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Résumé

Ce travail a porté sur I'évaluation de l'effet inhibiteur de 'amphotéricine B et de la
ciprofoloxacine seules et associées a la vitamine C des biofilms mixtes formés in vitro
par Candida albicansl/Pantoea agglomerans et Candida albicans2/Enterobacter

cloacae co-isolées de la cavité buccale d’enfants diabétiques de la ville de Tlemcen.

Les concentrations minimales inhibitrices de la vitamine C en mode planctoniques sont
de 5mg/mL vis-a-vis des levures de C. albicans et de P. agglomerans, et de 2,5mg/mL

vis-a-vis d’E. cloacae.

Les concentrations minimales inhibitrices sessiles (SCMlgy) augmentent avec la
maturation des biofilms formés par chaque espéce séparément, atteignant jusqu’a
512ug/mL pour la ciprofloxacine et 128ug/mL pour 'amphotéricine B. La vitamine C

montre une efficacité dose-dépendante malgré son interférence avec le XTT.

Toutes les souches testées sont formatrices de biofilms. Ce potentiel dépend de la
nature des biofilms, qu’ils soient mono ou multi-especes ainsi que du temps
d’incubation. En effet, pour les biofilms multi-especes, les deux associations (C. albicans
1/P. agglomerans et C. albicans2/E. cloacae) passent de la catégorie +2 (faiblement
formatrices de biofilms) a la catégorie+4 pour I'association C. albicans2/E. cloacae et a
la catégorie+5 pour C. albicansl1/P. agglomerans (fortement formatrices de biofilms)

pour des biofilms de 24 et 48 heures respectivement.

L’inhibition des biofilms multi-espéces s’est révélée la plus efficace lorsqu’ils sont traités
par I'association amphotéricine B/Ciprofloxacine/Vitamine C avec des taux d’inhibition
qui dépassent les 96%. Ces résultats soulignent [lintérét des combinaisons

thérapeutiques et I'importance d’un traitement précoce.

Mots clés : biofilms mixtes, C. albicans/bactéries Gram négatives, inhibition biofilms

mixtes, associations antimicrobiens/vitamine C, cavité buccale, enfants diabétiques



Abstract

This study focused on evaluating the inhibitory effect of amphotericin B and
ciprofloxacin, both individually and in combination with vitamin C, on mixed biofilms
formed in vitro by Candida albicansl/Pantoea agglomerans and Candida
albicans2/Enterobacter cloacae co-isolated from the oral cavity of diabetic children in the

city of Tlemcen.

The planktonic minimal inhibitory concentrations (MICs) of vitamin C were 5mg/mL

against C. albicans and P. agglomerans, and 2.5mg/mL against E. cloacae.

The sessile minimal inhibitory concentrations (SCMlg,) increased with the maturation of
biofilms formed by each species separately, reaching up to 512ug/mL for ciprofloxacin
and 128ug/mL for amphotericin B. Vitamin C showed a dose-dependent effectiveness
despite its interference with the XTT assay.

All tested strains were biofilm-forming. This potential depended on the nature of the
bioflms  (mono- or multi-species) as well as the incubation time.
Indeed, for multi-species biofilms, the two associations (C. albicansl/P. agglomerans
and C. albicans2/E. cloacae) progressed from category +2 (weak biofilm producers) to
category +4 for C. albicans2/E. cloacae and to category+5 for C. albicansl/P.

agglomerans (strong biofilm producers) for 24- and 48-hour biofilms, respectively.

The inhibition of multi-species biofilms was most effective when treated with the
combination of amphotericin B/Ciprofloxacin/Vitamin C, with inhibition rates exceeding
96%. These results highlight the importance of combination therapies and the need for

early treatment.

Keywords: mixed biofilms, C. albicans/Gram-negative bacteria, mixed biofilm inhibition,

antimicrobial combinations/vitamin, C oral cavity, diabetic children
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Dans leurs habitats naturels, les microogranismes se développent selon deux modes de
vie : un mode planctonique, libre ou les cellules isolées et indépendantes se déplacent
dans un milieu liquide, et un mode en biofilm avec des cellules sessiles ou agrégées.
Ce dernier étant souvent privilégié. Le choix du mode de vie en biofilm est une stratégie
de survie pour les microorganismes pathogénes car il leur permet d’échapper au stress,

a la phagocytose, a la restriction en nutriments et aux agents antimicrobiens

conventionnels (Olsen, 2015).

Par définition, les biofilms sont des communautés microbiennes dynamiques
structurées, fixées a une surface biotique ou abiotique et encastrées dans une matrice
exopolymérique autoproduite, avec un arrangement spatial optimal qui facilite I'apport
des nutriments et I'élimination des déchets [(Filloux et Vallet, 2003) ; (Jgrgensen et
al., 2015)].

La matrice exopolymérique est constituée majoritairement de polysaccharides
(alginates), de protéines, de lipides, d'’ADN extracellulaire et de canaux remplis d'eau
qui forment un réseau de circulation permettant, d’'une part, le passage de I'oxygéne et

les nutriments et d’autre part, 'évacuation des déchets (Jefferson, 2004).

Elle représente également une barriére physique limitant 'accés des antimicrobiens au
sein du biofilm, ce qui leur confére une résistance accrue aux différents traitement.
En effet, les microogranismes sessiles peuvent tolérer des concentrations en
antimicrobiens plus élevées que leurs homologues planctoniques (10 a 1000 fois
supérieure) [(Jefferson, 2004) ; (Heiby et al., 2010)].

De plus, l'activité de certains antibiotiques, peut étre affectée par le gradient de

nutriments et d’oxygene au sein du biofilm (Stewart et Costerton, 2001).

Les biofilms sont structurés en cinq compartiments interconnectés, le support, le biofilm
basal, le biofilm de surface, la phase liquide dans laquelle il est immergé, ainsi que la

phase gazeuse (Characklis et Marshall, 1990). (Figure N°1)


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=J%C3%B8rgensen+KM&cauthor_id=25873584
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Support

Biofilm Biofilm de Phase Gaz
basal surface liquide

Figure N°1 : Les cinq compartiments d’un biofilm (Characklis et Marshall, 1990)

D’un point de vue physico-chimique, le développement des biofilms passe par cing

phases bien distinctes.

La premiéere phase correspond a la formation quasi-instantané d’un film conditionnant
sur lequel les glycoprotéines et les polysaccharides vont s’adsorber modifiant ainsi les
propriétés de la surface. La deuxieme phase est caractérisée par le transport des
microorganismes vers la surface via des forces hydrodynamiques, des mécanismes de
diffusion, des mouvements Browniens, la gravité (sédimentation), et enfin la motilité

propre des cellules (Figure N°2).

Hydrodynamique Diffusion Mouvements Gravité Motilité
Browniens

Vfluide
—_—

Figure N°2 : Processus de transport des microorganismes vers le support
(Saur, 2014)
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Cette phase est suivie par 'adhésion microbienne qui est initiée par une adsorption
réversible faisant intervenir des forces de faible énergie telles que les forces de Van der
Waals London, les interactions électrostatiques et les interactions acido-basiques.
Des interactions spécifiques covalentes sont ensuite engagées et I'adhésion devient
irréversible [(Characklis et Marshall, 1990) ; (Wang et al., 2011)].

Une fois 'adhésion est irréversible, la formation des biofilms est inévitable. Lors de la
phase de prolifération, la production de la matrice exopolymérique est trés importante.
Des modifications métaboliques ainsi que des interactions intercellulaires assurant
I'organisation et la structure du biofilm, sont observées. Le processus de formation des
biofilms se termine par la phase de dispersion au cours de laquelle les microorganismes
peuvent interagir avec des signaux environnementaux et se détacher des surfaces,

permettant la colonisation et la formation de nouveaux biofiims (Marsh, 2004)

(Figure N°3).
————— /’—\ @ Bactérie Gram-
(4 <. — @ Levure
Cellules planctoniques
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Figure N°3 : Cycle de formation d’un biofilm polymicrobien (Crée avec figma.com)
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Dans un contexte infectieux, les biofilms sont majoritairement mixtes ou multi-especes
abritant diverses espéces (fongiques et bactériennes) et sont responsables de 65 a 80%
des infections polymicrobiennes (Pang et al., 2023).

Parmi les biofilms polymicrobiens, ceux de la plague dentaire et des maladies
parodontales sembles étre mieux décrits. Ces biofilms sont des environnements d’une
grande complexité et hétérogénéité, caractérisés par une diversité physique, chimique,
et biotique (Socransky et Haffajee, 2002).

La flore commensale orale est caractérisée par sa diversité microbienne composée de
bactéries, de levures dont les genres prédominants sont Candida, Aspergillus et
Fusarium. En effet, 'espéce Candida albicans fait partie de la microflore endogene

présente chez au moins 70% de la population humaine saine (Pappas et al., 2018).

Il s’agit d’'une levure polymorphe opportuniste, dotée de mécanismes d’adaptation
complexes qui lui permettent de survivre dans diverses conditions environnantes et de
causer une grande variété d’infections avec des atteintes superficielles (candidoses
mucocutanées) ou profondes (candidoses systémiques, souvent mortelles) (Alvarez-
Rueda et al., 2020).

Dans la cavité buccale, Candida albicans peut interagir avec les autres
microorganismes commensaux. En 2007, Klotz et al., ont montré que de nombreuses
candidémies étaient de nature polymicrobienne. Ainsi C. albicans posséde de
nombreuses opportunités d’interaction et de formation potentielle de biofilms
polymicrobiens avec d’autres espéces fongiques ou bactériennes (Ponde et al., 2021).
Plusieurs facteurs influencent le type d'interaction entre les cellules fongiques et
bactériennes au sein d’un biofilm, notamment l'espéce ainsi que des parametres
environnementaux tels que la température, le pH et le niveau de glucose (Roy et al.,
2021). C’est pourquoi, des relations d'antagonisme, de coopération, de mutualisme ou
de synergie, peuvent se produire dans un biofilm mixte formé par Candida albicans et

des espéces bactériennes (Tyasningsih, 2022).

C. albicans peut avoir des relations synergiques avec certaines bactéries anaérobies
par son potentiel a consommer rapidement 'oxygéne de son environnement, permettant

ainsi la survie et la croissance de ces bactéries (Fox et al., 2014) (Figure N°4).
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Des relations antagonistes ont également été décrites entre C. albicans et des bactéries
appartenant au genre Streptococcus. Ces dernieres produisent des acides qui peuvent
inhiber la formation d’hyphes par C. albicans (Lof et al., 2017). Une autre relation
antagoniste a été décrite entre C. albicans et P. aeruginosa. L’adhésion de
P. aeruginosa a la forme hyphale de C. albicans va induire la mort des cellules
fongiques. Cependant, le farnésol, produit par C. albicans perturbe le quorum sensing

de P. aeruginosa (Peleg et al., 2010).

Par ailleurs, certaines bactéries comme Staphylococcus aureus sont capables d’adhérer
uniquement aux formes filamenteuses de C. albicans, alors que Staphylococcus
epidermidis adhere aux deux formes filamenteuse et hyphale [(Adam et al., 2002) ;
(Harriott et Noverr, 2009)].

L’échange de nutriments est également possible entre S. aureus qui peut
consommer le cholestérol issu du métabolisme de C. albicans (Weidt et al., 2016).
De méme C. albicans peut consommer le lactate produit par S. mutans (Lof et al.,
2017).
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Figure N°4 : Différents types d’interactions entre C. albicans et les bactéries
(Lohse et al., 2017)

Les bactéries sont représentées en rouge (les Gram+ ont un contour noir et les Gram- ont un
contour rouge). A. Adhérence des bactéries a C. albicans ; B. relation synergique C.
communication inter-regne ; D. relation antagoniste E. échange de nutriments ou utilisation de

sous-produits du métabolisme.
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Ces multiples interactions au sein des biofilms polymicrobiens, renforcent la virulence et
la résistance des microogranismes qui le composent et compliquent, par conséquent, le
diagnostic et le traitement de ces infections (Lohse et al., 2020). Pour cela, la prise en
charge de ces infections associées aux biofilms mixtes est un réel défit tant sur plan

clinique qu’économique.

Pour pallier a ce probleme, plusieurs chercheurs se sont orientés vers le développement
de nouvelles approches thérapeutiques parmi lesquelles nous pouvons citer la

combinaison entre les agents antimicrobiens en vue d’optimiser leurs efficacités.

Les premiers travaux qui ont mis I'accent sur 'efficacité de I'association d’antifongiques
vis-a-vis des cellules sessiles de Candida albicans ont été menés en 2018, par Touil et
ses collaborateurs en utilisant 'amphotéricine B combinée a la caspofungine et au
voriconazole. Ces auteurs ont mis en évidence une intéraction synergique entre les
associations amphotéricine  B/voriconazole, amphotéricine B/caspofungine et
voriconazole/caspofungine vis-a-vis des cellules planctoniques et sessiles de Candida
albicans. De méme, Benahmed et al., (2023), ont montré que I'amphotéricine B
combinée a la colistine présente une meilleure efficacité vis-a-vis des biofilms mixtes
formés par Candida parapsilosis/Enterobacter cloacae comparée aux deux

antimicrobiens utilisés seuls. Cette interaction est de type synergique.

Par ailleurs, la vitamine C, en raison de ses propriétés antioxydantes et
immunomodulatrices, a suscité un intérét croissant en tant qu’adjuvant dans les
thérapies antimicrobiennes. Elle peut étre associée a des antibiotiques et antifongiques
pour moduler limmunité, I'expression génique et divers processus physiologiques

essentiels (Sorice et al., 2014).

En effet, des études ont montré que les propriétés antioxydantes de la vitamine C
peuvent contribuer a réduire le stress oxydatif et linflammation, ce qui pourrait
augmenter l'efficacité des antibiotigues dans la lutte contre les infections bactériennes,
notamment contre certaines pathogénes Gram-négatifs comme Pseudomonas, E. coli et
Enterobacter [(Liu et al., 2018) ; (Rafa et Rini, 2023)].
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De plus, Belhachemi et al (2021), ont montré que la complexation de I'amphotércine B

a des molécules antioxydantes comme la vitamine C, réduit I'oxydation lipidique induite

par cet antifongique avec une amélioration de son efficacité vis-a-vis de Candida
albicans ATCC10231.

Partant de ces données, nous avons entrepris cette étude qui a porté sur la :

>

Détermination des concentrations minimales inhibitrices de la vitamine C vis-vis des
cellules planctoniques de Candida albicans, d’Enterobacter cloacae complex et de

Pantoea agglomerans.

Mise en évidence du potentiel de formation de biofilms mono et multi-especes in vitro

par les souches étudiées.

Détermination des SCMlgy de I'amphotéricine B, de la ciprofloxacine et de la

vitamine C seules vis-a-vis des biofilms mono-espéces.

Evaluation de l'activité métabolique de Candida albicans, d’Enterobacter cloacae

complex et de Pantoea agglomerans au sein des biofilms mono et mutli-espéces.

Evaluation de l'effet inhibiteur des biofilms mixtes formés par les associations
Candida albicans/Pantoea agglomerans et Candida albicans/Enterobacter cloacae

par 'amphotéricine B, la ciprofloxacine et la vitamine C seules et combinées.
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Ce travail est réalisé au laboratoire de recherche « Antibiotiques Antifongiques :
physico-chimie, synthése et activité biologique » (LapSab) de I'Université Aboubekr
BELKAID-Tlemcen.

1. Matériel biologique
1.1. Microorganismes

Cette étude a porté sur deux levures de Candida albicans et de deux bactéries Gram
négatives co-isolées en 2024 de la cavité buccale d’enfants atteints d’un diabéte de
type 1 de la wilaya de Tlemcen. Il s’agit de Candida albicans/Pantoea agglomerans et

Candida albicans/Enterobacter cloacae.

Les souches sont entretenues par repiquages réguliers et conservées a +4°C sur
gélose Sabouraud pour les levures et sur gélose nutritive pour les bactéries.

Tableau N°1 : Concentrations minimales inhibitrices de I'amphotéricine B et de

la ciprofloxacine

Souches L’amphotéricine B La ciprofloxacine
Candida albicansl 1ug/mL /
Candida albicans2 0,125ug/mL /

Pantoea agglomerans / 0,25ug/mi
Enterobacter cloacae / 0,5ug/m|

1.2. Antimicrobiens

Nous avons utilisé un antifongique systémique, 'amphotéricine B et un antibiotique a

large spectre de la famille des fluoroquinolones, la ciprofloxacine.
1.3. Antioxydant

Notre choix a porté sur un antioxydant naturel, I'acide ascorbique ou la vitamine C

(vit C), disponible au laboratoire de recherche « LapSab» en poudre blanche
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(Sigma-Aldrich) avec une pureté de 99%. La vitamine C, est un dérivé d’ose qui

présente une structure a six atomes de carbone (CgHgOg) (Figure N°5).

Figure N°5 : Structure moléculaire de [P'acide ascorbique ou vitamine
(Brewer, 2011)

2. Méthodes
2.1. Préparation des solutions meéres des antimicrobiens

Les solutions méres des deux antimicrobiens sont préparées en extemporané par
dissolution de [I'amphotéricine B dans le diméthylsulfoxyde (DMSO) a une
concentration de 1,6mg/mL et de la cirpofloxacine dans I'eau distillée stérile a une

concentration de 512ug/mL.
2.2. Préparation de la vitamine C

La solution mére de la vitamine C est préparée en extemporané dans du
diméthylsulfoxide (DMSO) a une concentration de 40mg/mL pour les CMiIs et
160mg/mL pour le SCMIs.

Une dilution au Y2 est réalisée dans le milieu Roswell Park Memorial Institute
(RPMI-1640) tamponné a pH7 avec du MOPS a 0,165mol/L pour les levures et dans

le milieu Muller-Hinton pour les bactéries.

2.3. Préparation des sels de tétrazolium et de la ménadione

Cc
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Le tétrazolium  XTT  (2,3-bis(2-méthoxy-4-nitro-5-sulfo-phényl)-2H-tétrazolium-5
carboxanilide) provient des laboratoires SIGMA, est un indicateur de viabilité des

cellules.

Le XTT est dissous dans du tampon phosphate salé de sodium (PBS) pH 7,4 ; 10mM a
une concentration de 0,5g/L. La solution ainsi préparée est stérilisée par filtration a l'aide

d’un filtre millipore de porosité 0,22um, puis conservée a -20 °C a I'abri de la lumiére.

La ménadione (2-méthyl-1,4-naphtoquinone), également connue sous le nom de
vitamine K3 (SIGMA), est utilisée comme accepteur d’électrons dans la chaine
respiratoire. La solution mere de ménadione est préparée extemporanément dans de

I'acétone a une concentration de 0,17mg/mL, puis stérilisée par filtration.

1uL de la solution de ménadione est ajouté a 10mL de solution du XTT. Le mélange est

immédiatement filtré a travers un filtre millipore de 0,22um avant l'utilisation.

2.4. Détermination des concentrations minimales inhibitrices de la
vitamine C vis-a-vis des souches de Candida albicans, de
Pantoea agglomerans et d’Enterobacter cloacae

Les Concentrations Minimales Inhibitrices (CMIs) de la vitamine C vis-a-vis des deux
souches de C. albicansl, C. albicans2 sont déterminées par la technique de
microdilution sur microplaque 96 puits selon le protocole standard de Clinical and
Laboratory Standards Institute publié en 2008 qui recommande le milieu Roswell
Park Memorial Institute (RPMI-1640) (CLSI, 2008 M27-A3). Pour les deux bactéries
P. agglomerans et d’E. cloacae, nous avons suivi la méme technique que les levures

en suivant le protocole du CLSI, 2016 qui utilise le milieu Muller-Hinton.

Les concentrations cellulaires de départ sont fixées & 1,5x10° cellules/mL et &

107 UFC/mL pour les levures et les bactéries respectivement.

Dans les puits d’'une microplaque contenant 100uL de I'inoculum levurien ou bactérien,
nous avons jouté 100uL de la solution de vitamine C. Les concentrations finales en

vitamine C sont comprises entre 0,0195 et 10mg/mL.

Un contréle positif (inoculum seul) et un contrdle négatif (milieu de culture seul) sont

utilisés. La microplaque est ensuite scellée puis incubée a 37°C pendant 24 heures.
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La CMI correspond a la concentration de la vitamine C ou aucune croissance n’est
visible a I'ceil nu.
Les tests sont réalisés en triplicata.

2.5. Evaluation du potentiel des souches de Candida albicans, de
Pantoea agglomerans et d’Enterobacter cloacae a former des
biofilms mono-et multi-espéces

2.5.1. Formation des biofilms mono et multi-especes

Afin d’évaluer le potentiel des deux souches de Candida albicans, de Pantoea
agglomerans et d’Enterobacter cloacae a former des biofilms mono est multi-espéces in
vitro, nous avons suivi les protocoles de Pierce et al., (2008) et de Seghir et al., (2015)

respectivement.

Des précultures de 24 heures sur le milieu Sabouraud liquide pour les levures et sur le
milieu Brain Heart Infusion (BHIB) pour les bactéries sont centrifugées a 3000g pendant
5 minutes et & 1000g pendant 15 minutes a 4 °C respectivement. Les culots sont lavées
deux fois avec du PBS pH 7,4 ;10mM.

L’inoculum de départ est ajusté a 10° cellules/mL dans le RPMI (pH7) pour les levures

et a 10" UFC/mL dans le milieu Tryptic Soy (TSB) pour les bactéries.

Pour les biofiilms mono-espéeces, 100uL de chaque suspension cellulaire sont
introduits dans les puits des microplaques de 96 puits qui sont ensuite scellées et
placées dans une étuve a 37 °C pendant 24 et 48 heures. Pour les biofilms mixtes
formés par C. albicansl/P. agglomerans et C. albicans2/E. cloacae, 50uL de la
suspension levurienne sont mélangés avec 50uL d’'une suspension bactérienne a des
concentrations cellulaires de 10°%cellules/mL pour les levures et de 10°UFC/mL pour les
bactéries. Les microplaques sont scellées puis mises a incuber dans une étuve a 37°C

pendant 24 et 48 heures.

2.5.2. Evaluation de [lactivité métabolique des biofilms mono et

multi-especes formés in vitro
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Pour mesurer I'activité métabolique au sein des biofilms multi-especes formés in vitro
par C. albicansl/P. agglomerans et C. albicans2/E. cloacae, nous avons suivi le
protocole de Villar-Vidal et al., (2011), basé sur la réduction du XTT en formazan, un
composeé orange dont la concentration est déterminée par mesure de la densité optique

a une longueur d’'onde de 490nm dans le milieu extracellulaire.

Apres la formation des biofilms, les surnageants sont aspirés et les puits sont rincés 3
fois avec du PBS stérile (pH 7,4 ;10mM). 100uL du mélange XTT/ménadione sont
ajoutés a chaque puits.

Aprés incubation des microplaques pendant 3 a 4 heures a 37°C a I'abri de la lumiére,
un volume de 75uL du contenu de chaque puits est transféré dans de nouvelles

microplaques stériles, puis I'absorbance est mesurée a 490nm a l'aide d’un lecteur de

microplaques spectrophotométriqgue (Asys UVM 340).

Les concentrations minimales inhibitrices des cellules sessiles (SCMI) sont évaluées a

80% d’inhibition selon la formule suivante :

Moyenne des D049 avec antimicorbien

SCN”SO =100 [1 -

Moyenne des D049 Sans antimicorbien

Les microorganismes sont considérés comme formateurs de biofilms lorsque la densité
optique mesurée est supérieure ou égale a 0,200. En fonction de la valeur de cette

derniére, les levures sont regroupées en 6 catégories :

e Catégorie +1 (DO < 0,20) : souches non-formatrices de biofilms

e Catégorie + 2 (DO = 0,20 a 0,39) : souches faiblement formatrices de biofilms

e Catégories +3 (DO = 0,40 4 0,69) ; +4 (DO = 0,70 a 0,99) : souches modérément
formatrices de biofilms

e Catégorie +5 (DO =1 a 1,29), +6 (DO > 1,30) : souches hautement formatrices
de biofilms

2.6. Inhibition in vitro des biofilms mono et multi-especes de
C. albicans, E. cloacae et P. agglomerans

2.6.1. Inhibition des biofilms mono-espéces
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Les biofilms mono-espéces de C. albicansl, C. albicans2, E. cloacae et
P. agglomerans, sont formés in vitro dans les puits d’'une microplaque en polystyréne

selon le protocole de Pierce et al., (2008) décrit précédemment.

Les antimicrobiens (amphotéricine B et ciprofloxacine) et la vitamine C sont ajoutés aux
puits des microplaques au temps zéro de la croissance (début de la phase d’adhésion)

et apres 24 heures (phase de prolifération).

L’effet inhibiteur de I'amphotéricine B, de la ciprofolxacine et de la vitamine C seules et
associées est évalué par quantification de l'activité métabolique des biofilms formés

selon le protocole de Villar-Vidal et coll., (2011) décrit précédemment.
a. Phase d’adhésion initiale

Un volume de 100uL de la suspension levurienne ou bactérienne est déposé dans les
puits d’'une microplaque a 96 puits, auxquels sont ajoutés 100uL de Il'un des
antimicrobiens a tester. Apres homogénéisation, une série de dilution de ¥z de puits en

puits est effectuée.

Les concentrations finales de 'amphotéricine B, de la ciprofloxacine et de la vitamine C
varient respectivement de 0,125 a 64ug/mL, de 0,5 a 256ug/mL et de 0,078 a
40mg/mL. Les microplaques ainsi préparées sont scellées puis placées dans une étuve

a 37°C pendant 24 heures a 37° C. Chaque test est réalisé en duplicata.
b. Phase de prolifération

100uL de la solution d’amphotéricine B, de cirpofloxacine ou de vitamine C sont ajoutés
aux puits d’'une microplaque dans lesquels des biofiims de 24 heures ont été formés

selon le protocole de Pierce et al., (2008).

Les concentrations finales varient de 0,25 a 128ug/mL pour I'amphotéricine B, de 1 a

512ug/mL pour la ciprofloxacine et de 0,156 a 80mg/mL pour la vitamine C.
Les microplaques sont scellées et placées dans une étuve a 37° C pendant 24 heures.

2.6.2. Inhibition des biofilms multi-espéces C. albicansl/
P. agglomerans et C. albicans2/E. cloacae
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Pour I'évaluation de l'effet inhibiteur de 'amphotéricine B, la ciprofloxacine et la vitamine
C seules et associées sur des biofilms multi-especes formés in vitro par C. albicansl/
P. agglomerans et C. albicans2/E. cloacae, nous avons suivi le protocole de Benahmed
et al., (2023).

L’amphotéricine B est utilisée a des concentrations finales de 32ug/mL pour la souche
C. albicansl et de 16ug/mL pour la souche C. albicans2. Quant a la ciprofloxacine, les
concentrations finales sont de 128ug/mL pour P. agglomerans et de 64ug/mL pour

E. cloacae.

Il est important de noter que les concentrations finales de I'amphotéricine B et de la
ciprofloxacine utilisées correspondent a leurs SCMlgy respectives vis-a-vis des levures
et des bactéries testées.

Concernant la vitamine C, nous avons choisi deux concentrations finales, 0,078mg/mL
et 0,039mg/mL. Ce choix est basé sur les travaux de Abdelraheem et al., (2022), qui
ont montré que des concentrations sub-inhibitrices de la vitamine C comprises entre
0,0195 et 0,3125mg/mL, exercent un effet anti-biofilm (100% d’inhibition) vis-a-vis des

bactéries gram négatives.
a. Phase d’adhésion initiale

25uL de la suspension levurienne et 25uL de la suspension bactérienne sont introduits
dans les puits d'une microplaque 96 puits auxquels sont ajoutés 50uL des
antimicrobiens et de la vitamine C seuls (AmB, Cipro et VitC) et associés (AmB/Cipro ;
AmB/VitC, Cipro/VitC et AmB/Cipro/VitC). Les microplagues sont scellées et mises a

incuber pendant 24 heures a 37° C.
b. Phase de prolifération

Dans les puits d’'une microplaque contenant des biofilms de 24 heures, nous avons
introduit 100uL de la solution d’antimicrobiens et de la vitamine C seuls (AmB, Cipro et
VitC) et associés (AmB/Cipro; AmB/VitC, Cipro/VitC et AmB/Cipro/VitC) selon le
protocole de Benahmed et al., (2023).

L’activité métabolique est évaluée selon le protocole de Villar-Vidal et al., (2011) décrit

précédemment.
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2.7. Etude statistique

Une analyse statistique basée sur un test ANOVA a un facteur, suivie du test de Tukey,
est réalisée afin de comparer I'effet des différents traitements (monothérapie, bithérapie

et trithérapie), avec un seuil de signification fixé a p < 0,05.
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Résumé
Ce travail a porté sur I'évaluation de I'effet inhibiteur de I'amphotéricine B et de la ciprofoloxacine seules et associées a la
vitamine C des biofilms mixtes formés in vitro par Candida albicans1/Pantoea agglomerans et Candida albicans2/Enterobacter
cloacae co-isolées de la cavité buccale d’enfants diabétiques de la ville de Tlemcen.

Les concentrations minimales inhibitrices de la vitamine C en mode planctoniques sont de 5mg/mL vis-a-vis des levures de C.
albicans et de P. agglomerans, et de 2,5mg/mL vis-a-vis d’E. cloacae.

Les concentrations minimales inhibitrices sessiles (SCMIlg,) augmentent avec la maturation des biofilms formés par chaque
espéce séparément, atteignant jusqu’'a 512ug/mL pour la ciprofloxacine et 128ug/mL pour 'amphotéricine B. La vitamine C
montre une efficacité dose-dépendante malgré son interférence avec le XTT.

Toutes les souches testées sont formatrices de biofilms. Ce potentiel dépend de la nature des biofilms, qu’ils soient mono ou
multi-espéces ainsi que du temps d’incubation. En effet, pour les biofilms multi-espéces, les deux associations (C. albicans 1/P.
agglomerans et C. albicans2/E. cloacae) passent de la catégorie +2 (faiblement formatrices de biofilms) a la catégorie+4 pour
I'association C. albicans2/E. cloacae et a la catégorie+5 pour C. albicans 1/P. agglomerans (fortement formatrices de biofilms)
pour des biofilms de 24 et 48 heures respectivement.

L’inhibition des biofilms multi-especes s’est révélée la plus efficace lorsqu’ils sont traités par I'association amphotéricine
B/Ciprofloxacine/Vitamine C avec des taux d'inhibition qui dépassent les 96%. Ces résultats soulignent l'intérét des
combinaisons thérapeutiques et 'importance d’un traitement précoce.

Mots clés : biofims mixtes, C. albicans/bactéries Gram négatives, inhibition biofilms mixtes, associations
antimicrobiens/vitamine C, cavité buccale, enfants diabétiques

Abstract
This study focused on evaluating the inhibitory effect of amphotericin B and ciprofloxacin, both individually and in combination
with vitamin C, on mixed biofilms formed in vitro by Candida albicansl/Pantoea agglomerans and Candida
albicans2/Enterobacter cloacae co-isolated from the oral cavity of diabetic children in the city of Tlemcen.

The planktonic minimal inhibitory concentrations (MICs) of vitamin C were 5mg/mL against C. albicans and P. agglomerans,
and 2.5mg/mL against E. cloacae.

The sessile minimal inhibitory concentrations (SCMlg,) increased with the maturation of biofilms formed by each species
separately, reaching up to 512pg/mL for ciprofloxacin and 128pg/mL for amphotericin B. Vitamin C showed a dose-dependent
effectiveness despite its interference with the XTT assay.

All tested strains were biofilm-forming. This potential depended on the nature of the biofilms (mono- or multi-species) as well as
the incubation time.
Indeed, for multi-species biofilms, the two associations (C. albicans1/P. agglomerans and C. albicans2/E. cloacae) progressed
from category +2 (weak biofilm producers) to category +4 for C. albicans2/E. cloacae and to category+5 for C. albicans1/P.
agglomerans (strong biofilm producers) for 24- and 48-hour biofilms, respectively.

The inhibition of multi-species biofims was most effective when treated with the combination of amphotericin
B/Ciprofloxacin/Vitamin C, with inhibition rates exceeding 96%. These results highlight the importance of combination therapies
and the need for early treatment.

Keywords: mixed biofilms, C. albicans/Gram-negative bacteria, mixed biofilm inhibition, antimicrobial combinations/vitamin, C
oral cavity, diabetic children



