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Introduction :  
 

Actuellement, Pseudomonas aeruginosa occupe une place majeure et considérable dans les 

établissements de santé (Alyajouri, 2012). Elle est responsable d’infections nosocomiales 

graves, d’infections potentiellement mortelles chez les personnes immunodéprimées et 

d’infections chroniques chez les patients atteints de mucoviscidose  (Ben Haj Khalifa et al., 

2011). La fréquence des infections à bacille pyocyanique s’accroît toujours et régulièrement 

en milieu hospitalier (Diarra, 2009). 

 

P. aeruginosa, comme d’autres bactéries à Gram négatif, produit des agrégats structurés ou 

biofilms maintenus par une matrice protectrice (khalilzadeh, 2009). Les biofilms sont 

responsables d’un large éventail d’infections chez l’Homme. En effet, 65 % des infections 

bactériennes sont dues à des biofilms et plus de 80 % des infections bactériennes chroniques 

sont associées à la présence de biofilms (Chalvet de Rochemonteix, 2009). 

 

Le biofilm est important dans la pathogénie de P. aeruginosa car il lui permet de persister sur 

les dispositifs médicaux implantables et de constituer un réservoir, notamment dans les 

hôpitaux et de résister aux antibiotiques et aux désinfectants. Il est directement impliqué dans 

la pathogénicité de P. aeruginosa, dans la mucoviscidose et les infections sur matériels 

médicales (Méar, 2014).  

 

Un certain nombre de méthodes sont disponibles pour détecter la production de biofilm  in 

vitro parmi  lesquels la méthode de coloration au cristal violet (CV) et la méthode de  culture 

sur milieu au rouge congo (RCA) (Djelloul Daouadji, 2010). 

 

Le présent travail a pour objectif de détecter la formation de biofilms in vitro chez divers 

isolats cliniques de P. aeruginosa, l’une des bactéries les plus étudiées dans le contexte de 

biofilms, en appliquant  deux méthodes couramment décrites dans de nombreux travaux sur 

les biofilms. Par ailleurs, l’étude des profils d’antibiorésistance des souches isolées a été 

effectuée en testant une gamme d’antibiotiques, les plus fréquemment prescrits lors des 

infections à P. aeruginosa. 
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CHAPITRE I: Pseudomonas aeruginosa 

 

1. Définition 

Pseudomonas aeruginosa a été isolé pour la première fois en 1882 par Gessard. Il l’a appelé 

Bacillus pyocyaneus du nom du pigment pyocyanique, diffusible dans le milieu extracellulaire 

et à l’origine de la coloration des cultures (Touati, 2013). 

P. aeruginosa est responsable d’infections graves communautaires et surtout nosocomiales. 

Cette espèce, se distingue par sa grande adaptation aux différentes conditions 

environnementales, par sa capacité à acquérir des résistances aux antibiotiques (ATB) et par 

la diversité de ces facteurs de virulence (Mérens et al., 2013). 

P. aeruginosa est donc considéré comme l’exemple type des bactéries pathogènes 

opportunistes et pratiquement inoffensives chez l’individu sain (Figure 1) (Plesiat, 2008). 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 1. Quelques individus de Pseudomonas aeruginosa (Dubois, 2013). 

 

2. Habitat 

P. aeruginosa ou bacille pyocyanique est une bactérie ubiquiste, saprophyte dans les eaux 

douces et marines, dans l’air,  dans les sols humides ou sur les végétaux. Elle est commensale 

des téguments et des muqueuses de l’homme et des animaux, mais aussi pathogène pour eux. 
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Cette bactérie se rencontre dans l’environnement hospitalier au niveau du matériel médical ou 

chirurgical, et dans des solutions d’antiseptiques (Delarras, 2007). 

 

Dans son habitat naturel, P. aeruginosa peut être trouvée sous forme planctonique, mobile ou 

en biofilm (Méar, 2014). 

 

3. Taxonomie 

La classification de P. aeruginosa a d’abord été fondée sur l’étude de leurs caractères 

phénotypiques (morphologiques, biochimiques….) puis sur leur caractères génotypiques 

(Aissa, 2012).  Seule la composition en G+C % et qui est égale à 67 fût rajouté comme 

caractéristique génétique (Madigan et Martinko, 2007 ; Mezaache, 2012). 

 

Selon la 9
éme

 édition de Bergey's manual of systematic bacteriology (1994),  P. aeruginosa est 

classée comme suit (Delarras, 2007) : 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4. Caractères bactériologiques 

4.1. Caractères morphologiques  

P. aeruginosa, bactérie à Gram négatif, se présente sous forme de bacilles fines droites de 0,5 

à 0,8 µm de diamètre sur 1,5 à 3,0 de longueur, se présentant de manière isolée ou groupée 

par deux ou en courtes chaines, mobiles grâces à une ciliature mono triche (Figure 2), et 

dépourvus de spores et de capsule (Khalilzadeh, 2009 ;Touati, 2013 ). 

Domaine: Bacteria 

Phylum:   Proteobacteria 

Classe:     Gammaproteobacteria 

Ordre:     Pseudomonadales 

Famille:   Pseudomonaceae 

Genre:     Pseudomonas 

Espèce:    Pseudomonas aeruginosa 
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Figure 2.Ciliature monotriche de P. aeruginosa (Aissa, 2012). 

 

4.2. Caractères biochimiques et métaboliques 

P. aeruginosa présente un métabolisme oxydatif (non fermentant), réduit généralement les 

nitrates au-delà des nitrites (Delarras, 2007) et produit de l’ammoniac à partir la de la 

dégradation de l’acétamide (Pecastaings, 2010). 

 

Elle donne des réponses positives pour les tests : catalase, oxydase, ADH, citrate de Simmons, 

et la gélatinase et des réponses négatives pour les tests suivants : LDC, ODC, indole, β-

galactosidase (quelques souches hydrolysent l’ONPG au moyen d’une enzyme différente de 

laβ-galactosidase) (Diarra, 2009 ; Touati, 2013). 

 

4.3. Caractères culturaux  

C’est une bactérie hautement versatile dotée d’une grande adaptabilité nutritionnelle et 

métabolique, par conséquent, elle peut être isolée en culture sur milieu ordinaire ou sur milieu 

rendus sélectifs par addition d’inhibiteurs tel que le cétrimide (Essoh, 2013). 

Les cultures dégageant une odeur caractéristique de raisin ou seringa in vitro (Khalilzadeh, 

2009 ; Essoh, 2013) et il existe trois types de colonies de P. aeruginosa : 

 Les colonies larges : sont grandes, rugueuses convexes et lisses. 

 Les colonies muqueuses : sont bombées, opaques visqueuses, filantes ou parfois 

coulantes. Elles possèdent une pseudo-capsule constitue d’alginate.  

 Les colonies Sm (Small) : sont rondes petites, convexes et lisses (Touati, 2013). 

La Figure 3 représente les différents aspects de colonies de P. aeruginosa. 
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Figure 3.Les différents aspects de colonies de P. aeruginosa (Aissa, 2012).  

 

Leur température optimale de croissance est comprise entre 30 et 37°C mais elles tolèrent 

aussi une température de 42°C. Aucune culture n’est obtenues à 4° C ou à 46° C 

(Khalilzadeh, 2009 ; Saussereau, 2013). 

La grande majorité des souches de P. aeruginosa synthétisent de la pyocyanine (bleu-vert), 

de la pyoverdine (jaune-verts) et plus rarement de la pyomélanine (brun-noire ou acajou) ou 

de la pyorubine (brun-rouge) (Khalilzadeh, 2009 ;  Aissa, 2012 ; Saussereau, 2013). 

 

4.4. Caractères génomiques 

Le génome de P. aeruginosa a été entièrement séquencé en 2000, il s’agit d’un des plus 

grands génomes bactériens connus, avec 6,3 méga bases (Didier, 2005). Il est constitué d’une 

partie conservée qui représente jusqu’à 90% et d’une partie variable caractérisée par les 

échanges horizontaux de gènes (Essoh, 2013).                   

Le génome chromosomique code notamment pour la plupart des facteurs de pathogénicité et 

pour les multiples protéines, conférant la résistance aussi à différentes classes d’ATB. La 

proportion de gènes de régulations est la plus importante de tous les génomes bactériens 

séquencés connus. P. aeruginosa possède aussi de nombreux plasmides transférables par 

conjugaison ou par transduction. 

 

   

Colonies larges Colonies muqueuses Colonies small 
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La taille, la complexité et la variabilité de génome de P. aeruginosa reflètent une évolution 

adaptative de l’espèce qui lui confère la capacité d’utiliser un grand nombre de composés 

organiques et ainsi de se développer dans de nombreuses niches écologiques même pauvres 

en nutriments (Filopon, 2005 ; Aissa, 2012). 

 

5. Le diagnostic bactériologique 

 

Le diagnostic présomptif du genre Pseudomonas doit être évoqué lorsque les bactéries sont 

mobiles, à Gram négatif, aérobies strictes, oxydase positive et non indologènes. 

 

P. aeruginosa se développe facilement sur milieux ordinaires tels que : la gélose nutritive et  

l’eau peptonée. L’isolement à partir de prélèvements plurimicrobiens peut être facilité par  

l’utilisation des  milieux sélectifs au cétrimide (Delarras, 2007 ; Smahi, 2008). Sur les 

milieux sélectifs pour entérobactéries, la bactérie forme des colonies lactose négatif. 

 

Le diagnostic bactériologique des souches typiques est très facile. Il est fortement orienté par 

l'aspect des colonies (colonies plates à bord irrégulier et prenant un aspect irisé métallique 

avec le temps) et l'odeur des cultures (odeur de seringa). La mise en évidence de la 

pyocyanine (milieu de King A) et de la pyoverdine (milieu de King B) suffit à assurer le 

diagnostic.  

 

Certaines souches peuvent présenter des caractères différents : leurs colonies sont non 

pigmentées ou être colorées en brun ou en rouge (dû à la production de pyomélanine ou 

pyorubrine) (Clave, 2011). 

 

Pour les souches atypiques quant à leurs caractères culturaux, la réalisation d’une 

identification biochimique pourra être lancée à l’aide d’une galerie API 20 NE (système 

d’identification des bacilles à Gram négatif non entérobactéries et non fastidieux): les 

caractères principaux sont la production d’une arginine dihydrolase, gélatinase, nitrate 

réductase et l’assimilation de certains hydrates de carbone comme le glucose (Pellerin, 2006 ; 

Clave, 2011). 
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6. Les infections causées par Pseudomonas  aeruginosa 

P. aeruginosa est un pathogène opportuniste capable d’infecter un large spectre d’hôtes. 

L’opportunisme de ce pyocyanique est à l'origine de sepsis graves sur les terrains fragilisés: 

brûlures graves, immunodéprimés, malades de réanimation, ventilation assistée invasive, 

dispositifs invasifs (sonde, cathéters périphériques et centraux) (Didier, 2005 ; Chaibdraa et 

al ., 2008). 

Chez les patients atteints de mucoviscidose, P. aeruginosa est aujourd’hui le principal 

pathogène et pose des problèmes tout à fait spécifiques (Mesaros et al., 2007). 

P. aeruginosa est capable de coloniser une grande diversité de tissus provoquant entre  autres 

des bactériémies, ou des infections oculaires, intestinales, ou urinaires, des méningites et 

ostéomyélites en infectant le système nerveux central et les structures osseuses (Didier, 

2005).  

 

7. Les facteurs de virulence  

P. aeruginosa est invasif en raison de la production de nombreux facteurs de virulence. Ces 

facteurs sont impliqués dans les diverses phases d’infection (Mesaros et al. 2007). 

On distingue 2 classes de facteurs de virulence :   

 Les facteurs de virulence associés à la bactérie : le biofilm, les flagelles, les pili 

type IV, facteur d’attachement de type Fimbriae et le lipopolysaccharide (Didier, 

2007). 

 Les facteurs de virulence secrétés par la bactérie: les toxines (exemple les 

exotoxines), les enzymes protéolytiques (élastases, protéase IV,  protéase alcaline), 

enzymes lipolytiques (lipase, estérase et phospholipase C), rhamnolipides et 

chromophores (Kukavica-Ibrulj, 2007). 

 

Le tableau 1 suivant résume les mécanismes de virulence et les effets pathogènes induits par 

les principaux facteurs de virulence. 

 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Chaibdraa%20A%5Bauth%5D
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Tableau 1. Principaux facteurs de virulence de P. aeruginosa: leurs modes d’action et leurs 

conséquences cliniques (Ben Haj Khalifa et al., 2011). 

Facteurs de virulence Mécanisme de virulence Effet pathogène induit 

Lipopolysaccharide 

(LPS) 

Stimulation de la production de 

cytokines 

Choc 

Pili Adhésion aux cellules épithéliales 

respiratoires 

Pathogénicité respiratoire 

Flagelle Adhésion aux mucines 

Mobilité : rôle dans 

l’internalisation 

Diffusion bactérienne 

 

 

Alginate 

Provoque le phénotype muqueux 

Adhésion aux cellules trachéales 

Inhibition de la phagocytose, de 

l’action des antibiotiques et de la 

réponse immunitaire 

Pathogénicité respiratoire 

Résistance aux défenses de 

l’hôte (phagocytose) 

et aux ATB 

Responsable du caractère 

mucoïde des souches 

Exotoxine A 

 

Inhibition des synthèses protéiques 

des cellules 

Cibles 

Mort cellulaire : nécrose 

tissulaire 

Rôle important dans la 

virulence 

 

Exoenzyme S 

Effet cytotoxique 

Prolifération des LT 

Nécrose tissulaire 

Entraîne des lésions du 

glycopeptide, de lavimentine et 

des IgG et IgA 

         Exoenzyme U 

Rôle antiphagocytaire Lésions des cellules épithéliales 

Responsable de bactériémie 

voire de choc Septique 

Rhamnolipide Effet détergent Hydrolyse du surfactant 

 

Elastases 

(LasA+LasB) 

Dégradation de l’élastine, de la 

fibrine, de l’interféron, du 

complément et du collagène 

Destruction des tissus contenant 

de l’élastine 

Rôle important dans la 

virulence 

 

 

 

Pyocyanine+Pyoverdine 

Action bactéricide sur les autres 

bactéries 

Augmentation de la libération 

d’élastase 

Inhibition des battements des cils 

Captage du fer 

Induisent la synthèse de radicaux 

libres 

Favorise l’émergence du bacille 

pyocyanique  

Diminution de la clairance des 

bacilles 

Rôle dans la survenue de 

vascularite d’artères 

pulmonaires. 

Lectines solubles Inhibition des battements ciliaires 

des cellules pulmonaires 

Pathogénicité respiratoire 

Rôle dans l’infection chronique 

Phospholipase C Effet cytolytique local Lyse des cellules cibles 

Rôle dans l’infection aiguë et 

chronique. 

Protéase alcaline Protéolyse Rôle dans les infections 

cornéennes 
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8. La résistance aux antibiotiques 

P. aeruginosa multirésistant aux antibiotiques possède deux types de résistances (Faure et al. 

2009). 

8.1.La résistance naturelle  

P. aeruginosa présente un niveau très élevé de résistance naturelle aux nombreux ATB 

(Diarra, 2009) par différents mécanismes :  

 Médiocre perméabilité de la membrane externe. 

 Production d’une β-lactamase à large spectre. 

 Systèmes d’efflux (Cattoen, 2009 ; Elyajouri, 2012 ; Dubois, 2013). 

8.2.La résistance acquise  

Elle est très fréquente et résultante de l’accumulation de mécanismes de résistances liées à des 

mutations chromosomique et à l’acquisition des gènes transférables. Ces mécanismes sont :  

 L’imperméabilité accrue de la membrane externe (sélective ou non sélective par 

modification des porines). 

 L’hydrolyse enzymatique. 

 La surexpression de l’efflux actif. 

 La modification de cible (Cattoen, 2009 ; Elyajouri, 2012 ; Dubois, 2013). 

 

P. aeruginosa n’est sensible qu’à quelques ATB (Bricha et al., 2009) présentés dans le 

tableau suivant : 
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Tableau 2. Classification des principaux antibiotiques actifs sur P. aeruginosa (Aissa, 2012). 

 

Antibiotiques Familles Mode d’action 

Ticarciline Carboxypenicillines Les β-lactamines agissent au niveau 

de la paroi bactérienne en inhibant la 

dernière étape de la synthèse du 

peptidoglygane, entrainant une lyse 

bactérienne. 

Aztréonam Monobactames 

Imipenèmes Carbapénèmes 

Céftazidime Céphalosporine de 3
ème

génération 

Gentamicine 

Amikacine 
Aminoglycosides 

Ils perturbent la synthèse des 

protéines au niveau de la fraction 30S 

du ribosome entraînant la destruction 

bactérienne. Ils sont bactéricides. 

Colistine Polymyxine 

Agit au niveau de la membrane 

cytoplasmique bactérienne entrainant 

l’éclatement de la bactérie. 

Ciprofloxacine 

 

 

 

Quinolones de 2
ème

 génération ou 

fluoroquinolone 

Les quinolones inhibent la synthèse 

de l’ADN de la bactérie en se fixant 

sur le complexe "ADN-gyrase" en 

empêchant la réplication  

et la transcription de l’ADN bactérien. 
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CHAPITRE II : Généralités sur les biofilms 

 

1. Historique  

La découverte des biofilms microbiens est attribuée à l’inventeur du microscope, Antoni Van 

Leeuwenhoek, le premier qui observa vers 1683 avec cet appareil des communautés 

microbiennes adhérées à la surface des dents (Roux et  Chigo, 2006). 

 

En 1978, Costerton et al. ont proposé les premières hypothèses sur les mécanismes impliqués 

dans l'adhésion des microorganismes. Ils ont proposé pour la première fois la théorie de « 

biofilms», qui a expliqué les mécanismes par lesquels les microorganismes adhérent aux 

surfaces vivantes et inertes et les avantages accumulés par cette niche écologique  (Branger 

et al., 2007 ; Chalvet de Rochemonteix, 2009 ; Kara Terki, 2014). 

 

Plus récemment, les études sur les biofilms étaient développées dans divers domaines 

industriel, environnementale et médicale. Beaucoup de travaux dans les deux dernières 

décennies ont compté sur les outils tels que : la microscopie électronique à balayage (MEB) 

ou les techniques de cultures microbiologiques standards pour la caractérisation des biofilms 

(Donlan, 2002). 

 

2. Définition  

Le biofilm est un ensemble de microorganismes, formé de la même espèce ou d’espèces 

différentes, qui vivent en symbiose et forment une communauté. Il est constitué d’un 

ensemble de cellules et de micro-colonies associées entre elles et à des surfaces biotiques ou 

abiotiques.  

Ces surfaces peuvent prendre plusieurs formes ; minérales (roche, interface air-liquide…..) ou 

organiques (peau, tube digestif des animaux, racines et feuilles des plantes), industrielles 

(canalisation, surface alimentaires ou coques des navires) ou médicales (prothèse, cathéter, 

valves cardiaques) (Branger et al., 2007 ; Bellifa, 2014). 
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3. Formation de biofilm 

Les différentes études montrent que les biofilms se forment de la même manière quel que soit 

l’environnement qu’ils colonisent. La formation se fait généralement en cinq étapes (Haras, 

2005) (Figure 4). 

 

3.1.Adhésion réversible  

C’est l’étape préliminaire de la formation de biofilm et le résultat de l’interaction entre les 

bactéries et un substrat solide (attractions correspondante aux forces de Van der Waals et des 

forces de répulsion électrostatiques).Les cellules s’adsorbent sur une surface pendant un 

certain temps, mais peuvent se détacher (Branger et al., 2007 ; Pecastaings, 2010; Muller et 

Guaguere , 2014 ). 

 

3.2.Adhésion irréversible  

Dans un deuxième temps, l’adhésion devient irréversible grâce à la sécrétion d’exo-polymères 

par les bactéries permettant de consolider leur fixation au support. Dans ce cas des 

interactions fortes s’établissent entre la bactérie et la surface avec des liaisons de type 

hydrophobe (Bellifa, 2014 ; Branger et al., 2007). 

3.3.Formation de micro-colonies  

Une fois que la bactérie est irréversiblement adhérée à la surface, sa multiplication conduit à 

la formation de micro-colonies qui vont recouvrir toute ou une partie de la surface (Bellifa, 

2014). 

3.4.Maturation de biofilm  

C’est l’étape clé de la formation de biofilm. Elle est caractérisée par la sécrétion d’exo-

polymères contribuant à la forte adhésion des cellules les unes aux autres d’un côté et à la 

surface d’un autre côté. Le biofilm grandit jusqu'à devenir macroscopique en condition 

optimales (Branger et al.,  2007 ; Alnnasouri, 2010). 
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3.5.Dispersion du biofilm  

Le détachement des cellules associées aux biofilm intervient lorsque les conditions 

environnementales deviennent défavorables : limitation de la disponibilité en oxygène dans 

des biofilms épais, apparition ou modification de la nature des nutriments disponible.  

Les bactéries peuvent alors migrer afin de trouver un environnement plus favorable à leur 

développement.  

Ce phénomène n’est pas restreint au dernier stade du développement du biofilm mais peut 

avoir lieu, soit par lyse cellulaire soit par le départ de cellules viables, tout au long de la 

formation du biofilm et en réponse  à un changement d’environnement (Haras, 2005 ; Parot, 

2007). 

 

 

Figure 4 . Représentation des différentes étapes de développement d’un biofilm. 

(Besassier et al., 2005). 
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4. Composition et organisation  

4.1.Composition 

Le biofilm est constitué essentiellement de microorganismes et de la matrice qu’ils 

synthétisent. Les microorganismes représentent 2 à 5 % de la matrice du biofilm selon 

l’espèce impliquée alors que la matrice extracellulaire représente 50 à 90 % de la masse 

organique carbonée du biofilm (Bellifa, 2014). 

4.1.1. Les microorganismes 

Seuls quelques biofilms sont composés d’un seul type de microorganisme. Ce phénomène est 

lié aux conditions environnantes, plus souvent qu’à la nature même des microorganismes. 

Alors que les biofilms naturels sont souvent composés de nombreux types de 

microorganismes : bactéries, protozoaires, algues, mycètes, chaque groupe exécutant des 

fonctions métaboliques spécialisées (Branger et al.,  2007 ; Alnnasouri, 2010). 

4.1.2. La matrice  

Elle est composée principalement de :  

 L’eau : demeure le principal composant du biofilm. 

 Des Exo polysaccharides (EPS) : éléments structuraux majeurs de biofilm, représente 

jusqu'à 85% de la masse totale. 

 Débris cellulaires  (protéines, acides nucléiques). 

 Déchets du métabolisme cellulaire. 

 Débris issus des matières en contact avec les surfaces (produits alimentaires) 

(Branger et al., 2007 ; Bellifa, 2014). 

 

4.2.Organisation  

Le biofilm est composé d’agrégats de microorganismes séparés par des « canaux aqueux » 

assurant la circulation de fluides et permettent à la fois l’apport de nutriments à la bactérie et 

l’élimination de leurs produits de dégradation. 
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Le biofilm n’est pas un environnent homogène, car il présente des zones à teneurs variables 

en oxygène ou en nutriments, (qui présentent des valeurs de pH  différents), les régions au 

centre des agrégats bactériens sont généralement anaérobies et pauvres en nutriments, alors 

que celles situées près des canaux ou de l’interface entre le biofilm et le liquide sont mieux 

oxygénées et plus riches en nutriments (Roux et Ghigo., 2006). 

 

5. Les facteurs favorisant la formation d’un biofilm  

  

La formation d’un biofilm est un phénomène complexe, sous l’influence de nombreux 

facteurs  parmi lesquels: la surface, le milieu et les microorganismes (Branger et al., 2007). 

                                                                                                                                                         

5.1. Les caractéristiques de la surface  

La rugosité, les propriétés physicochimiques et la formation  préalable d’un film protéique sur 

une surface influencent l’attachement des bactéries à cette surface et par conséquent la 

formation d’un biofilm. (Klein, 2011 ; Bellifa, 2014). 

5.2. Les caractéristiques du milieu  

Comprenant les conditions environnementales telles que : la disponibilité de nutriments 

(excès ou carence) et les différents stress physicochimiques (pH, température, présence de 

composés bactéricides, etc.) (Marchal, 2010). 

 

5.3.Caractéristiques des microorganismes  

La plupart des bactéries sont chargées négativement et présentent à leur surface des zones 

hydrophobes. Cette hydrophobicité influencent l’attachement des bactéries sur une surface ; 

moins les surfaces sont polarisées plus les liaisons hydrophobes deviennent importantes. 

(Liesse Iyamba, 2012; Bellifa, 2014), Cette association stable avec la surface s’établit grâce 

à des structures adhésives telles que des adhésines filamenteuses (fimbriae, pili) ou non (EPS, 

capsule,…) (Perrin, 2009 ; Alyajouri, 2012). 

 

Toutes les souches bactériennes n’ont pas la même capacité à coloniser les surfaces et de 

grandes différences existent au sein d’une même espèce bactérienne (Kukavica-Ibrulj, 

2007). 
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6. Le Quorum sensing  

Ce mécanisme a été retrouvé chez des bactéries à Gram négatif comme Pseudomonas 

aeruginosa. Il contrôle des processus ayant lieu au sein des cellules par des facteurs 

moléculaires diffusibles « les auto-indicateurs ». C’est le phénomène de comportement 

communautaire « Biofilm » où les bactéries communiquent entre elles (Chalvet de 

Rochemonteix, 2009 ; Djelloul Daouadji, 2010 ; Pecastaings, 2010). 

 

Ce mécanisme est lié à l’accroissement de la densité de la population bactérienne, qui conduit 

à l’augmentation de la concentration d’une molécule signal (AI) dans l’environnement 

extracellulaire.  

 

Quand la concentration d’une molécule signal atteint un niveau seuil, capable d’activer la 

production des gènes cibles, cela induit la réponse correspondante aux signaux, comme la 

production d’EPS (Alnnasouri, 2010 ; Pecastaings, 2010). Il existe plusieurs molécules 

signal chez les micro-organismes parmi lesquelles les Acylhomoserine lactones (AHL) 

produites par les bactéries à Gram négatif. 

 

7. Les domaines d’intervention des biofilms 

7.1.  Dans l’environnement et le domaine industriel 

 

Les biofilms peuvent avoir des effets positifs ou négatifs sur l’homme ou ses activités : 

 Les biofilms sont utilisés dans la production du vinaigre (acide acétique). 

 Les réacteurs à biofilm ont également été utilisés dans la production d’antibiotiques  

par exemples : un réacteur à biofilm à lit fluidisé a donné de meilleurs résultats de la 

production de pénicilline. 

 Les biofilms sont également utilisés pour le traitement biologique des eaux 

résiduaires. 

 La formation des biofilms dans les réseaux de distribution d’eau est également un des 

problèmes importants rencontrés dans le maintien de la qualité des aliments et de 

contamination dans les équipements de l’industrie agroalimentaire (Alnnasouri, 

2010). 
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7.2. Dans le domaine médical 

 

Les biofilms sont responsables d’un large éventail d’infections chez l’homme. En effet, 65 % 

des infections sont dues à des biofilms. Plus de 80 % des infections bactériennes chroniques 

sont associées à la présence de biofilms (Chalvet de Rochemonteix, 2009). 

 

La formation des communautés sessiles et leurs résistances inhérentes aux agents 

antimicrobiens sont la base de plusieurs infections bactériennes persistantes et chroniques. 

Ces infections peuvent être causées par une seule espèce ou d’espèces mixtes de bactéries ou 

de moisissures (Tableau  3)  (Costerton et al., 1999). 

 

Tableau 3 .Liste partielle d’infections humaines impliquant des biofilms 

(Costerton et al., 1999). 

Infections Espèces bactériennes communément  impliquées 

 

Caries dentaires 

Périodonties 

Otites moyennes  

Mucoviscidose pulmonaire  

Endocardites 

Ostéomyélites 

Infections de tractus biliaire  

Prostatites bactériennes 

 

 Cocci à Gram positif acidogènes (Streptococcus spp.) 

 Bactéries anaérobies  orales, à Gram négatif 

 Souches d’ Haemophilus infuenzae 

 P. aeruginosa et  Burkholderia cepacia 

 Streptococcus sp. et Staphylococcus spp. 

 Plusieurs espèces bactériennes et fongiques souvent mixés 

 Bactéries Entériques (Escherichia coli) 

 Escherichia  coli et autres bactéries à Gram négatif 

 

7.2.1. Les biofilms sur les dispositifs médicaux 

 

Dans la nature, les microorganismes ont une tendance naturelle à l'adhésion aux surfaces. Il en 

est de même dans le domaine médical au niveau des prothèses et implants (Herard, 

1998).Parmi les dispositifs médicaux sur lesquelles les biofilms peuvent se développer :  

 Les cathéters centraux veineux  

 Lentilles de contact 

 Tubes endotrachéals 

 Les stérilets  

 Les joints prosthétiques 

 Les sondes urinaires (Donlan, 2001) (Figure 5). 
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Figure 5. Une coupe transversale d’une sonde urinaire en silicone à demeure. L’image montre 

l’incrustation de la sonde par un biofilm 

(Stickler, 2008). 

 

 

7.2.2. Résistance aux antibiotiques  

Le biofilm est une structure résistante aux agents antimicrobiens dont les bactéries associées 

sont moins sensibles aux ATB et aux désinfectants par comparaison à leurs homologues 

planctoniques (Haras, 2005). 

Les concentrations d’ATB nécessaires pour inhiber les bactéries au sien d’un biofilm, peuvent 

être 10 à 100 fois plus élevées que celles utilisées pour inhiber les même bactéries a l’état 

planctonique, mais ne permettent pas l’élimination complète ce qui provoque de nombreux 

problèmes en milieu médicale (Anger, 2013). 

Cette résistance, accrue multifactorielle, est liée aux conditions de vie dans le biofilm 

(hétérogénéité, accès aux nutriments, oxygène, etc.….). Elle modifie les propriétés 

physiologiques des microorganismes et induisent des mécanismes de résistance connus et cela 

est dû à la structure du biofilm qui facilitent le transfert horizontale de gènes entre les 

bactéries, processus impliqué dans l’acquisition des gènes de résistance aux ATB (Roux et 

Ghigo, 2006 ; Soussereau, 2012).  
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7.2.3. Biofilm par Pseudomonas aeruginosa  

P. aeruginosa, comme d’autres bactéries à Gram négatif, produit des agrégats structurés ou 

biofilms maintenue par une matrice (khalilzadeh, 2009). Cette dernière est composée 

majoritairement d’un mélange comprenant en proportions des alginates (exopolysaccharide), 

des polyoses ainsi que des protéines et des rhammnolipides (Pecastings, 2010 ; Ben Haj 

Khalifa et al., 2011 ; Barakat, 2012).  

Dès que la bactérie a réussi à s’implanter, elle devra y survivre et ce malgré la présence des 

défenses de l’hôte innées et acquises, et d’événements répètes d’antibiothérapie pour réussir la 

formation de biofilms (Ben Haj Khalifa et al., 2011). 

La formation d’un biofilm mature chez P. aeruginosa  a lieu 5 à 7 jours et s’effectue en 5  

étapes (Soussereau, 2012).                                                                                                                                                
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CHAPITRE III : Les méthodes de détection de biofilm 

 

Il existe différentes méthodes pour détecter la production d'un biofilm, parmi lesquelles ; la 

méthode de Plaque de culture de tissus (TCP),  la méthode en Tube (TM), la culture sur 

milieu rouge Congo (RCA) et le Biofilm Ring Test (BFRT). 

 

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

La méthode de plaque de culture de tissus (TCP)  décrit par O'Toole et al., (2000) permet une 

évaluation quantitative de la formation du biofilm (Bellifa, 2014). Les biofilms mono-espèces 

peuvent se former sur des supports en polystyrènes en utilisant des microplaques à 96 puits. 

 

A partir d’une culture de 18 heures dans le milieu Bouillon infusion cœur cervelle (BHIB), les 

puits d’une microplaque de 96 puits sont inoculés avec des bactéries. Les microplaques sont 

incubées par la suite pendant 24 heures à 37°C. Les puits sont lavés trois fois avec de tampon 

phosphate salin (PBS) (Figure 6). 

 

Les biofilms ainsi formés par l’adhésion des bactéries sessiles sont colorés avec du Cristal 

Violet (CV) à 0,1%.  En fonction de la lecture des densités optiques (DO) de la phase biofilm, 

les bactéries sont classées comme suit : non formatrices du biofilm, formation modérée, 

fortement formatrice du biofilm (Mathur et al., 2006 ; Afreenich et al., 2011 ; Bellifa, 

2014). 
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Figure 6. Formation de biofilm en microplaque (Bellifa, 2014). 
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2.  La méthode en tube (TM)  

 

C’est une technique qui permet une évaluation qualitative de la formation du biofilm décrite 

par Christensen et al., (1982). (Nagaveni et al., 2010 ;  Rewatkar et Wadher, 2013; Kara 

Terki, 2014). 

A partir d’une culture de 18-24 heures, une colonie est ensemencée dans de BHIB 

supplémenté de saccharose puis incubé à 37°C pendant 24 h. Les tubes sont lavés avec du 

PBS puis séchés. Chaque tube est ensuite coloré par le CV (Figure 7).  

La formation du biofilm est considérée comme positive lorsqu’un film visible recouvre le mur 

et le bas du tube (Mathur et al., 2006 ; Alnnasouri, 2010 ; Djelloul Daouadji, 2010 ; Taj, 

2012 ;  Bellifa, 2014). 

 

  

 

Figure 7. Evaluation de la production de biofilm par la méthode TM (Bellifa, 2014). 

 

3. La culture sur Rouge Congo Agar (RCA) 

 

Selon Freeman et al., (1989), la gélose Rouge Congo est un milieu très convenable pour la 

détection des souches productrices de slime (Nagaveni et al., 2010 ; Kara Terki, 2014 ) 

(Figure 8). 
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Sur ce milieu les souches exprimant le Polysaccharide Intercellular Adhesion (PIA) donnent 

des colonies noires contre des colonies de couleur rouge pour les souches PIA négatives. Les 

souches à phénotype variable donnent des colonies à centre noir et à contour rouge ou à centre 

rouge et à contour noir (Mathur et al., 2006 ; Afreenich et al., 2011 ; Rewatkar et Wadher, 

2013 ; Bellifa, 2014). 

 

 

Figure 8. Culture sur la gélose Rouge Congo (Hou et al., 2012). 

(A) RCA-positive souche de S. epidermidis (colonies noires), (B) RCA-positive souche de S. 

aureus (colonies noires),(C) RCA-négative souche de P. aeruginosa (colonies rouges). 

 

4. Le Biofilm Ring Test (BFRT) 

 

Une nouvelle technique de détection et d’évaluation quantitative des biofilms : le Biofilm 

Ring Test (BFRT) technique décrite par Chavant et al. (2007) (Liesse Iyamba, 2012 ; 

Nagant, 2013) et développé par la Société Biofilm Control. Cette méthode devait permettre 

de suivre la formation de biofilm d’une façon simple et rapide, sans étapes de lavage ni de 

coloration (Perrin, 2009). 

Elle permet de suivre de façon simple et rapide l’immobilisation de billes magnétiques par les 

cellules bactériennes adhérant au fond du puits. Plus les billes seront piégées, moins elles se 

déplaceront dans le champ magnétique et moins elles se regrouperont au centre du puits.  

L’immobilisation des billes est secondaire soit au fait qu’elles sont «piégées» par des 

bactéries qui adhèrent au fond du puits, soit au fait que les propriétés rhéologiques du milieu 

sont modifiées. (Liesse Iyamba, 2012 ; Nagant, 2013) (Figure  9). 
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Figure 9. Le principe de Biofilm Ring Test (Perrin, 2009). 
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II. Matériel et méthodes 

 

1. Origine des souches bactériennes  

Sept souches cliniques de Pseudomonas aeruginosa ont été sélectionnées pour cette étude, 

isolées de patients hospitalisés au niveau de Centre Hospitalier Universitaire (CHU) Ben 

Badis de Constantine et l’établissement hospitalier spécialiser clinique d’urologie 

Néphrologie et transplantation Rénale, à partir de15Février jusqu’à 29 mais 2015. 

 

Ces souches provenaient de prélèvements pathologiques suivants ; de sonde vésicale (N° 01), 

de cathéter sanguin (N° 02), de prélèvement de pus (N° 03), de plaie purulent (N° 04), des 

urines (N° 05, 06 et 07). 

 

2. Isolement et identification de Pseudomonas aeruginosa 

2.1.Isolement  

L’isolement est pratiqué sur les milieux ; gélose nutritive,  gélose au sang cuit (au chocolat), 

l’Hektoen et  Chapman préalablement coulés en boites de pétri. Les milieux sont ensemencés, 

en stries serrées sur la surface, de façon à obtenir des colonies bien isolées après une 

incubation à 37 °C pendant 24 heures.  

 

Le traitement des sondes urinaires et des cathéters sanguins nécessite une préalable immersion 

et incubation dans  le bouillon cœur cervelle (BCC). 

 

Des repiquages successifs sont effectués sur les milieux d’isolement d’origine afin de 

confirmer la pureté des souches pour entreprendre l’étape d’identification. 
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2.2.Identification  

L’identification de P. aeruginosa est habituellement facile. Cette identification est basée sur :  

 

2.2.1. Examen macroscopique des cultures  

L'examen macroscopique des cultures est le premier examen effectué à partir de l’isolement 

après incubation. Seules les colonies caractéristiques du genre Pseudomonas seront prises en 

considération accompagnées par une odeur caractéristique de seringa. 

La majorité des souches de bacille pyocyanique sont immédiatement repérées par la présence 

de leurs pigments. 

2.2.2. Examen après coloration de Gram  

La coloration de Gram permet non seulement d’observer la morphologie de cellules des 

Pseudomonas et leurs modes de regroupement, mais aussi de différencier ces bactéries à 

Gram négatif des bactéries à Gram positif. Les Pseudomonas apparaissent alors roses au 

microscope. 

2.2.3. La recherche de l’oxydase 

Ce test est employé couramment pour l’identification des bacilles à Gram négatif. A l’aide 

d’une pipette pasteur boutonné, une partie de la culture est étalée sur un disque oxydase. La 

réaction est considérée comme étant positive après apparition d’une couleur violette. 

Les cultures de  P. aeruginosa présentent une réaction d'oxydase positive. 

 

2.2.4. La pigmentation  

Sur la plupart des milieux, P. aeruginosa élabore 2 pigments diffusibles (Pellerin, 2006) : la 

pyocyanine et la pyoverdine. 

L’ensemencement est réalisé à partir d’une culture pure faisant des stries sur la pente de des 

deux milieux à savoir ; les géloses King A et King B. Par la suite, ces milieux sont incubés à 

37 °C pendant 24 heures. 
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La pyocyanine (pigment bleu) est synthétisé par P. aeruginosa sur le milieu King A, alors que 

la pyoverdine (pigment jaune fluorescent) sur le milieu King B.  

 

3. Étude de la sensibilité des souches aux antibiotiques 

La sensibilité de toutes les souches, vis-à-vis différentes familles d’antibiotiques, est testée 

par la méthode de l’antibiogramme standard par diffusion sur gélose Mueller Hinton selon les 

recommandations du CLSI (Clinical Laboratory Standards Institute) recommandées par 

l’OMS (La standardisation de l’antibiogramme à l’échelle nationale, avec collaboration 

de l’OMS 6 
éme 

édition, 2011). 

 

Le tableau 4 suivant montre la liste des antibiotiques testés sur P. aeruginosa selon les 

recommandations du CLSI. 

 

 

Tableau 4. Antibiotiques testés pour Pseudomonas aeruginosa. 

 

N° Antibiotique Abréviation Charge (µg) Famille 

01 Ticarcilline TIC 75 

 

 

 

 

 

 

 

β-Lactamines 

 

 

02 Pipéracilline PIP 100 

03 Céftazidime CAZ 30 

04 Aztréonam ATM 30 

05 Céfépime FEP 30 

06 Imipenème IPM 10 

07 Amoxicilline AML 25 

08 Céfazoline KZ 30 

09 Augmentin AMC 30 

10 Céfoxitine FOX 30 

11 Céfotaxime CTX 30 

12 Ciprofloxacine CIP 5 Fluoroquinolones 
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Procédure opératoire : 

A partir d’une culture de 24 heures, trois colonies identiques des bactéries à étudier sont 

prélevées puis inoculées dans l’eau physiologique. L’écouvillon stérile est plongé dans la 

suspension bactérienne. Le sortir du tube en l’essorant doucement sur les parois internes de 

tubes afin de les décharger au maximum. 

À l’aide d’un écouvillon, la boite est ensemencée sur toute la surface de la gélose par des 

stries serrées, en tournant la boite trois fois de 60 °.  

À l’aide d’une pince préalablement flambée, les disques d’antibiotiques sont appliqués sur la 

surface de la gélose. Les boites sont, ensuite, incuber pendant 24 heures à 37 °C. 

Les différents diamètres des zones d’inhibition, obtenus autour des disques d’antibiotiques, 

sont mesurés. L’interprétation en sensible (S) intermédiaire (I) ou résistante (R) est effectuée 

selon les critères définis par les recommandations de CLSI. 

 

4. Détection de la formation de biofilm de P. aeruginosa 

Afin de mettre en évidence la capacité de formation d’un biofilm, chez les sept isolats de P. 

aeruginosa, deux méthodes sont choisies à savoir ; la méthode standard de coloration au 

Cristal Violet (CV) et la méthode de culture sur gélose au Rouge Congo (RCA). 

 

4.1. La détection par la technique de coloration au Cristal violet 

 

Cette technique de quantification est parmi les méthodes indirectes d’estimation de la 

production de biofilm sur différents types de support (Djordjevic et al., 2002).  La coloration 

adsorbée est directement corrélée à la densité du biofilm formé, et sa solubilisation permet 

une quantification de celui-ci (Musk et al., 2005). 

 

Le tableau 5 ci-dessous répertorie les informations sur les différents tests de formation de 

biofilm effectués.  
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Tableau 5 . Tests de formation de biofilm effectués. 

Test  Milieu de culture Tubes  Incubation  

01 Bouillon nutritif  

(BN) 

En polystyrène de 5 ml  24 h 

02 En polystyrène de 5 ml  48 h 

03 Bouillon cœur cerveau 

 (BCC) 

En polystyrène de 5 ml 24 h 

04 Tubes à vis en verre de 23 ml 7 jours 

 

 

Une suspension bactérienne (DO 600 = 0,8) est préparée, dans un tube BN ou BCC, à partir 

d’une culture de 24 heures de P. aeruginosa sur gélose nutritive. 

 

La suspension est répartie dans des tubes en polystyrène de 5 ml à raison de 2 ml par tube ou 

dans des tubes en verre à raison de 7 ml par tube. Les tubes sont ensuite incubés à 37°C 

pendant des périodes déjà mentionnés dans le tableau 5 . 

 

Après chaque période d’incubation et pour chaque tube, l’absorbance de la culture bactérienne 

résultante est mesurée à 600 nm à l’aide d’un spectrophotomètre. Après, chaque tube est 

soigneusement vidé de la culture bactérienne, et rincés 3 fois à l’eau distillée en vue 

d’éliminer les cellules planctoniques non adhérées. 

La biomasse fixée sur les parois du tube (formation de biofilm) est révélée après coloration à 

l’aide d’une solution aqueuse de cristal violet  à 1 % (m/v). Après un temps de contact de 45 

minutes, l’excès de colorant est éliminé suivi d’un lavage abondant des parois du tube à l’eau 

distillée (jusqu’à l’obtention des gouttes transparentes). Les tubes sont enfin égouttés et mis à 

sécher à l’air libre. 

 

Le cristal violet fixé sur les parois du tube est solubilisé à l’aide d’une solution constituée 

d’un mélange éthanol-acétone (75 : 25). Après 1 heure du temps, l’absorbance de la solution 

obtenue est mesurée à 570 nm à l’aide d’un spectrophotomètre.  

 

La masse bactérienne accumulée au sein des biofilms formés est ainsi quantifiée. La quantité 

de colorant retenue étant alors directement proportionnelle à la quantité de bactéries fixées. 

 

 

 



Matériel et méthodes 

 

30 

 

 

4.2. La détection par la méthode de Rouge Congo agar (RCA)  

Le Rouge Congo interagit directement avec certains polysaccharides bactériens formant un 

slime et donnant des colonies noires sur milieu RCA contrairement aux colonies non 

productrices qui restent rouge (Rewatkar et Wadher, 2013 ; Kara Terki, 2014). 

 

Ce milieu est préalablement préparé en additionnant 0,8 g de Rouge Congo et 37 g de 

saccharose à 1 L de BCC et 10 g d’agar. 

 

Le milieu est ensuite ensemencé par des striés serrées à l’aide une anse de platine, à partir des 

cultures de 24 heures sur gélose nutritive, puis incubé à 37° pendant  24 heures à 48 heures.  

 

Les souches de P. aeruginosa productrices de slime donnent des colonies noires (résultat 

positif), contrairement aux souches non productrices qui donnent des colonies rouges (résultat 

négatif). 
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III. Résultats et discussion 

  

1. Isolement et identification de Pseudomonas aeruginosa  

Sur une période de deux mois, des souche appartenant à l’espèce Pseudomonas aeruginosa 

ont été isolées et identifiées, après traitement de divers échantillons cliniques, dont sept 

souches seulement ont été sélectionnées à fin d’étudier leur capacité à former des biofilms. 

Ces souches proviennent d’une multitude de prélèvements. Deux souches ont été isolés à 

partir de deux dispositifs médicaux différents à savoir une sonde vésicale et un cathéter 

sanguin (souches N° 01 et N° 02). Les autres souches proviennent de trois types de produits 

pathologiques ; deux souches proviennent respectivement d’un prélèvement de pus et d’une 

plaie purulent (N° 03 et N° 04) et le reste des souches a été isolé à partir des urines (N° 05, 06 

et 07). 

Les colonies suspectes de P. aeruginosa ont ainsi été isolées séparément sur les différents 

milieux de culture utilisés puis purifiées sur la gélose nutritive ordinaire pour une éventuelle 

identification. Cette dernière est basée essentiellement sur des examens macroscopiques et 

microscopiques. 

Le tableau 6 ci-dessous résume les aspects de colonies de P. aeruginosa sur les divers 

milieux de culture utilisés, l’aspect microscopique après coloration de Gram de même que le 

résultat d’oxydase. 
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Tableau 6 .Les résultats d’identification de P. aeruginosa. 
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Milieu de culture Aspect de colonies 

 

Gélose nutritive 

Grandes colonies, convexes et lisses. Virage de la couleur de 

la gélose vers le vert du à la production du pigment (Annexe 

2.1). Les souches cliniques donnent généralement des 

colonies larges avec une odeur caractéristique de« acacia » ou 

«  seringa ». 

Gélose Hektoen 
Colonie grandes convexes et lisses. La couleur du milieu ne 

change pas ; la bactérie est non fermentaire (Annexe 2.2). 

Gélose King A La couleur vire au vers bleu (Annexe 2.3).  

Gélose King B La couleur  vire au jaune (Annexe 2.3).  
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L’examen microscopique après coloration de Gram révèle la présence des 

bacilles, colorés en roses, longs et fins à extrémité effilée (Annexe 2.4).  
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Coloration violette, dû à la présence de l’enzyme oxydase, indiquant une réaction 

positive (Annexe 2.5). 

 

2. La sensibilité aux antibiotiques des souches isolées 

La détection des phénotypes de résistance, des souches bactériennes isolées, a été réalisée en 

pratiquant la méthode conventionnelle de diffusion des disques en milieu gélosé et les critères 

de lecture et d’interprétation sont ceux du CLSI (Annexe 3). 

 

Les profils de résistances déterminés montrent que les 07 souches de P. aeruginosa présentent 

différentes comportements vis-à-vis les ATB testés. Le tableau 7 montre les profils de 

résistances des souches étudiées.  

 

 

 



Résultats et discussion 

33 

 

 

Selon les profils déterminés, certaines souches sont sensibles et d’autres sont résistantes. Les 

souches05, 06 et 07 présentent les taux de résistances les plus élevées notées pour cinq ATB 

testés. Contrairement aux autres souches, les souches 03 et 04 apparaissent sensibles à 

l’ensemble des ATB apparentant aux béta-Lactamines et aux Fluoroquinolones. 

 

Tableau 7.Les profils de sensibilités aux antibiotiques des souches étudiées. 

 

Famille 

 

N° 

 

ATB 

 Souches de P. aeruginosa 

S 01 S 02 S 03 S 04 S 05 S 06 S 07 

 

 

 

 

 

β-Lactamines 

01 TIC R R S S / S / 

02 PIP S S S S / S / 

03 CAZ R S S S S S I 

04 ATM R S S S R S I 

05 FEP S S S S / S / 

06 IPM S S S S S S S 

07 AML S S S S R R R 

08 KZ S S S S / R / 

09 AMC S S S S R R R 

10 FOX S S S S R R R 

11 CTX S S S S R R R 

Fluoroquinolones 12 CIP S S S S S S R 

 

   / : ATB non testé 

 

3. Détection de la formation de biofilm de P. aeruginosa  

C’est la croissance qu’on étudie dans les laboratoires de façon artificielle alors que le mode de 

développement naturel de la bactérie est la possibilité de se reproduire attachée grâce aux 

biofilms. Dans ces biofilms, il y a une communauté fonctionnelle, une collaboration entre les 

cellules tandis que la croissance planctonique correspond à un mode de dissémination. 

Toutes les bactéries en générale et P. aeruginosa en particulier résident de manière 

prédominante sous la forme d’un biofilm (Nagant, 2013). Cette bactérie est l’une des 

bactéries les plus étudiées dans le contexte des biofilms (Musk et al., 2005). 
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Le biofilm est important dans la pathogénie de P. aeruginosa, car il lui permet de persister sur 

les dispositifs médicaux implantables et de constituer un réservoir, notamment dans les 

hôpitaux et de résister aux antibiotiques et aux désinfectants. Il est directement impliqué dans 

la pathogénicité de P. aeruginosa dans la mucoviscidose et les infections sur matériel (Méar, 

2014). 

Dans cette étude, la détection de la formation de biofilm de P. aeruginosa est basée sur deux 

techniques, couramment décrites dans ce contexte à savoir ; la coloration du biofilms formés 

au cristal violet(CV) et la méthode de culture sur rouge congo agar (RCA).Les différentes 

expériences ont été menées sur sept souches de P. aeruginosa. 

3.1.La technique de coloration au CV  

Cette technique de quantification est parmi les méthodes indirectes d’estimation de la 

production de biofilm sur différents types de substrats (Djordjevic et al., 2002). La coloration 

absorbée est directement corrélée à la densité du biofilm formé, et sa solubilisation permet 

une quantification de celui-ci (Musk et al., 2005) (Annexe 4.1). 

3.1.1. Formation de biofilms en bouillon nutritif 

3.1.1.1.Formation de biofilms après 24 heures d’incubation 

Après 24heures d’incubation à 37 °C sur polystyrène, la formation des biofilm a été exprimée 

en absorbances mesurées à 570 nm du colorant incorporé par les cellules formants des 

biofilms. 

Les résultats obtenus ont permis de mettre en évidence la capacité de toutes les souches de P. 

aeruginosa  isolées à former des biofilms sur surface hydrophobe (polystyrène) après culture 

en bouillon nutritif (BN) (Annexe 4.2). L’observation visuelle des tubes montre que la 

formation du biofilm de P. aeruginosa se caractérise, non seulement par la présence d’un 

anneau à l’interface air –liquide, mais également par la présence d’un prolongement de la 

croissance cellulaire au-dessus et en dessous de celui-ci. L’intensité de l’anneau formé est 

variable d’une souche à l’autre.  
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P. aeruginosa, une bactérie aérobie stricte, forme des biofilms à l’interface air-liquide (Filoux 

et Vallet, 2003), ce qui correspondant ici à la position des anneaux violets. Les travaux de 

Musk et al. (2005) ont montré que cette bactérie est capable de former des biofilms avec une 

densité cellulaire importante localisée à l’interface air – liquide. 

 

Dans les conditions statiques de culture, la formation de biofilms à l’interface air – liquide 

fournit l’accès des bactéries à la phase gazeuse (oxygène) et à la phase liquide (éléments 

nutritifs) (Constantin, 2009). 

 

La grande valeur d’absorbance est notée pour la souche 04 (DO = 0,340) à l’opposé de 

souches03 et 07 qui ont donné de faibles valeurs (DO = 0,168 et DO = 0, 141).Les valeurs de 

densités optiques des souches restantes S 05, S 02, S 01 et S 06 sont respectivement : 0,270 ; 

0,253 ; 0,245  et 0,234. Les résultats de la formation de biofilms sur polystyrène en bouillon 

nutritif et après 24 heures d’incubation sont représentés dans la figure 10. 

 

 

 

Figure 10.Formation de biofilms de P. aeruginosa sur polystyrène après 24 heures 

d’incubation en bouillon nutritif. 
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Dans la nature P. aeruginosa existe rarement sous forme planctonique, libre, mais plutôt sous 

la forme de biofilm (Méar, 2014). En 2014, Saxena et al. Ont montré que sur 80 souches de 

Pseudomonas, isolées à partir de crachat, seulement 16 souches ont été de bonnes formatrices 

de biofilm par contre 47 ont donné une formation faible. 

 

D’parés nos résultats obtenu à l’issu de l’observation visuelle des tubes et celle de la mesure 

de DO 570, la souche 04 isolée à partir d’un plaie purulent (sensible aux ATB) peut être 

considérée comme de bonne formatrice de biofilm par rapport au reste des souches qui ont été 

soit des formatrices modérée (S 05, S 02, S 01 et S 06) ou de faibles formatrices comme les 

souches 03 (sensible aux ATB)  et 07 (résistante aux ATB) . 

 

Les études de Coban et al. (2009) et d’Oncel et al. (2010) ont montré également la capacité 

des isolats cliniques de P. aeruginosa à produire des biofilms dont la détection a été basée sur 

la méthode de coloration au CV et avec des pourcentages significatifs. 

 

Les biofilms formés sur les plaies peuvent retarder la cicatrisation de certaines plaies 

(Delorne, 2012) et l’éradication des biofilms bactériens pose de graves problèmes sur le plan 

médical puisque si les traitements ATB classiques sont efficaces sur les bactéries 

planctoniques, ils s’avèrent bien moins probants sur les biofilms (Filloux et vallet, 2013). 

 

Par ailleurs,  et selon les résultats obtenus, le phénotype de résistance n’a rien avoir avec la 

formation de biofilm. Donc, pas forcément qu’une bactérie qui est notée comme bonne 

formatrice de biofilm soit résistante aux ATB et vice versa. Ce qui explique que la formation 

de biofilm est un phénomène complexe sous l’influence de nombreux facteurs parmi lesquels: 

la surface, le milieu et les microorganismes (Branger et al., 2007).                                                                                                                                                          

  

La formation de biofilm chez P. aeruginosa est toujours en transition entre deux formes ; la 

forme fixée (biofilm) et la forme libre (planctonique). Afin d’évaluer la proportion de cellules 

planctoniques, non fixées sur polystyrène, les valeurs de densités optiques sont mesurées à 

600 nm. La mesure doit se faire avant l’élimination de la culture bactérienne, une étape 

nécessaire avant d’entamer la coloration au CV. 
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Comme l’illustre la figure 11 la souche 04 (la bonne formatrice de biofilm) enregistre le taux 

de cellules planctoniques le plus élevé (DO = 1,259) à l’inverse de la souche 06 (production 

moyenne de biofilm) avec un taux le plus faible (DO = 0,222). De même que la formation de 

biofilm, ces valeurs indiquent que la proportion de cellules non fixées est variable d’une 

souche à l’autre et elle n’est pas en corrélation directe avec les valeurs obtenues pour la 

formation de biofilm. Cette variabilité peut être en relation avec les conditions de croissance 

qui permettent ou non la formation de biofilm ainsi que la capacité de la souche elle-même à 

adhérer sur polystyrène (surface hydrophobe) et former un biofilm. 

 

 

 

Figure 11.Croissance de P. aeruginosa  sur polystyrène après 24 heures d’incubation en 

bouillon nutritif. 

 

3.1.1.2.Formation de biofilms après 48 heures d’incubation 

Après 48heures d’incubation, les absorbances de CV en corrélation directe avec la formation 

de biofilm augmentent pour toutes les souches étudiées (Figure 12).Une augmentation 

significative importante est notifiée pour les souches 01 isolée à partir d’une sonde vésicale 

(DO = 1, 435) et la souche 06 d’origine urinaire (DO = 1,318).  La souche 07 reste la faible 

formatrice même après 48 heures. 
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Figure 12.Formation de biofilms de P. aeruginosa  sur polystyrène après 48 heures 

d’incubation en bouillon nutritif. 

 

P. aeruginosa a la capacité de former des biofilms à  la surface ou à l’intérieur des dispositifs 

médicaux tels que les sondes urinaires, ce qui pose un véritable problème de santé publique 

pour les personnes nécessitant ces implants (Roux et Ghigoen, 2006 ; Chalvet de 

Rochemoteix, 2009). 

Le  mécanisme de formation de biofilm sur une sonde urinaire est simple une fois la sonde 

posée, un film protéique va se déposer à sa surface et favoriser la fixation de micro-

organismes et par conséquent entraîner la formation d’un biofilm. Une fois que les bactéries 

ont colonisé la sonde et l’uro-épithélium, elles doivent s’adapter à l’environnement formé par 

le tractus urinaire et se procurer des nutriments (Chalvetde Rochemonteix, 2009). 

Ces observation sont en accord avec celles rapporté par Nagant (2013), qui indiquent que lors 

de la détection de la formation de biofilm chez P. aeruginosa en fonction du temps, que la 

formation de biofilm varie entre souches et que les valeurs d’absorbances CV de toutes les 

souches étudiées augmentent après une longue incubation en particulier 48 heures. 
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La figure 13 montre aussi une augmentation dans les valeurs de densités optiques des cellules 

planctoniques, obtenues après 48 heures d’incubation, pour l’ensemble de souches étudiées. 

Par ailleurs, il n’existe aucune corrélation entre les résultats de la formation de biofilm et ceux 

des cellules planctoniques. En définitive, la proportion de cellules fixées et toute à fait 

différente de la proportion de cellules non fixées. 

 

 

 

Figure 13.Croissance de P. aeruginosa  sur polystyrène après 48 heures d’incubation en 

bouillon nutritif. 

 

3.1.2. Formation de biofilms en bouillon cœur cerveau 

3.1.2.1.Formation de biofilm après 24 heures d’incubation sur polystyrène 

Les résultats de la formation de biofilms obtenus, après 24 heures d’incubation en milieu cœur 

cerveau (BCC) sont illustrés par la figure 14. 

Ces résultats révèlent que les souches étudiées sont capables de former des biofilms      

également sur le BCC. La souche 04 reste la bonne formatrice (DO = 0,468) tandis que la 

souche 07 la faible formatrice (DO = 0,077). Les autres valeurs d’absorbance de CV s’avèrent 

intermédiaires pour les autres souches. 
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En outre, ces résultats montrent que le milieu BN a donné des formations importantes de 

biofilm en comparaison avec le BCC sauf pour le cas de la souche 04.Cette différence peut 

être expliquée par les différences de besoins de cellules formatrices de biofilm et les cellules 

planctoniques en ce qui concerne les éléments nutritifs. 

 

 

 

Figure 14. Formation de biofilms de P. aeruginosa  sur polystyrène après 24 heures 

d’incubation en bouillon cœur cerveau. 

 

L’état planctonique de P. aeruginosa sur milieu BCC est représenté par la figure 15. Cette 

dernière indique que les valeurs d’absorbances des cellules non formatrices de biofilms sont 

variables en fonction des souches testées. De même que pour la formation de biofilm, aucune 

amélioration dans la croissance de souches n’a été obtenue après changement de milieu de 

culture sauf pour trois souches à savoir ; 01, 05  et 07. 
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Figure 15. Croissance de P. aeruginosa  sur polystyrène après 24 heures d’incubation en 

bouillon cœur cerveau. 

 

3.1.2.2.Formation de biofilm après une semaine d’incubation sur verre 

Dans ce cas, les tubes en polystyrène ont été changés par des tubes en verre (support 

hydrophile) mais la durée d’incubation est prolongée à une semaine. Après cette période 

d’incubation en BCC, des anneaux visuelles de couleur violette à l’interface air-liquide sont 

clairement observés (Annexe 4.3). 

 

L’interface solide-liquide entre les parois des tubes et le milieu aqueux fournit un 

environnement idéal pour l’attachement et la formation de biofilm. Selon Elyajouri (2012), 

les biofilms se forment à l’interface surface-liquide mais peuvent également être observés à 

l’interface air-liquide. Nos résultats confirment ces données dont les souches testées ont réussi 

à former des biofilms à l’interface air-liquide et même à l’interface surface- liquide ; soit au 

fond des tubes ou sur les parois. 
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Comme le montre la figure 16, le prolongement de la durée d’incubation a permis une 

formation significative de biofilm sur le verre avec des valeurs importantes différentes à celles 

obtenues dans les trois essais précédents .Les souches 06 et 04 ont été les bonnes formatrices 

de biofilms sur le verre avec des valeurs respectives de 0,963 et 0,917. Dans ce cas, la valeur 

de DO la plus faible est donnée par la souche 05 ; 0,548. 

P. aeruginosa possède les mécanismes qui lui permettant de résister naturellement à de 

nombreux agents antibactériens, de coloniser les surfaces inertes et les épithéliums, de former 

des biofilms protecteurs (Essoh, 2014). 

Il est admis que les micro-organismes se fixent  plus facilement sur des surfaces hydrophobes 

et non polarisées comme le téflon ou d’autres matières plastiques que sur des matériaux 

hydrophiles comme le verre ou les métaux (Liesse iyamba, 2012). Chez P. aeruginosa, les 

facteurs d'attachement sont essentiels pour l'adhérence aux surfaces abiotiques, comme le 

verre (Bricha et al., 2009).  

 

 

 

Figure16. Formation de biofilms de P. aeruginosa  sur verre après 7 jours en bouillon cœur 

cerveau. 
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3.2.La méthode de culture sur rouge Congo agar (RCA) 

La gélose Rouge Congo est un milieu très convenable pour la détection des souches 

productrices de slime. Sur ce milieu, les souches exprimant le PIA (polysaccharide 

intercellular adhesin) donnent des colonies noires avec une surface rugueuse contre des 

colonies de couleur rouge et à surface lisse pour les souches PIA négatif (Chaieb et al., 

2005). 

 

Les 7 souches de P. aeruginosa isolées ont été testées pour mettre en évidence leur capacité à 

produire de slime sur milieu rouge Congo, Les souches productrices de slime avaient un 

phénotype variable ou positif (Annexe 4.4). Les résultats obtenus sont illustrés dans le 

tableau8 suivant : 

 

Tableau 8. Résultats de la production de slime par la méthode RCA. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Après 48heures d’incubation, la production de slime est remarquée respectivement chez les 

souches S 01, S06 et la S02  à l’opposé des autres souches exprimant un phénotype négatif. 

Les souches productrices de slime donnent des colonies soit de couleur noire (01 et 06) ou 

grise (02) par contre les non productrices donnent des colonies de couleur rose (03 et 05) ou 

rouge(07). 

 

 

Souches Couleur de colonies Phénotype (slime) 

S 01 Noire Positive (+) 

S 02 Grise Positive (+) 

S 03 Rose Négatif (-)  

S 04 Rose Négatif (-)  

S 05 Rose Négatif (-)  

S 06 Noire Positive (+)  

S 07 Rouge Négatif (-) 
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La méthode de RCA est couramment employée pour détecter la formation de biofilms chez 

les isolats cliniques. D’après les résultats obtenus ,les souches productrices de slime sont les 

mêmes souches donnant des valeurs d’absorbances CV importantes après 48 heures 

d’incubation en BN à savoir la souche 01, souche 06 et ensuite la souche 02. 

L’analyse des résultats montre que la méthode de coloration au CV a permis de mettre 

évidence une formation de biofilm variable chez l’ensemble de souches étudiées en 

comparaison avec la méthode de RCA qui a permis de détecter la formation de biofilms chez 

seulement 03 souches. Ces résultats sont semblables à ceux rapportés par plusieurs travaux 

traitant les biofilms de P. aeruginosa tels que l’étude de Filloux et Vallet (2003). 

De ce fait et à fin de détecter et de quantifier les biofilms formés in vitro, la méthode de RCA 

semble être moins efficace (Beliffa, 2014) par contre la méthode de coloration au CV peut 

être la plus adaptés et la plus fiable (Hou et al., 2012). 

Enfin, la détection précoce de la formation de biofilm chez P. aeruginosa en pratique peut 

être l'une des étapes essentielles pour la prévention et la gestion des infections causées par ce 

pathogène. La lutte efficace contre les biofilms nécessite la connaissance approfondie possible 

des mécanismes de leur formation rendue abordable par l’utilisation des méthodes fiables. 
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Conclusion : 

 

P. aeruginosa a fait l’objet d’études assez complètes et informatives sur les mécanismes 

moléculaires qui interviennent lors du développement d’un biofilm. 

P. aeruginosa, une bactérie à Gram négatif, est la cause majeure d’infections nosocomiales 

chez les patients immunodéprimés. Parmi les quelles les pneumonies, les infections du tractus 

urinaire, des brûlures, des plaies ou bien encore les septicémies. De plus, P. aeruginosa est 

directement responsable du taux de mortalité élevé et précoce chez les patients atteints de 

mucoviscidose. La pathogénicité de P. aeruginosa met en jeu des adhésines permettant 

l’attachement et d’autres facteurs sécrétés. L’infection chronique se caractérise par la 

formation du biofilm bactérien, comme c’est le cas dans le poumon des patients atteints de 

mucoviscidose. 

 

Dans cette étude, sept souches de P. aeruginosa ont été isolées à partir de différents types de 

prélèvements cliniques ; à partir d’une sonde vésicale (S 01), d’un cathéter sanguin (S 02), 

d’un prélèvement de pus (S 03), d’une plaie purulente (S 04) et à partir des urines (S 05, S 06, 

S 07). L’identification de P. aeruginosa a été effectuée selon les méthodes conventionnelles. 

Ses souches ont fait l’objet de l’étude de leurs profils de résistance aux ATB ainsi que leur 

capacité à produire des biofilms in vitro selon deux méthodes à savoir la méthode de 

coloration des biomasses fixées au CV et la méthode de détection de slime sur rouge congo 

agar (RCA). 

 

L’étude de l’antibiorésistance a montré que les souches 05, 06 et 07 sont les plus résistantes 

contrairement aux souches 03 et 04 qui apparaissent sensibles à l’ensemble des ATB testés. 

 

D’autre part, les résultats obtenus, a l’issu de la méthode de CV, ont montré que toutes les 

souches de P. aeruginosa testées ont la capacité de produire des biofilms principalement à 

l’interface air – liquide des tubes, sous forme des anneaux visibles après coloration au CV. 

Les DO mesurées après 24 heures et après solubilisation de CV fixés, ont révélé que la souche 

04, précédemment isolée à partir d’une plaie purulente, était fortement formatrice de biofilm 

sur les deux milieux BN et BCC tandis que la souche 07 était faiblement formatrice. 
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Le comportement de différentes souches, en ce qui concerne la production de biomasses 

fixées, varie également en fonction du milieu de culture (BN ou BCC) ainsi que la période 

d’incubation (24 h ou 48 h). En effet, ces résultats ont indiqué que le milieu BN a donné des 

formations importantes de biofilm en comparaison avec le BCC sauf pour le cas de la souche 

04. 

Les termes de bactéries sessiles (biofilm) et planctoniques décrivent des micro-organismes 

respectivement adhérents à une surface et libres dans une suspension En effet, alors que les 

bactéries se divisent à l'échelle de quelques minutes dans leur état planctonique, elles arrêtent 

ce processus pendant des heures lors de leur attachement à une surface. Pendant cette période, 

se produisent de nombreux changements qui assurent la transition vers la phase biofilm. 

Effectivement la forme planctonique de chaque souche étudiée a été évaluée en mesurant les 

DO à 600 nm avant d’entamer la méthode de coloration au CV. Les valeurs obtenues ont 

montré que la proportion de cellules non fixées est variable d’une souche à l’autre. 

 

Il est généralement admis que les surfaces hydrophobes (comme le polystyrène) sont plus 

favorables à l’adhésion de bactéries que les surfaces hydrophiles (comme le verre). Le 

prolongement de la durée d’incubation a permis une formation significative de biofilm sur le 

verre avec des valeurs importantes. 

 

Par ailleurs, les résultats obtenus à l’issu de la méthode RCA révèlent que les souches isolées  

à partir des implants médicaux ; sonde et cathéter (S 01 et S 02) et à partir d’un échantillon 

d’urine (S 06) ont donné des résultats positifs par production de slime après 48 heures 

d’incubation sur RCA, à l’opposé du reste des souches qui n’ont pas la capacité de produire 

de slime sur le même milieu. De plus, les résultats de cette méthode ont indiqué que 

seulement trois souches sont productrices de biofilm contre toutes les souches selon la 

méthode CV. 

 

L’éradication d’un biofilm bactérien pose de gros problèmes cliniques, car l’antibiothérapie 

active habituellement sur les bactéries à l’état planctonique se révèle bien souvent moins 

efficace sur des structures organisées en biofilm. Il devient pourtant essentiel d’améliorer nos 

connaissances sur les mécanismes impliquées dans la formation de biofilm, a fin de trouver de 

nouveaux moyens de prévenir ou de traiter les infections associées aux biofilms. Les 

approches expérimentales classiques pour étudier les bactéries d’intérêt médical doivent être 

adaptées à l’étude de leur mode de vie complexe en biofilms. 
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Annexes 1 : Préparation de solutions et milieu de culture 
 

 

 Solutions 

 

 Cristal violet (1%) 

Cristal violet…………………………………………..      1 g 

Eau distillée……………………………………………   100 ml 

 

 Solution éthanol-acétone (75 : 25) 

Ethanol…………………………………………….….75 ml 

            Acétone …………………………………………...….25 ml 

 

 Milieux de culture solides 

 

 Milieu Rouge Congo Agar (RCA)  

BHIB…………………………………………………….37 g 

Saccharose…………………………………………….....50 g 

  Agar……………………………………………………...10 g 

Rouge Congo……………………………………………0.8 g 

Eau distillée …………………………………………1000 ml 

                  pH= 7,4 

                 Stérilisation à l’autoclave : 121°C pendant 15 minutes 
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Annexes 2 : Résultats d’isolement et d’identification de Pseudomonas 

aeruginosa 

Annexe 2.1. Culture de P. aeruginosa sur gélose nutritive 

 
Annexe 2.2. Culture de P. aeruginosa sur gélose Héktoen 

 
Annexe 2.3.  Culture de P. aeruginosa  sur géloses inclinés King A et King B 
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Annexe 2.4. Aspect  microscopique  des cellules de  P. aeruginosa 

(Grossissement 10X 100) 

 

 
 

Annexe 2.5. Résultat de test de l’oxydase 
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Annexes 3 : Antibiogramme de Pseudomonas aeruginosa 

Annexe 3.1.  Antibiogramme d’une souche de P. aeruginosa 

 

Annexe 3.2.  Valeurs critiques des diamètres des zones d’inhibition pour P. aeruginosa 

Antibiotiques testés 
Charge des 

disques 

Diamètres  critiques  (mm) 

R I S 

Ticarcilline 75 µg ≤ 15 16 - 23 ≥ 24 

Ticarcilline + ac. 

Clavulanique 
75 / 10 µg ≤ 15 16 -23 ≥ 24 

Pipéracilline 100 µg ≤ 14 15 – 20 ≥ 21 

Céftazidime 30 µg ≤ 14 15 - 17 ≥ 18 

Aztréonam 30 µg ≤ 15 16 - 21 ≥ 22 

Imipenème  10 µg ≤ 15 16 - 18 ≥ 19 

Amikacine 30 µg ≤ 14 15 - 16 ≥ 17 

Gentamicine 10 µg ≤ 12 13 - 14 ≥ 15 

Nétilimicine 30 µg ≤ 12 13 - 14 ≥ 15 

Tobramycine 10 µg ≤ 12 13 - 14 ≥ 15 

Ciprofloxacine  5 µg ≤ 15 16 - 20 ≥ 21 

Lévofloxacine 5 µg ≤ 13 14 - 16 ≥ 17 

Fosfomycine ……. ……. …….. …….. 

Colistine 10 µg   ≤ 10 ……. ≥ 11 

Tableau extrait du Document M100 – S24.Vol. 34, n°1. 2014. Performance standards for 

antimicrobial susceptiblity testing ; twenty-forth informational supplement. 

Extraits des recommandations 2014 du comité de l’antibiogramme de la société française 

de microbiologie 
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Annexe 4 : Résultats de la formation de biofilm 

Annexe 4.1. Evaluation de la production de biofilm par la méthode CV 

 
(1) Inoculation / Croissance, (2) Lavage 3 fois et coloration au CV, (3) Lavage jusqu’à l’obtention des gouttes transparentes /égouttés et mis à sécher à 

l’air libre, (4) Solubilisation du CV fixé par un mélange d’éthanol-acétone 75 / 25 pendant une heure, (5) Quantification au spectrophotomètre. 
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Annexe 4.2. Detection de la formation de biofilm de P.aeruginosa après coloration au CV 

(Culture en BN après 24 heures d’incubation sur  polystyrène) 
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Annexe 4.3.  Detection de la formation de biofilm de P.aeruginosa après coloration au CV 
(Culture en BCC après 07 jours d’incubation sur verre). 
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Annexe 4.4. Phénotype de production de slime chez P. aeruginosa sur milieu RCA. 
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Résumé 

 

 

 

 

 

Résumé 

 

Les biofilms, communautés structurées de micro-organismes fixées à une surface, semblent 

être l’élément clé de nombreuses infections. Le biofilm formé par P. aeruginosa est 

notamment impliqué dans la mucoviscidose, les infections du tractus urinaire et les infections 

des plaies. Plusieurs méthodes d’étude des biofilms in vitro existent. La méthode au CV et la 

méthode RCA sont les plus utilisées dans la littérature. 

 

L’objectif principal de notre étude était de détecter in vitro la formation de biofilm chez sept 

souches cliniques de P. aeruginosa qui sont caractérisées par différents profils de résistance aux 

ATB.  

 

Nous avons pu observer une grande diversité dans la capacité des souches à former du 

biofilm, dans des conditions définies. Par ailleurs, la formation de biofilm varie pour une 

souche donnée en fonction du milieu de culture utilisé et la période d’incubation. 

Cette étude montre également une variabilité phénotypique de production de biofilm entre les 

deux méthodes (CV) et (RCA). 

 

Il devient essentiel de développer des méthodes phénotypiques simples permettant de prédire 

la capacité d’une souche d’intérêt médicale à produire du biofilm. 

 

 

Mots-clés : P. aeruginosa, biofilm, infections à P. aeruginosa, la méthode (CV), la méthode 

(RCA). 

 

 

 

 

 

 



Summary 

 

Biofilms, structured communities of microorganisms attached to a surface, appear to be the 

key to many infections. The biofilm formed by Pseudomonas aeruginosa is particularly 

implicated in cystic fibrosis, urinary tract infections and wound infections. Several methods of 

studying in vitro biofilms exist. The method CV and RCA are the most used method in the 

literature. 

The main objective of our study was to detect in vitro biofilm formation in Severn clinical P. 

aeruginosa strains which are characterized by different resistance profiles ATB. 

 

We observed a great diversity in the ability of strains to form biofilm under defined 

conditions. In addition, biofilm formation varies to a given strain as a function of culture 

medium used and the incubation period. 

This study also shows a phenotypic variability of biofilm production between the two 

methods (CV) and (RCA). 

 

It becomes essential to develop simple phenotypic methods to predict the ability of a strain of 

medical interest in producing biofilm. 

 

Key words: P. aeruginosa biofilm, P. aeruginosa infections, the method (CV), the method 

(RCA). 



 

 

 

 ملخص

 

ميي   الكث يي فيي   ببفتتسيي  ،بةلسيي   تتمسيي  التيي  الكةئنيية  اليق  يي  ميي  منظميي  مجتمعيية عيي  عبيية    هيي  الح وييي الأغشيي   

الغشييةا الح ييوذ الييلذ تشييكفة الزائايي  الزخجة ييي  يتيييلي لةليي  فيي  التف ييا الك سيي ، لالت ةبيية  المسييةل  البول يي  الأميي ا   

الأكثي   RCAلال  ي ي     CV ال  ي ي       الأغشي   الح ويي  في  المرتب من ية توجي عي  ط ق لي اس   الج لح لالت ةبة 

 استعمةلا 

 

التي  تتم يز بييةلتلا   الزخجة يي   مي  الزائاي  سي ي ي   سيلالا   سييب عي  قيي    هيو الكشيا د اسيتنة  مي  ال يي  ال ئ سي  

                                                                           المرتب  ف  ف فمالب وتشك ي عفى  م ةلمت ة لفمضةدا  الح وي 

 

بةلإضيةف  لليى كلي  فيةك تشيك ي الب يو في فم  ب وف فم ف  ظي ظي ل  محييد التشك ي عفى سلالا  اللاحظنة تنوع كب   ف  قي   

اك  ال ييي ي ت     الي اسييي  ريضيييةتبييي   هييل  كمييية   بيييةلتلا  لسيير اليييز ع ل امييي  الحضييةخ للييى رلييي   سيييلال  مييي  يرتفييا 

                                                                                       ب وف فمال لختةجف  تبةي  مظ  ذ المستعمفت   تع   

                                      م  الض ل ذ ت وي  ط ق بس    لفتنبؤ ب ي   اذ سلال  م  الاةئي  ال ب   ف  لختةج ب وف فم
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