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Résumé :

Staphylococcus epidermidisest une bactérie naturellement présente sur la peau, jouant un
role protecteur contre les microbes pathogenes. Elle contribue a 1’équilibre du microbiote et a la
régulation du systéme immunitaire. Cette espece peut devenir pathogéne chez les personnes
immunodéprimées ou porteuses de dispositifs médicaux. Elle est reconnue comme un agent
opportuniste en raison de sa capacité a former des biofilms et sa résistance aux antibiotiques, ce

qui renforce sa virulence.

Ce travail s’inscrit dans le cadre de I’utilisation de métabolites extraits des champignons
marins pour lutter contre la croissance et la formation de biofilms chez Staphylococcus
epidermidis

Cette étude a tout d’abord consisté a isoler et a identifier des Staphylococcus epidermidis
des cavités nasales, a évaluer leur sensibilité aux antibiotiques, ainsi que leur capacité a former
des biofilms, en utilisant les méthodes de cristal violet en tube et du rouge Congo. Une seconde
approche a porté sur 1’évaluation in vitro de I’activité antistaphylococcique (inhibition de la
croissance et du biofilm) par des métabolites extraits des champignons isolés du sable de mer de

la plage de Salamandre a Mostaganem.

Les résultats obtenus révelent I’obtention de quatre isolats de Staphylococcus epidermidis.
Ces derniers ont montré une résistance a 1’oxacilline et a I’azithromycine, et une formation de
biofilms.
L’analyse microbiologique des échantillons du sable marin a permis I’isolement de 25 isolats
fongiques.. Ces isolats ont €té testés pour leur activité antagoniste vis-a-vis des Staphylococcus
epidermidis testés par la technique du croisement, a 1’aide de stries verticales sur milieu
MuellerHinton (MH). Seuls six isolats fongiques (S2, S7, S10, S11, S12 et S32) ont montré une

activité antagoniste positive contre S. epidermidis.

Parmi ces isolats fongiques, tous identifiés comme appartenant au genre Aspergillus,
I’isolat le plus actif a été caractérisé morphologiquement comme Aspergillus niger. Les
métabolites secondaires produits par cet isolat ont été extraits a I’aide d’acétate d’éthyle, puis leur
activité antistaphylococcique a été évaluée in vitro par la méthode de diffusion sur disque. Les
résultats ont révelé un effet inhibiteur contre les Staphylococcus epidermidis, avec des zones

d’inhibition variant de 8,9 a 19,35 mm.



Enfin, I’activité antibiofilm de I’extrait d’Aspergillus nigera été évaluée par la méthode de
coloration au cristal violet en tube, révélant un effet inhibiteur avec des pourcentages d’inhibition

compris entre 38 % et 59 %.

Mots clés : Champignons marins - Staphylococcus epidermidis- Antibiogramme — formation de

biofilm - Métabolites secondaires - Antagonisme — activité antimicrobiene.



Abstract:

Staphylococcus epidermidisis a bacterium naturally present on the skin, playing a
protective role against pathogenic microbes. It contributes to the balance of the microbiota and the
regulation of the immune system. This species can become pathogenic in immunocompromised
individuals or those with medical devices. It is recognized as an opportunistic agent due to its

ability to form biofilms and its resistance to antibiotics, which increases its virulence.

This work is part of the use of metabolites extracted from marine fungi to combat the

growth and formation of biofilms in Staphylococcus epidermidis

This study first involved isolating and identifying Staphylococcus epidermidis from the
nasal cavities, assessing their sensitivity to antibiotics, and their ability to form biofilms, using
crystal violet tube and Congo red methods. A second approach focused on the in vitro evaluation
of antistaphylococcal activity (inhibition of growth and biofilm) by metabolites extracted from

fungi isolated from sea sand at Salamandre beach in Mostaganem.

The results obtained reveal the isolation of four Staphylococcus epidermidis isolates.

These isolates showed resistance to oxacillin and azithromycin, and biofilm formation.

Microbiological analysis of the marine sand samples led to the isolation of 25 fungal
isolates. These isolates were tested for their antagonistic activity against Staphylococcus
epidermidis using the cross-inhibition technique, with vertical streaks on Mueller-Hinton (MH)
medium. Only six fungal isolates (S2, S7, S10, S11, S12, and S32) showed positive antagonistic
activity against S. epidermidis.

Among these fungal isolates, all identified as belonging to the genus Aspergillus, the most
active isolate was morphologically characterized as Aspergillus niger. The secondary metabolites
produced by this isolate were extracted using ethyl acetate, and their antistaphylococcal activity

was evaluated in vitro using the disk diffusion method.

The results revealed an inhibitory effect against Staphylococcus epidermidis, with

inhibition zones ranging from 8.9 to 19.35 mm.

Finally, the antibiofilm activity of the Aspergillus niger extract was evaluated using the
crystal violet tube staining method, revealing an inhibitory effect with inhibition percentages

ranging from 38% to 59%.



Keywords: Marine fungi - Staphylococcus epidermidis - Antibiogram - Biofilm formation -

Secondary metabolites - Antagonism - Antimicrobial activity.
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Introduction générale

Introduction générale :

Staphylococcus epidermidisest une bactérie commensale cutanée et une cause majeure
d’infections associées aux biomatériaux: ce germe adheére aux dispositifs médicaux, puis
constitue des biofilms protégés par une matrice polysaccharidique, ce qui rend leur élimination
particulierement difficile tant pour les antibiotiques que pour le systeme immunitaire (Zatout et
al., 2020). Ces infections s’installent souvent dans la durée, nécessitent des interventions
chirurgicales complexes comme le retrait ou le remplacement de I’implant, et générent des codts
de santé elevés. En effet, les infections de dispositifs, en particulier celles liees a S. epidermidis,
sont I'une des principales causes de réadmissions et de prolongation d’hospitalisation, pesant

lourd dans les bilans économiques hospitaliers ( Braem et al., 2023).

Face a cette problématique la recherche de nouvelles alternatives thérapeutigques est devenue une
priorité de santé publique . De nombreux groupes de recherche se sont tournés vers l'exploration
des environnements terrestres et marins pour y découvrir de nouveaux COmposés aux propriétés

antibactériennes et antibiofilms. (Abdulkawi et Wael Qasem, 2019).

Parmi les pistes explorées, les sources naturelles peu exploitées, telles que les
champignons marins suscitent un intérét croissant. Ces organismes présentent une grande
diversité métabolique, et sont capables de produire des composés bioactifs originaux, souvent
absents chez les microorganismes terrestres. Plusieurs études ont ainsi mis en évidence le
potentiel des actinobactéries marines, comme celles du genre Streptomyces, pour la production de
nouveaux agents antimicrobiens efficaces contre des pathogenes multirésistants (Ghosh et al.,
2021). Les champignons marins, organismes eucaryotes présents dans les sédiments, les algues,
les coraux ou les éponges marines, sont une source émergente de composeés bioactifs a potentiel
antimicrobien. Plusieurs études ont démontré leur activité antagoniste contre des bactéries

pathogenes, y compris Staphylococcus epidermidis (Abdelmohsen et Al, 2017).
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Cette ¢étude a pour objectif principal d’identifier des substances bioactives produites par
des champignons isolés de I’environnement marin, en vue d’évaluer leur potentiel antimicrobien
contre des isolats de Staphylococcus epidermidis. En explorant la biodiversité marine, notamment

les champignons marins, cette recherche vise a découvrir de nouvelles molécules susceptibles de

constituer des alternatives thérapeutiques face a la résistance croissante de ce pathogéne

opportuniste aux antibiotiques conventionnels.

Le présent manuscrit se divise en deux grandes parties

La premiere est une partie bibliographique, composée d’un premier chapitre consacré aux rappels
sur les champignons marins, suivi d’un deuxiéme portant sur la bactérie étudiée, Staphylococcus
epidermidis.

La deuxieme partie est expérimentale. Elle comprend un chapitre décrivant le matériel et
les méthodes utilisés, suivi d’un chapitre présentant et discutant les résultats obtenus. Enfin, une
conclusion geneérale synthétisera les principaux résultats de cette étude et proposera quelques
perspectives susceptibles d’enrichir nos connaissances sur la problématique abordée dans ce

travail.
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CHAPITRE I: Geénéralité sur les champignons marins

Généralité sur les champignons marins

Les champignons sont des organismes eucaryotes de différentes formes appelés aussi
"fungi " ou " mycetes "(Houis, 2011 ;Thibault et al., 2016), ils sont connus pour étre présents
dans I’environnement marin, ou ils jouent un réle important dans la dégradation des composés

organiques (Eriksson, 1997).

La notion d’especes en mycologie est un sujet qui suscite de vives discussions. Il existe
plusieurs méthodes pour distinguer ces espéces ; historiquement, les champignons étaient
identifiés en fonction de leur morphologie selon la notion morphologique d’espece. On peut
également caracteriser les champignons en fonction de leurs habitats, de leurs répartitions
géographiques et du concept écologique de I’espece (Taylor, 2000).

Les champignons associés aux environnements marins sont traditionnellement catégorisés
en deux groupes ecologiques : les champignons marins obligatoires et les champignons marins
facultatifs.Les premiers sont définis comme des organismes fongiques capables de croitre et de
sporuler exclusivement dans des habitats marins ou estuariens, tandis que les seconds
proviennent d'habitats terrestres ou dulgaquicoles, mais possedent la capacité de se développer, et

éventuellement de sporuler, dans des conditions marines (Kohlmeyer et VVolkmann-Kohlmeyer,
2003; Li et Wang, 2009).

1.1 Description morphologique et taxonomie
I.1.1Morphologie des champignons
Les champignons marins comme tous les micromycétes sont les microbes les plus

importants dans la chaine trophique. lls se distinguent par leur nature non photosynthétique, et

présentent des noyaux, habituellement composés d’hyphes filiformes (Lodge, 1996a).
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Selon Geneves (1990 ; 1992), les champignons appartiennent au groupe des Eucaryotes. lls
possedent des parois cellulaires qui sont composées de chitine. La principale forme de stockage

des glucides est le polysaccharide glycogéne (Indge, 2004).

Les champignons filamenteux sont hétérotrophes et dépourvus de chlorophylle. Ils n’ont
pas de tissus (Nasraoui, 2015). Ce sont des Thallophytes. C’est a dire, elle n’a ni racines, ni tiges,
ni feuilles. Ils se caractérisent par la formation de filaments ou hyphes libres ou entrelacés
(Bouchet et Al., 1999 et Boiron, 2005). L’ensemble de ces hyphes forme un réseau appelé
mycélium (Ghorri, 2015). Chez la plupart des myceétes, les hyphes sont divisés par des cloisons
appelées septa, formant des unités qui sont similaires a de cellules distinctes avec un seul noyau,
et on les appelle hyphes segmentés ou septés. Dans certaines classes de mycetes, les hyphes ne
contiennent pas de cloisons et ont I’aspect de longues cellules continues a noyau multiples, ces

structures sont qualifiées de cenocytes (Tortora et al., 2003). (figurel)

Par ailleurs, les hyphes se caractérisent par leurs aspect diffus, tubulaires et fins avec un

diametre généralement compris entre 2 et 15 um et sont plus ou moins ramifiés (BartnickiGarcia,

2002).

Les caractéristiques morphologiques de ces microorganismes fongiques sont liées a la
nature de leur substrat nutritif. Leur développement au sein de ce substrat est réalisée par
I’extension et la ramification progressive des hyphes, mécanisme essentiel a leur colonisation

(Aurélie, 2013).

Filaments non cloisonnés Filaments cloisonnés

\\.\
\ ¢
\

Siphon (ou Coenceyte) Hyphe

B

Clolsons = septa =

Figure 1:les structures de thalles filamenteux (Meradji, 2024)
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I.1.1.1 Mode de reproduction des champignons

L’identification des champignons est fondée principalement sur des critéres
morphologiques liés aux modes de reproduction. (Chabasse, 2008). Classiquement, les

champignons filamenteux se reproduisent par deux phases (Nageleisen et al., 2010) :

> Phase asexuée (stade anamorphe) la cellule fongique se divise par simple
mitose. (Chabasse, 2008). Dans ce mécanisme la cellule fongique est basée sur la
production des spores asexués soit a l'intérieur des sporocystes (sporange) de maniére
endogéne. Ou de maniére exogéne (conidies), a l'extrémité de filaments spécialisés
appelés phialides portés sur un conidiospore. Les spores exogenes peuvent étre des

arthrospores résultant de la fragmentation d'un filament mycélien (Diongue, 2019).

> Phase sexuée (stade teléomorphe)
Elle est assurée par des gametes ou des spores formées a la suite d'une meiose (Lopez, 1998),
La fécondation peut s'effectuer en deux formes d’accouplement : hétérothallique (la
reproduction sexuée est produite par deux thalles distinctes) ou homothallique (lorsque sa
reproduction sexuée est produite par le méme thalle). lls existent différentes modes de

fecondation selon les groupes des champignons.(strullu, 1999 ; Diongue, 2019).

|.1.2Taxonomie

Le regne des champignons se divise en sous-groupes connus sous le nom de divisions ou
de phylums. Chaque division porte un nom qui se termine par Mycotina, les phylums sont
subdivisés en classes dont le nom se termine par Mycétes. Ensuite, le suffixe << ale >> désigne
les ordres tandis que <<<aceae>>> est utilisé pour les familles. Chaque famille comprend les
genres et les espéces qui constituent la base de la classification. Chague champignon est ainsi
désigné par un nom binomial qui commence par le genre et se termine par 1’espéce comme tout

autre élément vivant (Chabasse, 2008).


https://fr.wikipedia.org/wiki/Thalle
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La classification des champignons évolue sans cesse. Elle est longtemps basée sur les travaux

de Hawksworth, Sutton et Ainsworth (Hawksworth et al., 1995).

Deutéromycotina?

(Champignons imparfaits)

Champignons supérieurs Champignons inférieurs
Basidiomycotina Chytridiomycotina
\ /
Eumycétes
/ \
Ascomycotina Zygomycotina

Figure 2 : Classification des Eumycétes (Meradji, 2024)

1.1.2.1 Zygomycetes

Ce groupe formé d’organismes microscopiques hétérogenes est polyphylétique (JAMES et
al., 2006), comme tous les vrais champignons, produit des parois cellulaires contenant de la
chitine. Les zygomycetes sont des champignons microscopiques a mycélium siphonné (Bouchet
et al,. 1999). Ils se caractérisent par la formation des zygospores d’ou le nom «zygomycétes »
dans la reproduction sexuée et par des endospore(sporangiospores ou sporocystospores) dans le
cas de la reproduction asexuée, Les endospores sont des spores immobiles produits a l'intérieur

d'un sac fermé (sporocyste) porté par I'extrémité des filaments (Dugat, 2014).

Avec 1060 espéces décrites, la plupart des Zygomycota forment des hyphes qui sont
généralement coenocytaires (RAVEN et al., 2007). Elles sont des champignons ubiquistes,

omniprésents dans diverses interactions dans le milieu naturel (WHITE et al., 2006).
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1.1.2.2  Ascomycetes

Ils constituent le plus grand groupe de champignons microscopiques (Kirk et al., 2008). Ce
sont des champignons a filaments cloisonné, présentant une structure caractéristique appelée
asque (Botton et al., 1990). Ces champignons produisent des ascospores a l'intérieur des asques
et dans la multiplication asexuée aboutit a des conidies au sommet d’un conidiophore (Simon,
2020). L’asque contient généralement un nombre déterminé de spores ou d’ascospores, produites

suite a la fusion de deux noyaux, suivie d’une méiose (Botton et al., 1990)

Les ascomyceétes sont des champignons quine possédent pas de cellules flagellées, avec un
mycélium septé et dont le cycle reproductif sexué comporte la formation de cellules spécifiques
appelées les asques (Lanier et al., 1978). Pour la plupart des espéces de ce phylum, la

reproduction asexuée se fait généralement par des conidies plurinucléées. (Raven et al., 2007).

Selon Encyclopaedia Britannica (2025), le phylum Ascomycota comprend actuellement plus de

64000 especes décrites.

1.1.2.3 Basidiomycetes

Les organismes appartenant au phylum Basidiomycota comprennent plus de 40000
especes qui ont été décrites, avec une projection de plus de 54000 espéces d’ici 2030 (He et al,
2022). Leur mode de vie est essentiellement saprophyte : ce sont en effet les organismes
fongiques possédant des aptitudes les plus avancées en matiere de décomposition de matériaux
lignocellulosique. On observe aussi des organismes qui a la fois symbiotiques pour les plantes et
parasites pour les animaux (Calvez, 2009). Ces champignons se caractérisent par la production
des spores sexuelles, appelées basidiospores, formées par bourgeonnement a I’extrémité de

cellules allongées (Marilyne, 2014).

Les Basidiomycetes présentent un mycélium cloisonné avec présence de « boucles » au

niveau des cloisons (CHABASSE et al., 2002). Méme si la plupart de ces microorganismes se
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trouvent dans des milieux terrestres, certaines espéces, notamment des levures, sont identifiées

en milieu marin (Bass et al., 2007).

1.1.2.4 Chytridiomycetes

Ces champignons unicellulaires, qui habitent dans des milieux aquatiques et se multiplient
via de des spores asexuées dispersées par un flagelle(Quero, 2018). Ils constituent un groupe

principalement aquatique, comprenant environ 790 especes (Raven et al., 2008).

Les chytrides présentent une morphologie simple, qui sont définis par la présence de
zoospores, munies d’un unique flagelle dirigé vers Darriere ; ils constituent la lignée évolutive la
plus ancienne parmi les champignons (James et al.,, 2006), qui représente un clade

polyphylétique (James et al., 2006 ; Bar-Hen et al., 2008).

Les organismes de ce phylum sont generalement microscopiques, la plupart sont
saprotrophes, aérobies ou anaérobies ; ils ont la capacité de décomposer un grand nombre de
substrats (Powell, 1993 ; Shearer et al., 2007). Environ 1000 espéces au sein de ce phylum,

représentant environ 1% des especes fongiques décrites (Taylor et al., 2004).

1.1.2.5 Deuteromycetes

Ce groupe englobe tous les champignons qui ne générent ni ascospores, ni basidiospore et
qui se reproduisent au moyen de conidies. Ile sont unicellulaire comme les levures ou présentent
un thalle filamenteux septé. Taxonomiquement, ils constituent un groupe artificiel en attente de

classification définitif parmi les ascomyceétes et les basidiomycetes (BENMESSAOUD, 2010).

1.2 Distribution écologique

Les champignons marins présentent une large distribution dans les environnements
océaniques, ou ils occupent diverses niches écologiques. lls ont été identifiés en association avec

une grande variété d’organismes appartenant a 1’ensemble des niveaux trophiques, adoptant des
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modes de vie saprotrophe, symbiotique ou parasitaire (Raghukumar, 2017). On estime a ce jour
que 2182 especes ont a été isolées de milieu océanique (Jones, 2025). Parmi le faible nombre de
travaux publiés, la majorité d’entre elles se sont concentrées sur la zone littorale (Kohlmeyer &
Kohlmeyer 1979 ; Hawksworth, 2001 ; Shearer et al., 2007).

En 1979, Kohlmeyer et Kohlmeyer avaient observé que des champignons pouvaient se
développer dans des environnements marins profonds et s’adapter ainsi a de fortes pressions mais
tres peu de données relatives aux champignons des grands fonds sont disponibles a 1’heure
actuelle Des recherches pendant (2023-2024) confirment que Aspergillus sydowii, Cladosporium
et Alternaria, isolés jusqu’a 10 900 m dans la fosse des Mariannes, tolérent des pressions de 20 a
40 Mpa, avec germination et croissance conservées, ainsi qu’une modulation de la production de

métabolites secondaires (pigments, antimicrobiens).

Les habitats marins sont caractérisés par une multitude de variables environnementales.
Ces niches écologiques particulieres sont generalement caractérisees par des parametres tels que
la salinité, la température et la pression hydrostatique. Si la salinit¢ moyenne de I’environnement
marin est entre 3 et 3,5%. Certains habitats atypiques peuvent avoir une faible salinité(Alexander
et al., 2009; Stock et al., 2012). En ce qui concerne la température et la pression hydrostatique,
les gradients sont également extrémes avec des variations significatives qui permettent a diverses

communautés microbiennes, aux caractéristiques physiologiques contrastées, de se développer.

L’¢tude de la distribution des champignons dans le milieu marin n'a pas été bien étudiée
comparativement aux recherches sur les champignons d'eau douce et des écosystemes terrestres.
Ils sont peu représentés dans la mer, car les champignons marins ne constituent que 5% de la
flore fongique totale. lls présentent une distribution cosmopolite et peuvent donc étre retrouvés

dans des régions tempérées et tropicales, y compris les estuaires (Kirk, 1969).

Des décennies de recherche en mycologie marine ont clairement prouvé que les
champignons marins different de leurs homologues terrestres et d'eau douce, tant sur leur
taxonomie, morphologie que leur adaptation a un environnement aquatique (Barghoom et Linder,
1944; Johnston et Sparrrow, 1961; Jones, 1976; Kohlmeyer et Kohlmeyer, 1979; Meyers, 1996).
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I.2.1Mode de vie des champignons

Tous les champignons étant hétérotrophes, ils sont classés en trois principales catégories
selon leur mode de vie (Raven et Mason, 2014)
a. Saprophytisme:

Les champignons saprotrophes se nourrissent de matiére organique morte et peuvent
pénétrer les matériaux organiques et inorganiques par l'intermédiaire d'hyphes, de rhizoides ou de
réseaux ectoplasmiques. lls contribuent largement au recyclage des nutriments dans les
environnements terrestres et marins. La lignocellulose et la chitine sont des substrats naturels

abondants, dont la régéneération est influencée par le type de bois , le climat et la faune(Bovio,
2019).

b. Parasitisme

Les parasites et agents pathogénes fongiques sont essentiels au fonctionnement des
écosystémes, au maintien de leur équilibre et a la reconstitution de la matiere organique par les
saprotrophes. Des facteurs environnementaux tels que la hausse de la température de l'eau et
I'acidification des océans peuvent transformer des champignons commensaux ou mutualistes en

agents pathogenes, comme Aspergillus sidowii, responsable des maladies des gorgones.

Les changements climatiques et les facteurs de stress, comme la surpopulation animale,
peuvent rendre les organismes vulnérables aux maladies, rendant les champignons parasites
faibles plus virulents. Les études en aquaculture fournissent les connaissances les plus complétes

sur les agents pathogenes fongiques chez les animaux marins (Bovio, 2019).
C. Symbiosis

Les deux principales symbioses mutualistes en milieu terrestre sont les mycorhizes
(association plante-champignon) et les lichens (association algue/cyanobactérie-champignon).
Les lichens marins, principalement les Ascomycota, se rencontrent dans les zones supralittorales

et intertidales, exposées a un fort ensoleillement et a une forte couverture marine. Les
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mycorhizes, présentes dans les plantes des marais salants et les herbiers marins, sont également

présentes dans les racines (Bovio, 2019)

1.3 Intérét économique

Les champignons représentent une source précieuse de métabolites secondaires et de
structures chimiques innovantes, offrant des perspectives prometteuses en pharmacologie et dans
divers secteurs industriels. Parmi eux, les champignons marins se distinguent par leur capacité a
produire une diversité biosynthétique unique, élargissant ainsi le répertoire des composés

bioactifs disponibles.

Par ailleurs, certaines especes fongiquesont une importance majeure dans la
biorémédiation grace a leur aptitude a décomposer des substances complexes telles que la lignine,
facilitée par des enzymes spécifiques comme les lignine peroxydases et les manganése
peroxydases. Des recherches récentes explorent également leur potentiel a dégrader des
hydrocarbures, suggérant leur utilisation possible dans le traitement des pollutions pétroliéres
accidentelles (Mahé, 2012).

Les champignons de I’environnement marin présente une multitude d’activités, telles que
les activités  antibactériennes,  antidiabétiques,  antifongiques,  anti-inflammatoires,
antiprotozoaires, antituberculeuses, antivirales, antitumorales et cytotoxiques. Nombre de ces

activités peuvent étre rattachées a des enzymes specifiques (Mayer et al., 2013).
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I Généralité sur staphylococcus epidermidis

Les SCN sont des microorganismes omniprésents (Grosjean et al., 2016). L’espece de
Staphylococcus epidermidis est un cocci Gram positif a coagulase négative, présent en amas.
C’est ¢galement une bactérie anaérobie facultative a catalase positive . C’est I’espece de
staphylocoque a coagulase négative la plus fréquente sur la peau humaine. Dans son
environnement naturel, par exemple les muqueuses ou la peauhumaine, il est inoffensif. Les
espéces de staphylocoques a coagulase négative pénetrent dans le corps humain via des
prothéses, permettant ainsi a quelques microbes de migrer vers le systeme circulatoire . Les
bactéries développent alors des biofilms qui les protégent du systéme immunitaire de 1’héte ou
des antimicrobiens. Staphylococcus epidermidis est considéré comme I’une des causes les plus
fréquentes d’infections nosocomiales, avec des fréquences dépassant méme celles de

Staphylococcus aureus (Lee et Anjum, 2023).

1.1 Classification

Le genre Staphylococcus fait partie de la famille des Staphylococcaceae, classe des Bacilli, ordre

des Bacillales.
> Les Staphylococcus epidermidisont été clasées comme suit :
Tableau 1 : Classification des Staphylococcus epidermidis
Domaine bacteria
Phylum firmicute
Classe bacilli
Ordre bacillales
Famille Staphylococcaceae
Genre Staphylococcus
Espéce Staphylococcus epidermidis(Ayom et Antohony, 2013).
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1.2 Roles de Staphylococcus epidermidis dans la peau saine

De nombreuses espéces de staphylocoques peuvent étre présentes en tant que bactéries
résidentes ou bien transitoires. Les bactéries résidentes sont des bactéries autochtones a I'héte,
tandis que les bactéries transitoires sont dérivées de sources exogenes. Ces bactéries transitoires
sont généralement éliminées en quelques heures ou quelques jours, a moins que les obstacles

normaux de défense de I'hGte soient compromis (Sistek, 2010)

Les staphylocoques d’origine humaine sont présents en relation commensale sur la peau et
les muqueuses, et dans certaines conditions, peuvent provoquer des lésions locales et
systémiques. La peau présente une structure anatomique complexe permettant la colonisation, en
surface ou en profondeur, par une grande variété d’especes microbiennes.

Elle se présente comme une fonction de territoires variés présentant d’importantes différences
structurelles et fonctionnelles, corrélées aux différences de qualité des microorganismes présents.
Les zones chaudes et humides, riches en nutriments et en lipides, dont le pH est proche de la

neutralité, favorisent la croissance bactérienne (FLEURETTE, 1990)

La peau abrite a sa surface une population de micro-organismes bactériens et fongiques qui
constituent le microbiome cutané. Il est désormais clairement établi que le microbiome joue un
role important dans 1’équilibre et ’intégrité de la peau (FLEURETTE, 1990). Parmi les espéces
retrouvées sur la peau, Staphylococcus epidermidis. Cette espece est considérée comme le

membre dominant du microbiote de la peau saine ( Landemaine L. et al., 2023).

Les recherches indiquent que les bactéries cutanées , et plus particulierement le
Staphylococcus epidermidis commensal cutané , jouent un rdle bénéfique en favorisant la
tolérance immunitaire des mugueuses, en influencant les voies immunologiques et en s'associant
a d'autres microbes pour moduler l'inflammation, et en inhibant la prolifération des microbes
pathogenes en stimulant les défenses immunitaires innées de I'h6te ou en intervenant directement

sur les bactéries pathogeénes.
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Pour ces raisons, S. epidermidis et d'autres bactéries commensales cutanées similaires sont
de plus en plus recommandés pour un éventuel traitement topique sous forme de probiotiques
afin de favoriser un microbiome cutané sain et de stimuler la cicatrisation des affections cutanées
(Zheng et al., 2022)

1.3 Spécificities génétiques et phénotypiques

11.3.1 Caractéres Génétiques

D'apres des études génomiques comparatives, le genre Staphylococcus appartient aux

bactéries Gram positives a faible teneur en G+C d’ ADN.

En 2001, Garrity et Holt ont proposé I'établissement de la famille des Staphylococcaceae
dans laquelle se trouvent les genres Staphylococcus, Gemella, Macrococcus et Salinicoccus . Les
informations génetiques (études d'’ARNr 16S et d’hybridation ADNADN ) suggérent que le genre
Staphylococcus n'est pas monophylétique et qu'il est possible de différencier des groupes
d'especes de ce type . Mais la composition de ces groupes varie selon les méthodes employées et

selon les auteurs (Sistek, 2010)

Récemment, le génome entier de S. epidermidis (souche RP62A) a été séquencé en
utilisant une technique de shotgun aléatoire qui contient 6 opérons d'’ARNr,32 % de contenu
(C+G) et une taille de chromosome de 2 616 530 pb.

Parmi les divers plasmides trouves contenant divers genes de résistance, vSel et vSe2
dans les souches RP62A et ATCC12228 sont les plus remarquables en codant pour le cadmium et
les protéines d'adhésion de surface. D'autre part, I'un des déterminants de la virulence, I'opéron

CAP, chez Bacillus anthracis a également été étudié chez S. epidermidis (Namvar et al, 2014).

11.3.2 Caractéres phénotypiques

Les staphylocoques sont des bactéries Gram-positives, catalase-positives, non mobiles,
asporulés, généralement non encapsulées et halotolérantes. Pratiquement toutes les espéces sont
aero-anaérobies facultatives, a I’exception de S. Saccharolyticus et S. Aureus subsp. Anaerobius

qui sont des anaérobies obligatoires. Le caractere aéro-anaérobie facultatif, la production de
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catalase, I’absence d’oxydase, I’acidification anaérobie du glycérol et la résistance a la
bacitracine et au lysozyme sont des tests simples, suffisants pour différencier le genre
Staphylococcus des autres cocci Gram positifs (Amine, 2017). Les Staphylococcus epidermidis
sont des bactéries de forme cocci qui mesurent entre 0,5 et 1,5 um de diametre. On les observe
sovent en grappes semblables a des raisins secs etplus rarement, isolées ou par paires (diploco
ques), en tétrades, ou regroupées en petites chaines (3 a 4 cellules).

Les amas sont particulierement visibles dans des préparations effectuées avec descultures s

ur des milieux solides, présentant des colonies de couleur blanche (Sistek, 2010)

Figure 3: image de Staphylococcus epidermidis au
microscope.

https://lejournaldumedecin.pmg.be/fr/actualite/s-epidermidis-redoutable-mais-

connu/article-normal-35591.html
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11.4 Infections causées par Staphylococcus epidermidis

S. epidermidis

.:, Central Nervous System
Shunt infections

Infections of the
surgical wound

Central venous
catheter related
blood-stream
infections

Cardiac

devices Joint

infections prostheses
infections

Figure 4:infections les plus courantes dues a S.
epidermidis(Valentina siciliano et al, 2023)

S. epidermidis est largement reconnu comme un agent pathogene. Cependant, il nécessite
un hote prédisposé pour devenir un agent infectieux a partir d’un résident cutané humain normal.

Il doit donc étre clairement qualifi¢ d’opportuniste (vuong, 2002).

Les SCN, tout comme le S. aureus, sont fréquemment isolés dans deux types d'infections

nosocomiales ou associées aux soins (Barbier, 2015).

S. epidermidis est identifiée comme la principale cause des infections des dispositifs
d’implants médicaux tels que les cathéters intraveineux périphériques ou centraux. Elle peut étre
une cause importante d’infection des shunts, des protheses articulaires, des greffons vasculaires
et du site chirurgical. La kératite et I’endophtalmie des lentilles de contact infectées, les
infections des cathéters urinaires, la bactériémie, la médiastinite et d’autres infections sont

associées a S. epidermidis.
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La prévalence de S. epidermidis, sa fréquence élevée sur la microflore cutanée humaine, sa
colonisation généralisée sur les cellules épithéliales et également plusieurs facteurs de virulence
peuvent étre considérés comme les raisons directes de ces infections (Namvar et al, 2014)

Cette bactérie devient alors le principal agent infectieux chez les patients fragilisés, tels
que les toxicomanes et les patients immunodéprimés (patients sous traitement
immunosuppresseur, patients atteints du SIDA et nouveau — nés prématurés). La porte d’entrée
dans le corps humain dans toutes ces infections est généralement un cathéter intravasculaire . Le
groupe le plus notable d’infections causées par S. épidermidis sont les infections sur corps

étrangers (Vuong et Otto, 2002).

Les infections liées aux port-a-cath et autres cathéters a long terme chez les patients
oncologiques constituent un enjeu en pleine évolution. Les SCN sont souvent responsables des
infections postopératoires en chirurgie cardiaque (médiastinites aprés une sternotomie), en
chirurgie orthopédique (infections liées aux protheses ou au matériel d'ostéo-synthese) et en
neurochirurgie (meningites postopératoires, notamment celles liees a un cathéter de dérivation
ventriculaire) (Barbier, 2015). Bien que S. epidermidis ait été identifié comme agent pathogene
dans les infections des voies urinaires, des plaies chirurgicales et des os hématogenes, son réle

pathogene dans les infections des protheses est unique (Lowy et Hammer, 1983).

Jusqu’a 20 % des patients porteurs d’un dispositif cardiaque peuvent étre infectés et
présenter de I’érythéme, de la douleur, une purulence au point d’infection et une septicémie.
Dans le cas d’une infection articulaire prothétique, ils peuvent avoir des douleurs et de la

purulence au site d’insertion de la prothése.

L’infection par shunt peut se produire dans les infections asymptomatiques, mais présente
également des maux de téte, des étourdissements, des nausées, des vomissements et un état

mental altéré (Lee et Anjum, 2023).

Les infections a S. epidermidis sur ces dispositifs sont aggravées par la formation de
biofilms . Dans la plupart des cas, le retrait et la réinsertion du dispositif sont nécessaires (Vuong
et Otto, 2002).
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11.5 Le biofilm de S. epidermidis et colonisation de la surface du

biomatériau
La plupart des bactéries naturelles sont organisées en biofilms. Une étude majeure a permis
de découvrir que les bactéries créent de telles communautés multicellulaires sacrificielles et que
les biofilms bactériens  sessiles (immobilisés sur une surface) constituent la majeure
partie de la biomasse bactérienne mondiale. La formation d' un biofilm se produit lorsque les
cellules bactériennes se fixent a une surface et commencent a créer des composés visqueux et

adhésifs, dont le but est de les immobiliser (O’gara etHumphreys, 2001).

Le biofilm posséde une configuration tridimensionnelle représentant une communauté de
bactéries en capsulées dans une matrice organique polymere qui s’accroche a une surface. Cette
matrice est constituée in vivo de matériaux provenant de I’hote (fibronectine, fibrinogéne,
vitronectine) et d’autres molécules bactériennes, y comprenant de ’ADN de bactéries non
vivantes (ADN extracellulaire). Chaque espece bactérienne possedeses propres voies de

signalisation au sein du biofilm (Aubry, 2019)

A I’étape de toutes les formes de vie communautaire, les biofilms bactériens offrent des
bénéfices biologiques significatifs aux organismes qui les composent, tels que la réorganisation

stratégique des bactéries face aux conditions de stress environnemental (Medeiros, 2016).

Les biofilms sont des agrégats multicellulaires de micro-organismes, présents a la surface
de la peau. Leur physiologie et leur structure caractéristiques sous -tendent leur résistance a la
plupart des antibiotiques et aux mécanismes de défense de ’h6te . Conformément a ce concept
général, S. epidermidisprésente une adaptation étendue, a I’échelle du génome, au mode de
croissance du biofilm , incluant une régulation négative des processus cellulaires fondamentaux
comme la biosynthese des acides nucléiques, des protéines et de la paroi cellulaire. Ces
modifications de la régulation génique peuvent expliquer la faible efficacité de la plupart des
antibiotiques ciblant les cellules proliférantes ( par exemple, les pénicillines, les aminosides et les

quinolones) contre les biofilms de S. epidermidis (Otto, 2009).

Le développement d’un biofilm est le mécanisme le plus important impliqué dans
I’infection a S. epidermidis. De plus , la colonisation de la peau humaine par S. Epidermidis

implique apparemment également un état de type biofilm. La formation d’un biofilm débute par
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I’adhésion cellulaire a une surface, par exemple un tissu humain ou la surface plastique d’un
dispositif médical a demeure (Otto, 2013).

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 mobiles

ou des agrégats bactériens entourés de matrice (Filloux et Vallet, 2003).

Déparasitage des
callules bactériennes :
les cellules bactériennes
individuelles peuvent se
détacher du biofilm
mature et se propager
pour coloniser des sites

EPS : ciment des = »  éloignés
cellules bactériennes 3,

Canaux remplis de
la surface et a d'autres liquide :
cellules dans le biofilm, @ Permettreunacces

facile aux nutriments et
les enveloppant dans 2 Towygane et facllter
une matrice protectrice télimination des déchets

métabolaires

.
.
o —_
- = Masse de biofilm
. - -
—-

%—.%. a ~———> Film de liaison

> Fimde

conditionnement
I -'—> substrat

Figure 5:Structure du biofilm mature.EPS, substances extrapolymeres
(McCann et al., 2008)

< Formation de biofilm

Au cours de I’étape initiale, les premicres interactions entre les bactéries et la surface du
matériau sont de nature non spécifique et sont controlées par différentes forces : forces
hydrophobes, électrostatiques et de Lifshitz-Van der Waals , entre autres. Les bactéries sont donc
passivement adsorbées sur les surfaces du matériau au cours de cette étape. Bien que de
nombreux modeles théoriques aient tenté de décrire I’adhésion bactérienne, 1’ hydrophobicité de
la surface des cellules staphylococciques et celle de la surface du biomatériau respectif sont

généralement considérées comme tres importantes pour la fixation initiale.
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La deuxiéme étape, [I’accumulation en plusieurs couches bactériennes,
est un processus facilité par les composants de surface microbiens reconnaissant les molécules de
matrice adhésives et par I’adhésion intercellulaire. Au cours de cette étape, le biofilm se
développe lentement sur la surface colonisée. Cependant, c’est a I’étape suivante que le biofilm
mdrit et que les caractéristiques structurelles du biofilm, typiques de I’espéce bactérienne,
s’¢tablissent. Au cours de la quatriéme étape, les bactéries, auparavant recouvertes et protégees
par la structure du biofilm, réapparaissent dans leur vie planctonique naturelle , prétes pour un
nouveau cycle invasif . La dispersion et le détachement des bactéries caractérisent donc cette
étape finale du cycle de vie bactérien ( Arciola et al., 2012).
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FnBP ...) et ADN toxines

Figure 6:Schéma de la formation de biofilm sur un
matériel,d’aprés (Valour, 2014)

11.6 Moyens de lutte contre S. epidermidis pathogene

Une fois qu’un isolat de S. epidermidisest pathogene, la prise en charge thérapeutique
repose sur deux considérations importantes : le choix du protocole chimiothérapeutique le plus

adapté et I’¢limination du corps étranger (le cas échéant). L’importance d’un choix thérapeutique
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judicieux est illustrée par le traitement de I’endocardite sur prothése valvulaire, dont le taux de
mortalité précoce a été rapporté a plus de 70 %. La prudence est de mise lors du choix d’un
protocole antimicrobien pour une infection a S.epidermidis , car les tests de sensibilité standard
peuvent ne pas étre représentatifs . La pénicilline est le médicament de choix pour les
microorganismes sensibles. En cas de souches véritablement sensibles a la méthicilline , une
pénicilline semi — synthétique résistante a la pénicillinase (nafcilline, oxacilline) ou de la
céphalotine peuvent étre utilisées . En cas d’infection a S. epidermidis résistante a la méthicilline

, la vancomycine est recommandée (Lowyet al, 1983).

Staphylococcus epidermidis est une cause majeure d'infections associées aux biomatériaux
(IAB), la formation de biofilm augmentant la stabilité bactérienne. L'utilisation généralisée
d'antibiotiques chez les patients en chirurgie cardiaque a accru la résistance aux béta-lactamines
comme la meéthicilline. De nouvelles stratégies sont nécessaires pour prévenir et traiter les
infections associees. Les peptides antimicrobiens et les complexes de furanones peuvent diminuer
la résistance des IAB et des tissus peri-implantaires. Le linézolide, un antibiotique de la famille
des oxazolidinones, est efficace contre les staphylocoques résistants a la méthicilline et les cocci
résistants aux glycopeptides. Des composes comme la NAC, I'huile essentielle de cannelle et le

farnesol peuvent réduire la formation de biofilm (Namvar et al, 2014).

Les biofilms staphylococciques, qui présentent une resistance bactérienne aux défenses de
I’hote et aux mesures antibactériennes, peuvent étre perturbés par des enzymes comme la
désoxyribonucléase |1 (Dnase 1) et la dispersine B (Dspp). La Dnase | dégrade I’ADN
environnemental, un composant structural, et la dispersine [ hydrolyse la poly-(p-1,6)-

Nacétylglucosamine (PNAG).

La Dnase | peut inhiber la formation de biofilm in vitro lorsqu’elle est présente dans le
milieu de culture, mais elle est incapable de détacher le biofilm formé une fois celui-ci
développé. La Dnase | sensibilise également les bactéries du biofilm aux biocides et au

détachement des détergents anioniques ( Arciola et al, 2012).
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v Nouvelles approches prophylactiques

Devenues bien ancreées, les infections liées aux dispositifs sont pratiquement impossibles a
éradiquer; par conséquent, la prévention des infections est plus urgente que jamais. Semblables
au dicton « mieux vaut prévenir que guérir », ces approches se concentrent sur le développement
de nouveaux agents antibiofilms par le biais de moyens empéchant la colonisation bactérienne et
la formation d’infections cliniquement significatives au lieu d’éradiquer une infection déja
formée. L’immunoprophylaxie est une stratégie trés prometteuse pour la prévention des
infections staphylococciques liées aux dispositifs. Gotz (2006) a fourni un apercu des cibles
potentielles pour le développement de vaccins contre les staphylocoques. Les composants
exprimes a la surface cellulaire de S. epidermidis comme le PIA, les acides téchoiques, les
adhésines protéiniques et les protéines CWA se sont revelés étre des cibles candidates pour le
développement de vaccins et I'immunomodulation. La vaccination staphylococcique a été
utilisée, avec un succes partiel, pour prévenir les infections chez les animaux, ce qui suggére

qu’un vaccin staphylococcique est réalisable (McCann et al, 2008).
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1. . Introduction

Ce présent travail a été réalisé entre Mars et Mai 2025 au niveau d u
Laboratoire de Microbiologie (N°3) et le Laboratoire de Recherche de Microbiologie
et Biologie Végétale a I’'Université Abdelhamid Ibn Badis (Mostaganem).

Le travail expérimental porte sur I’étude de I’activité antistaphylococcique de quelques
champignons marins isolés a partir du sable marin prélevé sur la plage de Salamandre, wilaya
de Mostaganem (Algérie).

Cette recherche est subdivisée en étapes suivantes:

Isolement et identification de la bactérie Staphylococcus epidermidis
Etude de la sensibilité aux antibiotiques des souches de S. épidermidis
Etude de la formation du biofilm par les isolats de S. épidermidis
Isolement et identification des champignons marins

Extraction des métabolites secondaires a partir de souches fongiques
Evaluation de I’activité antistaphylococcique des extraits fongiques

ook wnE

2. Caractérisations des milieux de culture utilisés

(Annexe 2)

2.1 Bouillon nutritif

C'est un milieu de culture liquide couramment utilisé pour cultiver des microorganismes

peu exigeants et pour la revivification des souches (Biokar, 2016).
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2.2 Gélose nutritive

La gélose nutritive ordinaire (GN) constitue un milieu solide d’isolement qui n’est
pas sélectif. Sur ce milieu, on peut observer une variété de colonies distinctes. Il
permet de séparer les micro-organismes présents dans un mélange, facilitant ainsi
leur étude individuelle (dutcher, 2018).

2.3 Milieux Chapman

Le milieu de Chapman est un milieu de culture sélectif utilisé pour isoler et identifier
des bactéries du genre Staphylococcus (bactéries halotolérantes), ¢’est un milieu gélosé
contenant 7,5 % de chlorure de sodium il contient également du mannitol et un indicateur
de pH (rouge de phénol). (Connie et Donald, 20 19).

2.4 Gélose Mueller-Hinton

Il s’agit d’une gélose peu sélective, qui permet la croissance d’une grande variété de
bactéries. Ce milieu est utilis€é pour la réalisation d’antibiogrammes standardisés
notamment le test de diffusion sur disque, Sa composition standardisée permet une
bonne diffusion des antibiotiques dans le milieu. (Gillespie et Hawkey, 2006).

2.5 Gélose au Rouge Congo Agar

La gélose au Congo Rouge (CRA) est un milieu de culture sélectif et différentiel
largement utilisé pour détecter la formation de biofilm par les bactéries. La méthode
standard, décrite par Freeman et al., (1989), repose sur I’ajout derouge Congo
(généralement 0,8 g/L) et de saccharose (30-50 g/L) a un agar de Brain Heart
Infusion (BHI)

2.6 Gélose Sabouraud au chloramphénicol

La gélose de Sabouraud est un milieu permettant la culture des champignons,
notamment des levures et des moisissures,. Dans le cas de prélévement fortement
contamings, il est préférable d’utiliser la gélose Sabouraud + Chloramphénicol, qui

inhibe la croissance des bactéries Gram négatif et Gram positif (Bianchi et al,, 2003).
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3. Etude bactériologique

3.1.  Isolement et purification de Staphylococcus epidermidis

3.1.1. prélévement des staphylocoques au niveau des narines
Il s’agit d’un d’auto-prélévements par deux volontaires sains parmi le personnel du
laboratoire. Le prélevement est effectué a I’aide des écouvillons stériles, par une
introduction de 1’écouvillon dans une narine ensuite frotter délicatement la paroi interne en
faisant un mouvement de rotation, puis ensemencer I’échantillon en stries sur gélose

Chapman et incuber a 37° pendant 24 a 48 heures.

03 souches de Staphylococcus epidermidis ont été fournies par le laboratoire d’analyses
médicales du Dr. MOHCINE F. Médecin Spécialiste en Biochimie (Mostaganem). les colonies
de couleur blanche ou légérement roses et ne fermentant pas le mannitol ( fig.07) ont été

prélevées ensuite purifiées sur milieu gélosé de Chapman.

Figure 7:purification des
staphylocoques épidermidis

3.2. Identification des souches bactériennes

Les souches isolées ont été identifiées par des techniques microbiologiques

standards : étude morphologique, coloration de Gram, production de

catalase et de coagulase libre.
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3.2.1. Etude des caractéres morphologiques

3.2.1.1. Examen macroscopique
Une observation macroscopique constitue une premiére étape dans l'identification
des souches permet de décrire plusieurs caracteres des colonies : la forme, la

couleur, et I’aspect des colonies sur milieu sélectif chapman, ainsi que la

modification de milieu de culture.
3.2.1.2 Examen microscopique

Cet examen est basé sur la coloration de Gram (annexe 3) afin de différencier le
type de Gram (Gram positif ou Gram négatif), et examiner la forme et

I’agencement des cellules bactériennes (fig 08).

Figure 8: Observ&i&H #filcroscopique des isolats
bactériens apreés coloration de Gram.
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3.2.2 Etude des caractéres biochimiques

3.2.2.1 Test de catalase
Ce test permet de différencier les staphylocoques des streptocoques (Garnier et Denis,
2007). 11 se fait par I’adition d’une goute d’eau oxygéné(H202) sur une colonie
bactérienne. L’observation d’effervescence par émission de bulles d’oxygene signifie que
la bactérie produit I’enzyme catalase, qui décompose le peroxyde d’hydrogene en eau et

en oxygene (Delarras, 2014)
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3.2.2.2 Test de coagulase libre

Le test de la coagulase permet de différencier les staphylocoques a coagulase
positive (comme Staphylococcus aureus) des staphylocoques a coagulase négative (SCN),
tels que Staphylococcus epidermidis. Cette enzyme permet a certaines bactéries de

coaguler le plasma en convertissant le fibrinogene en fibrine.

Deux méthodes sont utilisées pour ce test: la méthode en tube (coagulase libre) et la
méthode sur lame (coagulase liée). Dans notre étude, nous avons appliqué la méthode
en tube.

e Un tube contenant 0,5 ml de plasma humain a été ensemencé par une colonie
jeune de culture bactérienne. Puis, Incubé a 37 °C pendant 4 heures. Si aucun
caillot n’apparait, poursuivre I’incubation jusqu’a 24 heures, car certaines souches

coagulase positives peuvent réagir plus lentement.

e [L’absence de coagulation indique une souche coagulase négative,
caractéristique de S. epidermidis. Ce test permet de distinguer S. aureus

(coagulase positive) des autres staphylocoques (MacFaddin, 2000).

3.3. Conservation des souches de Staphylococcus epidermidis

Les isolats identifiés des Staphylococcus épidermidis ont été conservés dans les tubes
de géloses nutritives inclinées a +4°C, Avant toute manipulation, chaque isolat est

inoculé en bouillon nutritif pour une revivification.

4.Etude de la sensibilité des souches de Staphylococcus epidermidis aux antibiotiques

La sensibilité aux antibiotiques a été réalisée par la méthode de diffusion sur disque en

milieu gélosé Mueller Hinton (MH) selon les normes et les recommandations du
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comité de I’antibiogramme de la société francaise de la microbiologie (CASFM,
2024).

Tous les isolats ont été testés pour leur sensibilité aux antibiotiques en utilisant les 09
antibiotiques suivants:

Gentamicine (10 ng), Amikacine (30 pg), Chloramphénicole (30 pg), Rifampicine (5
ng),
Tobramycine (10 pg), Oxacilline (1 ng), Streptomycine (300 ng), Nitrofurantoin (300
ng),

Azithromycine (15 pg).

* A partir d’une culture pure de 24 heures sur gélosé nutritive quelques colonies
bien isolées et parfaitement identiques sont été raclé avec un écouvillon stérile
puis décharger dans 5 ml d'eau physiologique stérile a 0.9
% ; la suspension bactérienne et bien homogénéiser, son opacité doit étre
équivalente a 0.5 Mac Farland ou a une D.O de 0.08 a 0.10 lue a 625 nm.

« A I’aide d’un écouvillon, la boite de milieu Mueller-Hinton est ensemencée sur
toute la surface de la gelose par des stries serrées, en tournant la boite trois fois
de 60 °. L'ensemencement est effectué dans les 15 mn qui suivent la préparation
de I'inoculum.

« A l’aide d’une pince préalablement flambée, les disques d’antibiotiques sont
appliqués sur la surface de la gélose (fig 09). Les boites sont, ensuite, incubées
pendant 24 heures a 37 °C.

* Aprés I'incubation, la lecture des résultats est faite par la mesure des diameétres

des zones d’inhibition. L’interprétation a été faite selon les normes de CASFM.
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Boite Pétri

Souche microbienne ensemencee

Milieu de culture gélosé (MH)

Disque d'Antibiotique

Zone d'inhibition

Croissance microbienne

Figure 9:Technique de I’antibiogramme ( Zaika, 1989)

5. Formation du biofilm

Pour démontrer la capacité de formation d’un biofilm chez quatre isolats de
Staphylococcus epidermidis, deux techniques sont sélectionnées : la technique
standard de coloration au Cristal Violet (CV) et la technique de culture sur gelose au
Rouge Congo (RCA).

5.1. Etude de la formation du biofilm par la méthode de coloration au
cristal violet
I1 s’agit d’une méthode qualitative de détection du biofilm décrite par Christensen et al
(1985). Les S. épidermidis ont été inoculés dans 04 mL de bouillon trypticase soja
contenant 1 % de glucose dans des tubes a essai. Les tubes ont été incubés a 37 °C
pendant 24 h.

Apres I'incubation, le milieu de chaque tube a été jeté et les tubes ont été lavés et
décantés 3 fois avec 1’eau physiologique afin d’éliminer les cellules non adhérentes,

puis laissés sécher a Iair libre pendant 20 min.

Les tubes ont été colorés au violet de cristal (0,1 %) pendant 20 min. puis les tubes
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sont rincés abondamment pour éliminer ’excés de colorant et laissés sécher de
nouveau a l’air en position inversée. Apreés séchage, 4 ml d’éthanol a 95% sont

ensuite ajoutés dans chaque tube afin de
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solubiliser le colorant lié aux cellules adhérentes et incubés pendant environs 30min,
le contenu de chaque tube a ¢été mesuré a 1’aide d’un spectrophotométre a une

longueur d’onde de 595 nm.

La notation de la méthode du tube a été effectuée sur la base du résultat de la
souche témoin. La formation de biofilm a été notée positive lorsque la paroi et le
fond du tube présentaient un film visible . L’expérience a été réalisée en trois fois

(Hassan et al, 2011).

5.2.Etude de la formation du biofilm par la méthode de Rouge Congo Agar (RCA)

La méthode suggérée par Freeman et al. (1989) requiert I'emploi d'un milieu solide
préparé a partir d'un bouillon cceur de cervelle (BHIB) enrichi en 5% de saccharose et

en rouge Congo.

La préparation du Rouge Congo a éte effectuée séparement dans une solution aqueuse

concentrée qui a été autoclavé pendant 15 min.

On ajoute ensuite cette solution aux autres composants du milieu (en état de
surfusion a 55°C). Le milieu préparé de cette maniere est ensuite inoculé avec une
portion d’une culture de la souche bactérienne et incubé a 37° pendant 24h a 48h

(Kara Terki, 2014).

Selon Kara Terki (2014), le colorant Rouge Congo réagit directement avec certains
polysaccharides bactériens pour créer une bave et produire des colonies de couleur
noire sur un milieu CRA, contrairement aux colonies non productrices de

polysaccharides qui restent rouges.
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6. Etude des champignons marins

6.1.Echantillonnage

Présentation de la région d’étude

Les échantillons du sable, utilisés pour cet objectif ont été prélevés a partir d'un sable sous
I’eau de mer durant la période de mois de mars 2025, le site de prélévement d’échantillon
se trouve au niveau de la plage de Salamandre situé a I’ouest de Mostaganem, sur la cote
nord-ouest algérienne (Fig 10 et 11). Il s’agit d’une crique en forme de petit golfe, bordée

a ’arriere par une falaise rocheuse ou se déversent parfois des rejets urbains et industriels .

Le sable y est trés fin, de bonne qualité, sur une bande coétiére d’environ 7 km. Ce site est

régulierement sélectionné dans des études scientifiques sur les micromycétes marins

(Plages d’ Algérie, 2023)

k.n\»:_;l)

Figure 11:Site de préléevement Figure 10: carte de la plage de Salamandre

(Google Earth ,2025).
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6.2.  Technique de prélévement

A Taide d'une spatule stérile, les échantillons de sable ont été prélevés a une profondeur de 5 & 10
cm, la ou les champignons marins sont actifs. lls ont ensuite été placés dans des flacons en verre

propres et désinfectés, puis transportés rapidement au laboratoire afin d’éviter toute dégradation
(fig 12)

Figure 12:Prélévement et transporter des échantillons de sable.

6.3.  Isolement des champignons marins :

o En conditions stériles, 1 gramme de sable est prélevé puis transféré dans 9 ml d’eau de mer
filtrée et stérilisée a I'autoclave. Le mélange est homogénéisé¢ a 1’aide d’un vortex, cette

dilution constitue la solution mére. A partir de celle-ci, une dilution successive est réalisée
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en transférant 1 ml de la solution précédente dans 9 ml d’eau de mer stérile, obtenant ainsi
une série de dilutions décimales (allant de 10" & 10~*) Une série de dilutions décimales
(allant de 10" a 107%) .

o Un volume de 0,1 ml de chaque dilution est ensemencé en surface sur un milieu sabouraud
au chloramphénicol, puis réparti uniformément a 1’aide d’un rateau stérile en verre. Les

boites sont incubées a 28 °C pendant 7 jours (figure 13) ( Overy et al, 2019).

Peser 1g de sable ~ === préparation de dilution ===%  ensemencement sur sabouraud

Figure 13: Les étapes de I’isolement des champignons marins.

6. 4.Purification des isolats fongique :

Apres la période d’incubation, Les colonies présentant un aspect filamenteux ont été choisies
et numérotés ensuite purifiées sur la milieu de culture par des stries. Les boites sont incubees

a 28°C pendant 7 jours.

7. Test d"'Antagonisme sur Milieu MH :

4 L’¢évaluation de I’activité antibactérienne des champignons se fait par le test d’antagonisme. Le
but de cette manipulation est la recherche du pouvoir antibactérien des souches fongiques
étudiees. (Hazalin et al., 2009). est realisée par la technique du croisement a ’aide de stries
verticales. Cette méthode implique plusieurs étapes pour déterminer I'inhibition de la croissance

bactérienne par les champignons testés. Les isolats fongiques ont été ensemencées sous
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forme de lignes sur la gélose de Mueller- Hinton coulé auparavant dans des boites Pétri
puis incubés a 28°C pendant 7jours.

La réactivation des bactéries a été réalisée par ensemencement sur le milieu de culture
GN selon la méthode des quadrants. Puis, 1’incubation a été effectuée a 37°C pendant 24
heures avant d’étre utilisées dans les tests de I’activité.

Aprés la période d’incubation, les quatre souches de Staphylococcus epidermidis ont été
ensemencées en position perpendiculairau champignon.

L’interprétation des résultats se fait suite a une incubation de 24h , en mesurant la

distance d’inhibition entre les bordures de la souche cible et du champignon.

Cette méthode nous a donné la possibilited'évaluer de maniere quantitative [l'effet
antimicrobien de nos souches fongiques contre les isolats bactériennes différentes. Les
résultats obtenus sont essentiels pour identifier les isolats les plus prometteurs en termes

d'activité antimicrobienne, ouvrant ainsi la voie a des tests supplémentaires.(Zatout, 2020).

8. ldentification des isolats sélectionnés

La caractérisation des 06 isolats d’intérét a ¢été réalisée par une étude morphologique
(macroscopique et microscopique) des culture incubée a 28 C° dans une gelose Sabouraud
pendant 7 jours.

8.1. Identification macroscopique

Cette étude consiste en I’observation a ’oeil nu des colonies sur milieu de culture. Il est

nécessaire de caractérisé ces isolats par :

La couleur au recto et au verso des colonies : les couleurs les plus fréquentes sont vert

foncé, brun ou noir, blanc, creme, gris et jaune.

L’aspect des colonies : les champignons filamenteux forment des colonies duveteuses
avec une texture épaisse, laineuse, floconneuse ou veloutée, poudreuse ou cotonneuse.
L’ aspect du mycélium du champignon : cet aspect est variable en fonction des genres

fongiques, mycélium ras , poudreux , étendu ou envahissant.
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8.2. Identification microscopique

L’examen microscopique des colonies fongiques a ¢été réalisé entre lame et lamelle.
Généralement, un examen a I’objectif 40 est suffisant pour mettre en évidence la plupart des
éléments importants a examiner, telles que Le thalle, les spores, mode de groupement des
conidies, mode d’implantation des cellules conidiogénes, présence de structures protectrices

issues de la reproduction asexuée ou sexuée et présence des chlamydospores (Tabuc, 2007).

9. Extraction des métabolites secondaires a partir d’une souche fongique marine
isolée

Apres I’analyse des résultats du test d’antagonisme, la souche fongique présentant la plus
forte activité a été retenue. Celle-ci a été ensemencee par stries sur huit boites de Pétri
contenant le milieu de culture MH, puis incubées & 28 °C pendant 13 jours. A I’issue de cette
période, la culture (gélose incluant le champignon actif) a éte découpée en petits fragments a
I’aide d’un couteau stérile, puis macérée sous agitation pendant 24 heures dans 1’acétate

d’éthyle (rapport volume/volume).

Aprés macération, le mélange a été filtré sur papier Whatman N° 1, et I’extrait obtenu

(contenant les métabolites secondaires) a été évaporé a sec sous vide a 40 °C a l’aide d’un
évaporateur rotatif. L’extrait brut a été pesé, puis redissous dans du DMSO

(diméthylsulfoxyde). Pour préparer les solutions utilisées dans les tests antimicrobiens, 10 mg
d’extrait ont été dissous dans 1 mL de DMSO, obtenant ainsi une concentration adaptée a
I’évaluation de I’activité antimicrobienne. Ce protocole garantit une extraction efficace et une
préservation optimale des métabolites secondaires, assurant ainsi une évaluation rigoureuse

de l’activité antimicrobienne des champignons marins isolés.

L’extrait, sous forme de croite séche, a ensuite été employé dans des tests de diffusion en gélose

afin d’évaluer son efficacité inhibitrice sur différentes isolats bactériennes.
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10. Evaluation de I’activité antistaphylococciques des extraits fongiques

10.1. Effet antistaphylococciques par la méthode de diffusion par disque

L’activité antimicrobienne de 1’ extrait obtenu a été évaluée selon la méthode de diffusion sur
disque sur milieu Mueller-Hinton, conformément aux protocoles décrits par Sacchetti et al.
(2005) et Celiktas et al. (2007).

Une suspension bactérienne a été préparée a partir d’une culture pure de 20 heures cultivée
sur gélose nutritive (GN), puis ajustée a 0,5 McFarland a une concentration de 108 UFC/ml
avec de I’eau physiologique stérile. Puis, Un volume de 1 ml de cette suspension a été réparti
de maniére homogeéne sur la surface de boites de Pétri contenant 20 ml de gélose MH. Apres
une période de 2 minutes, I’excédent d’inoculum a été éliminé par aspiration sous conditions
aseptiques. Par la suite, des disques de papier filtre stériles (Whatman, 6 mm de diametre),
préalablement imbibés pendant 15 a 20 minutes dans la solution de I’extrait fongique aux
concentrations de 100 % et 0% (solution de DMSO pour servir comme témoin), ont été

déposeés soigneusement sur la surface des milieux ensemenceés.

Les boites ont éte laissées a temperature ambiante durant 15 minutes pour favoriser la diffusion

des composés, puis incubées a 37°C pendant 24 heures (fig 14).

L’activité antimicrobienne de 1’ extrait a été mise en évidence par la formation d’un halos

d’inhibition autour des disques, indiquant une sensibilité de la souche testée.
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Figure 14:Processus de diffusion par disque

10.2. Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI)

La Concentration Minimale Inhibitrice (CMI) de fagcon générale est la plus faible concentration

capable 3’inhiber toute croissance visible aprés un temps J’incubation de 18 a 24 h.

La CMI des extraits fongiques est déterminée par la méthode dedisques sur milieu
Mueller-Hinton. L’extrait brut, dissous dans 1 mL de DMSO. Puis, Des dilutions successives ont

été effectuées pour obtenir des concentrations de 50% et 25% et 0%.

Des disques de papier filtre stériles ont été imprégnés avec chacune des concentrations d’extrait.
Ces disques ont été déposés sur des boites de Pétri contenant du milieu MH préalablement
inoculé avec des souches de staphylococcus epidermidis. L’incubation a été effectuée a 37 °C
pendant 24 h.

Aprés incubation, les diamétres des zones d’inhibition autour des disques ont été mesurés
pour évaluer Iactivité antimicrobienne des extraits. La concentration la plus faible a induire

une inhibition visible de la croissance bactérienne a été retenue comme CMI.
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10.3.Effet de I’extrait fongique sur la formation de biofilm par S.epidermidis

Dans une série de tubes a hémolyse numérotés, nous avons introduit 100 pL d’un extrait
fongique de concentration connue (100 %), avec deux répétitions. Dans un autre tube, 1 mL
d’eau distillée stérile a été utilisé a la place de I’extrait fongique, servant ainsi de témoin. Ensuite,
100 pL de TSB doublement concentré, préalablement ensemencé avec la souche de
Staphylococcus epidermidis a tester, a été ajouté a chaque tube. L’ensemble des tubes a été

incubé pendant 24 heures & 37 °C.

Apres la formation du biofilm, le contenu des tubes a été retiré, puis chaque tube a été
lavé trois fois avec une solution de NaCl stérile a2 0,9 %. Les biofilms ont ensuite été colorés avec

100 pL de violet de cristal a 0,1 % pendant 20 minutes.

L’excédent de colorant a été éliminé, et les tubes ont été lavés cinq fois a I’eau distillée.
Un volume de 100 pL d’éthanol a 95 % a été ajouté a chaque tube coloré afin de solubiliser le
colorant.
La lecture des résultats a été effectuée par mesure de 1’absorbance du liquide obtenu,
correspondant au colorant solubilisé li¢ aux cellules adhérées, a une longueur d’onde de 580 nm,

selon la méthode décrite par Lattab (2018), avec quelques modifications.
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CHAPITRE IV : Résultats et discussion

Etude bactériologique

1. Identification des isolats de staphylocoques epidermidis

Au cours de cette étude, six préléevements ont été réalisés. Parmi eux,

quatre se sont révélés positifs et deux négatifs.

Les quatre prélevement de Staphylococcus epidermidis positifs ont
été soumis a une identification et une caractérisation phénotypique
selon des méthodes conventionnelles, incluant I'observation
macroscopique et microscopique, ainsi que les tests de catalase et

de coagulase libre.

1.1 Etude macroscopique

La mise en culture de divers échantillons sur milieu Chapman a révéle, apres 24
heures d’incubation a 37 °C, une croissance bactérienne, comme illustré dans la figure
15. Les colonies de Staphylococcus epidermidis apparaissent non pigmentées
(blanchatres), brillantes, arrondies, avec des bords réguliers, et mesurent entre 1 et 3 mm
de diametre. Elles ne provoquent pas de changement de couleur du milieu, ce qui

indique une absence de fermentation du mannitol (Aubry, 2019).

Figure 15: Aspect macroscopique des colonies de S.epidermidis surmilieu Chapman
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Figure 16:Aspect macroscopique des colonies de
S. epidermidis sur gélose nutritive

Lors du repiquage successifs sur Gélose nutritive effectués a partir de différentes
colonies bactériennes. aprés 24 h d’ incubation, ont a observé des colonies arrondies

bombées, opaque a contour nets de 1 mm de diametre et de couleur blanc ( fig 16).

1.2 Etude microscopique

L ’ examen microscopique apres coloration différentielle de Gram a montré la
présence des cocci a Gram positif regroupés en amas ayant la forme de grappes de raisin,

colorés en violet ( fig. 17).

Figure 17: Observation microscopique de S. epidermidis aprés coloration de Gram (x1000)
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1.3 Test catalase

Le test de la catalase a révélé que les quatre isolats présentent une activité
catalasique positive, comme en témoigne la formation immédiate de bulles
d’oxygene observée apres 1’ajout de peroxyde d’hydrogene (H20-).
Lesrésultatsdece test sont illustrés dans la figure (18). En effet, le résultat de test
de catalase montre que toutes les S epidermidis isolées sont capables de produire

cette enzyme.

Figure 18: Résultat positif de test de la catalase des

S. epidermidis

1.4 Test de coagulase libre

La recherche de la coagulase, par I'utilisation de plasma humain, a également été effectuée afin
de compléter I’identification.
Ce test est utilisé pour différencier les staphylocoques a coagulase négative des staphylocoques a
coagulase positive, principalement S. aureus.
Aprés I’incubation a 37 °C, I’observation visuelle du tube en position inclinée a 90°
montre que les 4 isolats de S. epidermidis ne possedent pas de coagulase libre, indiquant
une réaction négative (coagulase négative) (fig. 19).
La souche de référence S. aureus ATCC 25923 a été utilisée comme témoin positif et a montré

la formation d’un caillot (fig. 20).
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Figure 19:Résultat du test de coagulase libre [Figure 20:Résultat du test de coagulase
negatif Chez S epidermidis libre positif chez S.aureus

2. Etude de la sensibilité des souches de Staphylococcus epidermidis aux antibiotiques

Les résultats de la susceptibilité des isolats aux antibiotiques utilisés ont été détermines suivant
la méthode (CA-SFM, 2024) (Annex).
Le profil de sensibilité aux antibiotiques des isolats de S. epidermidis est présenté dans la figure
21.
En général, les tests antibiotiques présentent des niveaux d’activité variables sur la croissance de
ces isolats.

Figure 21:Résultats de I’anti biogramme obtenus
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D’apres les diametres des zones d’inhibition illustrés dans le tableau 2, les résultats
montrent que les SCN résistent a I’oxacilline et a I’azithromycine (100 %), tandis qu’ils
demeurent sensibles a d’autres antibiotiques (fig. 22).

Tableau 2: Susceptibilité des isolats de S.epidermidisvers les antibiotiques testés

Les
isolats S F OX C GN AZM TOB AK RA
testés
S1 28.63 21.44 / 31.08 34.10 / 29.03 25.51 40.95
S2 33.01 28.67 / 24.41 29.69 / 24.86 17.37 44.48
S3 34.60 28.79 / 27.69 31.36 / 25.39 17.29 44.56
S4 33.35 16.21 / 24.06 35.93 / 29.51 24.14 35.92
120
100 - ;
i
80
X
B o
g MR%
40 -
HS%
&
20 -
0 L T T T T T T T T
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Antibiotiques

Figure 22:Représentation graphique du taux de sensibilities de S. epidermidis
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3.Formation de biofilm

Dans le présent travail, L’étude de la production de bio film, parles isolats
de S.epidermidisa étéeffectuée par deux méthodes qualitatives a savoir la
méthode utilisant la gélose Rouge Congo ainsi que la méthode standard de

coloration au cristal violet des bio films formés en tubes.

3.1. Etude de la formation du biofilm par la méthode de gélose Rouge Congo

La production de biofilm, par certaines bactéries, est considérée comme
I’un des facteurs les plus importants qui favorisent 1’adhérence bactérienne aux
surfaces médicales,
La caractérisation phénotypique de la production de biofilm par production de
slime a été réalisée par culture des isolats sur un milieu soli de additionné du

colorant Rouge Congo.

La métho de RCA permet l'analyse directe et visuelle des colonies et
I'identification des souches productrices de slime (qui donnent des colonies
noires sur la gélose rouge)

Les 4 souches testées pour mettre en évidence leurs capacités a former des
biofilms,
ontdonnésnaissanceadescoloniesnoiresetsontdoncconsidéréescommeproductrice

de slime (figure23).
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Figure 23: Résultats (recto et verso) de la production de bio film par la méthode RCA.

3.2. Etude de la formation du bio film par la méthode de coloration au cristal
violet

Afin de quantifier les capacités de production de biofilms par les souches étudiées,
I’essai de coloration au cristal violet (CV) est souvent préféré en raison de sa simplicité
et de sa fiabilité. Le CV est un colorant qui se fixe sur les polysaccharides du
peptidoglycane et colore de manicre non spécifique ’ensemble de la biomasse, incluant

tous types de cellules, vivantes ou mortes, ainsi que la matrice du biofilm bactérien.

Les expériences réalisées dans cette étude nous ont permis de mesurer le taux
d’adhésion et la formation de biofilms des bactéries testées. A travers cette méthode, une
souche peut étre classée comme : non formatrice, faiblement formatrice, moyennement

formatrice ou fortement formatrice de biofilm (Metzler, 2016).
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La formation d’un biofilm était considérée comme positive lorsqu’un film visible

tapissait la paroi et le fond du tube (Mathur et al., 2006). L’observation visuelle des

tubes montre que les souches étudiées sont capables de former un biofilm (fig. 24).

Figure 24: résultatsde formation
de biofilm

Figure 25: mesure de la DO

La classification de la formation de biofilms selon les critéres de Stepanovic et al.

(2007) est basée sur les valeurs de la DO obtenues pour les souches. L’expérience a été réalisée

et répétee trois fois.

Tableau 3: Classification de la formation de biofilms selon Stepanovic et al. 2007

MoyennedesvaleursdelaDO

Formationdebiofilm

DOmoy<DOc Absence
DOc<DOmoy<2XDOc¢ faible
2XDOc<DOmoy <4XDOc Modérée

DOmoy>4XDOnc Forte
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Calcul du DO (contrdle) = DOc.

DOc = La valeur moyenne de la souche de controle négative + (3 x 1’écart type).

L’écart type de notre souche est : 0,258.

Donc : DOc =0,307 + (3 x 0,258) = 1,081.

Tableau 4: les valeurs moyenne d’absorbance des isolats (DO 595 nm)

Témoin S1 S2 S3 S4

DO moyenne 0.307 2.119 2.226 2.184 2.149

D’apres le tableau 3 et 4, on a classé la production de biofilm des quatre souches comme suit :

Tableau 5:résultats de production de biofilm

S1 S2 S3 S4
Souches
bactériennes
aractéristiquesde la Faible Modérée Modérée Modérée
production

Il Etude des champignons marins

1. Isolement et purification des isolats fongiques

Les cultures des échantillons de sable de I’eau de mer de la plage de Salamandre
(Mostaganem) sur milieu Sabouraud + chloramphénicol ont permis d’obtenir 33 colonies
a aspect filamenteux et couleurs variées apres une période d’incubation de 7 j (figure
26).
En effet, 25 isolats d’aspect morphologique différent ont été choisis, numérotés et purifiés (fig.

27).
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Figure 26: Isolats fongiques obtenus sur milieu
Sabouraud + chlorampheénicol.

Figure 27:Purification des champignons

2. Résultats du test d*Antagonisme sur Milieu MH

Les résultats de I’effet antagoniste des champignons étudiés par la technique de
croisement vertical ont révélé une inhibition de la croissance des S. epidermidis par 06

souches fongiques parmi les 25 isolats.

Les souches S2, S7, S10, S11, S12 et S32 ont montré une activité antagoniste remarquable a 1’égard

de S. epidermidis.
Les pourcentages d’inhibition correspondants sont représentés dans la figure 28.

Par ailleurs, les zones d’interaction observées entre les deux souches fongiques les plus actives

et la souche testée de S. epidermidis sont illustrées dans la figure 29.
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S32
21%

S12
27%

Figure 28: pourcentages d’inhibition des activités antagonistes des champignons vis-a-vis de
Staphylococcus epidermidis

S10 S12

Figure 29 : Activité antagoniste du 2 souches les plus effet
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Identification des isolats sélectionnés

3.1.  Etude macro et microscopique

L’examenmicroscopiquedesO6isolatsprésentantuneactivitéantagonisteet
purifiéssurmilieux sabouraud., a permis de les identifier comme appartenant au
genre Aspergillus.I’isolat n® 12 s’est distingué par une forte activité antagoniste
lors des tests in vitro. Cet isolat a été selectionné pour une identification plus
poussée. L’analyse morphologique et microscopique a permis de 1’identifier au
stade de I’espéce, en tant que Aspergillus niger (tableau 6).

Tableau 6:Aspect macroscopi que d’Aspergillus niger

Espece

recto reverse

Asperg
niger

Thalle blanc

cotonneux au début,

illus

jaune
devient jaunes, et

enfin marron grisatre

granuleux au centre,

et blanc cotonneux a la

périphérie, de

forme irréguliére.
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L’identification a été réalisée conformément a la méthode décrite par Salvamani et
Nawawi (2014) qui repose sur 1’analyse détaillée des structures de sporulation, incluant

les hyphes, les conidiophores et les spores (tableau 7).

Tableau 7:Aspect microscopique d’ Aspergillus niger

L’espéce Description Aspectmicroscopique

Hyphe : Septés.
Conidiophore:Lisse,

brunatre dans sa moitié

Aspergillusniger Superieure.
Phialides:biséréessur la
vésicule par

I’intermédiaire de métules

disposées sur tout de

porteur de la vésicule.
Conidies: globuleuse,
brunes.

Téte aspergillaire
bisériéeradiée, noirea
maturité.
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Extraction des métabolites secondaires a partir d’Aspergillus niger marin

isolé

La production de métabolites secondaires par I’isolat Aspergillus niger a été effectuée sur

milieu MH, suivie d’une extraction a I’aide d’acétate d’éthyle.

L’extraction du métabolite produit par cet isolat, présentant une activité antagoniste
marquée, a conduit a I’obtention d’un résidu sec de couleur marron foncé, d’une masse
totale de 32,4 mg (Fig. 30).

L’extrait brut a ensuite été utilisé pour la préparation d’une solution de métabolites. A
cet effet, 10 mg de I’extrait ont été dissous dans 1 mL de I’extrait ont été dissous dans 1

mL de DMSO ( fig 31).

Figure 30: masse totale de I’extrait brute. Figure 31: concentrations 100%de la
Solution de I’extrait fongique.
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1. Evaluation de I’activité antimicrobienne de Pextrait d’A. niger

1.1. Effet antistaphylococcique par la méthode de diffusion sur disque

L’extrait a été testé pour son activité antimicrobienne contre S. epidermidis en utilisant la
méthode de diffusion par disque sur milieu gélosé MH.
C’est une technique qualitative basée sur la détermination du diametre des zones d’inhibition

apparentes autour des disques chargés par I’extrait fongique teste.

Les résultats obtenus montrent que 1’extrait d’A. niger présente une activité antistaphylococcique, comme
le montre la figure 32.
Des zones d’inhibition claires ont été observées autour des disques imprégnés de la solution de

I’extrait, avec des diamétres compris entre 8,9 et 19,35 mm (Fig. 33).

Figure 32: Activité antistaphylococciques de I’extrait

d’A.niger
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18

16

14

B disque de I'extrait

S1 S2 S3 sS4

Figure 33: Zones d’inhibition exercées par I’extrait d’A.niger al’encontre des souches de
S. epidermidis

A partir des résultats présentés dans les figures 32 et 33, l'activité antibactérienne a été
évaluée en mesurant le diametre des zones d'inhibition autour des disques imprégnés

d’extrait du champignon marin Aspergillus niger vis-a-vis de S. epidermidis.

Apres 24 heures d’incubation a 37 °C, la présence des zones d’inhibition indique une activité
antibactérienne positive.
Ces résultats suggerent que cet isolat fongique est capable de produire des molécules bioactives

inhibant la croissance de S. epidermidis.
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1.2.Détermination de la concentration minimale inhibitrice(CMI)

Figure 34:solution du test de CMI Figure 35: test de CMI d’extrait
d’extrait d’A.niger d’A.niger

Pour déterminer la CMI, des dilutions successives ont été effectuées pour obtenir des
concentrations de

50 %, 25 % et 0 % (fig. 34).
La concentration minimale inhibitrice (CMI) est un paramétre fondamental permettant d’évaluer la
sensibilité d’une bactérie & un métabolite.

Elle correspond a la plus faible concentration capable d’inhiber la croissance bactérienne.

Les résultats obtenus aprés 24 h d’incubation a 37 °C (fig. 35) montrent une zone d’inhibition de 17 mm
autour du disque de I’extrait d’A. niger dilué¢ a 50 %.

En revanche, aucune zone d’inhibition n’a été observée a la concentration de 25 %, en comparaison avec

les disques témoins utilisés pour chaque isolat de Staphylococcus epidermidis.

Ainsi, la concentration minimale inhibitrice de I’extrait d’A. niger est estimée a 50 %, soit 5
mg/mL.

1.3 Effet de I’extrait d’A.niger sur la formation de biofilm dans des tubes en verre

Dans notre étude, l'extrait d’Aspergillus nigera montré une activité antibiofilm, avec une

réduction significative de la formation de biofilm comprise entre 38 % et 59 %.
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Staphylococcus epidermidisn‘était pas considéré comme un agent pathogene opportuniste avant
la géneéralisation de I'utilisation des dispositifs médicaux.
La formation de biofilms peut donc étre considérée comme un facteur de virulence et une
stratégie adoptée par Staphylococcus epidermidis pour augmenter son potentiel infectieux
(HallStoodley et al., 2004).

v Calcul de I’inhibition du biofilm (Rasouli et al.,2020)

Inhibition % = (DO Contrdle Négatif - DO expérimental) / DOcontrole Négatif x100.

Tableau 8:résultatsdel’inhibitiondu biofilm.

souches S1 S2 S3 S4

Inhibition% 40% 59% 38% 58%

Ces résultat sont révélé une inhibition de la formation de biofilm allant de modérée a

significative (40 a 59 %),en fonction des souches de Staphylococcus epidermidis.

Discussion :

Dans la présente éetude, les colonies isolées des cavités nasales sur milieu Chapman ont
¢té examinées par des observations macroscopiques afin de déterminer 1’aspect de
Staphylococcus epidermidis. Nos résultats sont en accord avec ceux de plusieurs auteurs, qui ont
montré que Staphylococcus epidermidis se présente sous forme de colonies arrondies, non

pigmentées, sans changement de couleur du milieu Chapman (Aryal, 2022).

L’observation microscopique a révélé que S. epidermidis apparait sous forme de coques a Gram
positif, de 0,8 a 1 um de diametre, isolées, en diplocoques, en courtes chainettes ou, plus
classiquement, en amas. L’aspect en grappe constitue d’ailleurs leur caractéristique la plus

typique (Becker et al., 2014).

Staphylococcus epidermidis est un commensal majeur de la peau et des mugueuses,

fréquemment présent dans les cavités nasales dés la naissance, ou il contribue a I'équilibre du
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microbiote. Bien qu’ordinairement non pathogene, il peut devenir opportuniste en milieu
hospitalier, notamment via la formation de biofilms sur les dispositifs médicaux (Becker et al.,
2014). Certaines souches produisent aussi des molécules inhibant Staphylococcus aureus,
suggérant un role protecteur au sein de la niche nasale (Igyarté et al., 2011 ; Janek et al., 2016).
Ce double réle, bénéfique et pathogene, fait de S. epidermidis un acteur clé du microbiote et des

infections nosocomial.

Tous les Staphylococcus epidermidis testés se sont révélés producteurs de catalase. Cette enzyme
permet d’hydrolyser le peroxyde d’hydrogéne en oxygeéne et en eau, ce qui se manifeste par un

dégagement de bulles gazeuses (Hart et Shears, 1997).

Aucune coagulation du plasma n’a été observée dans le tube contenant les S. epidermidis testés,
ce qui confirme son statut de coagulase négatif.. Le test de coagulation du plasma a permis de
distinguer clairement les deux espéces. Une coagulation rapide du plasma sanguin a été observee
dans le tube contenant des colonies de Staphylococcus aureus, indiquant la production de

I’enzyme coagulase et confirmant son caractere coagulase positif.

Par ailleurs, les résultats des tests de sensibilité aux antibiotiques ont montré une résistance
marquée de S. epidermidis a I'oxacilline et a I’azithromycine (100 %), tandis que les isolats

¢tudiés restent sensibles a d’autres antibiotiques.

Dans le cadre de cette étude, deux méthodes de détection des biofilms ont été comparées :

la méthode du tube a essai avec coloration au cristal violet, et la méthode utilisant le rouge Congo
(RCA). Les résultats ont montré que les quatre souches testées étaient capables de former un
biofilm, confirmant leur potentiel de virulence. En effet, la production de polysaccharides et la
capacité de formation de biofilms sont reconnues comme des facteurs importants de virulence

chez Staphylococcus epidermidis ainsi que chez d’autres staphylocoques a coagulase négative
(SCN) (Akinkunmi et al., 2014).

Le slime, matrice extracellulaire qui facilite la formation de biofilms, est considéré comme I’un
des principaux déterminants favorisant ’adhérence des bactéries aux surfaces médicales (Hrv et
al., 2016). Dans cette optique, la méthode au rouge Congo s’est révélée étre une technique
simple, économique, sensible et spécifique, adaptée au dépistage en laboratoire clinique des

souches productrices de slime. Par ailleurs, la méthode standard de coloration au cristal violet
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appliquée aux biofilms formés dans des tubes a permis une évaluation quantitative de la
biomasse formée, ainsi qu’une analyse de la cinétique de formation des biofilms par les souches
étudiees

(Djordjevic et al., 2002).Staphylococcus epidermidis, bien que commensal cutané, est

reconnu comme une cause majeure d’infections nosocomiales, en particulier liées aux dispositifs
médicaux (cathéters, protheses articulaires, valves cardiaques). Son aptitude a former des
biofilms, combinée a une fréquence élevée de souches résistantes a la méthicilline (SERM),

complique considérablement sa prise en charge thérapeutique(Otto, 2009)

Une approche complémentaire a €té explorée, portant sur I’exploitation des champignons
marins en tant que source de métabolites bioactifs a potentiel antistaphylococcique. L’isolement
de 25 isolats fongiques du sable marin a conduit a la constitution d’'un ensemble de souches
fongiques, majoritairement affiliées au genre Aspergillus. ceci est en accord avec des travaux
cités dans la littérature qui affirme que les champignons du genre Aspergillus sont couramment
retrouvés dans les environnements marins cotiers, notamment dans les sables de plage, ou ils
jouent un réle écologique important. Des études réalisées sur les plages d'Oran (Algérie) ont

permis d'isoler diverses espéces telles que Aspergillus niger, A. flavus, A. fumigatus, A. terreus et

A. versicolor, représentant jusqu’a 13,3 % de la mycoflore totale du sable marin (Benmessaoud,

2010).

L’évaluation de ’activité antagoniste de différents isolats fongiques a 1’égard de Staphylococcus
epidermidis a permis de sélectioner 06 souches fongiques parmi les 25 isolats et de choisir par la
suite 1’isolat le plus inhibiteur des staphylocoques étudiés. Cet isolat présentant des
caracteristiques morphologiques compatibles avec Aspergillus niger. D’aprés Chabasse et al
(2002), L’Aspergillus niger : est caractérisé par une culture a mycélium blanchatre a jaunatre au
début puis granuleuses noires apres sporulation. Les conidies sont globuleuses, brunes et
échinulée sa conidiophore lisse, brunatre dans sa moitié supérieure et trés longue. Les tétes
aspergillaires sont bisériees avec des métules-phialides tout autour d’une vésicule ronde. Les

conidies sont de couleur brune, sphérique et parfois cotelée.

L’extraction des métabolites secondaires produits par cet isolat a conduit a I’obtention d’un

extrait bioactif, induisant une inhibition de la croissance les quatre Staphylococcus epidermidis
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testés, avec des zones d’inhibition atteignant jusqu’a 19,35 mm selon la méthode de diffusion

sur disque.

Al-Shaibani et al. (2013) ont rapporté des zones d’inhibition de 15 a 30 mm contre S. aureus et S.
epidermidis, via des extrait de A. niger souche clinique., en fonction de la souche testée et de la
méthode employée. Par ailleurs, d’aprés Kalyani et Hemalatha (2017) ont observé pour A. niger
des zones entre 11 et 18 mm a 100 pg/ml. Nos résultats sont donc a la fois comparables et
légérement supérieurs, ce qui suggére une activité antibactérienne prometteuse, cohérente avec ce

qui était attendu a cette concentration.

La concentration minimale inhibitrice (CMI) de 'extrait d’Aspergillus niger a été déterminée par
une série de dilutions successives de ’extrait. Une inhibition de la croissance de S. epidermidis

caractérisée par un diametre de zone d’inhibition de 17 mm, a été observée a une concentration

de 50 %, soit 5 mg/mL

Une derniére série d’expériences a porté sur I’évaluation de I’impact de ’extrait d’Aspergillus
niger étudie sur la formation de biofilm par S. epidermidis dans des tubes en verre. Les résultats,
indiquent  que ’extrait a significativement réduit la formation de biofilm, avec un taux

d’inhibition comprit entre 38% et 59%.

Plusieurs travaux ont démontré que les Aspergillus marins peuvent produire des composés
antifongiques et antibactériens actifs contre des pathogénes humains tels que Staphylococcus
aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa et Salmonella Typhimurium. Par exemple,

des extraits bruts d’A. terreus isolé de mangroves ont montré une inhibition significative de S.

Typhimurium avec une zone d’ihibtion de de 8,9 mm a 2 mg/mL (Ravi et al., 2024). D’autres
composés comme les asperalins A-F, isolés d’Aspergillus alabamensis, ont affiché des activités
remarquables contre des bactéries pathogenes aquatiques telles que Edwardsiella ictaluri et
Streptococcus iniae, avec des concentrations inhibitrices minimales (MIC) allant de 2,2 a

87,3uM (Kim et al., 2021). Ces résultats confirment le potentiel pharmacologique des
Aspergillus marins des zones sablonneuses, justifiant des recherches approfondies pour

I’isolement et la caractérisation de leurs métabolites antibactériens.
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CONCLUSION

L’objectif principal de ce manuscrit est d’approfondir I’étude de I’activité antibactérienne
des métabolites produits par des champignons marins isolés du sable de la plage de Salamandre
(Mostaganem) vis-a-vis de quatre isolats de Staphylococcus epidermidis. Ces isolats ont été
obtenus par auto-prélévements realisés par deux volontaires sains appartenant au personnel du

laboratoire, puis identifiées a I’aide de techniques microbiologiques standards.

L’évaluation du profil de résistance aux antibiotiques des isolats de Staphylococcus
epidermidis a révélé une résistance compléte (100 %) a I’oxacilline et a ’azithromycine, tandis

qu’une sensibilité a été observée vis-a-Vvis des autres antibiotiques testes.

Ces reésultats mettent en évidence la nécessité de deévelopper de nouvelles alternatives
antimicrobiennes, notamment a partir de sources naturelles peu exploitées, telles que les

microorganismes marins.

Les études de la formation du biofilm ont été réalisées par la technique TM avec
utilisation de coloration au cristal violet, et la la technique de RCA . Les résultats de nos
expériences ont montré que les 04 isolats de S. epidermidis sont formatrices de biofilm et

productrices de slime.

Dans le cadre de la recherche de nouvelles alternatives antimicrobiennes, une approche
complémentaire a été explorée dans cette étude en ciblant les champignons marins comme
source potentielle de métabolites antistaphylococciques. Vingt-cing isolats fongiques ont été

obtenus a partir de sable marin, dont six ont montré une activité antagoniste considérable, contre

Staphylococcus epidermidis. L’isolat le plus actif, identifié morphologiquement comme
Aspergillus niger, a produit un extrait bioactif inhibant la croissance des quatre souches testées,
avec des zones d’inhibition allant jusqu’a 19,35 mm. La concentration minimale inhibitrice
(CMI) a été déterminée a 5 mg/mL (50 %), produisant une zone d’inhibition de 17 mm. Par
ailleurs, ’extrait a significativement réduit la formation de biofilm, avec un taux d’inhibition

variant entre 38 % et 59 %.
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A la fin et en perspectives, des études complémentaires pourraient étre menées pour caractériserpar
desméthodes chimiques(par chromatographie, spectrométrie de masse, RMN, etc.)

L’extrait d’Aspergillus niger  afin d’identifier les composés responsables de 1’activité
antistaphylociccique observée. , nous suggérons aussi une variété de recherches in vitro et in vivo
pour lutter contre les infections nosocomiales et les biofilms en utilisant des techniques de
biologie moléculaire et physico-chimiques.
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Annexe 1
« Matériel »

v" Pour la réalisation de ce travail nous avons utilisé divers matériel :

Les Annexes

Appareillages

les vererries et outils

Produits et réactifs

-Etuve de 37°C et 28°C.
-Réfrigérateur -Une

balance.

-Balance de précision -

Bain marie.

-Vortex.

-Centrifugeuse -Spectrophotométre
-Microscope optique.

-Agitateur magnétique + plaque
chauffante

-autoclave

-Bec bunsen.
-Une spatule -Les
boites de pétri.
-Pipettes pasteur.

-Les emboults.

-Micropipette 100 pL et 1000 pL.

-Flacons en verre
-Cuve a électrophorése -Anses
de platine.

-Lames et lamelles.
-Tubes a essais.
-Portairs.
-Erlenmeyer
-Bécher

-Eprouvette graduée
-Papier de Wattman
-Pinces
-Ecouvillons

-Filtre

-Les disques vierges
-couteau stérile
-eppendorfs
-seringue

- pied a coulisse

-Eau distillée stérile.
-Eau  physiologique
stérile.

-Eau oxygéné pour le test
Catalase.

-Produits de coloration
de Gram (Violet de
Gentiane, Lugole,
Fushine, Ethanol , Huile

d’immersion).
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Annexe 2
« Milieux de culture »
v Composition des milieux de cultures :

Gélose Mueller-Hinton

(MH)

extait de viande de beeuf 2g
Peptone de caséine 17.59
Amidon 1.5¢
Agar 15¢
Eau distilée 1L

Bouillon Tryptone Soja

(TSB)

Peptone de caséine 5.1g
Peptone 0.99
Glucose 0.75¢
NaCl 1.5¢
K2HPO4 0.75¢
Eau distilée 300 ml
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Les Annexes

Gélose Nutritive
(GN)

Peptone 59
Extrait de viande 39
Chlorure de sodium 59
Agar 159
Eau distillée 1L

Gélose Sabouraud au Chloramphénicol

Peptone de caséine

05g

Peptone de viande 05g
Glucose 409
Chloramphénicol 0.5¢
Agar 159
Eau de mer filtré 1L
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Rouge Congo Agar

(RCA)

BHIB 5.55¢
Saccharose 7.59
Rouge Congo 0.12g
Agar 2.25¢
Eau distillée 150mL

Gélose de Chapman

Peptones 10g
Extrait de viande 39
Chlorure de sodium 709
Mannitol 10g
Rouge de phénol 0,005g
Agar 159
Eau distillée 1L

v Les solvants
L’eau physiologique :
* Chlorure de Sodium...........cooiiiiiiiiiiiiiiiiie, 9¢g
sEaudistillée ...........oooooiiiiiii 1000 mL
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Annexe 3

La coloration de Gram est effectuée en plusieurs étapes :

+ Préparation d’un frottis bactérien :
Avec une pipette pasteur stérile, prélever dans la zone stérile du bec une colonie bactérienne
de la boite de pétri.

Les diluer dans une goutte d’eau distillé sur une lame propre, ne pas trop étaler.

Fixer le frottis a la chaleur de la flamme du bec Bunsen.

* Coloration

Couvrir le frottis fixé de solution de Violet de Gentiane, laisser agir 1minute, puis rincer a
I’eau de robinet.

Recouvrir le frottis avec le lugol pour la fixation, laisser agir 1min, puis rincer a I’eau.
Décolorer avec I’alcool (95%), pendant 30 seconds, et puis rincer a I’eau.

Recolorer avec la fuchsine, pendant 1minute, puis rincer a 1’ecau. (Lanotte et al, 2011).

Sécher entre deux feuilles de papier filtre, puis a la chaleur.

Examiner au microscope optique a 1I’objectif a immersion (x100).

+ Lecture :

Gram (+) : les bactéries colorées en violet.

Gram (-) : les bactéries apparaissent en rose.
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1. Préparation d’un frottis bactérien 2. Fixation

3.coloration > 4.0bservation microscopique
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Annexe 4

Tableau 9: valeur critiques des diameétres des zones d’inhibition pour Staphylocoques
(CASFM, 2024)

Moyenne de
JuT— Symbole du Charge des diamétres Diamétres
disque disques mesurés Critiques
(ng)
Amikacine AK 30 21.08 15 15
Gentamicine GN 10 32.77 22 22
Chloramphénicole C 30 26.81
Rifampicine RA 5 41.48 28 28
Tobramycine TOB 10 27.20 20 20
Oxacilline OX 1 / 25 25
Streptomycine S 300 32.40
Nitrofurantoine F 300 23.78
Azithromycine AZM 15 11.21
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