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1 

Introduction 

 

      Les hôpitaux, bien que fournis pour la prévention et le traitement ils sont parfois la cause 

des infections. Au cours des 20 dernières années, l'infection nosocomiale ou les infections 

liées aux soins est devenu un problème majeur de santé publique aux niveaux mondial, 

notamment les infections urinaires et néonatals, opératoires et cutanées, les infections nasales, 

pneumonies et bactériémies. 

      En l’Algérie, le taux de prévalence des infections nosocomiales en 2010 atteindre 13 %, 

où il était plus faible dans les centres hospitalo-universitaires comparé aux l’établissement 

public hospitalier (Amazian et al., 2010). La lutte contre ces infections est bien organisée 

dans les pays développés comparé par les pays de faible niveau socio-économique qui 

souffrent pour la majorité une absence de réglementation et du manque de données 

représentatives de surveillance. Les premières sources de cette infection sont  les biofilms qui 

jouent un rôle écologique très importent ainsi qu’en microbiologie clinique et médecine. 

      Les infections microbiennes humaines qui sont associées à la formation de biofilm a été 

estimé de vaut 75 % (Miquel et al., 2016), et la raison de cela est susceptible des difficultés 

diagnostiques et thérapeutiques avec un mode chronique au cours d’infection et des 

symptômes retardée. Les biofilms associés aux secteurs médicaux peuvent être abordés sous 

trois angles différents. Premièrement, les biofilms directement liés aux surfaces tissulaires 

peuvent être distingués pour les professionnels de la santé, les visiteurs et les patients. Ces 

biofilms dans la cavité buccale sur les dents, dans le tube digestif et le tractus génital féminin. 

En plus, il existe des biofilms associés aux biomatériaux implantés dans le corps humain 

comme les lentilles ou bien les valves cardiaque et les pièces additionné au genou. Les 

biomatériaux médicaux sont fabriqués à partir d'une variété des matériaux différents comme 

l’ivoire, l’or, l’argent, le plastique ou le verre avec une large gamme de propriétés mécaniques 

et de surface. Ainsi que  matériels hospitalières de travaille et l’ambulance sont donc 

fréquemment colonisés par des microorganismes. Aussi, on peut distinguer également les 

biofilms qui ne sont pas directement associés à la santé, ces biofilms se produisent dans tous 

les coins de l’environnement hospitalier par exemple dans les systèmes de distribution d'eau 

ou dans les systèmes de refroidissement et de climatisation. 

      Les bactéries qui forment le biofilm sont en deux états ou modes de vie, on trouve des 

cellules libres en amas ou en suspension appelée état planctonique et des cellules qui adhèrent 

à des surfaces appelées état sessile, ces derniers sont considérées comme les plus courantes. 
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      La présence de bactéries varie à travers l'hôpital qui forme une niche écologique à la fois 

quantitativement et qualitativement, cela affecte toujours le côté sain. De nombreuses 

bactéries à Gram positif et à Gram négatif forment des colonies capables de propager 

l'infection eux personnes ou l'équipement. Le biofilm bactérienne cause une transmission 

permanente d’infection hospitalière, ce qui en fait un sujet d’étude et d’analyse important.  

      Le but principal de cette étude est la surveillance de la santé de la communauté 

hospitalière et la fourniture de conditions de soins pour limiter la propagation des infections 

nosocomiales, c'est aussi une dimension de la réforme hospitalière et la devise principale du 

ministère de santé algérienne. 

      Dans notre travail, on choisir deux types des bactéries l’une sont des cocci à Gram 

positive et l’autre des bacilles à Gram négatif, ils étaient isolés à partir de établissement public 

hospitalier d’El-Meghaier pour l’évaluation de formation de biofilm clinique in vitro 

quantitativement et qualitativement par le mesure de densité optique et sa capacité de 

formation, on propose une méthode de comparaison afin de contribuer au développement du 

diagnostic biostatistique du biofilm à l'origine des infections hospitalières. Pour cela nous 

nous sommes fixés plusieurs objectifs: 

 Isolement et identification des échantillons hospitalière;  

 Etude épidémiologique des infections nosocomiale;  

 Evaluation de biofilm in vitro par deux méthodes RCA et TCP; 

 Comparaison biostatistique de biofilm formé entre deux types bactériens; 

 Application de quelques moyens de lutte. 
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1. Histoire de découverte  

      La découverte des biofilms microbiens est attribuée à l’inventeur du microscope Antonie 

Van Leeuwenhoek en 1683 (figure 01), qui observa la présence des communautés des 

microorganismes appelé «animalcule» à la surface de ses propres dents (Donlan, 2002). 

      Zobell en 1936 montra que surfaces solides bénéfiques au développement des bactéries, et 

la quantité de bactéries fixées sur un substrat est largement supérieure à la quantité de 

bactéries libres dans la phase liquide. 

 

Figure 01. Microorganismes de biofilm observé par Leeuwenhoek. 

2. Définition de biofilm 

     Communautés complexes des micro-organismes attachés à une surface ou à une interface 

enfermée dans une matrice d'exopolysaccharide (EPS) d'origine microbienne (Filloux et 

Vallet, 2003), qui forme une structure tridimensionnelle organisée spatialement. Il est peut 

être constitué d'une ou plusieurs couches composé chez laquelle constitué d’une ou plusieurs 

espèces des microorganismes (Behlau et Gilmore, 2008). Les biofilms bactériens clinique se 

développant sur des implants ou lors d’infections chroniques constituent des réservoirs de 

pathogènes à l’origine de nombreuses infections nosocomiales (Lebeaux et Ghigo, 2012). 

3. Facteurs favorisant et affectent la formation de biofilm 

      Outre que les propriétés des bactéries et sa proximité avec l'attachement surface, la nature 

de la surface de fixation a également un rôle important dans le processus d'adhésion. 

Certaines des propriétés de surface importantes qui déterminent les bactéries la fixation 

comprend la charge de surface, l'énergie libre de surface, la rugosité, l'hydrophobicité et la 

rigidité (Song et al., 2015). Parmi les conditions qui affectent sur le développement du 

biofilm aux certaines valeurs sont la température, le pH, les niveaux d'O2, l'hydrodynamique, 

l'osmolarité, la présence d'ions spécifiques, de nutriments, croissance ralentie et de facteurs 

dérivés de l'environnement biotique (Goller, 2008). 
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4. Propriétés d'un biofilm 

      Les bactéries qui se développent dans les biofilms ont un certain nombre de propriétés qui 

les distinguer des populations planctoniques (tableau 01). Dans les biofilms médicaux, il peut 

être plus approprié de décrit un biofilm par les propriétés phénotypiques et physiologiques 

microbiennes plutôt que par la structure, les biofilms se caractérisent par leurs populations 

microbiennes qui s'adapter rapidement à de nouveaux environnements et en présentant une 

large gamme de phénotypes (Jass et al., 2003). 

Tableau 01. Caractéristiques de biofilm bactérien clinique (Jass et al., 2003). 

 

5. Cycle de formation du biofilm 

      La formation de biofilm est un processus dynamique complexe (O'Toole et al., 2000). Les 

surfaces sont normalement conditionnées avec de l'eau, des lipides, une matrice polymère 

extracellulaire ou d'autres nutriments provenant du milieu environnant (Dunne, 2002).  

      Le biofilm mature est le site de gradients inverses en nutriments et O2 et en déchets 

définissant des niches physiques et chimiques. Il peut se disperser et libérer des bactéries 

Fonctionnalité La description 

Protection 

 De la défense de l'hôte et prédateurs. 

 Des agents antimicrobiens (taux de croissance 

lent, mauvaise pénétration, phénotype modifié). 

Acquisition des nutriments 

 Dessiccation des nutriments (phénomène de 

surface, piégeage des nutriments). 

 Hétérogénéité microbienne et environnementale 

pour coopération métabolique. 

 Hétérogénéité spatiale à optimiser le transport de 

sous-produits et augmenter l'afflux de nutriments. 

Nouveaux traits 

 Plasticité phénotypique (nouvelle expression 

génique et phénotype bactérien). 

 Transfert génétique entre les organismes. 

 Mutation due à la sélection. 

Communication intercellulaire 
 QS (communication dépendant de la densité) 

 Communication interspécifique 
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mobiles ou des agrégats bactériens entourés de matrice (Filloux et Vallet, 2003). La 

formation se fait généralement en cinq étapes (figure 02) : 

5.1. Attachement réversible 

      L’attachement sur une surface est une « stratégie de survie » qui permet à la 

bactérie de s’installer et de coloniser un environnement (Filloux et Vallet, 2003). Une fois à 

la surface, différents processus physiques, chimiques et biologiques ont lieu au cours de cette 

interaction initiale entre la cellule bactérienne et la surface. Sur la surface abiotique, 

l'attachement primaire entre les bactéries et la surface est généralement avec médiation par 

des interactions non spécifiques telles que électrostatique, hydrophobe ou forces de van der 

Waals, alors que l'adhérence à la surface biotique comme les tissus est à travers moléculaire 

spécifique (lectine ou adhésine) par mécanismes d'accostage (Dunne, 2002).  

5.2. Attachement irréversible 

      Après la liaison à la surface à travers la matrice exopolymères, les cellules bactériennes 

commencent le processus d'adhésion irréversible, de prolifération et d'accumulation en tant 

que cellule multicouche grappes. Ces matrices extracellulaires, composées d'un mélange de 

matériaux tels que les polysaccharides, les protéines, les acides nucléiques et d'autres 

substances sont considérés comme essentiel dans la cimentation des cellules bactériennes 

ensemble dans la structure du biofilm, en aidant à piège et conserve les nutriments pour la 

croissance du biofilm, et dans la protection des cellules de la déshydratation et les effets des 

agents antimicrobiens. Les flagelles, pili et lipopolysaccharides (LPS) constituent des 

éléments clés dans la mise en place de la phase d’adhésion irréversible (Costerton, 2001). 

5.3. Accumulation des microcolonies 

     La bactérie fonde une microcolonie qui produit une matrice extracellulaire et qui peut 

accueillir d’autres espèces bactériennes par accrétion (Lebeaux et Ghigo, 2012). Les micro-

colonies sont séparées par des canaux aqueux qui forment un réseau de circulation permettant, le 

matériel soluble peut diffuser à travers la matrice d’exopolysaccharide (EPS) et être utilisé 

par les bactéries (Filloux et Vallet, 2003). La formation des agrégats de microcolonies générer 

des interactions significatives tel que l’échange de substrats, produits, inhibiteurs, 

déploiement de molécules de signaux entre eux. La densité cellulaire, la taille et la géométrie 

de l'agrégat et son activité métabolique conduisent à des barrières de diffusion, qui peuvent 

être minimales ou suffisamment provoquer des changements importants dans sa biologie. Le 

plus souvent, en raison de sa faible solubilité dans eau et taux élevé d'utilisation par les 

bactéries, un fort gradient de tension en oxygène se développe ce qui peut conduire à des 

régions anoxiques et à la prolifération d'espèces anaérobies (Allison et al., 2000).  
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5.4. Maturation du biofilm 

      L'architecture complexe du biofilm se met en place avec la formation des canaux aqueux 

et des pores entre les microcolonies, permettant l'acheminement d'oxygène et des nutriments 

nécessaires à la croissance des micro-organismes, ainsi que l'élimination des déchets (Filloux 

et Vallet, 2003). Un biofilm est constitué de 85 % de matrice extracellulaire et de 15 % de 

microorganismes (Bahlau et Gilmore, 2008). La matrice extracellulaire (MEC) est 

principalement constituée 97 % d’eau. Autres substances souvent présentes dans la matrice du 

biofilm comprennent l'ADN, l'ARN, les protéines et les enzymes atteignant des niveaux 

d'environ 2 % au total (Sutherland, 2001). 

5.5. Détachement et dispersion du biofilm 

      Les cellules bactériennes détachées du biofilm reviennent à l'état planctonique et peuvent 

rattacher aux zones vierges et initier un nouveau cycle de formation de biofilm. La carence 

nutritionnelle est le facteur déclencheur du phénomène poussant les bactéries à trouver un 

milieu plus favorable (O'Toole et al., 2000). 

      Il peut se disperser activement et libérer des bactéries mobiles ou peut s’effectuer 

passivement via l’action de stress hydrodynamique (Lebeaux et Ghigo, 2012). Le 

détachement passif d’un groupe de cellules se fait par l’action de flux ou des forces selon trois 

modes différents:  

 Erosion (détachement continu de cellules individuelles ou de petits agrégats). 

 Relargage (détachement massif et rapide de quantités importantes de bactéries).  

 Abrasion (détachement par collision de particules). 

 

Figure 02. Développement d’un biofilm clinique bactérien (Lebeaux et Ghigo, 2012). 
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6. Quorum sensing  

     Dans certaines conditions environnementales, les bactéries peuvent afficher un réponse 

collective à l'environnement et démontrer le même comportement, ce qui est indicatif de la 

communication entre les individus de la population (Riedel et al., 2001). Cette forme de 

communication autrement appelée quorum-sensing (QS) et dépend des signales de densité 

cellulaire (Iglewski, 2000). Généralement de nombreuses espèces bactériennes à Gram 

négatif utilisent  acylhomosérines lactones (AHL) comme molécule de signalisation, tandis 

que d'autres ont des molécules différentes qui n'ont pas encore été identifiées. Les bactéries à 

Gram positif utilisent principalement un traitement post-transcriptionnel des peptides comme 

auto-inducteurs ou des γ-butyrolactones (Wai-Leung et Bassler, 2009).  

7. Emplacements des biofilms cliniques 

      Les biofilms peuvent se former sur les surfaces biotiques et abiotiques. Les infections 

associées aux biofilm (IAB) sont généralement classés comme des infections associées aux 

dispositifs médicaux et des infections associées aux tissus (Høiby et al., 2014). Dans certains 

cas, les hôtes peuvent souffrir des deux types d'infections, en raison de l'autre. La principale 

différence entre les deux types est que les infections associées aux tissus n'impliquent pas de 

surface de corps étranger. Les exemples courants incluent les infections associées aux biofilm 

des dents, tractus gastro-intestinales, vagin et peau. De plus, le biofilm dans les infections des 

plaies et les poumons infectés des patients atteints de mucoviscidose sont également 

considérés comme des biofilms tissulaires. IAB dans les dispositifs médicaux tels que comme 

cathéters, divers implants chirurgicaux, prothèses valvulaires cardiaques, donc il faut 

améliorer le diagnostic et le traitement des infections à biofilm (Seneviratne, 2017).  

8. Lutte contre le biofilm 

        L’antibiofilm a pour but immuniser un individu contre certains antigènes bactériens 

exprimés lors de l'adhésion initiale (adhésines) ou dans le biofilm mature (matrices 

polysaccharides) afin d'empêcher le développement du biofilm (Pflumm, 2011). Des études 

in vitro et in vivo ont montré que cette approche lié au l’antibiofilm  réduit le risque de 

colonisation et d'infection des voies urinaires en ciblant les adhésines impliquées dans les 

souches uropathogènes d'E. coli et plusieurs vaccins ciblant S. aureus ou S. epidermidis sont 

en cours d'évaluation (Ebert et al., 2011). Les vaccins pourrait concerner des patients pour 

lesquels l'implantation d'un matériel tel qu'un stimulateur cardiaque, une valve cardiaque 

mécanique ou une prothèse articulaire est prévue, ou chez des patients à risque d'infection 

chronique comme mucoviscidose et infection urinaire (Lebeaux et Ghigo, 2012). 
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1. Définition des infections nosocomiales 

        Le terme "nosocomial" à l’origine du grec ancien, "nosos" signifier maladie et "komein" 

signifier soins qui forment le mot "nosokomia". Les infections qui surviennent pour les 

patients hospitalisés sont appelées infections nosocomiales et certains l'appellent les infections 

associées aux soins de santé ou infection acquise, ce développe après 48 h de séjour à 

l’hôpital et représente un délai supérieur à la période d’incubation (Bearman et al., 2014), les 

infections contractées par le personnel, les visiteurs de l’hôpital ou autre établissement de 

santé peuvent aussi être considérées comme des infections nosocomiales (Ducel et al., 2008). 

2. Epidémiologie des infections nosocomiales  

       La santé est une priorité élevée pour toute société et les infections restent une des 

principales causes des maladies. De telles ces infections acquises entraînent une morbidité, 

une mortalité et un fardeau économique importants au-delà de ceux attendus des seules 

maladies sous-jacentes des patients. Dans le monde occidental, le taux d'infection associé aux 

soins de santé est de 5 à 10 % infections pour 100 admissions de patients. Dans les pays en 

développement, le taux peut atteindre 25 % ou plus. Certains hôpitaux préfèrent mesurer le 

nombre de personnes infectées pour 100 admissions. D'autres préfèrent additionner la durée 

totale d'hospitalisation en jours pour tous les patients sur une période donnée et signaler le 

nombre d'infections par 1000 jours-patients (Bearman et al., 2014). Les infections 

nosocomiales peuvent être envisagées en tant qu’endémiques ou épidémiques, ces derniers 

sont les plus répandues (Ducel et al., 2008). 

3. Degrés de risque des secteurs médicaux  

       Il est utile de stratifier les secteurs de soins en fonction du risque d’acquisition d’une 

infection parmi la population de patients. Pour certains services, tels que l’oncologie, la 

néonatologie, les soins intensifs et les unités de transplantation, il peut être souhaitable de 

prévoir une ventilation spéciale.  

       De même, dans une unité centrale de stérilisation ou une cuisine d’hôpital les zones 

contaminées ne doivent pas présenter de risque pour les zones non contaminées et les patients 

infectés doivent être séparés des patients immunodéprimés. On a quatre degrés de risque en 

secteurs  médicales (Ducel et al., 2008): 

 Secteurs à faible risque: par exemple services administratifs. 

 Secteurs à risque modéré: par exemple services de patients ordinaires. 

 Secteurs à haut risque: par exemple unités d’isolement, unités de soins intensifs. 

 Secteurs à très haut risque: par exemple salles d’opération. 
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4. Principaux types des infections nosocomiales  

       Les infections hospitalières varient selon le lieu d’infection biotique ou abiotique, l'agent 

causal et les maladies qui les provoquent (figure 03), on a de nombreux aspects que les 

bactéries peuvent coloniser et se développer en infections temporaires ou chroniques. Parmi 

les infections hospitalières courantes on a:  

4.1. Infections urinaires 

       Les infections urinaires nosocomiales (IUN) sont dominées par les infections survenant 

après sondage ou plus rarement après d’autres manœuvres instrumentales. Ces situations 

bouleversent les mécanismes physiologiques de défense, de telle sorte que des 

microorganismes sans facteur de virulence spécifique pour l’arbre urinaire peuvent induire 

une infection (Caron, 2003). Des souches d’E. coli uropathogènes sont coloniser les cellules 

de l’épithélium vésical et de former de larges agrégats intracellulaires entourés d’une matrice 

correspondant à un biofilm qui constituerait le réservoir de bactéries pathogènes cystites et 

pyélonéphrites (Lebeaux et Ghigo, 2012). 

4.2. Infections liées aux dispositifs médicaux 

      Tous les dispositifs médicaux implantés sont concernés par le risque de contamination 

microbienne et de survenue d’une infection. La fréquence de cette complication varie d’un 

type de dispositif à un autre, lorsque des micro-organismes adhèrent à la prothèse médicale à 

demeure ou implantée. Si des conditions favorables prévalent, l'adhérence conduit à la 

formation de biofilm sur ces surfaces qui entraine un dysfonctionnement du dispositif et des 

conséquences désastreuses pour l'hôte (Lebeaux et al., 2014). Le risque de colonisation n’est 

jamais nul du fait de possibles contaminations par voie hématogène ou par contact avec 

milieux extérieur et constituent des réservoirs bactériens à l’origine d’infections liées aux 

soins (Lebeaux et Ghigo, 2012). 

4.3. Endocardite infectieuse 

       L’endocardite infectieuse est une pathologie qui n’a cessé d’évoluer sur le plan 

diagnostique et thérapeutique depuis sa première description clinique par William Osler à la 

fin du XIXe siècle. Le profil épidémiologique et microbiologique de l’endocardite infectieuse 

a été transformé ces dernières années par l’évolution des pratiques médicales et par les 

changements démographiques dans les pays du nord. Elle correspond au développement d’un 

biofilm localisé aux valves cardiaques (Parize, 2011).  

4.4. Pneumopathie nosocomiales 

       Les pneumopathies nosocomiales restent à l’origine d’une importante morbidité et 

mortalité, malgré les progrès en antibiothérapie (Chastre et Fagon, 2002). Le diagnostic de 
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pneumopathie nosocomiale est suspecté lorsque le patient présente des infiltrats nouveaux ou 

progressifs sur la radiographie pulmonaire avec des signes d’infection telles que la fièvre, 

sécrétions trachéales purulentes, hyperleucocytose (Allaouchiche et Boselli, 2005). 

4.5. Bactériémie nosocomiales 

       Les bactériémies ne représentent qu’une faible proportion des infections nosocomiales 

(environ 5 %) mais possèdent un taux de létalité élevé plus de 50 % pour certains micro-

organismes. L’infection peut se développer au point d’insertion cutané d’un dispositif 

intravasculaire ou sur le trajet sous-cutané d’un cathéter (Ducel et al., 2008). 

4.6. Autres infections nosocomiales 

       Les infections oto-rhino-laryngologie (ORL), infection buccodentaires (carie ou 

stomatite) et des infections des plaies avec des complications cutanées liées au diabète 

impliquent également le développement des infections associées à un biofilm polymicrobien 

et chroniques (Lebeaux et Ghigo, 2012).  

 

Figure 03. Infections associées au dispositif et chroniques (Lebeaux et Ghigo, 2012). 

5. Quelques bactéries d’environnements médicales 

       Les surfaces de l’environnement hospitalier peuvent être colonisées par des bactéries 

multirésistantes et la surveillance microbiologique de ces surfaces doit faire partie intégrante 

de la prévention des infections nosocomiales (Méité et al., 2010). Parmi ces bactéries on a: 
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5.1. Cocci à Gram positif 

      Les cocci  à Gram positif (CGP) sont un groupe hétérogène d'organismes définis par leur 

apparence morphologique et font partie de la flore normale de toutes les surfaces cutanéo-

muqueuses et sont souvent isolées des infections telles que les abcès des organes profonds, la 

septicémie obstétricale et gynécologique ainsi que les infections intra-orales. 

5.1.1.  Staphylococcus aureus 

       Les staphylocoques sont des CGP qui se grouper en amas. Une espèce, Staphylococcus 

aureus ou S. doré, tient une place très importante dans les infections communautaires et des 

épidémies nosocomiales. La bactérie cultive facilement sur les milieux usuels et aussi sur des 

milieux riches en NaCl. Elle possède une enzyme coagulase et DNase positive. La 

transmission interhumaine s’opère par contact direct (manuportage) ou indirecte par les 

vêtements, la literie ou les aliments (Nauciel et Vildé, 2007). 

5.1.2.  Staphylococcus à coagulase négatifs  

       Les SCN (S. hominis, S. saccharolyticus, S. capitis et S. auricularis) sont trouvées de 

façon constante sur la peau ou les muqueuses des orifices naturels. Les staphylocoques à 

coagulase négatifs ne sont identifiés complètement que lorsque les circonstances de leur 

isolement indiquent qu'ils sont potentiellement en situation de jouer un rôle de pathogène. 

Aujourd'hui les espèces S. epidermidis (le plus important des SCN) et S. saprophyticus sont 

des opportunistes potentiellement pathogènes (Gillespie et Bamford, 2012).  

5.1.3.  Streptococcus spp. 

       Les streptocoques sont classés en fonction de leur groupe sérologique et de caractères 

biochimiques et hémorragique, ce sont des cocci Gram positif. Le S. pyogenes groupe A est 

responsable d’infections courantes pharyngées ou cutanées de la scarlatine et plus rarement 

d’infections invasives ou de complications post-infectieuses. Le S. agalactiae de groupe B est 

surtout responsable d’infections néo-natales. Ils peuvent être responsables d’infections 

diverses et surtout d’endocardites et une place très importante dans la pathologie infectieuse 

communautaire (Nauciel et Vildé, 2007). Les humains sont le seul hôte de S. pneumoniae qui 

est généralement asymptomatique. Les sérotypes S. pneumoniae varient selon les pays, temps 

et groupe de sujets. Elle est la principale cause de pneumonie et de méningite d'origine 

communautaire chez les enfants (Gillespie et Bamford, 2012). 

5.1.4.  Enterococcus spp. 

       Le genre Enterococcus est constitué de cocci à Gram positif groupés par paires ou en 

courtes chaînettes. Il se distingue du genre Streptococcus par des caractères génotypiques et 

par sa capacité à cultiver sur des milieux hostiles. Les espèces le plus fréquemment isolées 
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chez l’homme sont E. faecalis et E. faecium. Il repose sur l’isolement de la bactérie au site de 

l’infection ou par hémoculture (Nauciel et Vildé, 2007). 

5.2. Bacilles à Gram négative 

       Les bacilles à Gram négative (BGN) sont un groupe hétérogène d'organismes définis par 

leur apparence morphologique. Un certain nombre de bacilles à Gram négatif de 

l’environnement se comportent comme des bactéries opportunistes et sont souvent à l’origine 

d’infections nosocomiales. Parmi lesquels: 

5.2.1.  Escherichia coli 

      L’E. coli peut devenir pathogène si les défenses de l’hôte se trouvent affaiblies ou si elle 

acquiert des facteurs de virulence particuliers. Elle est la bactérie le plus souvent en cause 

dans les infections urinaires, les infections néonatale. Les souches responsables d’infections 

intestinales par différents mécanismes entéropathogènes, entérotoxinogènes, entéro-invasifs, 

entéroagrégants et E.coli à adhérence diffuse. Le diagnostic  repose sur l’isolement de la 

bactérie au site de l’infection (Nauciel et Vildé, 2007). 

5.2.2.  Klebsiella spp. 

      L'infection par Klebsiella spp. est généralement acquis dans l’environnement hospitalier. 

Ces organismes sont une cause importante de pneumonie associée au ventilateur, d'infection 

des voies urinaires, d'infection des plaies et de bactériémie. L’infection flambées en situation 

de forte dépendance des patients ont été décrits et sont associés à une septicémie et une 

mortalité élevée. La maladie la plus courante causée par la bactérie Klebsiella à l'extérieur de 

l'hôpital est la pneumonie grave d'origine communautaire, associée à un mauvais pronostic. 

Le traitement de la pneumonie se fait par des antibiotiques tels que les aminosides et les 

céphalosporines. L’espèce K. rhinoscleromatis provoque une infection granulomateuse 

progressive des voies nasales et les environnantes muqueuses. La plupart des infections se 

trouvent sous les tropiques et K. ozanae a été associée à des maladies chroniques 

bronchectasie (Gillespie et Bamford, 2012). 

5.2.3.  Pseudomonas aeruginosa 

      Le P. aeruginosa ou bacille pyocyanique mobiles à ciliature polaire se caractérise par la 

pigmentation bleu-vert de ses colonies. Elle peut provoquer principalement la maladie de 

mucoviscidose et des infections urinaires, des infections bronchiques, des infections oculaires, 

des infections ostéo-articulaires. La bactérie produit plusieurs toxines cytotoxiques deux 

hémolysines et l’exotoxine a dont le mode d’action est similaire à celui de la toxine 

diphtérique. La pression de sélection des antibiotiques en milieu hospitalier augmente le 

risque de colonisation qui rend la bactérie multirésistante (Nauciel et Vildé, 2007). 



Chapitre 2    Infection nosocomiale et les maladies bactériennes émergentes 

 

 
13 

5.2.4.  Legionella pneumophila 

      Ce sont des bacilles à Gram négatif, mobiles, aérobies, elles ne cultivent que sur un milieu 

spécifique. Elles sont très répandues dans l’environnement hydrique surtout les eaux chaudes 

et dans les biofilms. La transmission à l’homme se fait par l’inhalation d’aérosols contaminés. 

En milieu hospitalier la contamination peut aussi résulter du rinçage à l’eau courante de 

matériels mis en contact direct ou indirect avec les voies respiratoires sondes, humidificateurs, 

appareils à aérosols. La maladie des légionnaires se traduit par une pneumopathie souvent 

sévère et survient surtout chez des sujets immunodéprimés et caractérisent par son résistantes 

aux β-lactamines, mais sensibles aux macrolides, aux fluoroquinolones et à la rifampicine. 

Les cas de légionellose surviennent de manière sporadique ou bien sous forme d’épidémies 

plus ou moins importantes. (Nauciel et Vildé, 2007).  

6. Prévention contre les infections nosocomiales 

       La prévention des infections nosocomiales passe par l’ensemble des personnes et des 

services impliqués dans les soins de santé. Chacun doit contribuer à réduire le risque 

d’infection à la fois pour les patients et pour le personnel. Le concept de prévention englobe 

le personnel soignant, la direction, l’implantation de l’établissement, la fourniture du matériel 

et des produits, et la formation des agents de santé. Pour être efficaces, les programmes de 

lutte contre les infections nosocomiales doivent être très complets et porter aussi bien sur les 

activités de surveillance et de prévention que sur la formation du personnel. Ils doivent aussi 

bénéficier d’un soutien effectif au niveau national et régional, la prévention des infections 

nosocomiales nécessite un programme intégré, contrôlé pour les différents niveaux de risque 

infectieux dont les éléments suivants (Ducel et al., 2008): 

 Limiter la transmission d’agents microbiens de patient à patient pendant les activités 

de soins directs par le lavage adéquat des mains et le port de gants, et en observant des 

pratiques et stratégies d’asepsie, d’isolement, de stérilisation, de désinfection et de 

blanchisserie appropriées. 

 Maîtriser les risques infectieux liés à l’environnement et protéger les patients par 

l’usage approprié d’anti-infectieux, par l’alimentation et les vaccinations. 

 Limiter le risque d’infection endogène par la réduction des gestes invasifs et par la 

promotion d’un usage optimal des anti-infectieux surveiller les infections, identifier et 

maîtriser les flambées et assurer la prévention des infections chez les membres du 

personnel et les patients ainsi que les visiteurs. 

 Renforcer les pratiques de soins et assurer la formation continue du personnel. 
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1. �3�U�p�V�H�Q�W�D�W�L�R�Q���G�H���O�L�H�X���G�¶�p�W�X�G�H 

      �&�H�� �W�U�D�Y�D�L�O�� �D�� �p�W�p�� �U�p�D�O�L�V�p�� �D�X�� �Q�L�Y�H�D�X�� �G�H�� �O�¶�p�W�D�E�O�L�V�V�H�P�H�Q�W�� �S�X�E�O�L�F�� �K�R�V�S�L�W�D�O�L�H�U�� ���(�3�+���� �'�(�%�$�.�+��

�6�D�w�G���G�¶�(�O-Meghaier pour la première fois à propos du biofilm de secteur médical, où tout le 

travail de laboratoire a été appliqué (annexe 01).  

      El-Meghaier est une �Y�L�O�O�H���D�O�J�p�U�L�H�Q�Q�H���j���O�D���U�p�J�L�R�Q���G�¶�2�X�H�G���5�L�J�K���H�W���Q�R�X�Y�H�O�O�H���Z�L�O�D�\�D��selon le 

décret présidentielle n
o
 15-140 du 27 mai 2015, elle est divisée en 8 communes (El-Meghaier, 

Oum Thiour, Stil, Sidi Khelil, Tindela, Djamaâ, Merara, Sidi Omran). El-Meghaier est 

délimitée au nord par la wilaya de Biskra, à l'est par la wilaya d'El Oued, à l'ouest par 

la wilaya d'Ouled Djellal et au sud par la wilaya de Touggourt et d'Ourgla (figure 04).  

 

Figure 04. C�D�U�W�H���J�p�R�J�U�D�S�K�L�T�X�H���H�W���K�{�S�L�W�D�O���G�¶�(�O-Meghaier. 

2. �0�p�W�K�R�G�H���G�¶échantillonnage 

2.1. Sites de prélèvement 

      Le type d'hôpital le plus connu en �O�¶�$�O�J�p�U�L�H���H�V�W���O�¶�p�W�D�E�O�L�V�V�H�P�H�Q�W���S�X�E�O�L�F���K�R�V�S�L�W�D�O�L�H�U���F�R�P�P�H��

�(�3�+���'�(�%�$�.�+���6�D�w�G���G�¶�(�O-Meghaier, il  contient généralement deux parties administratives et 

médicales, qui offrent des services de santé gratuits. Parmi lesquels, des cas d'urgence et 

�U�p�D�Q�L�P�D�W�L�R�Q���W�H�O�V���T�X�H���O�¶�p�W�R�X�I�I�H�P�H�Q�W���H�W���O�¶�D�V�W�K�P�H�����O�D���I�L�q�Y�U�H�����O�
�D�P�\�J�G�D�O�L�W�H�����O�H�V���I�U�D�F�W�X�U�H�V���R�V�V�H�X�V�H�V����

brûlures, les accidents et crises cardiaques avec un laboratoire des analyses médicale. De plus, 

le service maternité et de pédiatrie avec néonatalogie, ainsi que médecine homme et femme 

avec la médecine interne, bloc opératoire et salle de réveille, laboratoire central, unité de 



Chapitre 3 Matériel et méthodes 

 

 
15 

stérilisation et des salles dans lesquelles les patients résident quelques jours, la cuisine et 

service des cadavres et blanchiment. Tout cela forme un environnement hospitalier diversifié 

pour l'échantillonnage.  

     Des échantillons ont été prélevés dans 6 services hospitaliers à raison de 3 échantillons 

pour chacun, c'est-à-dire 18 échantillons à partir des sites sèche et humide. Ils ont été réalisés 

au niveau des services suivants (figure 05): 

�x Pédiatrie et néonatalogie 

�x Médecine femmes 

�x Médecine hommes 

�x Urgence 

�x Bloc opératoire 

�x Maternité 

 

Figure 05. Quelques services hospitaliers. A:  Urgence, B: Bloc opératoire, C: Pédiatrie 

      Les échantillons ont été prélevés après avoir observé les endroits les plus soupçonnés de 

contenir l'infection par la formation du biofilm autour de lui ou bien les lieux que les 

travailleurs et les patients consultaient fréquemment. Les prélèvements ont concerné:  

�x Poignée de porte 

�x Sol 

�x Paillasse  

�x Table fixe 

�x Avabo 

�x Chariot 

�x Instruments opératoires 

�x Lits 
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      Dans le cadre d'un programme efficace de lutte contre les infections nosocomiales, le 

laboratoire de microbiologie peut être appelé à réaliser des cultures de divers sites 

environnementaux ���V�X�U�I�D�F�H�����O�¶�H�D�X�����O�¶�D�L�U��. Les recommandations pour le contrôle des infections 

environnementales ont été largement discutées, l'environnement est impliqué dans la 

transmission de la maladie chez les patients immunodéprimés. Il y a des moments où ils 

deviennent un élément important et souvent nécessaire d'un programme de contrôle des 

infections qui affecte le laboratoire de microbiologie. L'objectif du transport des échantillons 

directement vers le laboratoire est de maintenir l'échantillon aussi près que possible de son 

état d'origine avec détérioration minimale et pour éviter tout risque pour le manipulateur 

d'échantillons (Connie et Donald, 2019).  

2.2. �e�T�X�L�S�H�P�H�Q�W�V���H�W���S�U�R�G�X�L�W�V���G�¶�p�W�X�G�H 

      �2�Q�� �X�W�L�O�L�V�H�� �O�H�� �P�D�W�p�U�L�H�O�� �H�W�� �O�H�V�� �S�U�R�G�X�L�W�V�� �P�L�F�U�R�E�L�R�O�R�J�L�T�X�H�V�� �V�W�D�Q�G�D�U�G�V�� �S�R�X�U�� �O�¶�p�F�K�D�Q�W�L�O�O�R�Q�Q�D�J�H����

�O�¶�L�V�R�O�P�H�Q�W�����O�D���V�p�O�H�F�W�L�Y�L�W�p���H�W���O�¶�L�G�H�Q�W�L�I�L�F�D�W�L�R�Q���D�L�Q�V�L���T�X�H���O�D���F�R�Q�V�H�U�Y�D�W�L�R�Q���G�H�V���V�R�X�F�K�H�V��(annexe 02), 

toutes ces étapes nécessitent de travailler dans un endroit stérile avec l'eau de Javel et une 

hotte microbiologique. À chaque fois nous utilisons un outil doit être jeté après avoir pris les 

résultats pour maintenir un travail cohérent hors de doute. L'expérience doit être répétée 

plusieurs fois et en gardant les bactéries que nous recherchons dans un étuve spécial et des 

conditions de croissent optimal. 

2.3. Réactifs  
 

�x Voges Proskauer (VP1 et VP2)  

�x Nitrate (Nit1 et Nit 2) ± poudre de zinc  

�x ZYM A et ZYM B 

�x Kovacs (JAMES) 

�x Ninhydrine (NIN) 

�x Tryptophane désaminase (TDA) 

�x Standard de McFarland 

�x Disques �G�¶�R�[�\�G�D�V�H 

�x Eau oxygénée (H2O2) 

�x Huile de paraffine 

�x Plasma de sang 

�x Ethanol 

�x Chlorure de sodium (NaCl) 

�x Chlorure d'hydrogène (HCl) 
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2.4. Méthode de prélèvement des échantillons  

      L'écouvillon doit être rempli d'eau physiologique stérile en laboratoire et placé dans un 

support. Nous visitons les services hospitaliers à partir desquels les échantillons seront 

prélevés de la manière suivante: 

�x Ouvert l'écouvillon et se retirer progressivement, en exerçant une légère pression sur 

le coton imbibé d'eau physiologique. 

�x Déplacé l'écouvillon sur la surface du site choisi verticalement et horizontalement sur 

laquelle la couleur du coton passe du blanc au jaune sale. 

�x On remet l'écouvillon dans le tube en une position modérée et on le ferme.  

      Nous faisons de même avec d'autres emplacements secs et humides, puis transférons les 

échantillons directement au laboratoire. Des gants et des masques doivent être portés pendant 

l'échantillonnage pour éviter la contamination. Pour entrer dans le bloc opératoire, il est 

nécessaire de porter un vêtement spécial sur le tablier (Leboffe et Pierce, 2011). 

3. Préparation des milieux de culture 

      Les milieux de culture (liquide et solide) servent de support pour la croissance des micro-

organismes en leur apportant les éléments essentiels à leur bon développement. Ils sont 

�X�W�L�O�L�V�p�V�� �G�D�Q�V�� �S�O�X�V�L�H�X�U�V�� �G�R�P�D�L�Q�H�V�� �Q�R�W�D�P�P�H�Q�W�� �O�¶�H�Q�Y�L�U�R�Q�Q�H�P�H�Q�W�� �H�W�� �P�p�G�L�F�D�O���� �,�O�� �H�[�L�V�W�H�� �G�H��

nombreux types dans lesquels ils diffèrent en compositions et en propriétés tels que milieu de 

culture empirique, sélectif,  enrichi et différentiel. Dans cette étude, ont été choisis les milieux 

de culture appropriés suivants (annexe 03):  

3.1. Milieux de culture liquide 

3.1.1. �%�R�X�L�O�O�R�Q���F�°�X�U���F�H�U�Y�H�O�O�H�� 

      �/�H�� �E�R�X�L�O�O�R�Q�� �F�°�X�U�� �F�H�U�Y�H�O�O�H��(BHIB) est un milieu culture liquide, polyvalent riche en 

produits d'origine naturelle (empirique) utilisé pour la culture des germes exigeants et la 

recherche de la coagulase libre et la DNAse thermostable des Staphylococcus. Il peut aussi 

servir dans la recherc�K�H���G�¶enteroccocus. Le milieu en flacons ou tubes se conserve entre 15 et 

25 °C (Connie et Donald, 2019). On utilise se milieu dans cette étude pour évaluation de 

biofilm sur les 96 puits de microplaque et pour préparer le milieu RCA. 

3.1.2. Bouillon nutritif   

      �&�¶�H�V�W��un milieu de culture liquide largement utilisé pour la culture des micro-organismes 

peu exigeants et pour conservation des souches. Le milieu en flacons ou tubes se conserve 

entre 15 et 25 °C. Ce milieu se caractérise par la survie des bactéries par une période plus 

longue par rapport au milieu solide. 
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3.2. Milieux de culture solide 

3.2.1. Gélose nutritive 

       La gélose nutritive ordinaire (GN) est un milieu solide d'isolement non-sélectif. Sur la 

gélose nutritive, on observe un nombre des colonies différentes. Il permet de séparer 

des micro-organismes dans un mélange qui pourront être ainsi étudiés individuellement.  

3.2.2. Milieux Chapman 

      �&�¶�H�V�W�� �X�Q�� �P�L�O�L�H�X�� �G�¶�L�V�R�O�H�P�H�Q�W�� �V�p�O�H�F�W�L�I����différentiel et semi-synthétique des bactéries du 

genre Staphylococcus (bactéries halophiles) cultivant en milieu hypersalé avec la présence de 

chlorure de sodium et le rouge de phénol (Connie et Donald, 2019). 

3.2.3. Gélose MacConkey 

      La gélose MacConkey est un milieu sélectif  et différentiel contient le cristal violet, les 

sels biliaires et l'indicateur de pH le rouge neutre pour l'isolement des bacilles à Gram négatif 

qui fermentent certains sucres et d'éliminer les bactéries à Gram positif, la gélose MacConkey 

est employée entre autres pour la culture des entérobactéries et du Pseudomonas aeruginosa 

qui ont la capacité de fermenter le lactose monohydraté (Connie et Donald, 2019). 

3.2.4. Milieu Hektoen 

      Un milieu d'isolement de nombreuses bactéries à Gram négatif puissent se développer sur 

ce milieu différentiel. L'identification d'entérobactéries pathogènes repose sur le non 

utilisation des glucides (salicine, saccharose et le lactose) présents dans le milieu. Deux 

�L�Q�G�L�F�D�W�H�X�U�V�� �V�R�Q�W�� �S�U�p�V�H�Q�W�V�� �G�D�Q�V�� �O�H�� �P�L�O�L�H�X���� �O�¶�L�Q�G�L�Fateur de pH le bleu de bromothymol et la 

fuschine acide qui se colore en présence d'aldéhyde (Connie et Donald, 2019). On observe 

alors une teinte saumonée si la souche utilise un ou plusieurs des glucides présents. 

3.2.5. Milieu BCP 

      Gélose pourpre de bromocrésol  (BCP) est un milieu non sélectif utilisé pour la détection 

�H�W�� �O�¶�L�V�R�O�H�P�H�Q�W�� �G�H�V��Enterobacteriaceae  et des bacilles à Gram négatif non exigeants dans 

�O�¶�H�D�X��  �O�¶�X�U�L�Q�H�� �H�W���O�H�V���V�H�O�O�H�V���� �&�H��milieu différentiel comportant un indicateur de pH qui facilite 

la différenciation des colonies par le caractère lactose (Gillespie et Hawkey, 2006). 

3.2.6. Gélose au sang frais  

      L'hémolysine est une toxine qui joue un rôle important dans la pathogénicité. La gélose au 

sang frais est un milieu riche non �V�p�O�H�F�W�L�I���S�R�X�U���O�¶�L�V�R�O�H�P�H�Q�W���G�H�V���E�D�F�W�p�U�L�H�V���H�[�L�J�H�D�Q�W�H�V quel que 

soit leur métabolisme. �&�¶�H�V�W�� �X�Q�H�� �J�p�O�R�V�H�� �F�R�Q�W�H�Q�D�Q�W�� �G�H�V globules rouges du sang de mouton, 

�O�¶�K�p�P�R�O�\�V�H�� �H�V�W�� �X�Q�� �F�U�L�W�q�U�H �G�¶�R�U�L�H�Q�W�D�W�L�R�Q���� �Q�R�W�D�P�P�H�Q�W�� �S�R�X�U�� �Ges différentes espèces de 

Streptocoques et �G�¶Enterococcus (Leboffe et Pierce, 2011). 
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3.2.7. Gélose Muller -Hinton  

     �&�¶�H�V�W�� �X�Q�H gélose non sélectif et riche pour la réalisation d'antibiogramme standard, il 

permet de tester l'action des antibiotiques sur les bactéries non exigeantes par 

�O�¶ensemencement en nappe (Gillespie et Hawkey, 2006).   

4. Méthodes d'isolement des souches bactériennes 

      Les échantillons prélevés contiennent de nombreux micro-organismes, nous le 

mélangeons par vortex pour homogénéiser �O�¶�L�Q�R�F�X�O�X�P et nous passons par des étapes pour 

isoler les bactéries que nous recherchons, et toutes leurs conditions doivent être respectées 

pour obtenir des isolats purs, nous appliquons une série de techniques suivantes: 

4.1. Pré-enrichissement 

      Nous effectuons un pré-enrichissement pour permettre aux micro-organismes de se 

développer, en particulier ceux affectés par des facteurs de stress tels que la température, en 

plaçant les échantillons dans des tubes de bouillon nutritif et les maintenons à une température 

de 37 �ƒ�&���V�X�U���X�Q���F�R�X�U�W���W�H�P�S�V���G�¶�L�Q�F�X�E�D�W�L�R�Q��de moins de 24 h. 

4.2. Enrichissement 

      �/�¶�H�Q�U�L�F�K�L�V�V�H�P�H�Q�W�� �D�� �S�R�X�U�� �E�X�W�� �G�H�� �I�D�F�L�O�L�W�H�U�� �O�D�� �G�p�W�H�U�P�L�Q�D�W�L�R�Q�� �G�H�� �O�D�� �S�U�p�V�H�Q�F�H�� �G�H�V��

microorganismes dans les échantillons prélevés et les développer pour obtenir le plus grand 

nombre afin d'assurer leur présence et de faciliter leur étude (Leboffe et Pierce, 2011). 

      Pour cela, nous réalisons en plaçant chaque écouvillon dans un tube contenant le bouillon 

nutritif et en le laissant dans l'incubateur pendant 24 h à 37 °C. Tous les échantillons sont 

numérotés, un code est établi vers l'endroit d'où l'échantillon a été prélevé. 

4.3. Mise en culture et isolement 

      Après la dilution en séries, l�¶�L�V�R�O�H�P�H�Q�W permet de séparer une ou plusieurs souches 

contenues dans un mélange. On ensemencer la suspension diluée de 1: 100 �j���O�D���V�X�U�I�D�F�H���G�¶�X�Q��

milieu solide la gélose nutritive de manière suivent (Leboffe et Pierce, 2011): 

�x Stérilisez une anse en platine ou une pipette Pasteur par la flamme de bec benzène et 

prenez une suspension bactérienne à partir d'un bouillon nutritif enrichi après 24 h. 

�x  Ouvrir la boîte de pétri et déposer la pointe de l'anse ou de la pipette au point de départ. 

�x  �1�R�X�V���G�p�S�O�D�o�R�Q�V���O�¶�D�Q�V�H���G�H���S�Oatine  de point de départ, on formant des stries serrées sans 

rayer la gélose, faisant tourner la boîte à chaque fois pour trouver des endroits 

ensemençons où les micro-organismes sont répartis différemment. 

�x Stériliser l'anse ou jeter la pipette, refermer la boîte et la déposer dans l'étuve chez 

lequel le couvercle est au bas. 
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      �3�H�Q�G�D�Q�W�� �O�¶�L�Q�F�X�E�D�W�L�R�Q�� ������ �K�� �j�� ���� °C, chaque micro-organisme déposé se multiplie pour 

donner un clone de cellules identiques. Lorsque les micro-organismes sont suffisamment 

éloignés, le clone se développe abondamment pour produire une colonie (figure 06). 

 

 Figure 06. Isolement des souches sur gélose nutritive. 

4.4. Purification des souches 

      Après 24 h de culture en gélose nutritive, nous réensemençons différentes colonies de 

chaque échantillon dans des milieux de culture sélectifs et différentiels avec une anse de 

platine ou pipette Pasteur afin d'obtenir des bactéries complètement pures, nous lisons les 

données des différents milieux de culture en fonction de ses caractéristiques spécifique 

(Connie et Donald, 2019) où nous avons distribué les colonies de 18 échantillons pour 

chaque milieu et laissé incubé au l�¶�p�W�X�Y�H���S�H�Q�G�D�Q�W���������K��à 37 °C. 

4.5. Conservation des souches 

      Nous conservons des souches pendant toute la durée de cette étude. Les souches sont 

cultivées dans des tubes contenant la gélose nutritive pendant 24 h 37 °C, puis ils sont 

conservés au réfrigérateur à 4 °C pour que nous puissions réutiliser plus tard. 

5. �0�p�W�K�R�G�H���G�¶�L�G�H�Q�W�L�I�L�F�D�W�L�R�Q���G�H�V���V�R�X�F�K�H�V���E�D�F�W�p�U�L�H�Q�Q�H�V 

      Pour déterminer les souches bactériennes, nous passons plusieurs examens à travers les 

changements qui se produise�Q�W�� �G�D�Q�V�� �O�H�� �P�L�O�L�H�X�� �G�H�� �F�X�O�W�X�U�H�� �H�W�� �O�¶�R�E�V�H�U�Y�D�W�L�R�Q�� �H�Q�� �P�L�F�U�R�V�F�R�S�H��

optique, ainsi que les résultats de leur interaction avec un groupe de réactifs. Nous classons 

ces examens en: 

5.1. Identification macroscopique 

      Les observations macroscopiques sont la première étape dans l'identification des souches 

en lisant les résultats dans les différents milieux de culture après 24 h, où nous prenons une 

�L�Q�I�R�U�P�D�W�L�R�Q�� �S�U�p�O�L�P�L�Q�D�L�U�H�� �V�X�U�� �O�D�� �I�R�U�P�H���� �O�H�� �E�R�U�G���� �O�D�� �F�R�X�O�H�X�U���� �O�¶�p�O�p�Yation, la taille des colonies 

bactériennes qui caractérisent une souche (figure 07). 
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Figure 07. Différents aspect des colonies sur les milieux des cultures (Willey et al., 2008). 

5.1.1. Aspects macroscopiques clé pour les CGP 

      Il existe de nombreux milieux de culture différents pour identifier les isolats de 

Staphylococcus et de Streptococcus à travers plusieurs propriétés macroscopiques dans le 

boite de pétri permis laquelle: 

5.1.1.1. Mannitol -Sel 

      Le milieu Chapman ou (mannitol-sel) contient le chlorure de sodium qui rend cela milieu 

sélectif pour les staphylocoques puisque la plupart des autres bactéries ne peut survivre à ce 

niveau de salinité. Le halo jaune autour des colonie de S. aureus est dû à la fermentation du 

mannitol avec des produits acides finaux (Leboffe et Pierce, 2011). La fermentation 

du mannitol révélé grâce au virage de l'indicateur coloré de pH (le rouge de phénol).  

5.1.1.2. �7�H�V�W���G�¶�K�p�P�R�O�\�V�H 

      Le test d'hémolyse sur gélose au sang frais est un critère de sélection très important en 

milieu clinique (figure 08). Il est utilisé pour différentier les souches de Streptococcus et 

�G�¶Enterococcus et la recherche de l'activité hémolytique (Leboffe et Pierce, 2011). Après une 

incubation de 24 h à 37°C, on trouve �W�U�R�L�V���W�\�S�H�V���G�¶�K�p�P�R�O�\�V�H (Gillespie et Hawkey, 2006): 

a. Hémolyse �.����en cas d'hémolyse partielle, qui distingue la souche Streptococcus 

pnomoniae le plus abondant et S. viridans, S. mutans, S. sanguin. 

b. �+�p�P�R�O�\�V�H�� ��: en cas d'hémolyse complète, qui distingue la souche Streptococcus 

agalactiae de group B le plus courant et S. pyogenes de group A. 

c. �+�p�P�R�O�\�V�H�� ��: qui se caractérise par l'absence d'hémolyse, qui distingue deux souches 

soit Enterococcus faecalis de group D ou bien Enterococcus faecium. La confirmation 

des souches a été réalisée par galerie api 20 Strep.   
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Figure 08. D�L�I�I�p�U�H�Q�W�V���W�\�S�H�V���G�¶�K�p�P�R�O�\�V�H�����.���������H�W���������V�X�U���J�p�O�R�V�H���D�X���V�D�Q�J���I�U�D�L�V�� 

5.1.2. Aspects macroscopiques clés pour les BGN 

     Il existe des milieux de culture pour les bactéries Gram négatives contient des inhibiteurs 

pour empêcher la croissance des bactéries Gram positives, qui ont des caractéristiques qui 

nous permettent de les différencier macroscopiquement: 

5.1.2.1. Fermentation de lactose 

      Nous avons utilisé trois milieux implantaires permettent de différencier les isolats en 

fermentant le lactose. Les milieux de culture diffèrent en lisant les résultats de la fermentation 

du lactose sur eux, mais ils donnent plus de validation du résultat, ils sont: 

a. Lactose sur MacConkey: le pH de rouge neutre fait la différence entre Gram négatif 

fermentant et non fermentant le lactose par la couleur de la croissance coloniale rose 

ou clair en cas de Pseudomonase aeruginosa et �G�¶E. coli (figure 09). 

b. Lactose sur Hektoen: la gélose entérique Hektoen (HEA) a un couleur vert et 

contient des indicateurs de la fermentation du lactose, des colonies jaune saumon chez 

E. coli et des colonies vert a bleuâtre avec oxydase positive chez Pseudomonase 

aeruginosa par exemple ���%�D�L�O�H�\���H�W���6�F�R�W�W�¶�V��������������. 

c. Lactose sur BCP: Ce milieu a une couleur violette et devient jaune si le lactose au 

milieu est fermenté par les bactéries. 

 

 

 

 

 

 

Figure 09. A:  E. coli lac
+
, B: P. aeruginosa lac

-
 en MacConkey ���%�D�L�O�H�\���H�W���6�F�R�W�W�¶�V��������������. 

A A A B 
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5.2. Identification microscopiques  

      Les méthodes mettant en évidence les bactéries dans leur intégralité sont fondées 

principalement sur les techniques de microscopie en absence de coloration ou après la 

coloration, on a plusieurs techniques: 

5.2.1. �(�[�D�P�H�Q���G�H���O�¶�p�W�D�W���I�U�D�L�V 

      La technique de l'état frais correspond à l'observation d'une suspension bactérienne entre 

lame et lamelle sans fixation préalable par la chaleur ou l'alcool à l'objectif x40, avec cette 

technique nous pouvons observer le mouvement des bactéries. En fonction de la mobilité 

observée si elle est présente, on peut classer le type de ciliature de la bactérie. On a des parties 

décrivent mouvement de bactéries polaires monotriches, et les parties décrivent les 

mouvements de bactéries péritriches, ce qui oriente sur la bactérie en cause. 

5.2.2. Coloration de Gram 

      En 1884, le médecin danois Hans Christian Gram développe une technique de coloration 

qui différencier les cellules bactériennes dans le tissu pulmonaire malade. La coloration de 

Gram est un outil de diagnostic précieux utilisé en milieu clinique et de recherche. Bien que 

plus récent des techniques moléculaires ont été développées, la coloration de Gram est encore 

une méthode largement utilisée pour l'identification des bactéries inconnues et dans certains 

cas, il peut fournir une identification présomptive de l'organisme. Il est possible de faire la 

différence entre les bactéries à Gram positives et à Gram négatives (figure 10), car il est 

considéré comme un moyen principal de classer les bactéries (Brown et Smith, 2015). Les 

étapes de coloration de Gram sont (annexe 04): 

�x Coloration primaire: couvrir un frottis fixé à la chaleur avec violet de Gentien et 

laisser reposer 30 secondes. 

�x Laver brièvement la tâche à �O�
�D�L�G�H���G�¶�X�Q�H���S�L�V�V�H�W�W�H�� �G�H���O�D�Y�D�J�H���G�¶�H�D�X���G�L�V�W�L�O�O�p�H���H�W���p�J�R�X�W�W�H�U��

l'excès d'eau. 

�x Mordançage: couvrir le frottis avec la solution lugol et laisser reposer 1 minute.  

�x �/�D�Y�H�U���O�H���O�X�J�R�O���S�D�U���O�¶�H�D�X���G�L�V�W�L�O�O�p�H�� 

�x Décoloration: ajouter l'alcool pendant 15 secondes, mais peut augmenter la période, 

en notant la dissolution de la couleur de tache sur la lame. 

�x Arrêter �O�D���G�p�F�R�O�R�U�D�W�L�R�Q���H�Q���O�D�Y�D�Q�W���O�D���O�D�P�H���D�Y�H�F���O�¶�H�D�X���G�L�V�W�L�O�O�p�H�� 

�x Contre coloration: Couvrir le frottis par fuschine pendant 1 minute. 

�x Laver pendant quelques secondes, sécher avec du papier absorbant et laissé à l'air. 

�x �(�[�D�P�L�Q�H�]���O�D���O�D�P�H���D�Y�H�F���X�Q�H���J�R�X�W�W�H���G�
�K�X�L�O�H���j���L�P�P�H�U�V�L�R�Q���V�R�X�V���O�¶�R�E�M�H�F�W�L�I��x100. 
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 Figure 10. Coloration de Gram pour quelques bactéries (Brown et Smith, 2015). 

5.3. Identification biochimiques  

      Les bactéries se distinguent entre elles par des propriétés biochimiques qui aident au 

diagnostic et à l'identification microbiologiques grâce à un ensemble de tests qui révèlent une 

partie de l'identité des bactéries telles que leurs enzymes, substrats, composants de surface et 

sécrétions ... etc. La méthode de réalisation de ces tests varie selon les exigences et la 

méthode de travail. 

5.3.1. Tests biochimiques classiques 

       Les tests biochimiques classiques sont effectués dans des tubes à essai prêts à l'emploi 

avec un milieu approprié pour la détection ou bien sur la lame ou en présence des disques 

révélateurs, comme suit: 

5.3.1.1. Testes biochimiques clé pour les CGP 

a. Test catalase 

      La catalase est une enzyme appartenant à la catégorie des oxydoréductases qui catalyse la 

décomposition du peroxyde d'hydrogène (H2O2) en oxygène et en eau. Cette enzyme utilise 

les groupes hème et manganèse comme cofacteur (Leboffe et Pierce, 2011). 

2H2O2             2H2O + O2 

      Placer une goutte de H2O2 sur une lame propre, puis la mettre en contact avec une colonie 

isolée, prise directement avec une pipette pasteur ou une anse de platine. 

�x Si on �R�E�V�H�U�Y�H���O�D���I�R�U�P�D�W�L�R�Q���G�H�V���E�X�O�O�H�V���G�¶�D�L�U�����O�H�V���E�D�F�W�p�U�L�H�V���R�Q�W���X�Q���H�Q�]�\�P�H���F�D�W�D�O�D�V�H�� 

�x Si n'est rien observation, la bactérie n'a pas d'enzyme catalase. 

      Ce test a pour but de différencier les bactéries à Gram positive, Les bactéries des genres 

Staphylococcus ont un catalase positif tandis que les bactéries des genres Enterococcus, 

Streptococcus, possèdes un catalase négatif. La plupart des bactéries à Gram négatif ont une 

catalase positif et la recherche de catalase sur ce type de bactérie est donc sans intérêt. 
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b. Test coagulase  

      Le fait que 97 % des souches de S. aureus sont coagulase positive et que les autres 

espèces sont toujours coagulase négative rend le test de coagulase un excellent test définitif 

pour confirmer l'identification de S. aureus (Brown et Smith, 2015). 

      Le test de la coagulase consiste à inoculer un petit tube de plasma avec plusieurs boucles 

de l'organisme et l'incuber à 37 °C pendant plusieurs heures. Si le plasma se coagule (forme 

un caillot), l'organisme est coagulase positive. La coagulation peut se produire en 30 minutes 

ou plusieurs heures plus tard. Tout degré de coagulation, d'un caillot meuble en suspension 

dans le plasma à un caillot solide et inamovible, est considéré comme un résultat positif, 

même si cela prend 24 h. La méthode comme suit (Brown et Smith, 2015): 

�x Etiqueter les tubes à plasma en fonction des boites contenant des colonies ressemblant 

à des staphylocoques. 

�x Avec une anse de platine, ensemencer le tube approprié de plasma avec des 

organismes des colonies. 

�x Fermer les tubes et placer dans un bain marie à 37 °C. 

�x Vérifier la solidification du plasma tous les 30 minutes pour le reste de la période. 

      Ce test est valable uniquement pour les bactéries à Gram positives ressemblant à des 

staphylocoques car certains bacilles à Gram négatifs, tels que Pseudomonas, peuvent 

provoquer une réaction faussement positive. Le mécanisme de coagulation dans ces 

organismes n'est pas dû à coagulase. 

c. Test DNase 

      Une enzyme qui catalyse la dépolymérisation de l'ADN en petits fragments est appelé 

désoxyribonucléase (DNase). Le fait que les bactéries à coagulase positive sont également 

capables hydrolyser l'ADN fait du test de DNase un outil fiable de confirmer l'identification 

de S. aureus. Le colorant vert de méthyle et ADN polymérisé forment un complexe qui donne 

la gélose une couleur bleu-vert. La capacité de produire cette enzyme peut être déterminé en 

cultivant un inoculum �S�D�U���O�¶�H�Q�V�H�P�H�Q�F�H�P�H�Q�W �G�¶une ligne de 3 à 4 cm de long du bord de boite 

au centre et en observant un organisme sur une boite contient gélose de test DNase  et incubée 

24 h à 37 °C (Connie et Donald, 2019). 

      Lors de l'utilisation de la gélose DNase  sans l'indicateur, inonder la boite avec l'acide 

chlorhydrique (HCl) (annexe 02). Laisser reposer la boit pendant quelques minutes pour 

permettre au réactif d'absorber dans la gélose. Décanter l'excès d'acide chlorhydrique puis 

examiner la boite dans les 5 minutes sur un fond sombre.     
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d. �7�H�V�W���G�¶�D�J�J�O�X�W�L�Q�D�W�L�R�Q 

      �'�H�V�� �U�p�D�F�W�L�I�V�� �G�¶�D�J�J�O�X�W�L�Q�D�W�L�R�Q�� �R�Q�W�� �p�W�p�� �G�p�Y�H�O�R�S�S�p�V���� �S�H�U�P�H�W�W�D�Q�W�� �X�Q�H�� �G�p�W�H�F�W�L�R�Q�� �S�O�X�V�� �U�D�S�L�G�H�� �H�W��

plus fiable de Staphylococcus aureus���� �&�H�V�� �W�H�V�W�V�� �G�¶�D�J�J�O�X�W�L�Q�D�W�L�R�Q�� �V�R�Q�W�� �F�R�Q�V�W�L�W�X�p�V�� �G�H�� �O�D�W�H�[��

�V�H�Q�V�L�E�L�O�L�V�p�� �S�D�U�� �G�X�� �I�L�E�U�L�Q�R�J�q�Q�H�� �H�W�� �G�H�V�� �,�J�*�� �D�I�L�Q�� �G�H�� �G�p�W�H�F�W�H�U�� �O�H�� �I�D�F�W�H�X�U�� �G�¶�D�I�I�L�Q�Lté pour le 

fibrinogène et la protéine A, qui sont des protéines caractéristiques de S. aureus. Une étude de 

�F�H�V�� �V�R�X�F�K�H�V�� �D�� �P�R�Q�W�U�p�� �T�X�¶�H�O�O�H�V�� �S�R�V�V�p�G�D�L�H�Q�W�� �W�R�X�W�H�V�� �G�H�V�� �S�R�O�\�V�D�F�F�K�D�U�L�G�H�V�� �F�D�S�V�X�O�D�L�U�H�V���� �/�H�V��

particules de latex sensibilisées uniquement par le fibrinogène et les IgG. 

�x Homogénéiser �O�H���U�p�D�F�W�L�I���O�D�W�H�[���j���O�¶�D�L�G�H���G�¶�X�Q���Y�R�U�W�H�[�� 

�x Déposé �X�Q�H���J�R�X�W�W�H���G�H���U�p�D�F�W�L�I���O�D�W�H�[���G�D�Q�V���X�Q���G�H�V���F�H�U�F�O�H�V���G�H���O�D���F�D�U�W�H���G�¶�D�J�J�O�X�W�L�Q�D�W�L�R�Q�� 

�x Prélever une colonie de CGP et catalase
+
 avec une anse de platine stérile, puis les 

émulsionner avec une goutte de latex pendant 10 seconds. 

�x Homogénéiser en effectuant un mouvement rotatif de la carte. La lecture doit se faire 

pendant les 30 secondes qui suivent le début des mouvements rotatifs de la carte. 

�x Effectuer la lecture, puis jeter la carte dans un récipient désinfectant, ne pas réutilisé.    

      �8�Q�H���U�p�D�F�W�L�R�Q���H�V�W���S�R�V�L�W�L�Y�H���O�R�U�V�T�X�¶�L�O���\���D���I�R�U�P�D�W�L�R�Q���G�¶�D�J�U�p�J�D�W�V���X�Q�L�T�X�H�P�H�Q�W���D�Y�H�F���O�H���O�D�W�H�[���W�H�V�W����

�Y�L�V�L�E�O�H�V���j���O�¶�°�L�O nu sous un éclairage normal, en moins de 30 secondes. 

e. Test bile esculine 

      La gélose bile esculine (BEA) est un milieu de culture sélective et différentielle en tube 

�F�R�Q�W�H�Q�D�Q�W���H�[�W�U�D�L�W���G�H���E�°�X�I���H�W���O�D���J�p�O�D�W�L�Q�H���T�X�L���I�R�X�U�Q�L�W���G�H�V���Q�X�W�U�L�P�H�Q�W�V���H�W���G�H���O�
�p�Q�H�U�J�L�H (annexe 02). 

�/�D���E�L�O�H���H�V�W���O�
�D�J�H�Q�W���V�p�O�H�F�W�L�I���D�M�R�X�W�p���S�R�X�U���V�p�S�D�U�H�U���O�H���J�U�R�X�S�H���G�¶�H�Q�W�procoques d'autres streptocoques, 

du citrate ferrique est ajouté comme source de fer oxydé pour indiquer un test positif de bile 

esculine (Connie et Donald, 2019). Dans ce test et après 24 h à 37 °C, lorsque les molécules 

d'esculine sont scindées, l'esculétine réagit avec le Fe
3+

 du citrate ferrique et forme un 

précipité brun foncé dans ce cas est la bile esculine positive par contre les bactéries qui ne 

s'assombrit pas le milieu est considérer comme bile esculine négatif. 

f. Test de pousse en NaCl 

      On teste la croissance des bactéries dans un milieu de culture en tube contenant bouillon 

BHIB avec 6.5 % de NaCl (annexe 02), les entérocoques sont tous capables de se développer 

en milieu hypersalé contrairement aux streptocoques. Les organismes tolérants au sel 

produiront une forte croissance dans les 24 h. Des colonies bactériennes ont été prélevées et 

inoculées dans des tubes de BHIB hypersalé avec ou sans �O�¶indicateur BCP et incubées 24 h à 

37 °C. Si le milieu sans indicateur, un trouble indique une croissance bactérienne et un 

changement de couleur du violet au jaune �V�L���R�Q���X�W�L�O�L�V�H���O�¶�L�Q�G�L�F�D�W�H�X�U��(�%�D�L�O�H�\���H�W���6�F�R�W�W�¶�V��������������. 
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5.3.1.2. Tests biochimiques classique pour les BGN 

a. Test oxydase     

       Une oxydase est une enzyme qui catalyse une réaction d'oxydoréduction. Le test de 

�O�¶�R�[�\�G�D�V�H���H�V�W���X�Q���W�H�V�W���G�H���G�p�W�H�F�W�L�R�Q���G�H���O�¶�H�Q�]�\�P�H���F�\�W�R�F�K�U�R�P�H���R�[�\�G�D�V�H���F�K�H�]���O�H�V���E�D�F�W�p�U�L�H�V���j���*�U�D�P��

négative qui produisent cette enzyme. Les Disques oxydase sont des disques de papier 

�D�E�V�R�U�E�D�Q�W�� �L�P�S�U�p�J�Q�p�V�� �G�H�� �1���� �1���� �1�¶���� �1�¶-tetraméthyl-p-phénylènediamine dihydrochloride. En 

présence de cytochrome oxydase, le �1���1���1�¶���1�¶-tetramethyl-p-phenylenediamine 

dihydrochloride (incolore) forme un composé coloré en bleu (Bailey et �6�F�R�W�W�¶�V, 2014). 

�x �3�O�D�F�H�U���X�Q���G�L�V�T�X�H���G�¶�R�[�\�G�D�V�H���V�X�U���X�Q�H���O�D�P�H���j���O�¶�D�L�G�H���X�Q���S�L�Q�F�H���V�W�p�U�L�O�H��  

�x Choisir une colonie bien isolée et représentative de la culture fraiche à tester.  

�x �3�U�p�O�H�Y�H�U���O�D���F�R�O�R�Q�L�H���F�K�R�L�V�L�H���j���O�¶�D�L�G�H���G�¶�X�Q�H���D�Q�V�H���G�H���S�O�D�W�L�Q�H���V�W�p�U�L�O�H��  

�x Frotter doucement la colonie sur le �G�L�V�T�X�H���H�W���R�E�V�H�U�Y�H�U���O�¶�D�S�S�D�U�L�W�L�R�Q���G�¶�X�Q�H���F�R�O�R�U�D�W�L�R�Q�� 

       Si la réaction est positive, la coloration bleu foncé à violet apparaissant dans une 30 

�V�H�F�R�Q�G�H�V���W�D�Q�G�L�V���T�X�¶�H�Q���O�D���U�p�D�F�W�L�R�Q���Q�p�J�D�W�L�I���Q�¶�R�E�V�H�U�Y�H���D�X�F�X�Q���F�K�D�Q�J�H�P�H�Q�W���G�H���F�R�O�R�U�D�W�L�R�Q�� 

5.3.2. Galeries biochimiques miniaturisés  

      Les galeries API ou également appelées galeries biochimiques miniaturisés se présentent 

�V�R�X�V�� �O�D�� �I�R�U�P�H�� �G�¶�X�Q�H�� �V�p�U�L�H�� �G�H�� �S�H�W�L�W�V�� �W�X�E�H�V���� �Q�R�P�P�p�V�� �W�X�E�X�O�H�V���� �F�R�U�U�H�V�S�R�Q�G�D�Q�W�� �F�K�D�F�X�Q�� �j�� �X�Q��

test biochimique spécifique. Chaque tubule est ouvert à son extrémité supérieure par une 

cupule pouvant être remplie, ou non, de liquide afin de placer le tube dans des conditions 

particulières. Chaque tubule contient un substrat défini et avec lequel les micro-organismes 

réagissent différemment (Brown et Smith, 2015). On a plusieurs types: 

5.3.2.1. Galerie API 20 Staph 

      �*�D�O�H�U�L�H�� �$�3�,�� ������ �6�W�D�S�K�� �H�V�W�� �X�Q�� �V�\�V�W�q�P�H�� �V�W�D�Q�G�D�U�G�L�V�p�� �S�R�X�U�� �O�¶�L�G�H�Q�W�L�I�L�F�D�W�L�R�Q�� �G�H�V�� �J�H�Q�U�H�V��

Staphylococcus, Micrococcus comprenant des tests biochimiques miniaturisés et comporte 20 

microtubes contenant des substrats déshydratés. Les microtubes sont inoculés avec une 

suspension bactérienne et les réactions produites se traduisent par des virages colorés 

spontanés ou révélés par l'addition de réactifs (annexe 05). 

5.3.2.2. Galerie API 20 Strep 

      Galerie API 20 Strep est un système standardisé associant 20 tests biochimiques qui 

présentent un grand pouvoir discriminant. Il permet de faire un diagnostic de groupe ou 

d'espèce pour la plupart des streptocoques, entérocoques et pour les germes apparentés les 

plus courants. La galerie API 20 Strep comporte 20 microtubes contenant les substrats 

déshydratés pour la mise en évidence d'activités enzymatiques ou de fermentation de sucres. 
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      Les tests enzymatiques sont inoculés avec une suspension dense, réalisée à partir d'une 

culture pure, qui reconstitue les milieux. Les réactions produites pendant la période 

d'incubation se traduisent par des virages colorés spontanés ou révélés par l'addition de 

réactifs. Les tests de fermentation sont inoculés avec un milieu enrichi (contenant un 

indicateur de pH) qui réhydrate les sucres. La fermentation des carbohydrates entraîne une 

acidification se traduisant par un virage spontané de l'indicateur coloré (annexe 06). 

5.3.2.3. Galerie API 20 E 

      Galerie API 20 E
  �H�V�W���X�Q���V�\�V�W�q�P�H���V�W�D�Q�G�D�U�G�L�V�p���S�R�X�U���O�¶�L�G�H�Q�W�L�I�L�F�D�W�L�R�Q des Enterobacteriaceae 

comprennent un bon nombre des agents pathogènes les plus connus tels que Salmonella, 

Escherichia coli, Klebsiella et Shigella et autres bacilles à Gram négatif. La galerie API 20 E 

comprenant 20 tests biochimiques miniaturisés, la lecture des résultats positifs et négatifs se 

�U�p�D�O�L�V�H�� �S�D�U�� �O�¶�R�E�V�H�U�Y�D�W�L�R�Q�� �G�H�� �F�K�D�Q�J�H�P�H�Q�W�� �G�H�� �F�R�X�O�H�X�U�V�� �G�H�V�� �W�X�E�X�O�H�V�� �T�X�L�� �W�U�D�G�X�L�W�� �O�
�R�F�F�X�U�U�H�Q�F�H�� �R�X��

l'absence de la réaction (annexe 07). 

5.3.2.4. Galerie API 20 NE 

      Galerie API 20 NE est un �V�\�V�W�q�P�H�� �V�W�D�Q�G�D�U�G�L�V�p�� �S�R�X�U�� �O�¶�L�G�H�Q�W�L�I�L�F�D�W�L�R�Q des bacilles à Gram 

négatif non entérobactéries et non fastidieux comme pseudomonas, comporte 20 microtubes 

contenants des substrats déshydratés. La lecture des résultats positifs et négatifs se réalise par 

�O�¶�R�E�V�H�U�Y�D�W�L�R�Q���G�H�V�������W�H�V�W�V���F�R�Q�Y�H�Q�W�L�R�Q�Q�H�O�V���S�D�U���O�H���Y�L�U�D�J�H���G�H���F�R�X�O�H�X�U�V���H�W���������W�H�V�W�V���G�¶�D�V�V�L�P�L�O�D�W�L�R�Q���S�D�U��

le présent de trouble ou non sur les tubules, où les bactéries cultivent seulement capable 

�G�¶�X�W�L�O�L�V�H�U���O�H���V�X�E�V�W�U�D�W���F�R�U�U�H�V�S�R�Q�G�D�Q�W��(annexe 08). 

5.3.2.5. Manipulation sur galerie API 20 

       La technique de manipulation et de remplir des galeries API 20 selon son type nécessite 

un champ stérile autour de bec benzène (annexe 09), comme suit (Brown et Smith, 2015): 

�x �$���O�¶�D�Y�D�Q�F�H����préparer �O�¶�L�Q�R�F�X�O�X�P���R�X���O�H���V�W�D�Q�G�D�U�G���G�H��McFarland  0.5 à l'aide d'une anse 

de platine stérile, retirer une seule colonie bien isolée de la boite et émulsionner 

complètement dans un tube de suspension moyenne ou une solution saline stérile NaCl 

à 0.85 % de 5 ml et on mélange par vortex. 

�x �3�U�H�P�L�q�U�H�P�H�Q�W�����5�H�P�S�O�L�U���O�H���V�X�S�S�R�U�W���G�H���O�D���J�D�O�H�U�L�H���S�D�U���T�X�H�O�T�X�H�V���J�R�X�W�W�H�V���G�¶�H�D�X��pour créer 

une atmosphère humide et met le couvercle par-dessus.  

�x Deuxièmement, à l'aide d'une anse de platine stérile déposer une suspension 

bactérienne dans chacun des tubules de la galerie. Pour éviter la formation des bulles 

�G�¶�D�L�U au fond des tubes, poser la pointe de la pipette sur le côté de la cupule, en 

inclinant légèrement la boîte d'incubation vers l'avant. 
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�x Ensuite, remplir les tubules des caractères encadrées CIT, VP et GEL ... etc par la 

�V�X�V�S�H�Q�V�L�R�Q���E�D�F�W�p�U�L�H�Q�Q�H���M�X�V�T�X�¶�j���O�D���F�X�S�X�O�H���R�Q��former un ménisque convexe. 

�x De plus,  crée un microenvironnement anaérobiose on remplir les cupules des 

caractères soulignés ADH, LDC, ODC, H2S, URE ... etc par �O�¶�K�X�L�O�H���G�H���S�D�U�D�I�I�L�Q�H�� 

      Après 24 h à 37 °C, mettre une goutte des réactifs suivants dans le tubule correspondant 

selon le type de la galerie et les tests qui y sont présentés (tableau 02). 

      Les tests sont séparés par groupes de trois et une valeur 1, 2 ou 4 est indiquée pour chacun 

par ordre. En additionnant à l'intérieur de chaque groupe les valeurs correspondant à des 

réactions positives ou négatives, on obtient 7 chiffres qui constituent le profil numérique, en 

collectant les résultats positifs pour chaque triple (Leboffe et Pierce, 2011). 

      �/�¶�L�G�H�Q�W�L�I�L�F�D�W�L�R�Q���D���p�W�p���U�p�D�O�L�V�p�H���j���O�¶�D�L�G�H���G�¶�X�Q�H���O�L�V�W�H���G�H�V���S�U�R�I�L�O�V���G�¶�L�G�H�Q�W�L�I�L�F�D�W�L�R�Q���G�H���J�D�O�H�U�L�H���R�X��

logiciel d'identification apiwebTM
, on entré le profil numérique à 7 chiffres. 

Tableau 02. Liste des tests qui nécessitent des réactifs en galerie API 20. 

Tests Réactifs de révélation 

NIT 
NIT 1 et NIT 2 

NO3 

TRP 
Kovacs (JAMES) 

IND 

VP VP 1 et VP 2 

PAL 

ZYM A et ZYM B 

LAP 

PYRA 

�.�*�$�/ 

���*�$�/ 

���*�8�5 

TDA TDA 

HIB NIN 

 

6. �3�U�R�W�R�F�R�O�H���J�p�Q�p�U�D�O�H���G�¶�L�G�H�Q�W�L�I�L�F�D�W�L�R�Q 

      La coloration de Gram, les tests biochimiques spéciaux et les milieux illustrés permettent 

à un microbiologiste de détecter les différences entre les bactéries. Ces procédures 

spécifiquement pour isoler les BGN pathogènes et les CGP à partir d'échantillons de secteurs 

médicaux environnementaux contenant un mélange de micro-organismes (figure 11). 
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Figure 11. P�U�R�W�R�F�R�O�H���G�¶�L�G�H�Q�W�L�I�L�F�D�W�L�R�Q���G�H�V���&�*P et BGN. 
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7. Technique de formation et détection de biofilm in vitro 

      Les approches expérimentales classiques pour étudier les micro-organismes ne 

conviennent pas pour étudier leur mode de vie complexe de biofilm. Ces dernières années, les 

chercheurs ont donc développé différents modèles expérimentaux combinant analyse 

moléculaire et microscopie. Plusieurs tests qualitatifs et quantitatifs pour la détection de 

biofilms,  parmi eux: 

7.1. Méthode de gélose rouge Congo 

      La méthode du rouge Congo agar (RCA) a été proposée par Freeman en 1998 pour former 

�H�W�� �G�p�W�H�F�W�H�U�� �O�H�� �E�L�R�I�L�O�P�� �G�H�� �P�D�Q�L�q�U�H�� �T�X�D�O�L�W�D�W�L�Y�H�� �S�D�U�� �O�¶�R�E�V�H�U�Y�D�W�L�R�Q��phénotypique de différent 

biofilm formé. La méthode rouge Congo agar  était rapide, plus sensible,  reproductible et 

qu'il avait l'avantage des colonies restant viable sur le milieu. 

7.1.1. Réalisation de méthode RCA 

      La formation de biofilm in vitro nécessite l'utilisation d'un milieu enrichi, dans ce cas la 

gélose de rouge Congo est un milieu contenant 1l �G�H�� �J�p�O�R�V�H�� �F�°�X�U�� �F�H�U�Y�H�O�O�H��(BHI) qui a été 

complété avec 5 % saccharose et rouge Congo. Le médium était composé de BHI (37 g / l), 

saccharose (50 g / l), le rouge du Congo (0.8 g / l) et gélose n°1 (10 g / l). Le rouge Congo a 

été préparé comme solution aqueuse concentrée et autoclave à 121 °C pendant 15 minutes, 

séparément des autres constituants moyens et il a ensuite été ajouté lorsque la gélose avait 

refroidi à 55 °C. Les boite de pétri ont été inoculées avec une anse de platine, �G�¶�X�Q�H��

suspension a testé et incubées en aérobie pendant 24 h à 37 °C (Niveditha et al., 2012), 

l'expérience a été répété trois fois.  

7.1.2. Interprétation sur RCA  

      �/�¶�L�Q�W�H�U�S�U�p�W�D�W�L�R�Q�� �U�H�S�R�V�H�� �V�X�U��la détection de la production de slime. La détection des 

productions de biofilm par la méthode de rouge Congo agar  étaient basées sur amélioration 

de la production d'exopolysaccharides (Niveditha et al., 2012). On a différents aspects qui 

expliquent le degré de formation de biofilm (figure 12).  

 

Figure 12. Quelques différents aspects de biofilm par méthode RCA (�5�y�*�D���V�N�D��et al., 2017).  

Fort  Moyen Faible 
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      Une souche à un biofilm positif a été indiquée par des colonies noires avec une 

consistance cristalline �V�q�F�K�H�� �H�W�� �O�¶�D�E�V�H�Q�F�H�� �G�H�� �P�R�U�S�K�R�O�R�J�L�H�� �F�R�O�R�Q�L�D�O�H. Les souches à faibles 

productions de slime sont généralement restés rose ou rouge avec un aspect lisse et considérer 

comme biofilm négatif (Bellifa et al., 2016). 

7.2. Technique de plaque de culture de tissu 

      La technique de plaque de culture de tissu a �S�R�X�U���E�X�W���G�¶�p�Y�D�O�X�H�U���V�H�P�L��quantitativement la 

formation de biofilm. La technique de TCP présent une forte corrélation et a été très 

satisfaisant termes de détection de phénotypes positifs au biofilm, avec une discrimination 

aisée entre producteurs et non producteurs forts, modérés ou faibles, mais les producteurs 

faibles étaient difficiles à distinguer des isolats à biofilm négatif (Oliveira et Cunha, 2008). 

7.2.1. Condition et choix de technique TCP 

      Les plaques pour la culture du biofilm doivent être des plaques stériles de microtitrage en 

tissu de polystyrène à 96 puits à fond plat avec couvercle. Le processus de formation du 

biofilm commence par la fixation initiale des bactéries à une surface, qui est affecté par un 

certain nombre de facteurs, y compris les caractéristiques de la surface à laquelle adhèrent les 

bactéries. Il existe différents types de plaques de microtitration conçu à des fins différentes.  

La plaque de microtitration préparée pour la culture tissulaire implique que sa surface était 

spécialement traitée pour permettre une excellente fixation cellulaire et prolifération. 

Certaines souches produisent uniquement du biofilm sur des plaques de culture tissulaire, et 

de nombreuses souches présentent une positivité du biofilm plus faible sur de plaques de 

microtitration de culture non tissulaire. De plus, les perturbations et les chutes dans les 

morceaux de la couche de biofilm pendant la procédure de lavage est plus faible dans le 

microtitrage traité par culture tissulaire assiettes (Stepanovic et al., 2007). 

7.2.2. Démarche de technique TCP 

      Des souches ont été cultivées pendant 18 h à 37 °C dans bouillon BHIB supplémenté avec 

5 % de saccharose. La culture a été dilué 1: 100 dans un milieu frais de BHIB supplémenté 

aussi avec 5 % de saccharose. Des puits individuels de plaques de culture tissulaire stériles en 

polystyrène à 96 puits à fond plat ont été inoculés par 200 µl de BHIB dilué et ensuite 

incubés. Les puits de contrôle négatifs (témoin) contiennent 200 µl du BHIB seulement et 

supplémenté avec 5 % de saccharose par puits (Ngongang et al., 2019). 

      Après 24 h d'incubation à 37 °C, le contenu de chaque puits a été retiré par décantation et 

lavé 4 fois par l�¶�H�D�X�� �S�K�\�V�L�R�O�R�J�L�T�X�H�� �V�W�p�U�L�O�H�� �S�R�X�U�� �p�O�L�P�L�Q�H�U�� �O�H�� �I�O�R�W�W�H�P�H�Q�W��de bactérie libre 

«planctonique». Les cellules adhérentes attachées «sessiles» à chaque puits ont été teint avec 

0.1 % de cristal violet pendant 10 min. La plaque a été lavée deux fois par l'eau physiologique 
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�V�W�p�U�L�O�H���S�R�X�U���p�O�L�P�L�Q�H�U���O�
�H�[�F�q�V���G�H���F�R�O�R�U�D�Q�W�����S�X�L�V���R�Q���D�M�R�X�W���O�¶�p�W�K�D�Q�R�O�����/�D���G�H�Q�V�L�W�p���R�S�W�L�T�X�H���G�X���E�L�R�I�L�O�P��

adhérent a été lue par un lecteur de microplaque ELISA (Kord et al., 2018). On résume cette 

démarche comme suit (figure 13): 

 

Figure 13. Démarche de technique de plaque de cuture tissulaire. 

7.2.3. Principe de lecture sur TCP 

      L'estimation quantitative du biofilm a été réalisée par dosage sur plaque de microtitration, 

environ 2���������O���G�
�p�W�K�D�Q�R�O���j����5 % ont été ajoutés pour chacun de puits. Les plaques ont été lues 

à une longueur d'onde de 600 nm en utilisant un lecteur ELISA, basé sur valeur de densité 

optique (Prasanth et Saravanakumari, 2017), l'adhérence de l'organisme a été classée 

comme suit (tableau 03):  

Tableau 03. Les catégories de biofilms en fonction de densité optique (Kord et al., 2018). 

Valeurs moyennes de DO Estimation de biofilm 

DOt < D�2���”�����î��DOt Faible 

2× DOt < DO �”�����î��DOt Moyen 

4× DOt < DO Fort 

DO: densité optique, DOt: densité optique du témoin. 

      Ces intervalles sont standards grâce à la valeur de la densité optique du témoin, il est 

possible de trouver les limites des différentes catégories de biofilm dans cette étude, ce qui 

permet de le classer comme faible, moyen ou fort. 
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8. Méthode de comparaison biostatistique de biofilm clinique 

      Dans cette étude, les espèces bactériennes qui ont été sélectionnés sont deux cocci à Gram 

positives et deux bacilles à Gram négatif. Une comparaison a été faite entre les souches 

bactériennes où les informations nécessaires ont été collectées pour chacune des techniques de 

formation de biofilm et un test biostatistique spécial a été appliqué par un logiciel statistique, 

tout cela afin de contribuer au diagnostic du biofilm clinique. 

8.1. Logiciel statistique IBM SPSS 20  

      Le logiciel statistique IBM SPSS fournit une analyse statistique avancée qui est facile à 

utiliser, car il s'agit d'une large plate-forme d'algorithmes d'apprentissage qui peuvent être 

étendus et intégrés avec les mégadonnées. Le programme IBM SPSS est utilisé dans tous les 

projets de tailles différentes et de niveaux complexes grace à sa flexibilité, ce qui nous permet 

d'améliorer l'efficacité et de réduire les risques grâce à sa prise en charge des approches de 

test d'hypothèses et à sa présentation avec une grande précision. 

8.2. Collection de données de RCA 

      En lisant les résultats sur la gélose de rouge Congo, nous pouvons les classer 

qualitativement les fréquences de chaque souche dans un tableau facile à lire au moyen du 

programme IBM SPSS, où nous sélectionnons le test lisible logique des données du tableau a 

un seuil de risque �.= 0.05. 

8.3. Rassemblage des valeurs densité optique de TCP 

      Après avoir obtenu les différentes valeurs de la densité optique des souches étudiées, nous 

les organisons en un tableau bref et les classons en fonction de l'intensité de la formation du 

biofilm où chaque bactérie compte des valeurs différente. Ensuite, nous entrons les données 

dans le programme IBM SPSS et choisissons le test approprié en fonction des données du 

tableau a un seuil de risque �.� ��0.05. 

9. Application de quelques moyens de lutte 

      Les bactéries qui forment des biofilms et qui causent une infection hospitalière se 

caractérisent par leur résistance qui a en partie gagné en stress environnementale. Les études 

ont donc développé de nombreuses façons de les éliminer, notamment: 

9.1. Antibiogramme  

      �/�¶antibiogramme �H�V�W�� �X�Q�H�� �W�H�F�K�Q�L�T�X�H�� �G�H�� �O�D�E�R�U�D�W�R�L�U�H�� �T�X�L�� �Y�L�V�H�� �j�� �W�H�V�W�H�U�� �O�D�� �V�H�Q�V�L�E�L�O�L�W�p�� �G�¶�X�Q�H��

souche bactérienne vis-à-vis de plusieurs antibiotiques. �/�¶�D�Q�W�L�E�L�R�J�U�D�P�P�H���S�H�U�P�H�W���D�X���P�p�G�H�F�L�Q��

de choisir le meilleur traitement antibiotique individualisé contre la souche bactérienne 

�U�H�V�S�R�Q�V�D�E�O�H���G�H���O�¶�L�Q�I�H�F�W�L�R�Q�� Il est notamment réalisé en cas (Nauciel et Vildé, 2007): 
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�x Des infections graves, récidivantes. 

�x En cas d�¶�p�F�K�H�F���W�K�p�U�D�S�H�X�W�L�T�X�H���D�Y�H�F���X�Q���S�U�H�P�L�H�U��antibiotique. 

�x I�Q�I�H�F�W�L�R�Q���F�K�H�]���X�Q�H���S�H�U�V�R�Q�Q�H���L�P�P�X�Q�R�G�p�S�U�L�P�p�H���R�X���G�¶�L�Q�I�H�F�W�L�R�Q���Q�R�V�R�F�R�P�L�D�O�H. 

      �/�¶�D�Q�W�L�E�L�R�J�U�D�P�P�H�� �H�V�W�� �p�J�D�O�H�P�H�Q�W�� �X�W�L�O�L�V�p�� �S�R�X�U�� �F�R�Q�Q�D�v�W�U�H�� �O�¶�p�S�L�G�p�P�L�R�O�R�J�L�H�� �G�H�V�� �U�p�V�L�V�W�D�Q�F�H�V��

(surveillance faite par les autorités de santé) et pour lutter contre les infections nosocomiales. 

8�������������5�p�D�O�L�V�D�W�L�R�Q���G�¶�D�Q�W�L�E�L�R�J�U�D�P�P�H 

      �$�� �S�D�U�W�L�U�� �G�¶�X�Q�H�� �F�X�O�W�X�U�H�� �S�X�U�H�� �G�H�� ������ �K��à 37 °C �V�X�U�� �P�L�O�L�H�X�� �G�¶�L�V�R�O�H�P�H�Q�W�� �D�S�S�U�R�S�U�L�H����prenez à 

�O�¶�D�L�G�H���G�¶�X�Q�H���D�Q�V�H���G�H���S�O�D�W�L�Q�H��stérile quelques colonies bien isolées et parfaitement identiques, 

placez-les dans un tube à essai contenant de l'eau physiologique stérile de 5 ml et 

homogénéiser par le vortex. On place la culture de bactéries isolées sur gélose de Muller-

Hinton par ensemencement en nappe avec un râteau de pipette pasteur et laissez-le quelques 

minutes�����S�X�L�V���R�Q���G�p�F�D�Q�W�p���O�¶�H�[�F�q�V���G�H���V�R�O�X�W�L�R�Q��à la boite si il est présentes.      

      Appliquer les disques imprégnés par des antibiotiques à dose connue (tableau 04) à l'aide 

d'une pince préalablement flambée, en appuyant légèrement, les disques doivent être 

parfaitement appliqués à plat sans glissement. Une distance minimale de 15 mm doit séparer 

un disque périphérique du bord de la boite, et chaque disque doit être éloigné au minimum de 

30 mm des autres. Incuber les boites pendant 24 h à 37 °C, le couvercle toujours en bas. 

 Tableau 04. Liste des antibiotiques testés. 

Familles �G�¶�D�Q�W�L�E�L�R�W�L�T�X�Hs Antibiotiques Charge des disques  

��-lactamines 

Oxacillin (OX) 1 µg 

Cefazoline (CZ) 30 µg 

Penicillin (P) 10 UI 

Amoxicillin (AMX) 25 µg 

Aminosides 
Gentamicine (CN) 10 µg 

Amikacine (AK) 30 µg 

Phénicolés Chloramphenicol (C) 30 µg 

 

      �$�S�U�q�V���O�¶�L�Q�F�X�E�D�W�L�R�Q���������K���j���������ƒ�&�����Rn observe des conséquences sur le développement et la 

survie des souches. De manière générale s�L���O�¶�D�Q�W�L�E�L�R�W�L�T�X�H���H�V�W���L�Q�H�I�I�L�F�D�F�H�����O�H�V���E�D�F�W�p�U�L�H�V���S�R�X�U�U�R�Q�W��

�W�R�X�W�� �G�H�� �P�r�P�H�� �F�U�R�L�W�U�H���� �$�X�� �F�R�Q�W�U�D�L�U�H���� �V�L�� �O�¶�D�Q�W�L�E�L�R�W�L�T�X�H�� �H�V�W�� �H�I�I�L�F�D�F�H���� �R�Q�� �D�S�H�U�F�H�Y�U�D��autour du 

disque une forme des cercles « �]�R�Q�H�V�� �G�¶�L�Q�K�L�E�L�W�L�R�Q », où la croissance bactérienne a été 

inhibée. Il existe ensuite trois interprétions différentes �G�¶�D�Q�W�L�E�L�R�J�U�D�P�P�H�� �S�D�U�� �G�L�I�I�X�V�L�R�Q�� �V�X�U��

milieu gélosé. �/�H�V���G�L�D�P�q�W�U�H�V���G�¶�L�Q�K�L�E�L�W�L�R�Q���D�X�W�R�X�U���G�H�V���G�L�V�T�X�H�V���V�R�Q�W���P�H�V�X�U�p�V���j���O�¶�D�L�G�H���G�¶�X�Q���S�L�H�G���j��
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coulisse, puis ils sont comparés aux diamètres critiques rassemblés dans les abaques de 

lecture���� �,�O���F�R�Q�Y�L�H�Q�W���G�H���Q�R�W�H�U���W�R�X�W�H�I�R�L�V�����T�X�¶�X�Q�H���V�R�X�F�K�H���G�R�Q�W���O�D���V�H�Q�V�L�E�L�O�L�W�p���D�X�[��antibiotiques est 

ainsi évaluée peut être déclarée " sensible, intermédiaire ou résistante" après consultation des 

abaques de lecture, on a (Walsh et Wencewicz, 2016):  

a. Bactérie �V�H�Q�V�L�E�O�H�� �j�� �O�¶�D�Q�W�L�E�L�R�W�L�T�X�H (S): il suffi �W�� �G�¶�X�Q�H�� �I�D�L�E�O�H�� �F�R�Q�F�H�Q�W�U�D�W�L�R�Q�� �G�H��

�O�¶�D�Q�W�L�E�L�R�W�L�T�X�H���H�Q���T�X�H�V�W�L�R�Q���S�R�X�U���W�X�H�U���O�H�V���E�D�F�W�p�U�L�H�V���H�W���O�D���G�R�V�H���Q�p�F�H�V�V�D�L�U�H���H�V�W���D�G�P�L�Q�L�V�W�U�D�E�O�H��

�F�K�H�]���O�¶�K�R�P�P�H�� 

b. Bactérie �U�p�V�L�V�W�D�Q�W�H���j���O�¶�D�Q�W�L�E�L�R�W�L�T�X�H (R): la dose nécessaire pour tuer les bactéries est 

beaucoup �W�U�R�S�� �p�O�H�Y�p�H�� �S�R�X�U�� �r�W�U�H�� �V�X�S�S�R�U�W�p�H�� �F�K�H�]�� �O�¶�K�R�P�P�H�� �V�D�Q�V�� �H�I�I�H�W�V�� �V�H�F�R�Q�G�D�L�U�H�V��

�P�D�M�H�X�U�V�����8�Q���W�H�O���D�Q�W�L�E�L�R�W�L�T�X�H���Q�H���S�H�X�W���G�R�Q�F���r�W�U�H���X�W�L�O�L�V�p���S�R�X�U���W�U�D�L�W�H�U���O�¶�L�Q�I�H�F�W�L�R�Q�� 

c. Bactérie �L�Q�W�H�U�P�p�G�L�D�L�U�H���j���O�¶�D�Q�W�L�E�L�R�W�L�T�X�H (I) : la dose nécessaire pour tuer les bactéries 

�H�V�W���W�D�Q�W�{�W���D�G�P�L�Q�L�V�W�U�D�E�O�H���F�K�H�]���O�¶�K�R�P�P�H�����W�D�Q�W�{�W���G�D�Q�J�H�U�H�X�V�H���� �,�O���I�D�X�W���G�R�Q�F���F�R�Q�V�L�G�p�U�H�U���T�X�H��

la bactérie est résistante in vivo, c'est-à-�G�L�U�H���G�D�Q�V���O�¶�R�U�J�D�Q�L�V�P�H�� 

9.2. �5�D�\�R�Q�Q�H�P�H�Q�W���G�H���O�¶ultraviolet  

      L'ultraviolet (UV) est une forme de rayonnement électromagnétique, plus courte que celle 

de la lumière visible mais plus longue que les rayons X. Contrairement aux méthodes de 

désinfection par les produits chimiques, la lumière UV inactive rapidement et efficacement les 

microorganismes par un processus physique. Lorsque les bactéries sont exposées aux 

�O�R�Q�J�X�H�X�U�V���G�¶�R�Q�G�H���J�H�U�P�L�F�L�G�H�V���G�H���O�D���O�X�P�L�q�U�H���8�9�����L�O�V���G�H�Y�L�H�Q�Q�H�Q�W���L�Q�F�D�S�D�E�O�H�V���G�H���V�H���U�H�S�U�R�G�X�L�U�H���H�W��

p�H�U�G�H�Q�W���O�H�X�U���S�R�X�Y�R�L�U���G�¶�L�Q�I�H�F�W�L�R�Q��(Vatansever et al., 2013). 

9.2.1. Procédure d�¶�H�[�S�R�V�L�W�L�R�Q��à �O�¶�X�O�W�U�D�Y�L�R�O�H�W 

      Pour les échantillons qui ont suivie chronologiquement en précédente, le même protocole 

a été appliqué pour tester la réponse des bactéries à �O�¶exposition aux différentes doses 

�G�¶ultraviolet par unité de seconde pendant une minute. 

      Un volume de 200 µl de chaque temps irradié a été ajouté aux puits de la plaque de 

microtitration. Après incubation 24 h à 37 °C, l'excès de bouillon a été coloré par cristal 

violet. Les puits ont été décantés et rincés avec �O�¶�H�D�X�� �S�K�\�V�L�R�O�R�J�L�H�� �V�W�p�U�L�O�H trois fois pour 

éliminer les cellules non liées aux fourmis. La formation de biofilms était en suspension avec 

l'addition de 200 µl d'éthanol à 95 % et l'absorbance a été mesurée à une densité optique de 

600 nm (Ben Said et al., 2011). �/�¶�X�O�W�U�D�Y�L�R�O�H�W�� �D�� �p�W�p�� �G�p�O�L�Y�U�p�� �S�D�U�� �X�Q�H�� �D�P�S�R�X�O�H�� �J�H�U�P�L�F�L�G�H��avec 

une émission maximale à 253.7 nm dans une hotte microbiologique. Après avoir obtenu des 

valeurs variables pour les temps de formation du biofilm, nous les organisons 

chronologiquement dans un tableau, puis créons une courbe pour l'effet des rayons UV dans 

le développement du biofilm. 
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