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 الملخص 

هدفت هذه الدراسة إلى تقييم حساسية سلالات بكتيرية مختلفة تجاه المضادين الحيويين الجنتاميسين والسيفتازيديم، من 

قدرة  ، باستخدام طريقة التخفيف المجهري في الوسط السائل. كما تمّت دراسة(CMI) خلال تحديد التركيز المثبط الأدنى

هذه السلالات على تكوين الأغشية الحيوية في ظروف الزرع أحادي النوع ومتعدد الأنواع، باستخدام طريقة التلوين 

 .بالبنفسج البلوري

 

أظهرت النتائج تباينًا في حساسية السلالات البكتيرية للمضادات الحيوية حسب النوع البكتيري. تراوحت قيم التركيز 

 لدى سلالات (µg/mL 5.1.0) ، حيث سُجلت أدنى قيمةµg/mL .2و 5.1.0ميسين بين المثبط الأدنى للجنتا

Pseudomonas stutzeri وStaphylococcus warneri وStaphylococcus epidermidis في حين ،

أما بالنسبة للسيفتازيديم، فقد تراوحت القيم  .Sphingomonas paucimobilis لدى (µg/mL .2) بلغت أعلى قيمة

 µg/mL 1، وقيمة P. stutzeriو .Pantoea spp لدى µg/mL 0..5، مع تسجيل قيمة µg/mL 1و 0..5 بين

 .S. epidermidisو S. warneriو S. paucimobilis لدى

 

 .S كما أظهرت دراسة تكوين الأغشية الحيوية اختلافًا في القدرة على تكوينها بين السلالات المدروسة. فقد أظهرت

epidermidis وP. stutzeri قدرة قوية على تكوين الأغشية الحيوية، بينما كانت القدرة ضعيفة لدى Pantoea 

spp. وS. paucimobilis. وفي الزرع متعدد الأنواع، أظهر المزيج المكوّن من S. warneri وS. 

paucimobilis  نانومتر 2.5عند  5.000قدرة متوسطة على تكوين الغشاء الحيوي، بقيمة كثافة ضوئية بلغت. 

 

تُبرز هذه النتائج أهمية التقييم المتزامن لحساسية البكتيريا للمضادات الحيوية وقدرتها على تكوين الأغشية الحيوية، بهدف 

 .تحسين توصيف سلوك السلالات البكتيرية المدروسة والمساهمة في فهم أفضل للعدوى المرتبطة بالأغشية الحيوية

 

المثبط الأدنى، الجنتاميسين، السيفتازيديم، الأغشية الحيوية، الزرع أحادي النوع، الزرع متعدد  : التركيزالكلمات المفتاحية

 .الأنواع
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Résumé 

 

Cette étude avait pour objectif d’évaluer la sensibilité de différentes souches 
bactériennes à deux antibiotiques, la gentamicine et la ceftazidime, par la 
détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI), en utilisant la méthode 
de microdilution en milieu liquide. Dans un second temps, la capacité des souches 
bactériennes à former des biofilms a été étudiée en conditions mono-espèce et multi-
espèces, par la méthode de coloration au violet de cristal. 
 
Les résultats ont montré une variabilité de la sensibilité aux antibiotiques selon 
l’espèce bactérienne. Les valeurs de CMI de la gentamicine variaient de 0,125 à 32 
µg/mL. La valeur minimale (0,125 µg/mL) a été observée chez Pseudomonas 
stutzeri, Staphylococcus warneri et Staphylococcus epidermidis, tandis que la valeur 
maximale (32 µg/mL) a été enregistrée chez Sphingomonas paucimobilis. Pour la 
ceftazidime, les CMI variaient entre 0,25 et 1 µg/mL, avec une valeur de 0,25 µg/mL 
pour Pantoea spp. et P. stutzeri, et de 1 µg/mL pour S. paucimobilis, S. warneri et S. 
epidermidis. 
 
L’étude de la formation des biofilms a également révélé une variabilité entre les 
souches étudiées. S. epidermidis et P. stutzeri ont présenté une forte capacité de 
formation de biofilm, tandis que Pantoea spp. et S. paucimobilis ont montré une 
faible capacité. En conditions multi-espèces, l’association de S. warneri et S. 
paucimobilis a présenté une capacité moyenne de formation de biofilm, avec une 
densité optique de 0,558 à 620 nm. 
 
Ces résultats soulignent l’importance d’évaluer conjointement la sensibilité 
bactérienne aux antibiotiques et la capacité de formation de biofilms, afin de mieux 
caractériser le comportement des souches étudiées et de contribuer à une meilleure 
compréhension des infections associées aux biofilms. 
 
Mots-clés : concentration minimale inhibitrice, gentamicine, ceftazidime, biofilm, 
mono-espèce, multi-espèces. 
 

  

  



 

 

Abstract  

This study aimed to evaluate the susceptibility of different bacterial strains to two 

antibiotics, gentamicin and ceftazidime, by determining the minimum inhibitory 

concentration (MIC) using the broth microdilution method. In a second step, the 

ability of the bacterial strains to form biofilms was investigated under mono-species 

and multi-species culture conditions using the crystal violet staining method. 

 

The results showed variability in antibiotic susceptibility according to the bacterial 

species. Gentamicin MIC values ranged from 0.125 to 32 µg/mL. The lowest value 

(0.125 µg/mL) was observed in Pseudomonas stutzeri, Staphylococcus warneri and 

Staphylococcus epidermidis, whereas the highest value (32 µg/mL) was recorded for 

Sphingomonas paucimobilis. For ceftazidime, MIC values ranged from 0.25 to 1 

µg/mL, with a value of 0.25 µg/mL for Pantoea spp. and P. stutzeri, and 1 µg/mL for 

S. paucimobilis, S. warneri and S. epidermidis. 

 

The study of biofilm formation also revealed variability among the bacterial strains. S. 

epidermidis and P. stutzeri showed a strong biofilm-forming capacity, whereas 

Pantoea spp. and S. paucimobilis exhibited a low capacity. Under multi-species 

conditions, the association of S. warneri and S. paucimobilis showed a moderate 

biofilm-forming capacity, with an optical density of 0.558 at 620 nm. 

 

These findings highlight the importance of jointly assessing bacterial antibiotic 

susceptibility and biofilm-forming capacity in order to better characterize the behavior 

of the studied bacterial strains and contribute to a better understanding of biofilm-

associated infections. 

 

Keywords: minimum inhibitory concentration, gentamicin, ceftazidime, biofilm, 

mono-species, multi-species. 
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DEUXIÈME PARTIE : MATÉRIEL ET MÉTHODES ...................................................7  

1.Purification des bactéries ..........................................................................................8  

2. Identification des bactéries .......................................................................................8  

3. Détermination des concentrations minimales inhibitrices (CMI) des antibiotiques vis- 

à- vis des souches isolées ...........................................................................................8  

4. Evaluation de la capacité́ des souches co-isolées d'un même prélèvement à former  

in vitro des biofilms mono et multi-espèce...................................................................9 

5. Quantification de la biomasse des biofilms formés in vitro par la coloration au Cristal  

violet...........................................................................................................................10  
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2. Évaluation de la capacité des souches co-isolées à former in vitro des biofilms 

mono- et multi-espèces ..............................................................................................12  

3.Concentrations minimales inhibitrices de la gentamicine et ceftazidime vis-à-vis des 

souches bactériennes étudiées 

..................................................................................14 QUATRIÈME PARTIE : 
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Les infections associées aux soins constituent un problème majeur de santé publique 

à l’échelle mondiale en raison de leur impact important sur la morbidité, la mortalité et 

la durée d’hospitalisation des patients. Selon l’enquête européenne de prévalence 

réalisée en 2022-2023, environ 7,1 % des patients hospitalisés contractent une 

infection associée aux soins, particulièrement dans les services à haut risque tels que 

les unités de réanimation et de chirurgie [(Bourigault et al., 2018 ; ECDC, 2024)].  

L’environnement hospitalier constitue également un réservoir potentiel de 

microorganismes pouvant contribuer à la transmission des infections associées aux 

soins (Cruz-López et al., 2023).  

Ces infections peuvent être liées aux patients hospitalisés eux-mêmes, mais 

également aux visiteurs ou au personnel exposés à l’environnement hospitalier, 

incluant l’eau et les surfaces partagées. La transmission peut se faire par différents 

moyens, principalement par contact direct, par contamination des mains du personnel 

soignant ou par exposition à des surfaces, objets et dispositifs médicaux contaminés, 

favorisant ainsi la propagation des microorganismes [(Hassan et al., 2015) ; (Fijan et 

al., 2024)]. Les surfaces hospitalières peuvent en outre favoriser la persistance de 

certains microorganismes, constituant ainsi un réservoir potentiel de contamination 

(Schapira et al., 2024).  

Parmi les microorganismes responsables de ces infections, Staphylococcus aureus 

figure parmi les pathogènes fréquemment isolés, aux côtés des espèces du genre 

Pseudomonas et Escherichia coli, souvent associées à une résistance accrue aux 

antibiotiques. La capacité de ces bactéries à adhérer aux surfaces et aux dispositifs 

médicaux favorise leur persistance dans l’environnement hospitalier ainsi que la 

formation de biofilms, considérée comme un facteur important de tolérance aux 

traitements antimicrobiens et de persistance des infections [(Saikeerthana et al., 

2021) ; (Weinbsen & Inkster, 2021)]. Les biofilms peuvent ainsi se développer sur 

différents types de dispositifs médicaux et contribuer à la persistance des 

microorganismes dans les infections associées aux soins (Wang et al., 2024). Ainsi, 

le biofilm est défini comme une communauté de microorganismes adhérant à des 

surfaces biotiques ou abiotiques et enveloppée dans une matrice extracellulaire 

composée essentiellement de polysaccharides, d’ADN extracellulaire, de protéines et 

d’autres biomolécules (Karygianni et al., 2020 ; Zafer et al., 2024). La formation des 
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biofilms se déroule en plusieurs étapes successives (Figure N°1). Les cellules 

bactériennes planctoniques migrent initialement vers une surface et s’y attachent de 

manière réversible sous l’effet d’interactions physico-chimiques. Après l’adhésion, les 

bactéries commencent à produire des composants de la matrice extracellulaire 

polymérique, qui renforcent leur fixation à la surface. Les bactéries prolifèrent ensuite 

progressivement et forment des microcolonies organisées, qui évoluent vers un biofilm 

mature caractérisé par une forte densité cellulaire et une organisation structurée. 

Enfin, certaines cellules peuvent se détacher du biofilm mature et coloniser de 

nouvelles surfaces, participant ainsi à la dissémination des microorganismes            

(Yajuan et al., 2022)  

  

  

  

Figure N°1 : Étapes de formation du biofilm bactérien (Ruixiang et al., 2022).  
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La formation et la maturation des biofilms confèrent aux bactéries des propriétés 

favorisant leur persistance. Les bactéries organisées en biofilm présentent ainsi une 

tolérance accrue aux agents antimicrobiens par rapport aux cellules planctoniques.  

Cette tolérance repose sur plusieurs mécanismes, notamment l’établissement de 

gradients de nutriments et d’oxygène au sein du biofilm, l’activation de réponses au 

stress, le ralentissement de la croissance bactérienne ainsi que la présence de cellules 

à faible activité métabolique [(Stewart et al., 2019) ; (Zafer et al., 2024)]. La matrice 

extracellulaire polymérique (EPS) joue également un rôle essentiel en formant une 

barrière protectrice pouvant limiter la diffusion de certains agents antimicrobiens et en 

contribuant au maintien de la stabilité du biofilm (Hathroubi et al., 2020). Par ailleurs, 

les bactéries localisées dans les régions profondes du biofilm sont exposées à de 

faibles concentrations en nutriments et en oxygène, ce qui peut entraîner un 

ralentissement de leur croissance. Cette faible activité métabolique peut ainsi diminuer 

l’efficacité de certains antibiotiques ciblant les cellules en multiplication active 

(Beebout et al., 2021).  

Les biofilms peuvent être constitués d’une seule espèce bactérienne ou regrouper 

plusieurs espèces au sein d’une même communauté. Dans l’environnement 

hospitalier, les microorganismes peuvent coexister et former des biofilms 

multiespèces, également appelés biofilms mixtes. Ces communautés sont 

caractérisées par des interactions entre les différentes espèces présentes, qui peuvent 

être de nature coopérative ou compétitive et influencer leur croissance, leur 

organisation spatiale ainsi que les propriétés globales du biofilm [(Luo et al., 2022 ; 

Ouidir et al., 2022)]. Ces interactions peuvent également modifier la réponse des 

microorganismes aux agents antimicrobiens et entraîner une tolérance différente de 

celle observée dans les biofilms mono-espèces (Dittmer et al., 2023). Elles peuvent 

ainsi favoriser la persistance des communautés bactériennes et compliquer leur 

élimination            

(Biswas et al., 2024). L’étude des biofilms multi-espèces permet donc de mieux 

comprendre les interactions entre les microorganismes et les facteurs susceptibles de 

favoriser leur persistance dans différents contextes infectieux (Kulshrestha et Gupta, 

2022).  
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Parmi les bactéries susceptibles d’être impliquées dans les infections associées aux soins, 

les staphylocoques occupent une place importante. Staphylococcus aureus et  

Staphylococcus epidermidis figurent parmi les principales espèces de staphylocoques 

impliquées dans les infections associées aux dispositifs médicaux, en particulier en raison 

de leur capacité à adhérer aux surfaces et à former des biofilms [(François et al., 2023) ; 

(Francis et al., 2023)]. Bien que S. epidermidis fasse partie de la flore cutanée normale, il 

constitue un pathogène opportuniste important dans les infections liées aux dispositifs 

médicaux, notamment grâce à sa capacité à former des biofilms sur les surfaces abiotiques 

(Daffinee et al., 2023). Staphylococcus warneri est également un staphylocoque à 

coagulase négative pouvant être associé à différentes infections, particulièrement chez les 

patients porteurs de dispositifs médicaux. Sa capacité à former des biofilms peut varier 

selon les souches étudiées, ce qui pourrait expliquer les différences de comportement 

observées entre les isolats [(Szczuka et al., 2016) ; (Ravaioli et al., 2024)].  

Par ailleurs, Pseudomonas stutzeri possède des capacités d’adhésion et de formation 

de biofilm associées à la production de substances polymériques extracellulaires 

(Zhang et al., 2020). Sphingomonas paucimobilis, bacille à Gram négatif opportuniste, 

peut être responsable d’infections chez des patients hospitalisés, en particulier dans 

certains services à risque (Aşkın et al., 2022). Des infections associées à cette espèce 

ont également été rapportées dans différents contextes cliniques (Sinha et al., 2023). 

De plus, certaines espèces du genre Pantoea présentent des propriétés associées à 

la formation de biofilms et à la production de substances extracellulaires pouvant 

intervenir dans les interactions avec les surfaces (Essghaier et al., 2023).  

La capacité des bactéries à persister sous forme de biofilm constitue ainsi un facteur 

susceptible de limiter l’efficacité des traitements antimicrobiens. Les antibiotiques 

demeurent néanmoins essentiels dans la prise en charge des infections bactériennes, 

et l’étude de la sensibilité des isolats à ces agents permet d’évaluer leur réponse aux 

traitements utilisés en clinique. Parmi les antibiotiques étudiés, la gentamicine et la 

ceftazidime appartiennent à deux familles pharmacologiques différentes et présentent 

des mécanismes d’action distincts.  

La gentamicine appartient à la famille des aminosides et agit principalement en se 

fixant sur la sous-unité 30S du ribosome bactérien, perturbant ainsi la synthèse 

protéique et entraînant une altération de la fonction cellulaire bactérienne. Toutefois, 
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son utilisation doit tenir compte de l’émergence de mécanismes de résistance pouvant 

compromettre son efficacité [(Webster et Shepherd, 2022) ; (Thy et al., 2023)].  

La ceftazidime appartient quant à elle à la famille des céphalosporines de troisième 

génération. Elle exerce son activité antibactérienne en inhibant la synthèse de la paroi 

bactérienne par perturbation de la formation du peptidoglycane. Elle présente une 

activité contre plusieurs bactéries à Gram négatif, dont certaines espèces du genre 

Pseudomonas. Cependant, son efficacité peut être compromise par différents 

mécanismes de résistance, notamment la production de β-lactamases, les 

modifications des protéines cibles, les modifications de la perméabilité membranaire 

et l’activité de pompes d’efflux [(Kamali et al., 2021) ; (Yousefpour et al., 2021) ; 

(Mojica et al., 2023) ; (Hardie et al., 2025]).  

  

C’est dans ce contexte que s’inscrit notre étude, qui a pour objectifs de tester la 

sensibilité des souches isolées vis-à-vis de la gentamicine et de la ceftazidime, puis 

d’étudier leur capacité à former des biofilms mono- et multi-espèces.  

Ainsi, la capacité des bactéries à former des biofilms, associée à leur réponse variable aux 

antibiotiques, peut favoriser leur persistance dans les environnements hospitaliers. Cette 

situation est particulièrement complexe lorsque plusieurs espèces coexistent au sein d’un 

même biofilm, car les interactions entre elles peuvent modifier leurs propriétés et leur 

comportement. Il apparaît donc nécessaire d’étudier conjointement la sensibilité des 

souches bactériennes aux antibiotiques et leur capacité à former des biofilms, en conditions 

mono-espèces et multi-espèces, afin de mieux comprendre leur comportement et leur 

potentiel de persistance. 
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Ce travail a été réalisé au laboratoire « Antibiotiques Antifongiques physico-chimie, 

synthèse et activité biologique »(LapSab) de l’Université Aboubekr Belkaid Tlemcen.  

Cette étude a porté sur une collection de souches bactériennes isolées en 2025 à 

partir de l’environnement hospitalier du service de chirurgie A du Centre 

HospitaloUniversitaire (CHU) de Tlemcen.  

1. Purification des bactéries  

Avant leur utilisation, la purification ainsi que la revivication des souches sont réalisées 

par passages successifs sur le milieu Chapman pour les bactéries Gram-positives 

(staphylocoques) et le milieu MacConkey pour les bactéries Gram-négatives. Chaque 

souche pure est ensuite ensemencée dans un tube contenant de la gélose nutritive 

inclinée, puis incubée à 37 °C pendant 24 h avant d’être conservée à +4 °C.  

2. Identification des bactéries  

L’identification des souches a été réalisée par coloration de Gram, croissance sur 

milieu CHROM-Agar Orientation ainsi que par l’automate VITEK 2 (VK2C17756).  

3. Détermination des concentrations minimales inhibitrices (CMI) des 

antibiotiques vis-à-vis des souches isolées  

Les Concentrations Minimales Inhibitrices de la gentamicine et de la ceftazidime visà-

vis des souches isolées sont déterminées par la technique de microdilution sur 

microplaque 96 puits selon le protocole standard du Clinical and Laboratory Standards 

Institute M100 S23 (CLSI, 2016).  

À partir d’une pré-culture de 24 heures sur gélose nutritive, des colonies bactériennes 

isolées sont prélevées et suspendues dans 3 mL d’eau physiologique stérile à 0,85 %. 

La turbidité de cette suspension a été ajustée à l’aide d'un spectrophotomètre afin 

d’obtenir une densité optique comprise entre 0,08 et 0,13 à 620 nm. Par la suite, une 

dilution au 1/10 a été réalisée dans du bouillon Mueller-Hinton.  

Deux antibiotiques sont testés, la gentamicine et la ceftazidime. Leurs solutions mères 

sont préparées en extemporané par dissolution dans de l’eau distillée stérile à une 

concentration de 1024 µg/mL pour la gentamicine et de 2 mg/mL pour la ceftazidime.  

Dans les puits d’une microplaque, 50 µL de la suspension bactérienne à une 

concentration de 10⁷ cellules/mL sont introduits, auxquels sont ajoutés 50 µL de 
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l’antibiotique à tester avec des concentrations finales comprises entre 128 et 0,25 

µg/mL. Un contrôle positif (inoculum seul) et un contrôle négatif (bouillon 

MuellerHinton seul) sont utilisés. Les microplaques sont ensuite scellées puis 

incubées à 37 °C pendant 18 à 24 heures.  

Un contrôle interne est réalisé en utilisant des souches de référence, Pseudomonas 

aeruginosa ATCC 27853 et Staphylococcus aureus ATCC 25923.  

Après incubation, les CMI désignent la concentration d’antibiotique à laquelle aucune 

croissance bactérienne n’est visible à l’œil nu.  

4. Évaluation de la capacité des souches co-isolées d’un même prélèvement à 

former in vitro des biofilms mono et multi-espèces  

Les suspensions sont ajustées à 10⁶  UFC/mL pour les bactéries (Seghir et al., 

2015). Dans des microplaques de polystyrène à 96 puits à fond rond, 100 µL de 

suspension microbienne sont déposés par puits pour la formation de biofilms mono-

espèces.  

Afin d’évaluer le potentiel des souches à former des biofilms mono et multi-espèces in 

vitro.  

Les précultures des souches bactériennes ont été réalisées dans 1 mL de bouillon 

cœur-cervelle (BHIB).  

Après 24 h d’incubation, les suspensions ont été centrifugées à 1 000 g pendant 15 

min à 4 °C. Les culots sont lavés deux fois avec du PBS stérile (pH 7,4 ; 10 mM) puis 

remis en suspension dans le bouillon trypticase soja (TSB).  

Après ajustement, une dilution au 1/10 a été réalisée en mélangeant de la suspension 

bactérienne ajustée avec de bouillon TSB.  

La suspension obtenue a ensuite été distribuée dans une microplaque stérile à 96 

puits à raison de 100 µL par puits.  

Les suspensions sont ajustées à 10⁷ cellules/mL (Seghir et al., 2015). Dans des 

microplaques de polystyrène à 96 puits, 100 µL de suspension microbienne sont 

déposés dans chaque puits pour la formation de biofilms mono-espèces. Les 

microplaques sont ensuite incubées dans une étuve pendant 24 heures à 37°C.  
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Pour les biofilms mixtes, des volumes égaux (50 µL) de suspensions bactériennes sont 

combinés dans chaque puits. Les microplaques sont incubées à 37 °C pendant 24 

heures. Des puits contenant uniquement le milieu de culture servent de témoin négatif.  

5. Quantification de la biomasse des biofilms formés in vitro par la méthode de 

coloration au cristal violet  

Après la formation des biofilms, le milieu de culture est aspiré et les puits sont lavés 

avec du PBS afin d’éliminer les cellules non adhérentes. Par la suite, les biofilms 

formés sont traités avec 100 µL de méthanol absolu pour leur fixation. Après incubation 

à température ambiante pendant 15 minutes, les puits sont rincés puis colorés avec 

100 µL de solution de cristal violet pendant 20 minutes. Les puits ont ensuite été lavés, 

puis 150 µL d’acide acétique à 33 % ont été additionnés afin de libérer le cristal violet 

lié aux biofilms. Les densités optiques ont été mesurées à l’aide d’un lecteur de 

microplaques à une longueur d’onde de 570 nm (Christensen et al., 1985).  

Les valeurs obtenues ont permis d’évaluer la biomasse des biofilms formés par les 

différentes souches et leurs associations. Selon les intervalles établis par Kodori et 

al. (2021), les souches ont été réparties en différentes catégories comme suit :  

• Non-formatrices de biofilm (DO ≤ DOC) ;  

• Faiblement formatrices (DOC < DO ≤ 2 × DOC) ;  Modérément 

formatrices (2 × DOC < DO ≤ 4 × DOC) ;  Fortement formatrices (4 

× DOC < DO).  

DO : Densité optique de la souche. DOC : Densité optique du contrôle négatif.  
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1. Identification des souches bactériennes  

L’identification des bactéries Gram-positives et Gram-négatives isolées à partir de 

l’environnement du service de chirurgie A du Centre Hospitalo-Universitaire (CHU) de 

Tlemcen est réalisée par croissance sur CHROM-Agar et VITEK 2. Les résultats de 

l’identification sont représentés sur le Tableau N°1.  

Tableau N°1 : Identification des bactéries étudiées  

  

  Souches  

Gram négatives  Sphingomonas paucimobilis  

  Pseudomonas stutzeri  

  Pantoea spp  

Gram positives  Staphylococcus epidermidis  

  Staphylococcus warneri  

  Staphylococcus aureus  

   

L’identification des isolats a permis de mettre en évidence six souches bactériennes, 

dont trois à Gram négatif : Sphingomonas paucimobilis, Pseudomonas stutzeri et 

Pantoea spp., et trois à Gram positif : Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus 

warneri et Staphylococcus aureus. L’identification des quatre souches déjà étudiées 

lors du travail réalisé l’année précédente, à savoir Sphingomonas paucimobilis, 

Pseudomonas stutzeri, Staphylococcus epidermidis et Staphylococcus warneri, a été 

confirmée dans le cadre de la présente étude. Deux nouvelles souches, Pantoea 

spp. et Staphylococcus aureus, ont également été identifiées. Certaines de ces 

souches ont ensuite été étudiées individuellement et en association afin d’évaluer 

leur capacité à former des biofilms en conditions mono-espèce et multi-espèces. 

 

2. Concentrations minimales inhibitrices (CMIs) de la gentamicine et de la 

ceftazidime vis-à-vis des souches bactériennes étudiées  

  

Le Tableau N°2 regroupe les CMIs de deux antibiotiques, la gentamicine et la 

ceftazidine vis-à-vis des souches étudiées  
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Les résultats des CMIs de la gentamicine vis-à-vis des souches bactériennes étudiées 

montrent une variabilité de la sensibilité. Elles sont comprises entre 0,125 et 32µg/mL 

après 24h d’incubation à 37°C. Les plus faibles valeurs (0,125 µg/mL) ont été 

enregistrées chez Pseudomonas stutzeri, Staphylococcus epidermidis et  

Staphylococcus warneri, traduisant une forte sensibilité de ces souches à la 

gentamicine. À l’inverse, une CMI de 8 µg/mL a été observée chez Pantoea spp., 

tandis que les valeurs les plus élevées (32 µg/mL) ont été enregistrées chez 

Sphingomonas paucimobilis et Staphylococcus aureus.  

  

Tableau N°2 : CMIs des antibiotiques vis-à-vis des souches étudiées.  

  

Souches   Gentamicine 

(µg/mL)  
Ceftazidime (µg/mL)  

Pantoea spp.  8 µg/mL  0,25 µg/mL  

Pseudomonas stutzeri  0,125 µg/mL  0,25 µg/mL  

Sphingomonas paucimobilis  32 µg/mL  1 µg/mL  

Staphylococcus warneri  0,125 µg/mL  1 µg/mL  

Staphylococcus epidermidis  0,125 µg/mL  1 µg/mL  

Staphylococcus aureus  32 µg/mL  1 µg/mL  

Souches de références      

Pseudomonas aerginosa ATCC 27853  0,5 µg/mL  1 µg/mL  

Staphylococcus aureus ATCC 25923  0,5 µg/mL  1 µg/mL  

  

La sensibilité de Pseudomonas stutzeri a déjà été rapporté par une étude réalisé par 

Wang et al. (2023), qui ont décrit une souche de Stutzerimonas stutzeri, anciennement 

désignée Pseudomonas stutzeri, sensible à la gentamicine, avec une CMI de 2 µg/mL.  

Toutefois, l’interprétation de la sensibilité des espèces de Pseudomonas autres que P. 

aeruginosa nécessite une attention particulière, compte tenu des différences de profils 

de sensibilité et de l’existence de critères spécifiques pour certaines espèces (Simner 

et al., 2025).  
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Pour la souche Pantoea spp., la CMI obtenue dans notre étude (8 µg/mL) indique une 

résistance intermédiaire. Cela no concorde pas avec les résultats rapportés par 

Hassan et al. (2023), qui ont observé une sensibilité à la gentamicine chez des isolats 

cliniques de Pantoea spp. provenant d’une unité de soins intensifs néonatals. Pour 

Sphingomonas paucimobilis, la CMI de 32 µg/mL indique une résistance à la 

gentamicine selon les critères retenus. Ce résultat diffère de celui rapporté par 

Kelishomi et al. (2023), qui ont observé une sensibilité de cette espèce à la 

gentamicine. Ces différences pourraient s’expliquer par l’origine des isolats, leur 

diversité génétique ainsi que par la présence de mécanismes de résistance variables 

selon les souches.  

Par ailleurs, toutes les souches étudiées se sont révélées sensibles à la ceftazidime, 

une céphalosporine de troisième génération, selon les critères du CLSI (2016).  

Pour la souche Pantoea spp., la faible CMI obtenue (0,25 µg/mL) traduit une bonne 

activité in vitro de la ceftazidime. Ce résultat est en accord avec les observations de 

Venincasa et al. (2015), qui ont rapporté une sensibilité à la ceftazidime chez des 

isolats cliniques de Pantoea agglomerans.   

La souche de Sphingomonas paucimobilis s’est également révélée sensible à la 

ceftazidime, ceci est en accord avec les résultats de Rohilla et al. (2021), qui ont 

rapporté une sensibilité élevée de cette espèce à cet antibiotique.  

De plus, Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus warneri et Staphylococcus 

aureus ont présenté une CMI de 1 µg/mL. Ces résultats témoignent d’une bonne 

activité de la ceftazidime à l’égard des souches étudiées. Ils rejoignent l’intérêt 

souligné par Regecová et al. (2022) concernant l’évaluation de la sensibilité aux 

antimicrobiens des staphylocoques isolés en contexte clinique, notamment des 

staphylocoques à coagulase négative.  

2. Évaluation de la capacité des souches co-isolées à former in vitro des biofilms 

mono- et multi-espèces  

Le potentiel des souches co-isolées à former in vitro des biofilms a été évalué par la 

technique de coloration au cristal violet, qui permet de quantifier la biomasse du biofilm.   

La Figure N°2 regroupe les résultats de la quantification de la biomasse des biofilms 

mono-et multi-espèces formés in vitro par les souches étudiées.   

Selon les intervalles fixés par Kodori et al. (2021), Staphylococcus aureus,  
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Staphylococcus epidermidis et Pseudomonas stutzeri sont fortement formatrices de 

biofilms. Ces souches présentent les biomasses les plus importantes. En revanche, 

Pantoea spp., Sphingomonas paucimobilis et Staphylococcus warneri présentent une 

faible capacité de formation des biofilms (Figure N°2).  

 

  

Figure N°2 : Biomasses des biofilms mono- et multi-espèces formés in vitro par 

les souches bactériennes, quantifiées par la méthode de coloration au cristal 

violet. 

Les résultats obtenus montrent une variabilité de la capacité de formation du biofilm 

selon les espèces bactériennes étudiées. Staphylococcus epidermidis a présenté une 

forte capacité à former des biofilms. Ces résultats sont en accord avec les travaux de  

Otto et al. (2018) et Wojtyczka et al. (2014), qui soulignent l’importante capacité de 

cette espèce à former des biofilms. De même, Staphylococcus aureus s’est révélé 

fortement formatrice de biofilms.  Ceci concorde avec les travaux de Peng et al. (2023) 

sur les mécanismes impliqués dans la formation du biofilm chez cette espèce, ainsi 

qu’avec ceux de Ball et al. (2022), qui ont mis en évidence une variabilité de la 

capacité de formation du biofilm entre différents isolats de S. aureus.   
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 Pseudomonas stutzeri a également présenté une forte capacité de formation des 

biofilms, rejoignant ainsi les observations rapportées par Shang et al. (2021).  

  

À l’inverse, Staphylococcus warneri a présenté une faible capacité de formation des 

biofilms. Ces observations rejoignent les résultats de Szczuka et al. (2016), qui ont 

rapporté que 52 % des isolats de S. warneri étudiés étaient bonnes formatrices de 

biofilms.  

La faible capacité de formation des biofilm observée chez Sphingomonas paucimobilis 

dans nos conditions expérimentales peut être mise en relation avec les observations 

rapportées par (Gulati et Ghosh, 2017), qui ont montré que cette espèce possède la 

capacité de former des biofilms. Cependant, l’intensité de la formation du biofilm peut 

varier selon les conditions expérimentales et la surface étudiée. Dans leur étude, la 

formation des biofilms a particulièrement été observée sur différents matériaux utilisés 

dans les systèmes de distribution d’eau, avec une intensité plus importante sur le PVC, 

le polypropylène et le polyéthylène. Cette observation est également cohérente avec 

les travaux de (Koroli et al., 2024), qui ont identifié une souche de S. paucimobilis au 

sein d’un biofilm formé sur une membrane de filtration d’eau.   

  

Concernant les trois associations étudiées, les biofilms multi-espèces présentent des  

biomasses supérieures à celles des biofilms formés par les bactéries seules sauf pour 

la souche pseudomonas stutzeri qui présente une DO plus importante.    

Les densités optiques enregistrés sont de 3,03 pour l'association Pantoea 

spp./Pseudomonas  stutzeri, 0,558 pour l’association Sphingomonas 

paucimobilis/Staphylococcus warneri  et  3, pour l’association Staphylococcus 

epidermidis/Staphylococcus aureus.   

Concernant les trois associations étudiées, les biofilms multi-espèces présentent des  

biomasses supérieures à celles des biofilms formés par les bactéries seules sauf pour 

la souche pseudomonas stutzeri qui présente une DO plus importante. L’évaluation de 

la biomasse a révélé des variations selon les associations étudiées. L’association 

Pantoea spp./Pseudomonas stutzeri a présenté une DO de 3,03, correspondant à une 

biomasse élevée. Cette valeur reste toutefois légèrement inférieure à celle obtenue 

avec P. stutzeri seule (DO = 3,244), suggérant que la co-culture des deux espèces 

n’entraîne pas systématiquement une augmentation de la biomasse du biofilm.  
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À l’inverse, l’association Sphingomonas paucimobilis/Staphylococcus warneri a 

présenté une DO de 0,558, supérieure à celles obtenues avec S. paucimobilis seule 

(DO = 0,272) et S. warneri seule (DO = 0,425). Cette augmentation suggère un effet 

favorable de l’association sur la biomasse du biofilm.  

De même, l’association Staphylococcus epidermidis/Staphylococcus aureus a 

présenté une biomasse élevée (DO = 3,426), supérieure à celles obtenues avec S. 

epidermidis (DO = 3,237) et S. aureus (DO = 3,379) en cultures mono-espèces. Cette 

observation suggère également un effet favorable de l’association sur la formation du 

biofilm.  

Ces résultats rejoignent les observations de Gonzalez et al. (2021), qui ont montré 

que les interactions entre S. aureus et S. epidermidis peuvent varier selon les couples 

de souches étudiés. Si la majorité des associations testées présentaient une biomasse 

plus importante en culture mixte, certaines montraient au contraire une diminution de 

celle-ci, traduisant la diversité des interactions entre les deux espèces.  

De plus, Nuwayhid et al. (2026) ont montré que l’association de S. aureus avec S. 

epidermidis pouvait modifier les caractéristiques du biofilm par rapport aux cultures 

mono-espèces. Ces observations soulignent que l’effet d’une association sur la 

biomasse dépend des espèces et des souches impliquées ainsi que des conditions 

expérimentales.  
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Notre étude a porté sur l’évaluation de la sensibilité de différentes souches 

bactériennes isolées au service de chirurgie A du Centre Hospitalo-Universitaire (CHU) 

de Tlemcen vis-à-vis de deux antibiotiques, la gentamicine et la ceftazidime, ainsi que 

sur l’étude de leur formation de biofilms in vitro en cultures mono- et multiespèces.  

Les principaux résultats obtenus peuvent être résumés comme suit :  

• Les concentrations minimales inhibitrices (CMI) de la gentamicine et de la 

ceftazidime ont montré une variabilité de la sensibilité des différentes souches 

bactériennes étudiées.  

• Concernant la gentamicine, les plus faibles CMI (0,125µg/mL) ont été observées 

chez Pseudomonas stutzeri, Staphylococcus epidermidis et Staphylococcus 

warneri, traduisant une bonne sensibilité à cet antibiotique dans nos conditions 

expérimentales. À l’inverse, Sphingomonas paucimobilis et Staphylococcus aureus 

ont présenté les CMI les plus élevées (32 µg/mL), indiquant une résistance dans 

les conditions d’interprétation utilisées.   

• Toutes les souches étudiées se sont révélées sensibles à la ceftazidime  avec des 

CMIs allant de 0,25 à 1 μg/mL.  

• L’étude de la formation des biofilms a montré une variabilité importante entre les 

souches bactériennes. Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus aureus et 

Pseudomonas stutzeri ont présenté une forte capacité de formation des biofilm, 

tandis que Pantoea spp., Sphingomonas paucimobilis et Staphylococcus warneri 

sont faiblement formatrices de biofilms.  

• Concernant les cultures mixtes, l’évaluation de la biomasse des biofilms a montré 

des différences selon les associations étudiées. Les associations Pantoea 

spp./Pseudomonas stutzeri et Staphylococcus epidermidis/Staphylococcus aureus 

ont présenté une biomasse élevée.   
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Afin d’approfondir ce travail, il serait intéressant de :   

  

  

• Élargir l’étude à un plus grand nombre d’isolats cliniques provenant de différents 

services hospitaliers afin d’obtenir des résultats plus représentatifs et de mieux 

caractériser leur sensibilité aux antibiotiques ainsi que leur capacité à former des 

biofilms.  

  

• Évaluer l’activité d’autres familles d’antibiotiques, utilisées seules ou en 

association, à l’égard des bactéries sous forme planctonique et au sein des 

biofilms.  

  

• Approfondir l’étude des mécanismes moléculaires impliqués dans la résistance aux 

antibiotiques et dans la formation des biofilms.  

  

• Explorer l’efficacité de composés naturels et de nouvelles stratégies 

thérapeutiques susceptibles de prévenir ou de réduire la formation des biofilms 

bactériens.  
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