité à former le 

biofilm de cette espèce, comme le souligne la bibliographie (Magnan et al., 2024; Mora et al., 

2025; Pereira-Ribeiro et al., 2022). Dans ce contexte, il a été rapporté que le biofilm de S. 

haemolyticus, riche en ADN extracellulaire et en protéines, manifeste une maturation tardive 

mais robuste, et démontre donc un accroissement également tardive de la biomasse de son 

biofilm (Rossi et al., 2024). 

Par ailleurs, K. Pneumoniae1 (Kp1) a enregistré une augmentation intense de la biomasse de 

son biofilm, avec une absorbance de 0,910 ± 0,015 à 48h contre 0,661 ± 0,01 à 24h. En 

revanche, les souches P. testudinis1 (Pt1) et P. aeruginosa1 (Pa1) ont montré une diminution de 

leurs absorbances après 48 h, atteignant respectivement 0,121 ± 0,018 et 0,166 ± 0,066, contre  

0,527 ± 0,016 et 0,196 ± 0,027 à 24h. Ce résultat pourrait indiquer un déclin de la viabilité 

microbienne ou une fragilisation de la structure du biofilm. 

Ce phénomène a déjà été identifié chez P. aeruginosa par Li et al. (2014). Ces chercheurs ont 

démontré que la maturation du biofilm de cette espèce peut initier un processus actif de 

dispersion des cellules bactériennes afin de coloniser de nouveaux sites, ce qui pourrait 

entraîner une réduction de la population sessile. 

Concernant les biofilms mixtes, une diminution de l'absorbance a été enregistrée après 48h pour 

la majorité des associations microbiennes, mettant en évidence une possible compétition inter-

espèces ou une absence de coopération métabolique comme le souligne l'étude de Mora et al. 

(2025). 
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Cependant, nous avons noté une exception marquante pour l'association Sha4/Sho4/Ca4 qui a 

montré une croissance de biomasse après 48 heures. Ceci suggère une attribution probable de 

coopération métabolique entre ces espèces. Ces résultats confirment que les interactions C. 

albicans/bactérie au sein des biofilms sont souche-dépendantes et temporellement variables, 

soulignant l’importance de considérer l’évolution temporelle propre à chaque association 

microbienne.  

Conformément à nos résultats, l'analyse de Touil (2023) a indiqué que la capacité à former des 

biofilms mixtes varie en fonction du temps d'incubation et de la composition microbienne. 

Selon le même auteur, une diminution notable est observée après 48 heures d'incubation par 

rapport au biofilm de 24 heures, notamment dans les cas d'associations impliquant Candida 

albicans et certaines entérobactéries telles que Providencia stuartii ; en revanche, l'association 

C. albicans/S. aureus a montré une augmentation significative, suggérant un effet synergique 

entre ces deux espèces. 

2.2. Évaluation de l’activité métabolique sessile 

Les variations dans l'activité métabolique des micro-organismes présents dans le biofilm 

permettent de les classer dans l'une des catégories suivantes: hautement, modérément, 

faiblement ou non formatrices de biofilm. Cette classification est possible en fonction du 

potentiel à réduire le XTT en formazane par les cellules sessiles (Villar-Vidal et al., 2011). 

Les résultats de l’activité métabolique des cellules sessiles de C. albicans, des bactéries co-

isolées avec ces dernières, et des biofilms mixtes mesurée après 24h et 48h d’incubation sont 

présentés dans la figure 19. 

Nous avons constaté que les absorbances mesurées pour les biofilms mono-espèces des isolats 

de C. albicans étaient comprises entre 0,213 ± 0,012 et 0,412 ± 0,002 et entre 0,485 ± 0,002 et 

1,107 ± 0,038, respectivement après 24 heures et 48 heures d'incubation. Ces résultats affichent 

une augmentation significative (p < 0,01) de l’activité métabolique de cette espèce en 

prolongeant le temps d’incubation.  

Effectivement, l'activité métabolique de trois souches (Ca2, Ca3 et Ca4) a augmenté, passant 

de faiblement formatrices de biofilm (catégorie +2) à modérément formatrices de biofilm 

(catégories +3 et +4).  En augmentant la durée d'incubation de 24h à 48h, la souche Ca1 est 

passée de formatrice de biofilm modéré à fortement biofilmogène (catégorie +5). Tandis que la 
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souche Ca5 a préservé son activité métabolique, mettant en évidence une aptitude modérée et 

stable à former un biofilm (figure 19).   

L'augmentation de l'activité métabolique sessile de C. albicans, par rapport aux résultats du test 

au cristal violet qui ont montré une hausse de la croissance des biofilms, met en évidence une 

évolution vers un stade de maturité structurale accompagnée d'une croissance active progressive 

entre 24h et 48h. Dans cette perspective, Rajendran et al. (2016) stipulent que l’augmentation 

du volume du biofilm de C. albicans est associé à une régulation renforcée des voies 

métaboliques des acides aminées entre 24h et 48h, en particulier par le biais de la surexpression 

du gène AAT1 qui code pour l'aspartate aminotransférase.
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Figure 19.   Activité métabolique des biofilms mono- et multi-espèces, formés in vitro par les co-isolats de C. albicans et des bactéries, 

évaluée par la réduction du XTT après 24h et 48h d’incubation. Les lettres distinctes "a - h" signalent des variations significatives dans 

les résultats. Les barres verticales représentent l’écart type. 
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D'après la figure 19, des variations d'absorbance (A) distinctes ont été observées en fonction 

des espèces bactériennes co-isolées avec C. albicans. En effet, après 24 heures d’incubation,  S. 

paucimobilis2 s’est distinguée par une capacité modérée à former le biofilm (A = 0,863 ± 

0,088), la plaçant ainsi dans la catégorie +4. Contrairement aux levures, cette souche voit sa 

performance métabolique réduite après 48 heures (A = 0,512 ± 0,146), abaissant ainsi son 

potentiel à former un biofilm en catégorie +3.  

Un comportement similaire a été observé chez S. hominis4 et S. haemolticus5 qui sont passées 

d'un potentiel biofilmogène modéré à faible après 48h, reflétant une diminution métabolique 

surprenante. Tandis que d’autres souches bactériennes (P. testudinis1, S. hominis3 et S. 

hominis4) ont préservé leurs activités métaboliques stables tout au long des deux temps 

d'incubation (catégorie +3). K. pneumoniae1 a également montré une capacité stable et faible à 

former des biofilms. En outre, la souches Pa1 qui est classée dans la catégorie +1 (non 

formatrice de biofilm) avec une absorbance de 0,021 ± 0,011 est passée à la catégorie +2, une 

activité toutefois évaluée comme faible. 

Par ailleurs, cette étude a démontré que les biofilms mixtes présentent une diversité d'activités 

métaboliques, suggérant des interactions qui vont de l'antagonisme à la synergie. Lorsque 

Candida albicans a été co-cultivée avec P. aeruginosa1, K. pneumoniae1 et P. testudinis1 

(association N° 1, figure 19), une diminution significative (p < 0,01) de l’activité métabolique 

a été constatée aussi bien après 24 heures qu’après 48 heures d'incubation par rapport au biofilm 

mono-espèce de C. albicans, signalant un effet antagoniste.  

Ce constat est en accord avec celui de Kamath et al. (2024) qui ont démontré que la croissance 

de C. albicans était fortement réduite lorsque celle-ci était co-cultivée avec Pseudomonas 

aeruginosa, avec une baisse atteignant jusqu’à 99,99% pour certaines souches. Cette inhibition 

est en réalité associée à la production de phénazines sous le contrôle du quorum sensing 

bactérien qui perturbe la morphogénèse des hyphes et la viabilité fongique (Fourie et al., 2016).  

De plus, le biofilm incluant les espèces C. albicans et K. pneumoniae a montré une activité 

métabolique inférieure lorsqu'elle est déterminée par le test de réduction du XTT, 

comparativement à celle évaluée avec la méthode au cristal violet. Ceci peut être expliqué par 

la présence conjointe de ces deux espèces dans un biofilm mixte qui stimule la production de 

la matrice extracellulaire, notamment l'alginate, sans accroître la viabilité cellulaire 

(Phuengmaung et al., 2024).  
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Afin de surmonter la contrainte de la méthode au cristal violet, Nirmala et al. (2024) ont 

récemment suggéré une nouvelle approche fondée sur une double coloration qui permet la 

distinction des cellules sessiles de la matrice extracellulaire.  

À l'inverse des résultats précédemment rapportés, l'association de cette levure avec 

Sphingomonas paucimobilis2 (Sp2) dans le même biofilm (association N° 2, figure 19) a 

démontré une synergie notable. Le biofilm mixte a révélé une activité métabolique 

significativement plus élevée que celle du biofilm mono-espèce de C. albicans, à 24 heures et 

48 heures (p < 0,001). S. paucimobilis, rarement mentionnée dans le contexte des biofilms 

mixtes, semble stimuler la vitalité du consortium, suggérant une synergie métabolique continue. 

En ce qui concerne les staphylocoques à coagulase négatif, l'interaction avec S. hominis3 (Sho3) 

dans l’association N°3 (figure 19) a donné lieu à une augmentation significative de l'activité 

métabolique après 24 heures, néanmoins cette différence n'était plus statistiquement 

significative après 48 heures. Ce résultat pourrait représenter une synergie précoce et/ou 

transitoire.  

Dans cette optique, Pohl (2022) stipule que C. albicans peut former des biofilms mixtes avec 

une multitude de bactéries grâce à des interactions soit synergiques, soit antagonistes, ce qui 

influence significativement l'évolution clinique des infections associées. Au sein de ces biofilms 

mixtes, C. albicans tient un rôle central, tant pour la composition du biofilm que pour la 

modulation de l'expression génétique des bactéries associées, ajoute ce même auteur. 

D’autre part, en comparaison avec l'association C. albicans/S. hominis3, l'association C. 

albicans/S. hominis4/S. haemolyticus4 (association N°4, figure 19) a démontré un gain 

métabolique significatif à 24 heures par rapport au biofilm mono- espèce de C. albicans, 

cependant cet effet a été atténué après 48 heures d'incubation, où une légère augmentation non 

significative a été notée. 

En utilisant S. epidermidis comme modèle, Carolus et al. (2019) ont rapporté dans leur étude 

une cohabitation sans inhibition notable, où les staphylocoques étaient capables de se fixer aux 

hyphes fongiques par le biais des protéines Als3 sans perturber la croissance fongique. 

Enfin, l'association entre C. albicans et S. haemolyticus5 (association N° 5, figure 19) a 

démontré une capacité maximale à former le biofilm après 24 heures d'incubation, en 

comparaison avec les autres associations. De plus, cette association s'est avérée très 

significative que celle de C. albicans dans le biofilm mono-espèce (p < 0,001). L'absorbance 
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du biofilm mixte (A24h = 0,696 ± 0,008 ; A48h = 0,43 ± 0,017), qui ne présentait pas une 

différence statistiquement significative avec celle de S. haemolyticus5, aussi bien après 24 

qu’après 48 heures d'incubation, laisse supposer que le comportement de la bactérie pourrait 

influencer le biofilm mixte. 

Toutefois, après 48 heures d’incubation, une diminution de l'activité métabolique du biofilm 

mixte a été constatée, bien que le niveau d'activité soit resté dans la même catégorie (+3). Ce 

changement dans l’activité métabolique pourrait refléter une interaction dépendante du temps 

ou l’établissement progressif d’un effet de compétition. 

Ces constatations rejoignent celles de Mora et al. (2025) qui ont rapporté la baisse d’un tiers de 

la viabilité des cellules au sein du biofilm mixte de C. albicans et S. haemolyticus 

comparativement aux biofilms à espèce unique. 

Dans l’ensemble, les interactions C. albicans-bactéries étaient hautement hétérogènes, souches-

dépendante et évolutives au cours du temps. Ces résultats corroborent ceux de Bandara et al. 

(2019) qui ont rapporté que l’activité métabolique des biofilms mixtes dépend de la nature de 

la bactérie qui module la physiologie du biofilm et influence la morphogenèse des levures. 

Dans le même ordre d'idées, Seghir et al. (2015) ont montré dans leur étude effectuée au CHU 

de Tlemcen que C. albicans avait la faculté de former des biofilms mixtes en association avec 

diverses bactéries à Gram négatif isolées à partir des mêmes cathéters (Enterobacter cloacae, 

Bordetella spp. et Serratia liquefaciens). Leurs résultats ont révélé que la biomasse des biofilms 

mixtes était généralement supérieure à celle des biofilms constitués d'une seule espèce. 

L’étude de Benahmed et al. (2023) confirme cette tendance et souligne que la coexistence 

levure-bactérie dans un biofilm mixte modifie le comportement physiologique des deux 

partenaires, renforçant ainsi la résistance globale du biofilm. De plus, Gourari-Bouzouina et al. 

(2024) ont montré qu’au sein du biofilm mixte de Candida et Staphylococcus aureus, les 

cellules fongiques forment un échafaudage d’hyphes sur lequel s’ancrent préférentiellement les 

cocci bactériens, démontrant une coopération structurale qui contribue à la stabilité et à la 

virulence des biofilms mixtes.  
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3. Activité hydrolytique de C. albicans 

Candida albicans est souvent impliquée dans des infections nosocomiales aux conséquences 

fatales. Sa virulence est amplifiée par son activité d'hydrolyse et son potentiel à former le 

biofilms (Tefiani et al., 2020). Comprendre le lien entre ces deux facteurs de virulence est 

cependant essentiel pour mettre en œuvre des stratégies de prévention et de traitement efficaces.  

Cette partie de l'étude visait à examiner l'impact de la formation de biofilms sur l'activité 

hydrolytique des phospholipases (Plp) et des protéinases (Prt), en recourant à une technique 

adaptée à cet effet. Celle-ci repose sur une comparaison simultanée des activités enzymatiques 

à l'état planctonique et sessile. 

Les activités hydrolytiques Plp et Prt ont pu être évaluées de manière simultanée en conditions 

planctoniques et sessiles. Les résultats ont montré que la génération de biofilm avait un impact 

positif hautement significative (p < 0,001) sur ces activités hydrolytiques, tout en notant des 

différences entre les souches (Figures 20 et 21). Ces fluctuations significatives des valeurs Pz 

ont mis en évidence la sensibilité de la technique adoptée, attestant ainsi de son application 

possible. 

3.1. Activité hydrolytique des phospholipases 

D’après les valeurs Pz obtenues, variant entre 0,45 ± 0,01 et 0,66 ± 0,02 (figure 20), l’activité 

Plp a été détectée chez toutes les souches testées, y compris C. albicans ATCC10231. Selon la 

catégorisation établie par Price et al. (1982), cette activité pourrait donc être qualifiée de forte 

chez ces souches.  

Ces niveaux d’activité se situent dans l’intervalle rapporté dans des études antérieurs. 

Similairement à nos résultats, Ramos et al. (2015) et Gharaghani et al. (2021) ont enregistré 

l’activité Plp chez 100% des isolats de C. albicans. 
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Figure 20.   Activité Plp moyenne chez les cellules planctoniques et sessiles de C. albicans 

en fonction des valeurs Pz. Barre verticale : écart type. Les lettres a et b indiquent les 

différences significatives entre les moyennes. Ca1-Ca5 : isolats de C. albicans. ATCC10231 

: C. albicans ATCC10231. 

Par ailleurs, une hausse notable des activités Plp a été observée à l'état sessile. Dans l'ensemble, 

une diminution très significative (p<0,001) des valeurs Pz a été enregistrée lors du passage du 

mode planctonique au mode sessile pour toutes les souches de C. albicans, atteignant une valeur 

de 0,3 ± 0,00 pour la souche Ca4, ce qui indique une activité fortement amplifiée.  

Considérant l'ordre croissant d'activité hydrolytique, le test de comparaisons multiples de 

Duncan a révélé que seuls Ca3, Ca2 et Ca4 ont affiché une variation d'activité Plp moins 

significative que celle de C. albicans ATCC10231 entre les deux formes, planctonique et 

sessile. Cependant, les souches Ca5 et Ca1 n'ont présenté aucune différence significative par 

rapport à la souche de référence. 

Samaranayake et al. (2013), stipulent que l'augmentation de l'activité hydrolytique dépendait 

de la souche. Cependant, des éléments extérieurs tels que l'exposition aux antifongiques 

pourraient influencer l’activité hydrolytique des phospholipases. De même, les conditions 

spécifiques à l'hôte pourraient moduler cette activité (Erum et al., 2020). 

En utilisant la PCR en temps réel, Nailis et al. (2010) ont en outre, démontré que l’expression 

des gènes PLP était plus prononcée à l’état sessile, ce qui est en accord avec les observations 

de cette recherche. 

Bien que l'activité hydrolytique ait été significativement plus élevée à l'état sessile, aucune 

corrélation apparente n'a été constatée entre le niveau d'activité enzymatique et le potentiel de 
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formation de biofilm des souches précédemment évalué, d'après la biomasse et l'activité 

métabolique. Les souches Ca1 et Ca5, présentant le potentiel de formation de biofilm le plus 

élevé, ont enregistré la plus faible activité Plp, ce qui est cohérent avec les observations de 

Samaranayake et al. (2005) et Rajendran et al. (2010), ayant signalé l'absence de corrélation 

statistique significative entre ces deux facteurs de virulence, qui sont régulés indépendamment. 

Ceci indique que la stimulation de l'activité enzymatique en conditions sessiles pourrait être 

associée au microenvironnement particulier du biofilm. En effet, un gradient de nutriments, de 

pH et d'oxygène, croissant ou décroissant, s'établit à mesure que l'on progresse vers la 

profondeur du biofilm, induisant un stress qui stimule la sécrétion d'enzymes hydrolytiques par 

réaction adaptative. Dans leur étude, Tefiani et al. (2020) ont démontré effectivement que les 

niveaux d’activité des Plp et des Prt était significativement modulés par les variations du pH et 

de la température, ce qui reflète la plasticité adaptative de C. albicans, un phénomène qui 

explique les résultats observés. 

3.2. Activité hydrolytique des protéinases  

Concernant l’activité Prt, elle a été détectée chez 83,33% des souches (figure 21). En fait, cette 

activité s'est avérée variable entre les souches, de forte à négative (Pz= 0,66 ± 0,00 à 1). Deux 

souches, Ca2 et Ca5, ont présenté une activité forte (Pz respectifs de 0,68 ± 0,00 et 0,66 ± 0,00), 

tandis que Ca1 et Ca4 ont enregistré une activité modérée avec des valeurs Pz de 0,78 ± 0,00 et 

0,73 ± 0,00. Cependant, cette activité a été enregistrée faible chez la souche de référence C. 

albicans ATCC10231 (Pz= 0,83 ± 0,04) et négative chez Ca3. Ces résultats soulignent le rôle 

des enzymes hydrolytiques en tant que facteurs pathogènes potentiels chez C. albicans. 

L'activité hydrolytique des protéases a été rapportée à des taux variables dans diverses études 

antérieures, notamment, 40% (El-houssaini et al., 2019), 77% (Mashaly & Zeid, 2022) et 

100% (Gharaghani et al., 2021). Dans ce contexte, ces données, qui semblent cohérentes avec 

celles de la présente étude, peuvent être interprétées comme étant dépendantes de la souche 

(Samaranayake et al. 2013). 
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Figure 21.   Activité Prt moyenne chez les cellules planctoniques et sessiles de C. albicans 

en fonction des valeurs Pz. Barre verticale : écart type. Les lettres a et b indiquent les 

différences significatives entre les moyennes. Ca1-Ca5 : isolats de C. albicans. ATCC10231 

: C. albicans ATCC10231. 

Similairement à l’activité Plp, une augmentation significative (p < 0,01) de l’activité Prt a été 

notée en mode de vie sessile. À l'exception de la souche Ca4, qui a montré une diminution de 

cette activité hydrolytique, passant d’un Pz de 0,73 ± 0,00 à 1 ; (Figure 21). Ce caractère a été 

associé à une filamentation excessive sur la gélose BSA, une transition morphologique 

étroitement impliquée dans la pathogénie de cette espèce (Samaranayake et al., 2013). Ces 

mêmes chercheurs ont suggéré qu'il pourrait y avoir une régulation compensatoire génétique 

entre la production de protéinases et le développement des hyphes. Les valeurs de Pz pour les 

autres souches variaient de 0,43 ± 0,00 à 0,77 ± 0,02 

Par ailleurs, seules Ca1, Ca3 et Ca4 n'ont pas montré de différences significatives par rapport à 

la souche de référence (p > 0,01). Ces souches ont enregistré une augmentation notable de 

l’activité Prt, passant de faible à modéré pour C. albicans ATCC10231 et de manière plus 

marquée de négative à forte pour Ca3.  

Ce résultat peut être partiellement expliqué par une régulation des gènes relatifs aux protéinases 

après la formation du biofilm, qui étaient totalement réprimés à l’état planctonique. D'un point 

de vue génétique, hormis SAP3, l'expression de tous les gènes SAP augmente dans les biofilms 

cultivés in vitro et in vivo (Nailis et al. 2010). 
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Selon Costa et al. (2010), l'activité hydrolytique pourrait être influencée par divers facteurs 

externes, ces chercheurs ont observé que les souches de C. albicans manifestaient une activité 

protéolytique accrue malgré qu'elles aient subi une inhibition de croissance suite à leur 

exposition au fluconazole. 

Outre leur rôle dans l'invasion tissulaire et l'évasion des défenses immunitaires de l'hôte, les 

protéinases aspartiques sécrétées ont également un impact significatif sur la formation et la 

maturation du biofilm. L'expression de SAP5 et SAP6, en particulier, est associée à la transition 

morphologique levure-hyphe, à l'origine des infections invasives à C. albicans (Samaranayake 

et al., 2013). De plus, il a été démontré que l’inhibition ciblée de SAP5 limite de manière 

significative la prolifération des hyphes de cette espèce, diminuant ainsi l’adhésion de S. aureus 

dans un biofilm mixte (Kulshrestha & Gupta, 2025). 

3.3. Analyse par spectroscopie Raman  

La spectroscopie Raman a largement prouvé son efficacité dans l'étude des biofilms microbiens 

(Benladghem et al., 2022; Keleştemur & Çulha, 2017; Rebrošová et al., 2019). Dans la 

présente étude, une analyse spectroscopique Raman a initialement été réalisée pour identifier 

individuellement chaque composant de l'échantillon.  Cela a produit des intensités basées sur le 

décalage Raman, fournissant des spectres caractéristiques du silicone, composant des disques, 

du sérum sanguin et des cellules de C. albicans ATCC10231. Ces spectres ont mis en évidence 

plusieurs pics distinctifs (figure 22). 

 



Troisième partie  Résultats et discussion 

82 

 

 

Figure 22.   Spectres Raman typiques des cellules de Candida albicans ATCC10231 (vert), 

du silicone (rouge) et du sérum sanguin (bleu). 

Le spectre Raman du silicone a révélé les groupes moléculaires réactifs vinyle et silane. Les 

vibrations d'étirement C-H aromatiques existent à 2800 et 2906 cm-1, tandis que les vibrations 

C-H oléfiniques des groupes vinyliques ont été observées juste au-dessus de 2966 cm-1. Le 

groupe Si-C6 H5 a donné lieu à d'autres bandes à 1260 cm-1,1412 cm-1, 782 cm-1 et 706 cm-1. En 

outre, les bandes de vibration du groupe Si-CH=CH2 ont été mentionnées à 1400 cm-1 et 

également à 1600 cm-1, se chevauchant avec la vibration du groupe phényle. Cependant, d'autres 

bandes ont été recouvertes par les bandes d'absorption des vibrations Si-O-Si les plus intenses 

autour de 1000 cm-1 (Figure 22). Toutes ces données correspondent à celles décrites dans la 

littérature (Tableau 11). 

Pour les spectres de C. albicans ATCC10231, les pics obtenus correspondent principalement à 

la fonction amide (CO-NH), présente dans les protéines. D'autre part, plusieurs pics Raman 

caractéristiques ont été enregistrés entre 100,77 cm-1 et 837 cm-1avec des intensités comprises 

entre 3000 et 3500. En effet, les déplacements Raman de 1322 cm-1, 1420 cm-1 et 1603 cm-1 

représentent respectivement, les vibrations d'étirement C-NH2, les vibrations de déformation C-

H des lipides et les vibrations d'étirement des anneaux des désoxyribonucléotides adénosine 

monophosphate. En plus des bandes CO qui s'étirent à 1700 cm-1, des pics attribués à l'amide 

III à 1192 cm-1, à la phénylalanine à 1039 cm-1, aux glucides à 869 cm-1 et à la tyrosine à 837 
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cm-1 sont également mis en évidence, ce qui est en accord avec les données bibliographiques 

(Tableau 11). 

Pour le sérum sanguin, différents pics sont apparus entre 928,64 cm-1 et 1553,58 cm-1 à des 

intensités comprises entre 2200 et 2900 (figure 22). D'après les données du tableau 11, ces pics 

correspondent aux protéines, aux amides, aux hélices α ainsi qu'à l'étirement des phospholipides 

en C-C.  Cependant, un pic du β-carotène a été détecté à 1544 cm-1. La même chose a été 

constatée pour l'étirement squelettique α, les vibrations de bascule CH2 et les polysaccharides, 

qui ont été observés autour de 938 cm-1, 848 cm-1 et 698 cm-1, respectivement. De plus, des pics 

additionnels liés aux protéines aux environs de 630 cm-1 et 758 cm-1 ont également été observés.  

Un autre pic très caractéristique a été détecté à 1786,35 cm-1 avec une intensité supérieure à 

3400, celui-ci correspond aux protéines, aux amides, aux hélices α et aux phospholipides 

(Tableau 11). Ce pic est le point d'intersection de deux pics distincts, celui des cellules de 

Candida albicans ATCC10231 et celui du sérum sanguin. 
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Tableau 11.   Attribution des bandes Raman du silicone, de Candida albicans et du sérum sanguin (Alfano et al., 1991; Benladghem et al., 

2022; Cai et al., 2010; Hanlon et al., 2000; Jarvis & Goodacre, 2008; Keleştemur & Çulha, 2017; Kneipp et al., 2006; X. Li et al., 2001; 

Pichardo-Molina et al., 2007; Podstawka et al., 2004; Potocki et al., 2019; Sujith et al., 2009). 

Silicone Levure (Candida albicans) Sérum sanguin 

Nombre 

d'ondes 

(cm-1) 

Mode 

Nombre 

d'ondes 

(cm-1) 

Mode 

Nombre 

d'ondes 

(cm-1) 

Mode 

2966 Étirement asymétrique CH3 2019 Phénylalanine, Tyrosine 1786 Protéines, amide, hélice α, phospholipides 

2906  Étirement symétrique CH 1700 C=O 1544 Bêta-carotène 

1412 Courbure asymétrique CH3 1603 

Vibrations d'étirement des anneaux des 

désoxyribonucléotides adénosine 

monophosphate 

1311 Adénine 

1261 Flexion symétrique CH3 1420 Vibrations de déformation C-H des lipides 1127 Protéine, phospholipide étirement C-C 

861.0 CH3 bascule symétrique 1322 Étirement C-NH2 1022 Phényle 

788 
Bascule asymétrique CH3, 

Étirement asymétrique Si-C 
1192 Amide III 938 Étirement squelettique α 

711 Étirement symétrique Si-C 1128 C-CN 848 CH bascule dans CH2 

489 Étirement Si-O-Si 1039 Phénylalanine 759 Protéine 

  869 Hydrates de carbone 698 Polysaccharides 

  837 Tyrosine 630 Mode anneau des protéines 
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En se référant aux résultats précédents et à la microscopie Raman du biofilm de C. albicans 

ATCC10231 sur le disque SCS, deux zones distinctes ont été sélectionnées pour l'analyse 

spectrale (figure 23), l'une opaque (zone 1), caractérisée par des chevauchements filamenteux 

complexes et l'autre claire (zone 2). 

La spectroscopie Raman a montré une concordance entre les spectres précédemment décrits et 

ceux du disque SCS recouvert par le biofilm de C. albicans ATCC10231. Cependant, de légères 

variations ont été mises en évidence, qui pourraient être attribuées à la fixation et à l'interaction 

des éléments de l'échantillon (Tong et al., 2016). En fait, deux zones ont été distinguées, la 

zone 1, caractérisée par une forte densité cellulaires identifiées par l’apparition d’un pic intense 

à 1322 cm-1 d'étirement C-NH2 liée à la biomasse et de pics caractéristiques des hydrates de 

carbone des exopolysaccharides autour de 800 cm-1, principaux composants de la matrice 

exopolymérique du biofilm (Di Martino, 2018).   

Par ailleurs, des pics attribués au sérum sont apparus à 938 cm-1 (étirement squelettique α) avec 

l'apparition de pics de silicone, avec de faible intensité à 2900 et 2964 cm-1 (respectivement 

d’étirement asymétrique CH3 et d'étirement symétrique CH3). D’autres pics autour de 1100 cm-

1 pour l'amide III ont été observés. L'apparition de pics de silicone avec une intensité plus faible 

par rapport à la zone 2 soutient l'idée que la formation du biofilm fongique dans cette zone a 

empêché la détection du substrat par le spectroscope Raman, constat souligné également par 

Benladghem et al. (2022). 

À contrario, le spectre Raman de la zone 2 a révélé des pics de silicone de forte intensité par 

rapport à la zone 1. Cela indique que la surface du disque de silicone n'était pas entièrement 

recouverte à cause d'une biomasse réduite, ce qui signifie que la zone 2 n'était pas tapissée par 

le biofilm. En effet, l'apparition de pics à 1410 cm-1 (repliement asymétrique) et à 938 cm-1 

(étirement squelettique α) du sérum avec une intensité inférieure à celle observée en zone 1 

corrobore cette observation. D’ailleurs, les pics caractéristiques de C. albicans ATCC10231 

étaient très faibles voire difficiles à détecter (figure 23).   
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Zone 1 

Zone 2 

 

Figure 23.   Spectres Raman combinés à la microscopie de deux zones du biofilm de Candida albicans ATCC10231 formé sur 

un disque SCS. Zone 1 : opaque et zone 2 : claire. 
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D'autre part, la cartographie Raman a permis de déterminer la distribution du biofilm fongique 

et des composants du sérum humain sur le support en silicone (figure 24). À cet égard, le pic 

observé vers 2909 cm-1 de l'étirement symétrique CH3 a été pris comme référence pour le 

silicone, coloré en rouge ; celui à 2019 cm-1 pour les acides aminés Phe et Tyr du biofilm de 

Candida albicans ATCC10231 (vert) ; tandis que le pic à 933 cm-1 caractérise l'étirement 

squelettique α du sérum (bleu). 

La figure 24 (A) mets en évidence les pics Raman de la zone utilisée pour la cartographie. La 

figure 24 (B) montre une image du disque de silicone couvrant une zone de 580 µm2 sur laquelle 

la cartographie Raman a été réalisée. D'autre part, la figure 24 (C) montre effectivement la 

distribution du biofilm de C. albicans ATCC10231 et du sérum sanguin. La figure 24 (D) par 

ailleurs, représente la cartographie complète de l'image Raman. Il s'agit d'une simulation de 

l'ensemble de l'image prise par microscopie, réalisée à l’aide du logiciel LabSpec 6 de Horiba 

LabRam HR Raman.  

 

 

Figure 24.   Cartographie Raman du biofilm de C. albicans ATCC10231 formé sur le 

disque SCS. (A) : Pics Raman de la zone utilisée pour la cartographie, (B) : Imagerie 

Raman de la même zone étudiée (grossissement ×50), (C) : Projection de la carte Raman, 

(D) : Cartographie complète de l’image Raman. 
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Cette représentation cartographique illustre la projection de 164 points spectraux sur une 

surface en silicone sous les mêmes conditions. Elle a démontré que la répartition du biofilm et 

du sérum sur la surface de silicone était homogène. Cela valide l'observation que le substrat 

était correctement enduit de constituants sériques, ce qui a favorisé l'adhésion cellulaire et la 

formation de biofilm, corroborant ainsi les constatations de Samaranayake et al. (2013). 

3.4. Analyse par imagerie microscopique 

L’analyse du biofilm de C. albicans ATCC10231 formé sur le disque SCS par microscope à 

fluorescence et par microscope électronique à balayage est illustrée dans les photos 2 et 3, 

respectivement. 

 

 

Photo 2.   Micrographies d'un disque de silicone stérile (A) et d'un biofilm de C. albicans 

ATCC10231 formé sur le disque (B, C), obtenus par microscope à fluorescence.  H : 

Hyphe, B : Blastospores, M : Matrice extracellulaire. 

L’analyse des micrographies obtenues à l’aide du microscope à fluorescence a fourni des 

informations pertinentes. En effet, la photo 2A, représentant la surface du disque de silicone 

stérile dépourvu de biofilm, révèle une topographie à texture rugueuse et uniforme, propice à 

l'adhésion cellulaire. En revanche, la présence du biofilm de C. albicans ATCC10231 a été 

observée à la surface du disque traité, présentant une structure stratifiée et hétérogène, 
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composée de filaments hyphaux entremêlés de corps cellulaires. La présence simultanée de 

blastospores, d'hyphes et d'une matrice exopolymérique recouvrant le disque témoigne du 

développement et de la maturation du biofilm (Seddiki, 2021).   

La photo 2B montre clairement que les blastospores et les hyphes étaient plus abondantes dans 

la couche supérieure du biofilm. De plus, l’existence d’une matrice recouvrant les autres 

constituants du biofilm suggère que sa structure devient de plus en plus complexe à mesure que 

le biofilm arrive à maturité (photo 2C1 et 2C2).  Par conséquent, la surface rugueuse du disque 

de silicone semble favoriser l’adhésion et l’allongement des filaments de C. albicans, ce qui 

conduit à la formation du biofilm. 

 

 

Photo 3.   Micrographies électroniques du biofilm de C. albicans ATCC10231 formé sur 

une surface en silicone. M : matrice extracellulaire, H : hyphe. La flèche indique 

l'empreinte d'un hyphe qui a adhéré à la surface avant de s'en détacher (Grossissement : 

(A) × 2000, (B) × 10000). 

Le microscope électronique à balayage a fourni une vue détaillée sur le biofilm de C. albicans 

ATCC10231 formé sur le disque de silicone. La photo 3A a effectivement mis en évidence la 

structure complexe du biofilm de cette levure, composée de blastospores, d'hyphes et d'une 

matrice extracellulaire dans laquelle étaient confinées les cellules et les hyphes. Cependant, 

Cette structure filamentaire était évidente à un grossissement plus élevé (photo 3B) ; les hyphes 

et les blastospores de C. albicans ATCC10231 étaient nettement perceptibles avec davantage 

de détails.  

Ces résultats concordent avec ceux de la microscopie Raman ; la complexité du biofilm a 

dévoilé en effet une structure tridimensionnelle formée par un chevauchement d'hyphes et de 

blastospores contenues dans une matrice extracellulaire. Selon plusieurs auteurs (Lopes & 
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Lionakis, 2022; Wijaya et al., 2023), l'hétérogénéité structurelle et architecturale semble être 

une propriété commune des biofilms formés par cette espèce fongique.  

Par ailleurs, le détachement et la dispersion des cellules sessiles jouent un rôle extrêmement 

important dans la dissémination du biofilm, ce qui peut expliquer son émergence  (Rumbaugh 

& Sauer, 2020). Dans cette optique, le microscope électronique à balayage a non seulement 

fourni une imagerie haute résolution, mais a également détecté avec succès les empreintes 

hyphales qui se sont détachées de la surface du disque après y avoir adhéré (photo 3A).  

L’identification réussie de traces d’hyphes détachées de la surface du disque renforce la position 

de l'imagerie électronique comme instrument efficace pour l'analyse des biofilms. Cette 

affirmation s'aligne sur les conclusions de diverses études qui ont mis en avant l'efficacité du 

microscope électronique à balayage pour la caractérisation détaillée des biofilms (Benahmed 

et al., 2023; Gourari-Bouzouina et al., 2024; Relucenti et al., 2021). 
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4. Inhibition des biofilms : effets des liquides ioniques  

4.1. Effet antifongique et antibactérien 

Les effets antifongique et antibactérien des trois liquides ioniques à base de phosphonium 

[P66614][Phosphinate], [P66614][Chlorure] et [P66614][Dicyanamide] ont été testé contre les 

souches de C. albicans et des bactéries co-isolées à partir des mêmes cathéters. 

Les différentes valeurs de CMI obtenues sont présentées dans le tableau 12. L’analyse des 

résultats obtenus a mis en évidence une activité inhibitrice prometteuse, ce qui est cohérent avec 

les rapports précédents indiquant que la classe de liquides ioniques dérivés du phosphonium, 

contenant de longues chaînes alkyles présente des propriétés antimicrobiennes (Fernandes et 

al., 2022; Li et al., 2022).  

Toutes les souches examinées ont montré une sensibilité aux trois liquides ioniques, sauf pour 

certaines bactéries à Gram négatif résistantes, à savoir P. aeruginosa1 et K. pneumoniae1 qui 

présentaient une CMI ≥ 2000 µg/mL. En outre, S. paucimobilis2  a démontré une sensibilité 

notable au [P66614][Phosphinate], affichant une CMI de 0,24 µg/mL; ainsi qu'au 

[P66614][Chlorure] et au [P66614][Dicyanamide] (CMI= 0,49 µg/mL). Ce niveau élevé de 

sensibilité est en accord avec son profil de sensibilité aux antibiotiques conventionnels, 

précédemment discuté. 

En termes d'activité antibactérienne, les deux liquides ioniques, [P66614][Dicyanamide] et 

[P66614][Phosphinate], ont démontré une action inhibitrice comparable, bien qu'une légère 

différence dans les concentrations minimales inhibitrices ait été notée. En réalité, 

[P66614][Dicyanamide] a démontré une meilleure efficacité contre S. hominis3 et S. hominis 4 

(tableau 12). 

Conformément à ces constatations, les données rapportées par Thasneema et al. (2020) ont 

révélé une activité antimicrobienne supérieure des liquides ioniques à base de phosphonium et 

de l'anion dicyanamide comparativement  aux autres anions testés. Il semble que cet anion ait 

une forte tendance à interagir avec les membranes fongiques et bactériennes, ce qui lui permet 

d'exercer son effet antimicrobien à de faibles concentrations. 
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Tableau 12.   Concentrations minimales inhibitrices des trois liquides ioniques vis-à-vis des co-isolats de Candida albicans et des 

bactéries. Ca1-Ca5 : souches de C. albicans. 

 

 

CMI (µg/ mL) 

[P66614][Phosphinate] [P66614][Chlorure] [P66614][Dicyanamide] 

Sphingomonas paucimobilis2 0.24 0.49 0.49 

Staphylococcus hominis3 1.95 3,91 0.93 

Pasteurella testudinis1 1.95 3,91 0.93 

Pseudomonas aeruginosa1 ≥ 2000 ≥ 2000 ≥ 2000 

Klebsiella pneumoniae1 ≥ 2000 1000 ≥ 2000 

Staphylococcus haemolyticus4 3,91 3,91 7.81 

Staphylococcus hominis4 1.95 3,91 0.93 

Staphylococcus haemolyticus5 7.81 3,91 3.75 

Ca1 7, 81 3,91 7, 81 

Ca5 7, 81 3,91 7, 81 

Ca4 7, 81 3,91 7, 81 

Ca3 7, 81 3,91 7, 81 

Ca2 7, 81 3,91 7, 81 
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Par ailleurs, [P66614][Chlorure] a exercé une activité antibactérienne moins importante comparée 

aux deux autres liquides ioniques, avec des concentrations minimales inhibitrices se situant 

autour de 3,91 µg/mL pour la plupart des bactéries. Toutefois, ce composé a démontré une 

meilleure efficacité antifongique contre les souches de C. albicans, présentant une CMI de 3,91 

µg/mL en comparaison aux valeurs de 7,81 µg/mL pour [P66614][Dicyanamide] et 

[P66614][Phosphinate].  

Conformément à nos conclusions, Croitoru & Roata (2020) ont observé que le choix de l'anion 

a un impact considérable sur l'activité antimicrobienne d'un liquide ionique. En outre, des CMI 

comparables obtenues contre les souches de C. albicans et S. haemolyticus ont démontré que 

cette classe de liquides ioniques possède une activité antimicrobienne à large spectre. 

Ces constatations pourraient s’expliquer en partie par la capacité du liquide ionique à attaquer 

des cibles cellulaires élémentaires communes, structurelles et/ou métaboliques, ce qui pourrait 

ainsi faciliter les schémas thérapeutiques et réduire le risque de développement de résistances  

(Croitoru & Roata 2020). 

4.2. Effet hémolytique des liquides ioniques 

Lors de l'évaluation de nouveaux agents antimicrobiens, la cytotoxicité est un critère clé à 

prendre en compte, car elle détermine leur potentiel thérapeutique. Le test d'hémolyse a donc 

été choisi en tant que marqueur préliminaire de cytotoxicité, étant donné la sensibilité élevée 

des érythrocytes aux agents perturbateurs de membrane (Farag & Alagawany, 2018). 

Le taux d’hémolyse causé par l’action des trois liquides ioniques a été déterminé à différentes 

concentrations par la mesure de l'absorbance à 450 nm. Les résultats sont présentés dans la 

figure 25. 
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Figure 25. Taux d'hémolyse induit par les trois liquides ioniques étudiés à différentes 

concentrations. 

Les résultats du test d’hémolyse ont révélé une hémotoxicité dose-dépendante, avec des 

différences notables. A une concentration de 7,81 µg/mL, correspondant à la CMI partagée par 

les trois liquides ioniques, [P66614][Phosphinate] n'a provoqué aucun effet hémolytique. En 

revanche, [P66614][Chlorure] et [P66614][Dicyanamide] ont entraîné respectivement 9,28 % et 

7,52 % d'hémolyse à ce même niveau.  

À des concentrations plus élevées, l'effet hémolytique a augmenté progressivement pour les 

trois composés. Toutefois, cet effet a toujours été moins prononcé pour [P66614][Phosphinate], à 

l’exception de la concentration de 500 µg/mL. Par ailleurs, à une concentration de 2000 µg/mL, 

ces écarts se stabilisaient autour de 20% (19,08%) pour [P66614][Phosphinate], tandis qu'ils 

dépassaient 35 % pour les deux autres liquides ioniques (figure 25).  

Contrairement à l’observation rapportée par Ermolaev et al. (2022), selon laquelle l’effet 

hémolytique dépend principalement de la structure du cation, les résultats de la présente 

recherche ont souligné un impact significatif de l’anion sur l’hémolyse. 

Par conséquent, cette différence d'hémolyse, associée aux performances antimicrobiennes 

précédemment démontrées, désigne clairement [P66614][Phosphinate] comme le candidat le plus 

prometteur en tant qu'agent antibiofilm, compte tenu de sa biocompatibilité à une concentration 

active élevée. 
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4.3. Effet sur la viabilité cellulaire sessile : détermination des SCMIs 

En raison de sa bonne activité antimicrobienne, associée à son hémocompatibilité, 

[P66614][Phosphinate] a été sélectionné pour examiner son effet sur le biofilm mixte de Candida 

albicans et Staphylococcus haemolyticus (association N° 5), co-isolés à partir d’un cathéter 

d’hémodialyse.  

Ce consortium microbien constitue un modèle de biofilm mixte hautement pathogène, 

combinant une levure biofilmogène impliquée dans des infections invasives et un 

staphylocoque multirésistant émergent.  Il est par conséquent indispensable d'explorer cette 

association microbienne qui mérite un examen approfondi. 

Les résultats du test de réduction du XTT sont présentés dans le tableau 13. L'analyse ANOVA 

a montré une différence globale très significative (P < 0,000) des valeurs SMICs entre les trois 

points temporels (4h, 24h et 48h). Le test de Tukey a confirmé que cette différence se situait 

précisément entre les temps d'incubation de 4h et 24h, ainsi qu'entre 4h et 48h. 

Tableau 13.   SCMIs du [P66614][Phosphinate] et des antimicrobiens conventionnels 

Amphotéricine B et Vancomycine vis-à-vis des cellules sessiles de C. albicans et S. 

haemolyticus. L'astérisque (*) indique des différences significatives selon le test statistique 

de Tukey à un seuil critique de 0,01. 

 

 

 

SCMI (µg/mL) 

[P66614][Phosphinate] AmB VAN 

4h 24h 48h 

C. albicans 250 1000 1000 64 / 

S. haemolyticus 250 500 1000 / > 256 

C. albicans/S. haemolyticus 15 1000 250 / / 

 

D'après les résultats obtenus, le liquide ionique [P66614][Phosphinate] a montré un effet maximal 

lorsqu'il a été administré pendant la phase d'adhésion (4h), avec des SCMI de 15 µg/mL pour 

le biofilm mixte et de 250 µg/mL pour les biofilms mono-espèces correspondants. Cette 

constatation soutient d'autres recherches ayant déterminé que se focaliser sur la phase précoce 

de formation du biofilm est essentiel pour une inhibition optimale (Eltwisy et al., 2022; Fu et 

al., 2021). 

* 
* 
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Pour les biofilms de 24 heures, les SCMIs du liquide ionique et de l'AmB étaient 128 fois plus 

élevées que leurs CMIs correspondantes, soit 7,81 et 0,5 µg/mL. Ceci témoigne d’une résistance 

accrue du biofilm de C. albicans, attribuée à des mécanismes spécifiques tels que 

l’augmentation de la concentration en ergostérol membranaire et la surexpression des gènes de 

résistance (Mukherjee & Chandra, 2004). Il a également été rapporté que la matrice 

extracellulaire, riche en β-1,6-glucane et β-1,3-glucane, contribue également à cette résistance 

(Silva et al., 2017). 

De plus, les données de cette recherche ont révélé une SCMI du liquide ionique de 1000 µg/mL 

vis-à-vis du biofilm de C. albicans et du biofilm mixte, mettant en évidence une augmentation 

hautement significative (p < 0,000).  Toutefois, la SCMI contre le biofilm de S. haemolyticus a 

doublé (500 µg/mL) par rapport au biofilm de 4 heures.  

Par ailleurs, en dépit de la faible efficacité de la vancomycine contre le biofilm de S. 

haemolyticus, constat également souligné par Pereira-Ribeiro et al. (2019), mettant en lumière 

l'énorme défi thérapeutique associé à cette espèce, [P66614][Phosphinate] a montré une certaine 

efficacité pour atténuer sa résistance. 

En ce qui concerne les biofilms de 48 heures, les SCMIs ont été maintenues constantes pour C. 

albicans, tandis qu'elles ont continué à augmenter pour S. haemolyticus (1000 µg/mL). 

Cependant, la SCMI du liquide ionique a baissé d'une manière inattendue face au biofilm mixte 

de 48 heures (250 µg/mL) comparativement à celui formé après 24 heures d'incubation. 

Cet effet surprenant suggère une perturbation des interactions inter-espèces induite par le 

liquide ionique. Il est intéressant à cet égard de souligner que l'effet inhibiteur de 

[P66614][Phosphinate] contre les biofilms mixtes de 4 heures et 48 heures a augmenté par rapport 

à celui des biofilms mono-espèces.  

4.4. Analyse spectrale et chimique de l’inhibition par cartographie confocale Raman 

assistée par l’intelligence artificielle 

Dans cette partie de l'étude, la spectroscopie Raman a été utilisée comme outil efficace pour 

analyser l'effet de [P66614][Phosphinate] sur le biofilm mixte C. albicans/S. haemolyticus à trois 

moments différents (4h, 24h et 48h). Grâce à l'analyse spectrale Raman (figure 26), nous avons 

pu reconnaître la même espèce de levure (C. albicans) ainsi que le même matériau (silicone) 

servant de substrat au biofilm, examinés dans la section 3.3. Bien que l'analyse du spectre relatif 

à la bactérie S. haemolyticus ait été basée sur des données issues de la littérature, elle a permis 
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de mettre en évidence plusieurs pics caractéristiques de composants cellulaires typiques (figure 

26).  

Il s'agit notamment de la vibration d'étirement C-CO à 547 cm-1, ainsi que de la phénylalanine, 

de la tyrosine et de l'adénine à 609 cm-1, 635 cm-1 et 726 cm-1, respectivement. D'autres pics 

ont également été mis en évidence, dont ceux liés à la phénylalanine, la cytosine et l'uracile 

(782,31 cm-1), au phosphate (1095 cm-1), ainsi qu'à l'adénine, la guanine, la tyrosine et le 

tryptophane (1323 cm-1). De plus, des pics associés aux protéines ont fait leur apparition à 1449 

cm-1, tandis que les graisses insaturées et la bande amide I des protéines ont été détectées à 1667 

cm-1. Pour ce qui est des vibrations d'étirement CH, elles ont été repérées à 2937 cm-1. Toutes 

ces bondes et vibrations d'étirement ont été rapportées dans plusieurs recherches (Benladghem 

et al., 2022; Ho et al., 2019; Rebrošová et al., 2017).  

Ces résultats attestent ainsi des performances exceptionnelles de la spectroscopie Raman pour 

une identification concise non seulement des espèces microbiennes, mais également du substrat 

du biofilm à l'échelle moléculaire.  
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Figure 26.   Spectres Raman du disque en silicone (noir), de Candida albicans (vert) et de Staphylococcus haemolyticus (bleu). 
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D'autre part, la cartographie Raman confocale a permis une représentation spatiale de l'effet 

inhibiteur du [P66614][Phosphinate] sur la différenciation de C. albicans et S. haemolyticus au 

sein du biofilm mixte, ainsi que le suivi de leur distribution suite au traitement au moyen de ce 

liquide ionique. En utilisant le programme Python développé à partir des données 

cartographiques, nous avons procédé à l'analyse des images et au calcul des taux de 

recouvrement du substrat en silicone par les biofilms mixtes, ces résultats sont illustrés dans la 

figure 27.  

 

(A) 

 

 

(B) 

  

 

Dans le biofilm témoin négatif (sans traitement inhibiteur), l'analyse Raman a montré que le 

biofilm mixte recouvrait de manière homogène l'ensemble de la surface du support, révélant 

une répartition relativement équilibrée entre C. albicans, avec un taux de 47%, et S. 

haemolyticus (50%) (figure 27A). Cela suggère que les deux micro-organismes ont 

probablement coévolué sans exclusion compétitive. Il s'agit d'un facteur très important dans les 

biofilms mixtes, ce qui complique leur élimination en milieu clinique.  

4h 24h 48h 

Figure 27. Cartographies Raman et taux du biofilm mixte de C. albicans (vert) et S. 

haemolyticus (bleu) formé sur un support en silicone (noir). (A) : test de contrôle (témoin 

négatif), (B) : inhibition par le liquide ionique [P66614][Phosphinate] à différents points 

temporels 4h, 24h et 48h. 
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Le profil d'inhibition de [P66614][Phosphinate] s'est révélé être dépendant du temps (figure 27B), 

présentant une efficacité optimale lors des premières phases de développement du biofilm (4h) 

où il atteint une inhibition de 60%, corroborant ainsi les résultats du test XTT. Conformément 

à nos conclusions, une recherche menée par Kim et Chin (2023) utilisant la spectroscopie 

Raman a démontré que les cinq premières heures du développement du biofilm étaient les plus 

susceptible à l’effet des antibiotiques.  

Néanmoins, grâce à l'identification des marqueurs spectraux durant les premières quatre heures 

des deux micro-organismes, C. albicans et S. haemolyticus, nous avons pu examiner le profil 

d'inhibition sélective associé à la sensibilité particulière de chaque espèce au traitement par le 

liquide ionique [P66614][Phosphinate] au sein du biofilm mixte.  

À ce stade précoce de la formation du biofilm, C. albicans a montré une plus grande sensibilité 

au traitement d'inhibition que S. haemolyticus, avec seulement 16 % du biofilm de levure restant 

sur le substrat, contre 24 % pour le biofilm bactérien (figure 27B). Cela pourrait s'expliquer par 

le fait que la formation du biofilm de cette levure repose sur une transition morphologique, 

susceptible d'être perturbée dès la première phase, entraînant une inhibition plus importante des 

cellules fongiques (Pereira et al., 2021). 

Ces résultats suggèrent que les liquides ioniques à base de phosphonium pourraient empêcher 

l'adhésion microbienne, ce qui plaide en faveur de leur utilisation future comme agents anti-

adhésifs dans les revêtements de cathéter pour la gestion anticipée des biofilms. Par ailleurs, 

Torres et al. (2021) ont effectivement incorporé avec succès du [Et-hex-en][Tf2N], un liquide 

ionique à base d’ammonium, dans des revêtements polymères et ont rapporté une activité 

antimicrobienne prometteuse. 

En outre, après 24 heures d'incubation, l'ajout du liquide ionique au biofilm a entraîné une 

diminution marquée de l'inhibition, ramenée à 10 %. Ce qui suggère que le biofilm avait déjà 

atteint le stade de maturation et de structuration complexe, ce qui le rendait moins réactif au 

traitement appliqué.  

De plus, la prédominance de C. albicans (70 %) dans le biofilm résiduel suggère qu'elle a 

montré une plus grande résistance au traitement par le liquide ionique comparativement à S. 

haemolyticus. Cela pourrait être attribué à la meilleure adaptabilité métabolique de cette levure, 

à sa capacité à générer une matrice extracellulaire élaborée et étendue, ou à de potentielles 

interactions synergétiques au sein du biofilm qui favorisent sa persistance  (Dühring & 

Schuster, 2024; Lopes & Lionakis, 2022). 
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En revanche, le fait que l'application du [P66614][Phosphinate] au biofilm de 48 heures ait 

conduit à un taux d'inhibition de 50 %, laissant un biofilm résiduel composé de 10 % de C. 

albicans et de 40 % de S. haemolyticus, pourrait être associé à des facteurs liés à la maturation 

du biofilm tels que le stress métabolique ou la viabilité cellulaire réduite (Stewart, 2015). 

Toutefois, les changements observés dans la composition des espèces peuvent indiquer une 

susceptibilité différentielle des constituants du biofilm à ce stade avancé de maturation. En 

particulier, l'émergence des cellules sessiles persistantes occupe une place centrale dans cette 

perspective (Ramage et al., 2012; Seddiki, 2021). Dans ce cadre, khelissa et al. (2017) ont 

constaté qu'une période d'incubation prolongée favorise des interactions intercellulaires plus 

étendues ainsi que la génération de substances polymères extracellulaires chez Staphylococcus 

sp.  

Une autre étude, utilisant la spectroscopie Raman en temps réel, a révélé que l'exposition de 

Staphylococcus aureus à la vancomycine entraînait l'élimination des couches supérieures du 

biofilm en 24 heures, tandis que les couches plus profondes demeuraient viables et reprenaient 

leur croissance pour atteindre un volume considérable au bout de 48 heures (Bae et al., 2019). 

En outre, la cartographie Raman s'est révélée être un outil efficace pour analyser les schémas 

d’inhibition des biofilms, fournissant des données spatiales qui viennent compléter les 

techniques de quantification conventionnelles. Cette méthode a effectivement mis en lumière 

des réactions spécifiques de C. albicans et S. haemolyticus suite à leur exposition au 

[P66614][Phosphinate], mettant l'accent sur les susceptibilités distinctes de chaque espèce. 

Conformément aux résultats actuels, des recherches antérieures ont établi que Actinomyces 

denticolens et Streptococcus oralis pouvaient être distinguées dans un biofilm subgingival. Cela 

atteste de la précision de la cartographie Raman pour l'identification des espèces et le suivi ciblé 

de leur croissance et/ou leur inhibition au sein des biofilms mixtes (Kriem et al., 2021). 

La spectroscopie Raman présente un potentiel considérable pour la détection et l’identification 

microbienne. Toutefois, la complexité des données spectrales générées par cette technique 

nécessite des méthodes d’analyses avancées. Couplée à l’intelligence artificielle, l'analyse 

spectroscopique Raman offre la possibilité d'interpréter les données spectrales provenant 

d'échantillons complexes, identifiant les variations subtiles entre ses composants qui sont 

souvent ardues à déceler par des techniques conventionnelles. Grâce à l’analyse automatisée 

des signatures spectrales uniques, l’intelligence artificielle pourrait faciliter la détection des 

constituants du biofilm (Maruthamuthu et al., 2020; Yu et al., 2021). 



Troisième partie  Résultats et discussion 

102 

 

4.4.1. Application de l’apprentissage non supervisé : auto-encodeur 

Dans le cadre de cette étude, le recours au clustering non supervisé fondé sur un auto-encodeur 

,appliqué à la cartographie Raman a mis en œuvre de manière automatique l’effet inhibiteur de 

[P66614][Phosphinate] à différents temps (4h, 24h et 48h), en identifiant des groupements 

spectraux distincts associés à l’efficacité du traitement.  

En bref, un auto-encodeur a été entraîné sur des spectres Raman et a réussi à minimiser leur 

dimensionnalité et à obtenir une représentation compacte. Cela a permis au clustering k-means 

d’effectuer une classification automatique des spectres Raman en fonction des caractéristiques 

spectrales communes, telles que l’intensité, la position et l'étendue des pics.  

Cet algorithme a obtenu un score élevé de 0,9812 lors de son évaluation à l'aide de l'Index Rand 

Ajusté (Adjusted Rand Index, ARI). Cela atteste de l'aptitude du modèle à identifier de manière 

efficace les signatures chimiques propres aux différents composants du biofilm.  

La figure 28 est une représentation des résultats du regroupement K-means de C. albicans et S. 

haemolyticus dans un biofilm mixte formé sur un substrat en silicone, grâce à l'utilisation de la 

librairie Python scikit-learn. 

L'analyse de la densité des points, de leur dispersion spatiale et de leur classification par 

clustering K-Means a mis en évidence une distribution relativement homogène entre les 

bactéries (bleu) et les levures (vert). Toutefois, les points noirs qui symbolisent le substrat en 

silicone étaient moins visibles. Sur la base de la figure 28A, l'analyse séparée du groupement 

de points a montré une forte densité de points verts (C. albicans) et bleus (S. haemolyticus) dans 

des agrégats denses au sein de l'échantillon témoin, le biofilm mature non traité. Cela corrobore 

les données des spectres Raman qui ont révélé des intensités élevées à 943 cm-1 et 1452 cm-1, 

correspondant respectivement à C. albicans et S. haemolyticus. 
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(A)  

(B)  

Figure 28.   Clustering K-means en 3D des éléments du biofilm mixte du témoin négatif (A). Clustering K-means en 2D de l'effet inhibiteur 

de [P66614][Phosphinate] contre les biofilms mixtes de C. albicans et S. haemolyticus de 4h, 24h et 48h (B). C. albicans (vert), S. haemolyticus 

(bleu) et le support en silicone (noir). 
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Par ailleurs, suite à l'application du [P66614][Phosphinate] sur le biofilm mixte de 4h, le nuage 

de points verts et bleus s'est réduit, tandis que les points noirs ont augmenté en nombre. L'écart 

type des points verts et bleus a augmenté, mettant en évidence une réduction exponentielle du 

nombre de points actifs, ce qui explique la dispersion réduite des micro-organismes. Par 

ailleurs, la distance moyenne entre les points a augmenté, témoignant d’une baisse de l'adhésion 

microbienne (figure 28B). Cela souligne l'effet éradicateur du biofilm par le liquide ionique, 

d'où la réapparition des points noirs, représentant le matériau silicone.  

En revanche, comparé au test témoin négatif, l'analyse a révélé une réduction des points verts 

et bleus suite à l'application du liquide ionique après 24 heures. Néanmoins, cette baisse 

demeure moins significative que celle constatée après le traitement de 4 heures (figure 28B), 

suggérant que [P66614][Phosphinate] a une meilleure performance contre les biofilms mixtes de 

C. albicans et S. haemolyticus de 4 heures.  

Des résultats comparables ont été observés pour les biofilms mixtes de 48 heures. Il est toutefois 

important de noter que la diminution des points verts et bleus était moins prononcée, comparée 

à celle constatée pour les biofilms de 24 heures. Par conséquent, l'effet inhibiteur d’autant plus 

marqué que les biofilms mixtes sont jeunes.  

4.4.2. Application de l’apprentissage supervisé : CNN 

Les résultats de l'analyse des performances du réseau neuronal convolutionnel via la matrice de 

confusion, pour la classification de C. albicans, S. haemolyticus et le support, sont présentés 

dans le tableau 14. 

Sur cette matrice de confusion chaque cellule représente le pourcentage d’isolats classés dans 

une catégorie spécifique par le CNN. Les cellules situées sur la diagonale (du coin supérieur 

gauche au coin inférieur droit) correspondent aux classifications correctes, tandis que celles en 

dehors de la diagonale révèlent les erreurs de classification, mettant en évidence les limitations 

de ce modèle. La précision du présent modèle varie entre 92% à 98%. 

Pour chaque analyse, la matrice de confusion confronte la réalité biologique (la véritable nature 

du composant ou de la zone mesurée : bactérie, levure ou substrat) à l'identification effectuée 

sur la base du spectre Raman ; un bon résultat signifie une identification correcte. Pour chaque 

groupe, le pourcentage de classifications correctes (valeurs situées sur la diagonale) est 

considérablement élevé, atteignant 92% pour S. haemolyticus, identifiée par conséquent de 

manière précise. Cependant, seulement quelques erreurs concernant C. albicans (4%), sans 
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aucune confusion avec le substrat. Ainsi C. albicans, a été  correctement reconnu (90%) et 

marginalement associé au substrat (2%). La confusion limitée entre la bactérie et la levure est 

cohérente avec le chevauchement de bandes Raman de composés partagés (lipides/ protéines). 

En revanche, le substrat a été très bien séparé du signal biologique (98%), signe d’un 

prétraitement efficace.  

Tableau 14.   Matrice de confusion illustrant les performances du CNN pour la 

classification des 3 composantes de référence (C. albicans, S. haemolyticus et le support). 

  VALEURS PREDITES 

  S. haemolyticus C. albicans Support 

V
A

L
E

U
R

S
 

R
E

E
L

L
E

S
 

S. haemolyticus 92.0 % 4.0 % 0.0 % 

C. albicans 4.0 % 90.0 % 2.0 % 

Support 0.0 % 2.0 % 98.0 % 

 

L’approche d’apprentissage profond utilisée (auto-encodeur suivi d'un CNN pour l'évaluation 

du modèle) offre une segmentation et une classification solides des éléments du biofilm mixte 

à partir de spectres Raman complexes, permettant ainsi la mise en place d'un modèle 

reproductible et évolutif pour le suivi temporel des biofilms et l'analyse des traitements 

inhibiteurs. 

Bien que l’intégration de l’intelligence artificielle dans le traitement des données Raman ait 

progressivement émergé ces dernières années (Maruthamuthu et al., 2020; Tang et al., 2024; 

Zou et al., 2024; Benahmed et al., 2025), notre recherche constitue, à notre connaissance, la 

première mise en œuvre de l'apprentissage profond dans l'analyse de l'inhibition d'un biofilm 

mixte complexe basée sur les données Raman.  

La combinaison de la spectroscopie Raman et de l'intelligence artificielle s’avère hautement 

performante pour distinguer les signatures spectrales spécifiques aux composants du biofilm et 

leurs réponses au traitement, même dans un environnement complexe, hétérogène et sans 
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marquage préalable. Ces données illustrent l’intérêt grandissant pour l'application de 

l'intelligence artificielle à la spectroscopie Raman afin de développer des outils de diagnostic 

automatisés, rapides et précis. De surcroît, elles ouvrent la voie à des applications plus étendues 

dans le contrôle antimicrobien des biofilms et l’analyse des dispositifs médicaux contaminés, 

révolutionnant ainsi le diagnostic et la gestion des infections. 

4.5. Effet sur la transition morphologique de C. albicans  

L'impact du [P66614][Phosphinate] sur la transition morphologique des blastospores de C. 

albicans vers la forme hyphale a été évalué à l'aide d'une concentration sub-inhibitrice du 

liquide ionique (3,91 µg/mL). La micrographie du groupe non traité (photo 4A) a montré que 

C. albicans a généré une structure dense et stratifiée d'hyphes allongés, cohérente avec les 

modèles de croissance constatés dans des conditions favorisant la formation d'hyphes.  

En revanche, les cellules traitées avec [P66614][Phosphinate] ont montré une diminution 

significative des hyphes, les blastospores étant la forme prédominante, bien qu'elles possèdent 

une biomasse moins conséquente par rapport au groupe non traité (photo 4B). 

 

 

Photo 4.   Micrographies MF d’une culture non traitée de  C. albicans (A) et d’une culture 

traitée avec une concentration sub-inhibitrice de [P66614][Phosphinate] (B). H : hyphes. La 

flèche indique les cellules de levure (blastospores). 

D’après Qian et al., (2020), le phénomène de transition des levures en hyphes est un facteur de 

virulence clé dans les infections invasives à C. albicans. En effet, ces structures filamenteuses 

favorisent l'invasion des tissus de l'hôte, en plus de leur rôle dans la formation et la persistance 

du biofilm. 

L'inhibition efficace de la croissance des hyphes est également cruciale dans la perturbation des 

interactions inter-espèces, comme en témoigne la faible valeur de SMIC requise pour inhiber le 



Troisième partie  Résultats et discussion 

107 

 

biofilm mixte après 48 heures. Suchodolski et al. (2017) ont démontré que certains liquides 

ioniques dérivés du (-) -menthol étaient également capables d'inhiber la filamentation de C. 

albicans. 

4.6. Effet sur la structure et la morphologie du biofilm 

L'observation au microscope électronique à balayage a mis en évidence l'impact du 

[P66614][Phosphinate] sur la structure et la morphologie des cellules sessiles au sein du biofilm 

mixte C. albicans/S. haemolyticus (photo 5).  

Les micrographies du biofilm témoin ont dévoilé une architecture hétérogène, dotée d'une 

structure complexe. C. albicans a principalement montré une morphologie hyphale caractérisée 

par des surfaces lisses et des segmentations clairement visibles, indiquant que les cellules 

étaient engagées dans un processus métabolique actif. Par ailleurs, la forme cocci de S. 

haemolyticus restait préservée, les cellules sessiles se regroupaient principalement à la surface 

du support et le long des hyphes de C. albicans (photo 5A).  

En outre, au sein du biofilm mixte, C. albicans et S. haemolyticus étaient recouvertes d'une 

matrice exopolymérique dense, présentant une structure stratifiée, constituée de cellules sessiles 

et d'hyphes qui se superposent en forme d'échafaudage. L'architecture complexe de ce biofilm 

hétérogène met en évidence les interactions synergiques qui le définissent.  

D’autre part, outre la réduction considérable de la matrice exopolymérique, le biofilm mature 

traité par le liquide ionique présentait des perturbations au niveau de sa structure. Les cellules 

sessiles de C. albicans ont effectivement montré des modifications morphologiques, incluant la 

déformation et le rétrécissement des hyphes (photo 5B). Ce qui suggère une réduction de 

l'activité métabolique et une viabilité cellulaire compromise suite au traitement par 

[P66614][Phosphinate], soutenant ainsi les conclusions tirées du test du XTT. 

De plus, la densité des cellules sessiles de S. haemolyticus a diminué, celles-ci semblent subir 

une déformation morphologique prononcée (photo 5C), en particulier des altérations de la paroi 

cellulaire caractérisées par leur lyse et leurs formes irrégulières. Ces observations ont permis 

de mieux comprendre le mécanisme d'action de [P66614][Phosphinate], ce qui est cohérent avec 

les résultats selon lesquels les liquides ioniques à base de phosphonium à longue chaîne alkyle 

favorisent la perméabilité membranaire et la lyse bactérienne (Fernandes et al., 2022; Sharma 

et al., 2024).  L’action antibiofilm de ce liquide ionique ne se limite donc pas à une réduction 
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de la biomasse ou de l’activité métabolique, mais s’accompagne d’une altération profonde de 

l’architecture tridimensionnelle, mettant en péril la stabilité et la virulence du consortium mixte. 

 

 

Photo 5.   Micrographies MEB illustrant l’effet de [P66614][Phosphinate] sur le biofilm 

mixte C. albicans/S. haemolyticus. (A) : biofilm non traité (témoin négatif). (B et C) : 

biofilm traité en post-incubation. (D) : biofilm traité en pré-incubation. H : hyphes. Les 

flèches indiquent les cellules bactériennes. 

De plus, l'utilisation de [P66614][Phosphinate] pour le traitement des biofilms en pré-incubation 

a mis en évidence des blastospores ovales de C. albicans. Ces dernières se distinguent par leur 

taille variable et leur forme particulièrement allongée, présentant des vésicules (cloques) à leurs 

surfaces.  Il convient de noter qu'aucune cellule de S. haemolyticus ni aucune forme hyphale de 

C. albicans n'ont été observées (photo 5D).  
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Ces résultats sont cohérents avec ceux obtenus par la microscopie à fluorescence, démontrant 

que [P66614][Phosphinate] inhibe non seulement la transition levure-hyphe de C. albicans isolée, 

mais empêche également le développement des hyphes au sein des biofilms mixtes. 

L'évaluation de l'effet antibiofilm d'un composé requiert des méthodes d'imagerie aptes à 

dévoiler l'ultrastructure la plus détaillée. Dans ce cadre, la microscopie électronique à balayage 

conserve sa position privilégiée en raison de sa qualité d'image supérieure, sa haute résolution 

et sa capacité à préserver la structure réelle du biofilm (Relucenti et al., 2021). 

La désorganisation structurelle étant un facteur clé de l'efficacité des agents antibiofilm, 

plusieurs études ont utilisé le microscope électronique à balayage (MEB) pour évaluer cet effet. 

Dans une étude sur Escherichia coli, des micrographies MEB ont révélé que les cellules 

exposées à l'ampicilline avaient une morphologie étirée en comparaison aux cellules non 

traitées (Gomes & Mergulhão, 2017). 

Dans leur étude, Qian et al. (2020) ont démontré que de fortes concentrations de sanguinarine 

ont permis d’éradiquer le biofilm mixte de C. albicans/S. aureus, tout en induisant une transition 

morphologique des hyphes de C. albicans. De même, l'aurantofine, un composé aurifère à 

ligands mixtes, a montré une forte capacité à réduire les cellules de S. aureus. Néanmoins, son 

action contre les biofilms constitués de bactéries, ainsi que de C. albicans et C. parapsilosis, 

s'est avérée plus modérée, comme l'ont attesté les résultats obtenus au microscope électronique 

à balayage (She et al., 2020).  
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Les infections associées aux cathéters représentent une cause majeure de morbidité et de 

mortalité en milieu hospitalier. Les cathéters créent un environnement propice à l'adhésion des 

micro-organismes et à la formation de biofilms, des structures complexes qui renforcent la 

résistance aux antimicrobiens, entraînant ainsi l’échec thérapeutique (Liu et al., 2024).  

Parmi les micro-organismes impliqués, Candida albicans occupe une place centrale en raison 

de son dimorphisme, sa production d'enzymes hydrolytiques et surtout, sa capacité à former des 

biofilms hautement structurés et résistants, souvent en association avec des bactéries, ce qui 

renforce la virulence et la persistance des infections (Kadosh, 2019; Mohammadi et al., 2021).  

L’inefficacité des approches antimicrobiennes conventionnelles face à ces biofilms mixtes 

hautement hétérogènes, soulignent l'impératif de trouver de nouvelles substances à large spectre 

d'action, dotées d'effets antibactériens et antifongiques.  

À la lumière de ces données, nous avons entrepris la présente recherche relative aux biofilms 

C. albicans-bactérie, associés à l'utilisation de cathéters au CHU de Tlemcen. L'objectif est 

d'analyser leur structure et leur potentiel virulent et, à terme, de contribuer à leur contrôle. Les 

résultats obtenus nous ont permis de tirer les conclusions suivantes : 

1- Concernant l’échantillonnage, 

• Sur un total de 50 cathéters prélevés, 69,44 % ont révélé une culture microbienne 

positive dans le service d'hématologie clinique et 92,85 % dans le service de 

néphrologie-hémodialyse. Cela correspond à un taux d'altération global de 76 %. 

• Bien qu'il y ait eu une prédominance notable d'altérations mixtes, combinant bactéries-

bactéries ou bactéries-levures, les patients inclus dans cette étude ont été traités 

exclusivement avec des agents antibactériens. 

2- L'infectivité des cathéters semble être fortement associée à divers facteurs de risque. 

• La colonisation était la forme la plus fréquente (32%), suivie de près par la 

contamination (26%), tandis que l'infection a compté pour 18% des cas.  

• Le type de cathéter paraît affecter l’infectivité ; la contamination était principalement 

liée aux cathéters veineux périphériques, tandis que l’infection et la colonisation était 

majoritairement associées aux cathéters urinaires. 
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• La durée d'implantation a également joué un rôle déterminant dans l’infectivité des 

cathéters; prédominance de la contamination (52,6%) si moins de 3 jours, de la 

colonisation (61,1%) et de l'infection (27,8%) si ≥ 3 jours. 

• Chez les patients adultes, un taux de colonisation élevé (46,15%) a été observé, suivi de 

contamination (34,62%) et d'infection (19,23%).  

• L'infection du cathéter était associée à une polymorbidité (diabète, hypertension, 

dyslipidémie, insuffisance rénale) et était liée à des altérations polymicrobiennes 

incluant des bactéries et des levures.  

3- Concernant l’identification des micro-organismes isolés, 

• Six souches fongiques du genre Candida ont été identifiées; dont cinq appartiennent à 

l'espèce C. albicans et une à C. kefyr. Parmi les isolats bactériens, une légère dominance 

de bactéries à Gram positif a été observée (56 %), avec Staphylococcus haemolyticus 

comme espèce la plus fréquemment isolée (17,5 %). Les bactéries à Gram négatif 

représentaient 44%, Enterobacter cloacae étant l'espèce majoritaire. 

• Tous les cas d'altérations impliquant C. albicans étaient associées à des co-isolats 

bactériens. Parmi les cinq associations identifiées, trois correspondaient à des infections, 

dominées par les combinaisons C. albicans/S. haemolyticus, C. albicans/S. 

haemolyticus/S. hominis et C. albicans/S. hominis. Deux associations (40 %) 

correspondaient à des colonisations et incluaient des bacilles à Gram négatif, 

notamment les associations C. albicans/P. testudinis/P. aeruginosa/K. pneumoniae et C. 

albicans/S. paucimobilis.  

• L’analyse de la diversité génétique par RAPD-PCR a mis en évidence une divergence 

génétique entre les isolats de C. albicans étudiés. 

4- La détermination des CMIs a montré l'efficacité des antifongiques utilisés contre C. albicans, 

cependant, une multirésistance aux antibactériens a été observée chez plusieurs bactéries. 

• Toutes les souches de C. albicans étaient sensibles à l'AmB (CMIs de 0,5 à 2 µg/mL). 

Pour la caspofungine, une susceptibilité intermédiaire (CMI = 0,5 µg/mL) des souches 

Ca1, Ca3, Ca4 et Ca5 et une sensibilité chez Ca2 (CMI = 0,25 µg/mL) ont été rapportés.   
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• Une résistance marquée des bactéries à Gram positif à la méticilline a été observée. 

Ainsi, un profil multirésistant a été notée chez S. haemolyticus, avec une sensibilité à la 

vancomycine, constituant une alternative thérapeutique. 

• Quant aux bactéries à Gram négatif, une diversité des profils de résistance a été 

constatée. P. aeruginosa1 a présenté un phénotype multirésistant, avec une inefficacité 

total des β-lactamines. K. pneumoniae1 était sensible aux carbapénèmes, aux 

aminosides et aux fluorquinolones, mais résistante à certaines β-lactamines et à la 

combinaison Triméthoprime/ sulfaméthoxazole. En revanche, P. testudinis1 et S. 

paucimobilis2 ont présenté une sensibilité étendue à la majorité des antibiotiques testés.  

5- Les interactions entre C. albicans et les bactéries au sein des biofilms étaient très 

hétérogènes, souche-dépendantes et temporellement variables. 

• En termes de biomasse, toutes les souches testées étaient capables de former les 

biofilms, mono et multi-espèces.  

• Pour les biofilms mixtes, les absorbances ont affiché des valeurs intermédiaires entre 

celles des biofilms mono-espèces de leur co-isolats constitutifs, bactériens et 

fongiques.  

• À l’exception de P. testudinis1 et P. aerugenosa1 qui ont montré une diminution, la 

biomasse a augmenté de manière significative (p < 0,01) chez la plupart des biofilms 

mono-espèces après 48 heures d’incubation. Quant aux biofilms mixtes, une réduction 

de la biomasse a été enregistrée chez la majorité des souches bactériennes.  

• En termes d’activité métabolique, C. albicans en biofilm mono-espèce a montré une 

augmentation significative (p < 0,01) entre 24 à 48 heures d’incubation. En revanche, 

les biofilms mixtes associant C. albicans aux bactéries co-isolées ont présenté des 

profils métaboliques hétérogènes, suggérant des interactions variables allant de 

l'antagonisme à la synergie. 

• L’association C. albicans/S. haemolyticus5 présentait la plus forte capacité à former le 

biofilm après 24 heures d’incubation. 

6- Les activités hydrolytiques des phospholipases (Plp) et des protéinases (Prt) ont été évaluées 

simultanément en conditions planctoniques et sessiles, en utilisant une méthode adaptée  

• La formation de biofilm a exercé un effet hautement significatif (p < 0,001) sur 

l’activité hydrolytique fongique, avec des variations entre les souches. 
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• En mode planctonique, toutes les souches de C. albicans ont enregistré une activité 

Plp forte, laquelle s’est accentuée en mode sessile.  

• L’activité Prt, a été détectée chez 83,33% des souches, avec une variabilité marquée 

entre les souches planctoniques (Pz= 0,66 ± 0,00 à 1) et une augmentation significative 

(p < 0,01) de l’activité en mode sessile. 

7- Par ailleurs, l’efficacité de la méthode proposée a été corroborée par l’analyse par 

cartographie Raman ainsi que par des techniques microscopiques. 

• La cartographie Raman a confirmé une distribution homogène du biofilm de C. 

albicans et du sérum sanguin sur la surface du support, validant le rôle du revêtement 

sérique dans la promotion de l'adhésion cellulaire et de la formation du biofilm. 

• L'analyse microscopique, par MF et par MEB, a révélé que le biofilm recouvrait le 

disque de silicone sous une structure tridimensionnelle. Cette organisation, constituée 

d’un chevauchement d'hyphes et de blastospores au sein de la matrice extracellulaire, 

témoigne du développement et de la maturation du biofilm.  

8- Trois liquides ioniques à base de phosphonium ont été évalués pour leur pouvoir 

antimicrobien, [P66614][Phosphinate], [P66614][Chlorure] et [P66614][Dicyanamide]. 

• Toutes les souches examinées ont montré une sensibilité aux trois liquides ioniques, à 

l’exception des bactéries Gram-négatives multi-résistantes, P. aeruginosa1 et K. 

pneumoniae1. Le choix de l'anion a eu un impact considérable tant sur l'activité 

antimicrobienne que sur l’effet hémolytique du liquide ionique. 

• [P66614][Phosphinate] a présenté la meilleure hémocompatibilité sur un intervalle de 

concentrations actives allant jusqu’à 2000µg/mL, le qualifiant comme candidat 

prometteur pour les tests antibiofilm.  

• [P66614][Phosphinate] a montré un effet maximal lorsqu'il a été administré pendant la 

phase d'adhésion (4h), avec une SCMI50 de 15 µg/mL pour le biofilm mixte C. 

albicans/S. haemolyticus, suggérant son potentiel comme agent antiadhésif dans les 

revêtements de cathéter pour la gestion anticipée des biofilms.  

• Contrairement à la vancomycine, inefficace contre le biofilm de S. haemolyticus, 

[P66614][Phosphinate] a démontré son efficacité en réduisant la résistance du biofilm. 
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9- L'effet antibiofilm du [P66614][Phosphinate] a été confirmé par des analyses spectroscopiques 

et microscopiques, mettant en lumière des altérations de la structure, de l'activité cellulaire, 

ainsi que de la morphologie des biofilms mixtes. 

• L'analyse spectrale par cartographie Raman a révélé une sensibilité différentielle des 

espèces au traitement avec [P66614][Phosphinate] dans le biofilm mixte.  

• Au stade précoce de la formation du biofilm, C. albicans a présenté une sensibilité plus 

élevée au traitement inhibiteur que S. haemolyticus, avec une persistance de seulement 

16 % du biofilm fongique, contre 24 % pour le biofilm bactérien. 

• L’utilisation d’algorithmes d’apprentissage profond a prouvé son efficacité dans 

l’interprétation automatique des données spectrales et l’identification des composants 

du biofilm selon leurs signatures spectrales. 

• [P66614][Phosphinate] a inhibé la transition morphologique de C. albicans et l'expansion 

des hyphes, élément cruciale dans la perturbation des interactions inter-espèces. 

• L’analyse par MEB a montré que le traitement réduisait la matrice exopolymérique, 

déformait et raccourcissait les hyphes fongiques, et entraîné la diminution et la lyse des 

cellules de S. haemolyticus. 

Les conclusions tirées ouvrent des horizons prometteurs et appellent à des investigations plus 

approfondies à travers l'adoption des approches et perspectives suivantes : 

➢ Application de la méthode proposée à l’étude des activités hydrolytiques d’autres 

espèces de Candida ainsi que de différentes bactéries. 

➢ Une étude plus approfondie de l'effet antibiofilm du [P66614][Phosphinate] sur divers 

modèles de biofilms mixtes à travers une analyse génétique. 

➢ Évaluation de la cytotoxicité de ce liquide ionique sur les cellules humaines et ce, en 

vue d'une meilleure évaluation de sa biocompatibilité. 

➢ Développement de formulations cliniques adaptées (revêtements de cathéters, gels ou 

solutions de lavage) incorporant ce composé actif pour prévenir et traiter les infections 

associées aux dispositifs médicaux. 
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 Annexe 1. Questionnaire descriptif du prélèvement. 

 

 

  

 

Patient  

Nom : 

Sexe :    Masculin Féminin 

Age : 

T (cº) :                      PA : 

Date d’admission au service : 

Motif d’hospitalisation : 

Traitement anti-infectieux : Traitement symptomatique : 

 

 

Antécédents : 

 

Covid19 :   Oui, infection récente     Statu vaccinal : 

                   Oui, infection ancienne (>6mois) vacciné                      Non vacciné   

                   Non 

                    

Echantillon : 

Date d’échantillonnage :    Au cours du traitement Fin du traitement  

Type de dispositif :    Cathéter veineux périphérique Sonde nasale 

                                     Cathéter veineux central Sonde digestive 

                                     Sonde urinaire Sonde d’intubation 

                                   

 

Temps de pose :       48h Remarques :  

                                     72h 

                                     ++ 

 

v 

Nº 

 

… 

 



 

 

 

Annexe 2. Rapport type du résultat d'identification des levures généré par le système 

VITEK® 2 (bioMérieux) 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

Annexe 3. Rapport type de résultats d'identification des bactéries à Gram positif généré 

par le système VITEK® 2 (bioMérieux) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

Annexe 4. Rapport type de résultats d'identification des bactéries à Gram négatif généré 

par le système VITEK® 2 (bioMérieux) 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

Annexe 5. Rapport type de résultats du test de sensibilité aux antibiotiques des bactéries 

à Gram positif généré par le système VITEK® 2 (bioMérieux) 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

Annexe 6. Rapport type de résultats du test de sensibilité aux antibiotiques des bactéries 

à Gram négatif généré par le système VITEK® 2 (bioMérieux) 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

Annexe 7. Données cliniques des patients. 

Patient Service Sexe Age 
Motif 
d'hospitalisation Antécèdent Antibiothérapie Chimiothérapie Covid-19 Infectivité 

1 Hématologie Féminin Adulte LAM Pas d'antécédent Présence  Présence  Infection ancienne Contamination 
2 Hématologie Féminin Aîné LLC Pas d'antécédent Présence  Présence  Infection récente Contamination 
3 Hématologie Masculin Adulte PTI Diabète, dyslipidémie Absence  Absence  Infection récente Colonisation 
4 Hématologie Masculin Adulte PTI Diabète, dyslipidémie Présence  Absence  Infection récente Colonisation 
5 Hématologie Masculin Adulte LMNH Pas d'antécédent Présence  Absence  Pas d’infection Infection 
6 Hématologie Féminin Aîné LAM Pas d'antécédent Absence  Présence  Pas d’infection Colonisation 
7 Hématologie Féminin Aîné LAM Pas d'antécédent Absence  Présence  Pas d’infection Contamination 
8 Hématologie Masculin Adulte PTI Diabète, dyslipidémie Absence  Absence  Infection récente Contamination 
9 Hématologie Masculin Adolescent LAL Pas d'antécédent Présence Absence  Pas d’infection Infection 

10 Hématologie Féminin Adulte LAM Goitre Présence Présence  Pas d’infection Colonisation 
11 Hématologie Masculin Adulte LAL Pas d'antécédent Absence Absence  Pas d’infection Pas d'infectivité 
12 Hématologie Masculin Adulte LAM Pas d'antécédent Absence Absence Pas d’infection Contamination 
13 Hématologie Féminin Adulte LAM Anémie Absence Présence Infection ancienne Colonisation 
14 Hématologie Masculin Adulte LAM Pas d'antécédent Présence Présence Pas d’infection Colonisation 
15 Hématologie Masculin Adulte LAM Pas d'antécédent Absence Absence Pas d’infection Colonisation 
16 Hématologie Masculin Adulte LAL Pas d'antécédent Présence Présence Pas d’infection Contamination 
17 Hématologie Masculin Adulte LAL Pas d'antécédent Absence Présence Pas d’infection Colonisation 
18 Hématologie Masculin Adulte LAM Pas d'antécédent Absence Absence Pas d’infection Pas d'infectivité 
19 Hématologie Masculin Adulte LAM Pas d'antécédent Absence Absence Pas d’infection Contamination 
20 Hématologie Masculin Adolescent LAL Pas d'antécédent Absence Absence Pas d’infection Pas d'infectivité 
21 Hématologie Masculin Adulte HDK Pas d'antécédent Absence Absence Infection récente Pas d'infectivité 
22 Hématologie Féminin Adulte LAM Goitre Présence Présence Pas d’infection Infection 
23 Hématologie Masculin Adulte LAM Pas d'antécédent Absence Absence Pas d’infection Pas d'infectivité 
24 Hématologie Masculin Adulte LAM Pas d'antécédent Présence Présence Pas d’infection Colonisation 
25 Hématologie Masculin Adulte HDK Pas d'antécédent Présence Absence Infection récente Colonisation 



 

 

 

26 Hématologie Masculin Adulte LAM Anémie Absence Présence Pas d’infection Pas d'infectivité 
27 Hématologie Masculin Adulte LAM Pas d'antécédent Absence Absence Pas d’infection Pas d'infectivité 
28 Hématologie Masculin Adulte LAM Pas d'antécédent Absence Absence Pas d’infection Contamination 
29 Hématologie Masculin Adulte LAL Pas d'antécédent Présence Présence Pas d’infection Colonisation 
30 Hématologie Masculin Adulte LAM Pas d'antécédent Absence Absence Pas d’infection Pas d'infectivité 
31 Hématologie Masculin Adulte LAM Pas d'antécédent Présence Absence Infection ancienne Infection 
32 Hématologie Masculin Adolescent LAM Pas d'antécédent Présence Présence Infection ancienne Contamination 
33 Hématologie Masculin Adolescent LAM Pas d'antécédent Présence Absence Pas d’infection Infection 
34 Hématologie Masculin Adolescent LAM Pas d'antécédent Présence Présence Pas d’infection Pas d'infectivité 
35 Hématologie Masculin Adulte LAM Pas d'antécédent Absence Présence Pas d’infection Pas d'infectivité 
36 Hématologie Masculin Adulte LAM Cardiopathie Présence Présence Pas d’infection Pas d'infectivité 
37 Néphrologie Féminin Adolescent GNMP Anémie Absence Absence Pas d’infection Pas d'infectivité 
38 Néphrologie Masculin Adulte IR Diabète HTA Absence Absence Pas d’infection Colonisation 
39 Néphrologie Féminin Adulte IR Pas d'antécédent Présence Absence Pas d’infection Contamination 
40 Néphrologie Féminin Aîné IR Diabète HBP goitre Absence Absence Pas d’infection Infection 
41 Néphrologie Féminin Adolescent NL LES Absence Absence Infection ancienne Colonisation 
42 Néphrologie Masculin Aîné IR HTA, lithiase rénale Absence Absence Pas d’infection Colonisation 
43 Néphrologie Masculin Adulte IR Cardiopathie Absence Absence Pas d’infection Contamination 
44 Néphrologie Masculin Adulte NS HTA Absence Absence Pas d’infection Contamination 
45 Néphrologie Masculin Adulte IR HTA Absence Absence Pas d’infection Infection 
46 Néphrologie Masculin Aîné IR Diabète, HTA, dyslipidémie Absence Absence Pas d’infection Colonisation 
47 Néphrologie Masculin Aîné PN Chirurgie récente Présence Absence Pas d’infection Infection  
48 Néphrologie Masculin Aîné PN Chirurgie récente Présence Absence Pas d’infection Contamination 
49 Néphrologie Féminin Adulte CCU Pas d'antécédent Présence Absence Pas d’infection Colonisation 
50 Néphrologie Masculin Adulte IR Pas d'antécédent Absence Absence Pas d’infection Infection 

* PN : pyélonéphrite (infection bactérienne aiguë ou chronique des reins) ; LAM : leucémie myéloïde aigue ; LES : Lupus Érythémateux Systémique (Maladie auto-immune chronique.) ; CCU : cancer du col de 

l’utérus; LLC : Leucémie Lymphoïde Chronique ; PTI: Purpura Thrombopénique Idiopathique (Maladie auto-immune dans laquelle le système immunitaire détruit les plaquettes) ; LMNH gastrique : Lymphome Malin 

Non Hodgkinien; LAL : Leucémie Aiguë Lymphoblastique ; HDK: Maladie de Hodgkin (Cancer du système lymphatique); GNMP : Glomérulonéphrite Membrano-Proliférative ; HTA : hypertension artérielle ; DLP : 

dyslipidémie ; LR : lésion rénale ; NL : néphrolithiase  


