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RESUME



Résumé

La Kératite bactérienne est la plus fréquente des kératites infectieuses caractérisées
cliniquement par une zone d’infiltration cornéenne sous-jacente a un ulcere épithélial causer
une atteinte tissulaire secondaire a une réaction inflammatoire. Notre travail avait pour but de
définir les aspects épidémiologiques, cliniques, et microbiologiques des abces cornéens et de
faire une comparaison entre la croissance des bactéries en biofilm sur les différents types de
lentilles de contact et celle présente dans leurs étuis. Une grande proportion des kératites

bactériennes est liée aux bacilles & gram négatif tel que Pseudomonas et les cocci a Gram

positifde typesstaphylocoque. Le port fréquent de lentilles de contact est consideré comme le
premier facteur de risque de kératite bactérienne, ainsi que la formation du biofilm sur les
lentilles de contact et leurs étuis présente un risque pour la cornée, ou il est important de
sélectionner les bonnes solutions de nettoyage des lentilles pour empécher leur
développement. Une bonne prise en charge diagnostique et thérapeutique peut reduire le
risque d'une évolution défavorable des abcés graves cornéen.

Mots-clés : kératite bactérienne, biofilm, lentilles de contact.
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Abstract

Bacterial keratitis is the most common infectious keratitis clinically characterized by
an area of corneal infiltration underlying an epithelial ulcer causing tissue damage secondary
to an inflammatory reaction. Our work aimed to define the epidemiological, clinical and
microbiological aspects of corneal abscesses and to make a comparison between the growth of
bacteria in biofilm on the different types of contact lenses and that present in their cases. A
large proportion of bacterial keratitis is linked to gram-negative bacilli such as Pseudomonas
and gram-positive cocci of the staphylococcal types. Frequent wearing of contact lenses is
considered the number one risk factor for bacterial keratitis. As well as biofilm formation on
contact lenses and their cases poses a risk to the cornea, or it is important to select the right

lens cleaning solutions to prevent their development.

Good diagnostic and therapeutic management can reduce the risk of an unfavorable course of

severe corneal abscesses.

Keywords: bacterial keratitis, biofilm, contact lens
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INTRODUCTION



L’ceil est considéré comme 1’une des parties les plus importantes du corps humain, car
grace a sa fonction visuelle la personne peut obtenir plus de 80% des informations émises par
le monde extérieur. Cependant cette derniere peut étre soumise a de nombreux risques comme
les maladies et les ulcéres cornéennes, puisqu’elle est estimée comme un organe tres fragile et

tres sensible.

Les infections qui peuvent toucher la cornée sont dues essentiellement a de nombreux
microorganismes tels que les champignons, les bactéries, les virus et les parasites. Ceux-ci ont
la capacité de provoquer un aveuglement définitif a partir d’une simple conjonctivite, cette

atteinte sévere de la cornée dépend de son état sous-jacent et du germe responsable également.

La Kératite infectieuse ou abces de la cornée inclus une série de pathologies
éventuellement séveres et cécitantes de la surface oculaire. La cause majeure de ces abces est
due a des infections fongiques, amibiennes, herpétiques et bactériennes.

Les kératites d’origine bactériennes sont les plus fréquentes des kératites infectieuses
caractérisées cliniquement par une zone d’infiltration cornéenne sous-jacente a un ulcere
épithélial, qui peuvent causer une atteinte tissulaire secondaire a une réaction inflammatoire,
constituant une véritable urgence thérapeutique, elles sont dominées par les bacilles a Gram
négatif et les cocci a Gram positif. En effet, une prise en charge précoce est essentielle afin
d’éviter la survenue des complications graves et de séquelles définitives, synonymes de baisse
d’acuité visuelle.

La fréquence de cette pathologie et trés élevée, et connait une recrudescence ces
dernieres années a cause de I'accroissement des facteurs favorisants tel que le port de lentilles
de contact qui sont responsables de plusieurs infections oculaires malgré qu’ils représentent
plusieurs avantages, dont 1’'usage répandu explique la propagation de cette maladie. Les
porteurs n’étant pas toujours bien sensibilisés aux regles d’hygiéne et d’utilisation des
lentilles, ce qui aboutit a une forte augmentation des infections cornéennes.

Sans oublier les biofilms qui constituent un facteur principal causant un ulcére cornéen
en se développant sur les lentilles. Les bactéries se multiplient avec une densité généralement
élevée, et se protegent par des films polysaccharidiques, qui leur permettent de tolérer des
doses mille fois plus élevées de médicaments antibactériens en contraste a leurs formes
planctoniques flottantes. Les biofilms sont plus fréquents sur les étuis a lentilles que celles des

lentilles de contact, car les étuis a lentilles ne sont pas souvent manipulés autant de soin que
les lentilles eux-mémes.



Dans ce contexte, 1’étude réalisée est partagée en deux parties différentes : la premiéere
est une synthése bibliographique qui englobe tous ce qui concerne la cornée comprenant les
rappels anatomiques et physiologiques, alors que la deuxiéme partie vise a faire une analyse
d’articles qui sont liés au sujet que nous sommes entrain d’étudier, dans ce but on a analysé
deux articles dont 1'un s’attarde sur le risque de port de lentilles de contact surtout dans les
pays industrialisés, alors que I’autre est consacré a I’étude du biofilm formés sur les lentilles

de contact qui reste une source majeur causant une kératite bactérienne sévere.



SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE



Synthése bibliographique

Chapitrel : Rappel anatomiques et physiologiques de la cornée

1. Anatomie de la cornée
La cornée est considérée comme 1'un des plus importants éléments anatomiques de
I’eeil, ou elle représente la partie antérieure du globe oculaire. C’est une structure
transparente, avasculaire, dont la forme ressemble a un verre de montre. Cette derniére joue
un role crucial autant qu’une barriére protectrice de 1’ceil, avec un diametre qui varie entre
11.5 a 12 mm horizontalement, et 10 mm verticalement ; ainsi qu’une épaisseur d’environ 0,5

mm au centre et qui commence a augmenter jusqu’au 1 mm vers la périphérie [(Allouch
Nahmias et al., 2011 ; Renard et al., 2009)].

Sa partie antérieure est lisse, recouverte partiellement ou totalement par les paupieres,
tandis que sa partie postérieure est incurvée constituant ainsi une paroi de la chambre
antérieure de I’ceil (Goldschmit.Pet al., 2011).

La courbure de la cornée est régulicre mais de temps en temps, ses méridiens n’ont pas
la méme courbure, elle est presque toujours convexe dans son méridien vertical (figurel)
(Asselin et Houzeau, 1897).

Aspect histolagigue
de la cormes

FRowman

Stiroma

) = e - MMbne
Endothélium S | 5. (oo et
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Figure 1 :rapports de la cornée : (Boro, 2014).

2. Histologie de la cornée

La cornée est formée de cing couches adjacentes les unes aux autres (Bonhomme et al., s.d.)

2.1. L’épithélium cornéen
L’ ¢épithélium cornéen se trouve en continuité avec I’épithélium conjonctivale, c’est un
tissu stratifié, pavimenteux et non kératinisé qui constitue environ 10 % de I’épaisseur totale
de la cornée a ’ordre de 50 micrometres. Le centre de I’épithélium cornéen est formé de 5 a 7
couches cellulaires, alors que la périphérie est constituée de 8 a 10 couches de cellules de 3

types différentes : les cellules superficielles, les cellules intermédiaires et les cellules basales
(Goldschmit et al., 2011).

2.2. La couche de Bowman
C’est une couche acellulaire qui se localise entre la membrane basale de 1’épithélium
cornéen et le stroma dont I’épaisseur varie entre 8 et 10 micrométres. Cette membrane est
synthétisée au cours de la phase embryonnaire via les cellules basales de 1’épithélium cornéen

mais qui ne sera pas régénérée durant la vie de I’étre humain (Goldschmitet al., 2011).

Cette derniere est formée de fibrilles de collagénes de type 1, de protéoglycannes et de

kératane sulfate ; ou elle joue un réle trés important au tant qu’une barriére de protection des
interactions épithélio-stromales (Akhtar et al., 2008).

2.3. Le stroma
Le stroma cornéen est avasculaire ; transparent d’environ 500 um d’épaisseur, il forme
la base de la cornée car il représente prés de 90% de son épaisseur. Celui-ci est composé de
lamelles de collageéne, de kératocytes et de la substance fondamentale, en plus de lymphocytes
(T; B). En outre, il se constitue de cellules de schwann, langerhans et de cellules

mononuclées également (Goldschmitet al., 2011).

2.4. La membrane de Descemet



Synthése bibliographique

La couche de Descemet représente la lame basale de 1’endothélium. Elle est
essentiellement constituée de collagenes de type VIII et IV,avec des laminines 411,
511(Kabosova et al., 2007). Son diametre mesure environ 3 microns a la naissance puis

augmente pour atteindre 8 et 10 microns a 1’age adulte (Department of Biostatistics).

2.5. L’endothélium cornéen
L’endothélium cornéen est composé d’une monocouche de cellules plates et
hexagonales d’environ 400000 cellules, dont chacune d’entre elles mesure approximativement
entre 20 micrométres de diametre et 5 micrométres d’épaisseur. Le nombre de ces cellules

diminue en fonction de I’age puisqu’ils n’ont pas la capacité de se multiplier (Meyer,2005).

Etant localisé entre la membrane de descemet et I’humeur aqueuse au niveau de la
partie la plus postérieure de la cornée (Allouch Nahmias et al., 2011), I’endothélium cornéen
a pour fonction principale, la modulation des échanges entre ces deux couches afin d’assurer

une bonne transparence cornéenne (figure2) (Allouch Nahmias et al., 2011).

Figure 2 :Epithélium cornéen pavimenteux : MuraineetGueudry, 2015.

3. L’innervation de la cornée
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La cornée est trés richement innervée, elle est parmi les tissus les plus sensibles de

I’organisme (Allouch-Nahmias et al., 2011). Cette innervation est effectuée par la branche
nasociliaire du nerf ophtalmique et la branche du nerf trijumeau (Malet Elsevier, 2009).

3.1. L’innervation sensitive
Elle est assurée généralement par la branche ophtalmique afférente du ganglion
trigéminé par I'intermédiaire des nerfs ciliaires longs et courts, elle permet de déclencher le
reflexe cornéo-palpébral qui est responsable d’une fonction trophique sur 1’épithélium. Elle
joue également un rdle nécessaire notamment dans la trophicité de la cornée mais aussi dans
le métabolisme cellulaire de I’épithélium et du stroma par I'intermédiaire de nombreuses
cytokines. Elle regoit les informations par des récepteurs situés dans I’épithélium cornéen

dont la majorité sont des nocicepteurs polymodaux (70%).

Il existe 2 autres types de récepteurs présents dans les neurones sensitifs cornéens ; le
premier étant les récepteurs mécano nociceptifs (20%) qui ont un role de déclenchement
d’une sensation douloureuse et les récepteurs au froid (10%) entrant dans le réflexe de

clignement spontané déclenché par le biais de refroidissement li¢ a 1’évaporation du film

lacrymal. (Cocheneret al., s.d.).

3.2. L’innervation sympathique
Elle nécessite un ganglion cervical supérieur homolatéral ; des fibres
parasympathiques qui s’intégrent au niveau des nerfs ciliaires (courts et longs) et au nerf
nasociliaire. L’inhibition de la cicatrisation épithéliale se fait par la stimulation sympathique
(figure3) (Werner et al., 1999).

Superficial
epithelium
Sensory nerve »
terminals

Basal
epithelium —>

Bowman'’s layer
Subbasal plexus >

Stroma >

Figure 3 :Représentation schématique des nerfs cornéens humains : Yang et al.,
2018.
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4. Anatomie du limbe

4.1. Anatomie microscopique

Le limbe est formé de la fusion d’éléments conjonctifs a partir du chorion
conjonctival, de la capsule de Tenon et de I’épisclere. Le plan sous épithélial présent que dans
les deux tiers externes du limbe correspond au limbe chirurgical, alors que le plan profond
présente la transition entre le tissu conjonctif stromal organisé, et le tissu conjonctif scléral
plus anarchique. A ce niveau le nombre de cellules augmente (fibroblastes, macrophages,
lymphocytes, plasmocytes, mélanocytes, cellules de Langerhans), et il y’aura une disparition
de la membrane de Descemet. Le limbe représente le réservoir de polynucléaires neutrophiles
et éosinophiles, de lymphocytes, de mastocytes. Il contient des médiateurs, des

immunoglobulines A, G et M et aussi des cellules de Langerhans (VAN BUSKIRK EM,
1989).

4.2. Anatomie macroscopique :
Le limbe est ’anneau de jonction entre la périphérie cornéenne transparente et la
sclére opaque, qui a une largeur d’environ 1.5 mm sur les mérid iens horizontaux et environ 2
mm sur les verticaux, il constitue une zone de transition entre I’épithélium conjonctival et
I’épithélium cornéen. Sa face antérieure est recouverte par I’épithélium conjonctival qui se
continue en avant par I’épithélium cornéen ; par contre la face interne est limitée par I’éperon
scléral en arriere et la ligne de Schwalbe en avant (Yu et al., 2008). Il contient les éléments du

systeme excrétoire de I’humeur aqueuse, le trabéculum et le canal de Schlemm.

Le bord postérieur correspond a la ligne perpendiculaire a la surface du globe qui
passe par L’éperon scléral, alors que le bord antérieur du limbe présente des limites
différentes. Selon les anatomistes, il se définit comme la ligne unissant les extrémités
postérieures des membranes de Bowman et de Descement ; pour le chirurgien, le limbe est
responsable au changement de couleur de la scleére qui, vue de I’extérieur, traverse du blanc au
bleu-gris a I’endroit de la pénétration de la cornée transparente dans la sclére opaque. La
vascularisation du limbe dépend des artéres ciliaires antérieures émergeant de la sclere au

niveau des insertions des muscles droits horizontaux (figure4).
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Septum scléral

Biseau scléral
Rainure sclérale Anneau de
Schwalbe
Trabeculum
Conjonctive Bande ciliaire
Racine de
Gouttiére
sclerale

Viris

Eperon
scléral

Muscle
ciliaire

Figure 4 :Structure de ’angle irido-cornéen : Renard et al., 2001.

5. Le film lacrymal

5.1. Anatomie et propriétés du film lacrymal
Le film lacrymal joue un réle trés important puisqu’il est considéré comme une
barriere de défense de la surface oculaire qui vient juste aprés les paupiéres, celui-ci est
caractérisé par un volume de 7 & 9 microlitres avec une sécrétion de 1 a 2 microlitres / min, et
d’aprés les auteurs, il mesure entre 7 et 40 micrométres d’épaisseur (Prydalet al., 1992). Il
s’organise en trois couches étroitement intriquées qui participent toutes aux principales

fonctions de défense. I1s’agit de (Bourcier et Labetoulle, 2015) :

La couche lipidique, ayant pour rdle la stabilisation du film lacrymal, elle s’¢étale a la
surface de celui-ci constituant ainsi le premier « rempart » de la surface oculaire afin de
limiter I’évaporation. Elle est formée d’un complexe de triglycérides, d’acides gras libres, de
di-esters, de cholestérol, libre produit en grande partie par les glandes de Meibomius et des
glandes de type holocrine qui se trouvent au niveau du tarse (Butovich, 2009). La couche
aqueuse synthétisée par la glande lacrymale principale et les glandes séreuses, et qui
représente le principal constituant du film lacrymal d’un point de vue quantitative, avec un
mélange d’eau (98%), de protéines et de sucres. Elle apporte a la cornée des éléments nutritif's
et de 'oxygéne, et assure la mobilité de la conjonctive palpébrale sur la cornée. De plus, elle

joue un role de protection immunologique grace a la présence d’immunoglobulines et de
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lysozymes (Erie et al., 1997). La couche muqueuse (mucineuse) est la couche la plus
profonde du film lacrymal, dont I’épaisseur varie entre 0,8 um en avant de la cornée a 1,4 pm
en avant de la conjonctive pour ce qui est de la portion directement au contact des cellules
cornéo-conjonctivales. Cette couche muqueuse est en effet combinée au niveau aqueux pour
sa plus grande partie, constituant ainsi un gel de mucines qui rend les membranes des cellules

épithéliales conjonctivales et cornéennes hydrophiles (figure5) (Argueso,2013).

couche
aqueuse épithélium
couche couche
lipidique mucineuse
\.
\ |

Figure 5 :Schéma des différentes couches (lipidique, aqueuse et mucineuse)

du film lacrymal : Rachwaliket al., 2015.

5.2.La régulation du film lacrymal
La stimulation lacrymale dépend d’un systéme neuronal périphérique associ¢ avec le

systéme nerveux central permettant d’introduire des composants émotionnels. Elle se fait par

2 types : la régulation nerveuse et la régulation hormonale.

5.2.1. Lareégulation nerveuse
L’étalement du film lacrymal et ses capacités a résister aux forces de cisaillement
exercées lors du clignement sont nécessaires pour prévenir 1’évaporation des larmes et leur
contamination par des facteurs extrinseques (corps étrangers, polluants...) entre chaque
battement des paupiéres (VincentBorderie, 2004).
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La production des larmes dépend d’un arc nerveux qui assure une bonne lubrification
cornéo- conjonctivale avec une réponse adaptée a des éventuels stimuli traumatiques de la
surface oculaire : celle-ci consiste en un influx nerveux vers le cerveau par le nerf trijumeau et
un ordre de sécrétion adressé en retour a la glande lacrymale. Les stimuli émotionnels
empruntent le méme trajet. La boucle lacrymale réflexe stimule une production lacrymale
suite a une stimulation cornéenne ; elle fait intervenir la glande lacrymale principale, la

cornée, la conjonctive et méme le systéme nerveux central (Stern et al., 1998).

5.2.2. Larégulation hormonale
La glande lacrymale principale présente les récepteurs aux hormones sexuelles, en
particulier aux androgénes, ainsi que la 5o- réductase (enzyme clé du métabolisme des
androgénes) (Rocha et al., 2000). Ces hormones régulent I’anatomie de la glande lacrymale
principale, en plus ils sont indispensables au maintien des activités métaboliques et sécrétrices
(Azzarolo et al., 1995). En outre, ils sont responsables de la modulation du fonctionnement
desglandes de Meibomius et leur sécrétion de lipides (Prydal, 1992).

5.3. La secrétion du film lacrymal
Les larmes tapissent toute la cavité cornéo-conjonctivo-palpébrales, elles sont
secrétées en continu par les glandes lacrymales qui sont les glandes lacrymales principales, se
trouvent sur la partie supéro-externe de I’orbite, responsables de la synthése de la partie
aqueuse du film lacrymal et les glandes lacrymales accessoires synthétisant la partie lipidique
des larmes, disséminées dans la conjonctive et les paupiéres dont : les glandes sudoripares de

Moll, au niveau du bord palpébral, les glandes sébacées de Meibomius dans le tarse et les
glandes sébacées de Zeiss annexées aux follicules ciliaires (figure6) (Dupps et Wilson, 2006).

Glandes lacrymales :

7-G de Zeiss
§- Glande sudoripare de Moll
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Figure 6 :Glandes lacrymales : Raynaud C et al., 1996.

6. Microbiologie de la surface oculaire
La surface oculaire est un tissu muqueux qui est souvent exposé a des micro-
organismes (champignons, bactéries, virus ...) puisqu’elle se situe entre ’environnement et le
systéme immunitaire de I’hote (Leger et al., 2017). Cependant, il existe une flore bactérienne
utile qui se trouve dans la surface cornéo- conjonctivale mais ne pénétrent pas 1’épithélium et
qui a pour role d’empécher I'implantation et la colonisation des micro-organismes nuisibles
dans I’eeil. Ce microbiote oculaire et trés diversifie, ou nous trouvons des coques et des
batonnets a Gram positif tel que les staphylocoques et les streptocoques et a Gram négatif
comme Pseudomonas etE.coli ....( Lily et Madhavan, 2004) .On peut également trouver
quelgue champignon comme Aspergillus et Penicillium. Cependant, la diversité de ces germes
dépend d’un individu a un autre en fonction de I’age, le sexe, la race et la Constitution
génétique (Sthapit et Tuladhar,2014), sans oublier I’exposition environnementale et la
sensibilité. (Copeet al.,, 2014). Avec ces facteurs, ces micro-organismes peuvent se
transformés en germes pathogénes comme c’est le cas pour staphylocoque a coagulase
négative qui sont le plus souvent isolés de la conjonctive et du bord de la paupiére.

[(Upadhyayet al., 2001) ; (Ratnumnoiet al., 2017)].

Chapitre 2 : les kératites infectieuses

1. Les kératites infectieuses
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Les Kératites infectieuses sont des maladies séveres de la cornée dues a une
prolifération des micro-organismes, qui se déroulent au niveau d’un ulcére épithélial sous-
jacent ; il s’agit d’une inflammation importante aboutissant a une dévastation des tissus ou il
va y’ avoir une érosion épithéliale suivi d’une invasion puis d’une propagation des micro-
organismes qui peut provoquer un percage au niveau de la cornée.On peut la considérer
comme une urgence thérapeutique puisqu’ elle a la capacité d’entrainer des conséquences plus

au moins graves. (Seal, Pleyer, 2007).

Les kératites infectieuses se divisent en trois grands groupes étiologiques parmi ces

groupes on trouve les kératites d’origine bactériennes.

2. Lasurvenue de la kératite

Une kératite infectieuse peut se manifester suite a une détérioration dune ou plusieurs
mécanismes de défense de la cornée comme le film lacrymal, la barriére épithéliale ou encore
la conjonctive. (Boro, 2014). En effet les bactéries profitent de I’instabilité et la faiblesse des
barriéres cornéennes qui est di principalement a une invasion de 1’épithélium cornéen (Wong
et al., 2012), devenant ainsi capables de le percer directement. En effet, en franchissant la
barriére cornéenne de 1’épithélium, les bactéries se multiplient rapidement en produisant des
enzymes (Moufaddal, 2019), ce qui facilite leur migration vers les cellules profondes en

créant une réponse inflammatoire de I’hote aboutissant a la fin a une dévastation tissulaire

(Seal et Pleyer, 2007).

Il nécessite la présence de plusieurs conditions telles que Ialtération de 1’épithélium
cornéen ou les bactéries sont capables s’adhérer a la surface épithéliale 1ésée au niveau des
récepteurs aux glycoprotéines grace a leurs pili ou a des adhésines non filamenteuses
[(KRACHMER et MANNIS, 1997) ; (SCHEIN et al., 1992) ; (MASSOUDI, 2011)]. Ainsi
que, ’altération des autres systémes de défense de la cornée on peut trouver des anomalies du
clignement des paupiéres, surtout dans le cas de malposition palpébrales (ectropion,
lagophtalmie, ...) ; des anomalies du film lacrymal diminuant son pouvoir anti-microbien
normal (inhibition de 1’adhésivité et de la prolifération bactérienne) et €galement la sensibilité
cornéenne est diminuée suite a une paralysie, une infection virale et ou une irritation
chronique (lorsque les nerfs sensitifs a la surface de la cornée sont constamment stimulés, on
observe une perte de la réponse de production de larmes suite a un stimulus) (Ritterband
David, 2006).
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Le port de lentilles de contact constitue, dans la plupart des séries, le premier facteur
de risque (Bourcier T, 2003), retrouvé dans 40 a 50% des cas (Lin et al., 2019), ils sont a
I’origine d’un ulcére centrale de couleur grise qui peut évoluer jusqu’au nécrose (Bourcier et
al., 2007). I1 y a des variations saisonnicres et géographiques d’incidences en fonction du lieu
de vie, des habitudes locales en matiere de prescription, des collyres antibiotiques et des
conditions climatiques. Les porteurs de lentilles de couleur, de lentilles pansement ou de

lentilles optiques de facon continu ou non sont les premiers a risque de complications
infectieuses (Sauer et Bourcier, 2011).

3. Les Kératites bactériennes
La Kératite bactérienne est considérée comme une maladie trés grave et sévere qui

touche la cornée et qui provoque généralement un amoindrissement dur de la vue (Bourcier et
al., 2003).

C’est I'infection la plus coutumiére des kératites infectieuses ; ou elle constitue
d’environ 65 a 90 % de I’ensemble des kératites microbiennes [(Shah et al., 2011) ;( Keay et
al., 2006)], elle peut se manifester par des douleurs donnant une sensation de grains de sable
accompagnée d’une rougeur oculaire (Arffa, 1991), pour cela il est nécessaire de la prendre en

charge afin d’éviter tout type de complications graves (figure7) (McLeod et al., 1995).

Figure 7 :Kératite bactérienne associée aux lentilles de contact (Pseudomonas aeruginosa)
(Rachwalik, 2015

4. Les micro-organismes responsables de kératites bactériennes
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Il existe une variété de bactéries qui induisent une kératite bactérienne que ce soit
aerobies ou anaérobies, mais on trouve quatre grands groupes de bactéries prédominants
responsables de 90 % des cas qui sont : les staphylocoques, les streptocoques (figure8),

Pseudomonaset les entérobactéries (Bourcier et al., 2003);( Gudmundson et al., 1989)
(Tableau 1).

Figure 8 :Abces due a streptococcus pneumoniae : Bourcier T et al., 2007.

Tableau 1 :Principaux bacteéries isolées dans les Kératites bactériennes (Schaefer F et al.,
2001).

En gras : les germes les plus rencontrés.
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Bactéries

Aérobies

Anaérobies

Cocci a Gram positif

Staphylococcus :

—aureus
—epidermidisetautres a
coagulase négative
Micrococcus

Streptococcus :

— pneumoniae

— autres streptocogues oraux
Enterococcus

Peptococcus

Peptostreptococcus

Cocci a Gram négatif

Branhamella

Neisseria :

Gonorrheae, Meningitidis,
Autres

Veillonella

Bacilles a Gram Positif

Bacillus, Corynebacterium

Propionibacterium

Listeria Actinomyces, Clostridium
Bacilles a Gram Négatif Pseudomonas : Fusobacterium
—aeruginosa Bacteroides

Coccobacille a gram négatif

—non aeruginosa
Stenotrophomonas
Burckholderia
Moraxella

Capnocytophaga

Bacille a Gram positif ramifié

Nocardia

BAAR (bacille acido alcolo-
résistant)

Mycobacterium

Enterobacteriaceae :
Klebsiella, Enterobacter,
Serratia, Proteus, Escherichia,
Citrobacter,

Acinetobacter, Alcaligenes,
Azotobacter, Haemophilus

5. Mode de transmission
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Le mode fréquent de contamination des kératites bactériennes est par contact direct ou
indirect avec les sécrétions oculaires, par le biais des mains, des vétements ou du linge de
toilette ; aussi les mouches peuvent servir de vecteur en étant infectées par les sécrétions
oculaires et éventuellement apres contact avec les matiéeres fécales dont le r6le infectieux est
toutefois discuté (Dawson CR et al., 1996). Les foyers bactériens extra oculaires (pharynges,

pulmonaires) pourraient aussi jouer un r6le (Proenca-Pina et Bourcier, 2004).

6. Pronostic

Depuis quelques années le pronostic général des kératites bactériennes s’amende de
plus en plus a cause des moyens thérapeutiques qui assurent une bonne maitrise de I’infection
corneen. Ce dernier dépend du classement de la gravité primitif, de la nocivité de 1’agent
causal, ainsi que la rapidité, I’efficience et la tolérance du traitement, en plus de la réaction
inflammatoire exercée par I’h6te et la persistance ou non des facteurs de risque responsable de
son apparition, sans oublier la qualité de surveillance clinique. En revanche, les kératites
bactériennes issus du port de lentilles de contact nécessitent une hospitalisation mais cela ne
signifie pas un mauvais pronostic ; par contre la vieillesse et la présence d’antécédents
d’immunodépression systémique ou d’une maladie chronique le constitue (Vander et al.,
2008). Cependant, ’extraction des micro-organismes nuisibles peut provoquer une perte de
vision via 1’opacification, les conséquences de la cicatrice ou encore de la néo vascularisation
cornéenne. En pratique, le taux de guérison augmente par l'intermédiaire du traitement
médical dont 60 a 85 % des patients reprends une meilleure vision par rapport a celle d’avant ;

alors que 35 % des malades perdent entre une et 3 lignes de ’acuité visuels et 1 %qui perdent
jusqu’au 4 lignes [(Bourcier et al., 2003) (Gudmundsonet al., 1989)].

7. Diagnostic clinique
L’acuité des symptomes cliniques et fonctionnels d’une kératite bactérienne se différe
en fonction de la virulence des micro-organismes et de I’état de la cornée. Habituellement,
I’interrogatoire recueil et détermine si I’ceil est douloureux, rouge, accompagné d’une
photophobie et d’une blépharospasme. De plus, il permet aussi de chercher ’existence de

facteurs de risque tels que les maladies de paupieres ou la sensibilité de la cornée.

L’examen clinique initial marque un blépharospasme, un cercle périkératique, un
oedemepalpébral et une hyperhémie conjonctivale ou encore une ulcération épithéliale avec
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un infiltrat stromal diffus ou localisé. Des fois, il est difficile de réaliser une meilleure
identification surtout lorsqu’il s’agit dune infection au niveau d’une cornée pathologique, ou
traitée auparavant par des antibiotiques.A travers le diagnostic clinique nous pouvons
chercher la dimension, la localisation, la forme et la profondeur de la Lésion ainsi que
d’autres informations sur I’inflammation cornéen. Donc les critéres mentionnés ci-dessous
peuvent déterminés le traitement initial ainsi que les facteurs de risque décrivent la bactérie
responsable également.Une inflammation causée par Pseudomonas peut causer un infiltrat
diffus entouré d’un cedéme stromal, et accompagner d’un élargissement de la lésion sur toute
I’épaisseur de la comée. Parmi les kératites bactériennes on trouve les kératopathies
microcristallines(figure 9) dont les germes responsables sont trés nombreux exemples
veridans, mitis.... Dont 1’examen a la lampe a fonte montre une infiltration stromale a bord

cristallin de couleur blanche et d’évolution Chronique. (Bourcier et al., 2007).

Figure 9 :Keratopathie microcristalline suite a une greffe de cornée : A.Labbé et al, 2012.

8. Diagnostic microbiologique

II est nécessaire de réaliser un prélévement de type grattage lorsqu’on est face a des
signes de gravité. Ce dernier porte également sur les bords et le fond de I'ulcere, il s’effectue
aprés une anestheésie topique, ou il doit étre appliqué via un fil d’une lame de bistouri a I’aide
d’un écouvillon stérile.Il est conseillé d’utiliser des gants stériles sans talc pendant le
prélevement dans le cas ou une demande de techniques moléculaire est nécessaire.Deux
prélevements sont nécessaires : 1'un est disposée directement sur une lame de microscope afin
de réaliser ’examen direct ; ’autre est ensemencer directement sur plusieurs milieux de

culture dans le but d’identifier avec précision les bactéries responsables de
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I'infection.L’examen direct est réalisé aprés la coloration de Gram est la coloration au May
Grunwald Giensa afin de préciser et caractériser la présence ou I’absence des germes
responsables. Il ne faut pas oublier que I'orientation dépend aussi d’une observation
attentionnée des cellules inflammatoires. Si les bactéries sont retrouvées a l’intérieur du
cytoplasme des polynucléaires neutrophiles ceci présente un signe d’une infection
bactérienne. Les bactéries en croissance sont obtenues apres une culture de 24 a 72 heures ; si
le traitement avec les antibiotiques n’a pas avancé au moment du prélévement. On peut
identifier les germes et en particulier les bactéries responsables de kératites en utilisant des
techniques et des méthodes plus modernes tels que la spectrométrie de masse ou bien a partir
des techniques de séquencage si nécessaire. Genéralement, on obtient un antibiogramme dans
les 48 a 96 heures. (Labbé et al., 2012).

On conclut que le prélevement de type grattage a permis d’identifier les germes et les
micro-organismes responsables avec un pourcentage de 56 a 86 % des cas (Shaefer et al.,
2001) ; (Bourcier. T et al., 2003), alors que ce n’est pas le cas lorsqu’ un traitement aux
antibiotiques était déja poursuit ou une anesthesie locale était incomplétement rincer avant le

prélevement, ou il estimer par 41 a 58 % des cas. (Labetoulle et al., 2002 ; Chédru-Legros et
al., 2007).

9. Thérapeutique

9.1. Traitement médical

Le traitement médical s’effectue par I'utilisation d’antibiotiques par voie topique dés
la realisation des prélevements [(Vajpayee et al., 2000; Bernett et al., 1998)]. La
méthodologie du traitement des kératites bactérienne dépend de I'absence ou de I'existence des
signes de sévérité. Si cette derniére n'existait pas il peut-étre utiliser un mono ou une bi -
antibiothérapie a base d'antibiotiques classiques comme la fluoroquinolone (ofloxacine,
ciprofloxacine), qui pourrait étre associée ou non avec une autre classe tel que les macrolides
les aminosides ou encore de la rifamycine, ces derniers doivent étre prescrit avec une
surveillance attentive qui dure les 24 heures. En outre, il existe d'autres molécules
antibacteériennes qui peuvent étre utilisés en fonction de I'évolution clinique et les résultats
obtenus par le laboratoire. Par contre, si les signes de gravité étaient présents avec absence de

micro-organismes sur le frottis, dans ce cas-la il peut se faire une antibiothérapie a large
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spectre qui sera actif a la fois sur les cocci a Gram positif et les bacilles a Gram négatif. 11
s'agit également de la ticarcilline (7 mg/ml), La gentamicine (15 mg/ml) et de la vancomycine
(50 mg par millilitre) (Tableau 2), ce type de traitement est utilisé sous forme de collyre qui

sera appliqué tout le 5 minutes pendant 30 minutes dans un premier temps puis toutes les
heures pendant 48 a 72h. [(Srinivasan et al., 2012) ; (Suwan-Apighon et al., 2007)].

Pour des kératites bactériennes qui sont moins séveres la durée de I’antibiothérapie
dure environ 2 semaines alors qu’elle est de 4 semaines pour ceux qui sont a gravité

importante. (Bourcier et al., 2007).

Une injection sous-conjonctivale d’antibiotique peut étre réalisée en cas d’une
infection cornéenne séveére ou grave qui n’a pas répondu au traitement topique ou sous
I’instillation des collyres. Néanmoins leur utilisation est déconseillée a cause du risque de

nécrose conjonctival et d’un infarctus maculaire (Donnell, 1996).

Tableau 2 : Principaux antibiotiques locaux non associés disponibles en France et utilisés

pour le traitement des kératites bactériennes (d’aprés dictionnaire Vidal, 2006).

Ul : unités internationales.
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Antibiotique Famille Collyre renforcé Collyre/pommade
d’officine
Céfazoline Céphalosporine 1¢ 50mg/ml -
Génération
Ceftazidime Céphalosporine 3¢ 12,5 ou20mg/ml -
Génération
Céfotaxime Céphalosporine 3¢ 50mg/ml -
Génération
Ticarcilline Carboxypénicilline 7mg/ml -
Pipéracilline Uréidopénicilline 20mg/ml -
Imipénéme Carbapénéeme 2mg/ml -
Vancomycine Glycopeptide 25 ou50mg/ml -
Gentamycine Aminoside 15mg/ml Gentalline collyre
et pommade ophtalmique
Néomycine - - Néomycine Diamant
Collyre
Tobramycine - 20mg/ml Tobrex collyre et
Pommade ophtalmique
Amikacine - 25mg/ml -
Chloramphénicol Phénicolé - Cébénicol collyre
Bacitracine Polypeptide 5000 Ul/ml -
Colimycine - 125000 Ul/ml -

Oxytétracycline

Tétracycline

Posicycline collyre et

pommade ophtalmique

Rifamycine Rifamycine - RifamycineChibret
collyre et pommade
ophtalmique

Norfloxacine Fluoroquinolone 2¢ - Chibroxine collyre

Génération
Ofloxacine - Exocine collyre

Ciprofloxacine

Ciloxan collyre et

pommade ophtalmique
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9.2. Traitements adjuvants
Des mesures adjuvantes peuvent atres rajoutés aux antibiotiques en supplément
(Bourcier et al., 2007), Il s'agit principalement des nano particules a la gélatine qui sont
obtenus Par un mélange simple du nitrate d'argent, de maltose et de gélatine. Ces derniers sont
utilisés en cas d'une mauvaise efficacité de l'antibiothérapie suite a une réduction de la
pénétration des antibiotiques a travers la barriere oculaire, ou lorsqu’on est face a une

kératopathie cristalline infectieuse (Porter et al., 2018).

Il est nécessaire d’utiliser la ticarcilline qui présente une fonction Anti
metalloproteinase qui a pour réle d'inhiber la collagénase lorsqu'elle est secrétée avec les

metalloproteinases afin d'assurer la keratolyse (Dursun et al., 2001).

De plus, I'utilisation des corticoides dans le traitement est contestée puisqu' elle a la
capacité d'induire une immino- suppression. Néanmoins elle reste un moyen efficace en
diminuant l'inflammation et en réduisant les cicatrices, la fusion stromale ainsi que la

néovascularisation (Hindman et al., 2009).

9.3. Traitements chirurgicaux
Dans certains cas, il est nécessaire de rajouter un traitement chirurgical a coté d’une
kératectomie ou d’un traitement médical, il s’agit d’une greffe de la membrane amniotique
qui peut étre salutaire dans le cas d’une kératite bactérienne sévere a la phase aigu€ de la
maladie surtout I’lorsqu’il s’agit d’une surface oculaire pathologique. De plus, il a été prouvé
que la membrane amniotique présentait un effet antalgique, anti-inflammatoire et

antimicrobien.

Parfois, malgré I'utilisation d’un traitement médical, I'infection sévére peut conduire a
une progression jusqu’au limbe, donc il serait nécessaire de réaliser une greffe de cornée a
chaud. En outre, des méthodes de kératoplastie transfixiante ou lamellaire peuvent étre utilisés
(Anshu et al., 2009), ou encore une amputation thérapeutique de LASIK sera effectuée en cas

de nécessité.

En ce qui concerne une perforation de quelques diamétres de la colle cyanoacrylate, il
peut se faire une greffe multicouche ou ce qu’on appelle un bouchon de la membrane
amniotique. Les patients qui présentent des fontes stromales résistantes au traitement anti-

infectieux, se traitent par un crosslinking cornéen (Tabibian et al., 2016).
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Enfin, pour les cas les plus graves, une injection rétrobulbaire de

xylocaine/chloropromazine, une éviscération et un recouvrement conjonctival sont a utilisés.
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La kératite bactérienne est considérée comme I’inflammation cornéenne la plus
fréquente de toutes les kératites infectieuses (65 a 90%) (Shah et al., 2011 ; Keay et al., 2006),
c’est une infection trés grave qui provoque de nombreuses complications si elle n’a pas été
traitée immeédiatement (Karsten et al., 2016 ; Clemens et al., 2017), celle-ci peut entrainer un
amenuisement du stroma en plus d’une dévastation de le membrane extracellulaire (Dakhil et

al., 2017).

1. Présentation des articles et objectifs

Notre étude porte essentiellement sur deux articles différents. Le premier est connu
sous le titre: abcés de cornée sur port de lentilles de contact : aspects cliniques,
microbiologiques et thérapeutiques. Ce dernier a été réalisé par L.Benhmidoune et ces
collaborateurs : A.Bensemlali, M.Bouazza et autres, il est publié en 2013 dans le journal
francais d’ophtalmologie ou il était aussi disponible sur internet le 20 juin de la méme année.
La problématique de cette étude est I’augmentation du nombre des maladies et des abces
cornéennes séveres chez les porteurs des lentilles de contact ; pour cela article a pour
objectif de définir les aspects épidémiologiques, cliniques, microbiologiques, et la prise en
charge des abces graves de cornée nécessitant une hospitalisation au sein du service
d’ophtalmologie.

Le deuxiéeme article que nous sommes en train d'étudier c'est le : Bacterial and Fungal
Biofilm formation on Contact Lenses and theirSusceptibility to Lens Care Solutions, celui-ci
est consigner par 3 auteurs dont Kackar.S, Suman.F et Kotian .MS en 2017. 11 a été publié par
wolters Kluwer-Medknow dans le journal indien de microbiologie médicale. La
problématique que les auteurs cherchent a résoudre au cours de cet étude est que la formation
du biofilm sur les lentilles de contact ainsi que dans leurs étuis, peut étre la premiére cause du
développement des infections oculaires, donc le but principal serait de faire une comparaison
entre la croissance des bactéries en biofilms sur les différents types de lentilles de contact et
celle présente dans leurs étuis. De plus, il vise a caractériser 1’action des solutions d’entretien

des lentilles et des bactériophages également sur les biofilms.
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2. Analyse des articles
Article N° 01

Titre : Abcés de cornée sur port de lentilles de contact : aspects cliniques, microbiologiques

et thérapeutiques.

Auteurs : L. Benhmidoune, A. Bensemlali, M. Bouazza, R. Karami, H. El Mansouri, M. El
Belhadji, R. Rachid, A. Chakib, A. Amraoui en 2013.

2.1. Matériels et méthodes

Il s’agit d’une étude rétrospective, descriptive, non comparative portant sur une série
de cas de patients hospitalisés au service d’ophtalmologie du centre hospitalier universitaire
de Casablanca présentant un abcés de cornée sur port de lentilles de contact entre janvier 2009
et janvier 2012. Au cours de cette étude Ils ont collecté toutes les données nécessaires pour
chaque patient, d’age, le sexe, les antécédents ophtalmologiques et généraux, la durée
moyenne du port de lentille jusqu’a la déclaration de I'infection, le type de lentille portée
(cosmétique ou correctrice), le délai moyen de consultation, et 1’observance des regles
d’hygiénes également I’ancienneté des signes fonctionnels et les traitements déja regus avant
I’hospitalisation.

Deux examens ont ¢té effectués, 'un est un examen clinique pour mesurer ’acuité
visuelle corrigée et 1’autre est un examen biomicroscopique afin de détailler les 1ésions et les
signes de gravites.

Les patients ont benéficié des préléevements cornéens pour examen bactériologique,
parasitologique et mycologique ainsi q’un examen direct et culture.

Initialement les patients en général ont recus une antibiothérapie locale probabiliste,
ainsi qu’une antibiothérapie générale en cas d’endophtalmie, a base de collyres renforcés
ceftazidime (50mg/ml) +vancomycine (50mg/ml) a raison d’une goutte horaire pendant 72 h
combinés a la tobramycine collyre et/ou ciprofloxacine collyre et de I’hexamidine
(Desomédine®) a dose de charge d’une goutte huit fois par jour.

S’il y a une amélioration clinique, la posologie était diminuée pour les collyres
fortifiés a une goutte toutes les huit heures par contre apres 72h s’il n’y a pas d’amélioration
et en cas de suspicion d’atteinte fongique ou amibienne, la polymixine contenu dans la
Cébéméxine®, de I’amphotéricine B en collyre fortifiés (2,5 mg/ml) et du fluconazole per os

(800 mg le premier jour puis 400 mg/j) ont été ajoutés.
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Dans le cas d’endophtalmie, ils ont associ¢ au ceftazidime 3g/ j injectable pendant 5
jours ; suivi d’un relai par voie oral, aux moyennes de 2 a 3 injection intravitréenne de
ceftazidime (2 mg dans 0,05 mL) et de vancomycine (1 mg dans 0,05 mL). Le contrble
médical correspond d’un coté a I’évaluation de I’AV post-thérapeutique et d’autre a

I’évolution des Iésions. La rétrogression moyenne était de trois mois.

2.2.Résultats

La médiane d’age des patients était de 22 ans en plus des extrémes compris entre 16 a
40ans. Parmi 88,2% il s’agissait d’une femme, ce qui correspond un sexe ratio de 7,5. Ils ont
été découverts des facteurs de risque généraux (diabete, tuberculose) dans 17,5% des cas.

La plupart des patients étaient des porteurs de lentilles cosmétiques, achetés dans des
cosmétiques ou un opticien sans ordonnance dont la majorité de ces porteurs étaient des
jeunes filles avec une proportion de 58,8%.

Pour les lentilles cosmétiques, I'infection est apparue apres dix jours de port (30
minutes — deux mois) en moyenne ; et apres 17 mois en moyenne pour les lentilles
correctrices (deux a 36 mois). D’autres difficultés infectieuses étaient observées le plus grand
nombre de cas tel que le non-respect des régles de port des lentilles, un lavage avec ’eau du
robinet, le port de lentilles pendant la nuit.

Des signes fonctionnels tell qu’une baisse de ’AV avec des douleurs et une rougeur
oculaire étaient enregistrés chez tous les patients. Un traitement antibiotique préalable avait
déja été instauré chez 19,6 % des patients.

L’AV initiale allait de perception lumineuse positive a 4/10 avec une acuité inférieure
a1/10 dans 82,3 % et 41,2% des cas ont été présentés une inflammation des annexes.

Dans cette étude, 70,6% ont enregistrés un abceés central de taille de 4,3mm en
moyenne avec des extrémes allant de 2mm a 8mm dont il était unique chez 86,3% des cas.
L’atteinte était stromale profonde dans 52,9 % des cas.

L’auteur et ses collaborateurs ont remarqués aussi I’existence d’une inflammation de
la chambre antérieure a type de Tyndall par I’examen objective des cellules inflammatoires et

des protéines circulant dans I’humeur aqueuse ou d’hypopion chez 47,1% des cas (Tableau 3).

Tableau 3 : Caractéristiques cliniques des lésions
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Caractéristiques cliniques Nombre Pourcentage
Situation

Centrale 36 70,6
Peériphérique 15 29,4
Atteinte stromale profonde 27 52,9
Lésions périphériques

Ulcérations et microabces 15 29 4
Réaction de la chambre 24 47,1
antérieure

Inflammation des annexes 21 41,2

Des photographies du segment antérieur de deux patients peuvent également étre utiles
pour documenter la progression de la kératite (figure 10).

Figure 10 :Abcés de cornée sur port de lentilles correctrices chez une femme de 34 ans. Pas

de germe retrouvé a la culture.

Les patients ont bénéficié d’un grattage cornéen avec recherche bactérienne et mycologique.
Une proportion de 47,7% des patients ont eu un test positif, avec un germe identifié, sans
réalisation d’une biopsie. Les résultats des prélevements sont présentés dans les (Tableau 4 et
5).
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Tableau 4 : Résultats des prélevements du grattage cornéen des patients

Germes Nombre Pourcentage
Pseudomonas aeruginosa 12 50
Staphyloccocus aureus 3 29
Staphyloccocus coagulase— 4

Serratia marcescens 2 8,5
Streptoccocus pneumoniae 1 4,2
Acanthamoeba 1 4,2
Fusarium 1 4,2

Tableau 5 : Résultats des prélevements du liquide de conservation et du boitier de nos

patients.

Germes Nombre Pourcentage
Pseudomonas aeruginosa 12 54.5
Staphyloccocus aureus 3 31.8
Staphyloccocus coagulase - 4

Acanthamoebal 4.5

Serratia marcescensl 4.5

Streptoccocus pneumoniae 1 4.5

Le profil bactériologique de notre étude a montré une prédominance des bacilles a
Gram négatif dont 50% d{ au Pseudomonas aeruginosa qui se caractérise par un début brutal,
des sécrétions mucopurulentes jaunes et vertes et 8,5% par Serratia marcescens qui sont
trouvées surtout chez les porteurs de LC, les autres bactéries retrouvees étaient les cocci gram
positifs (Staphylococcus aureus a coagulase-) a 29%. Une seule atteinte mycosique a été

notée Fusarium) et un cas d’amibe (Acanthamoeba).
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Une réalisation d’un examen du boitier et du liquide de conservation pour 22 patients a
été positif pour 73,6%. Avec Pseudomonas (54,5%) et de Staphylocoque (31,8%) comme
germes responsables de contamination.

Une a trois injections intravitréennes d’antibiotique (ceftazidime et vancomycine) ont
été administrées a ces patients suivit d’un traitement par voie oral. Pour I’évolution de ’AV,
39,2% des patients ont gardé une acuité inférieure a 1/10 e sur I’ceil atteint. Ils ont suivi
I’évolution des acuités dans la (figure 11). Durant le suivi, ils ont évalué 1’évaluation
I’abces elle a été favorable que dans 41,2% en plus une restitution de la transparence
coméenne, alors qu’elle était défavorable pour le reste des cas; avec la présence d’une
opacité¢ séquellaire compromettant I’axe visuel dans 49,3 % et de néovaisseaux cornéens

superficiels et profond dans 27,8 % des cas.

20 - M AV initiale

16 - H AV apres
14 - traitement

10 ~

o T T T T T
perception mouvements compteles 1a3/10eme 4a7/10éme >7/10eme
lumineuse de la main doigts

Figure 11 :Evolution de I’acuité visuelle (AV) avant et aprés traitement avec un recul de trois

mois.

2.3.Discussion
Les lentilles de contact sont un corps étranger directement posé sur I’ceil, elles
représentent le plus fréquent des facteurs de risque qui conduisent a des abces cornéens. Dans
notre série de patients la plupart sont des porteurs de lentilles exclusivement cosmétiques

environ 60%. De prédominance il s’agissait surtout des femmes jeunes et mineures. Dans ce
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contexte tous les patients ont des facteurs de risque de complications infectieuses, soit
I’inconscience des patients pour les régles de port des lentilles tels que le port nocturne et
permanence, les erreurs d’hygiéne et 1'utilisation de lentilles multi patients. Les résultats de
prélévements n’étaient positifs que dans la moitié des patients (Tableau 6).Ces résultats
montrent qu'il s'agit d'un taux réduit par rapport aux études d'autres pays tels que I'étude
frangaise : 91 % (Perol et al., n = 83) ou I’étude brésilienne : 65 % (Moriyamma et Hofling-
Lima, n = 366). En revanche, notre étude rejoint une série japonaise de 66 cas avec 44,8 % de
positivité.

Cela peut étre démontré par l'auto-traitement répété des patients avant leur arrivée a
I'ndpital a cause de non-respect des regles d'hygiene et mauvaise manipulation de leur
structure avec le laboratoire d'analyse pour ces échantillons.

De préference faire les grattages au sein du laboratoire dans des conditions propice afin
d’idéaliser le pourcentage de positivité. Notre série est comparable aux séries de la littérature
tant en termes des germes (Tableau 6).

Le profil bactériologique de cette étude présenter une prépondérance de bacilles gram

négatifs principalement Pseudomonas aeruginosa contrairement aux autres pays comme le

Japon ou les cocci gram positifs qui ont le pourcentage le plus élevé (83 % des cas).

En comparaison avec une étude frangaise ou brésilienne I’atteinte d’amibe ou de levure
est tres faible comprise entre 10 et 40% (Tableau 6). La cause la plus probable de
I’augmentation du nombre de kératites amibiennes est la popularisation des lentilles de
contact, elles ont retrouvé dans 90% des cas. Le fait de ne pas en trouver dans notre série
s’expliquerait par une confirmation biologique difficile (& cause d’une sensibilité insuffisante
de ’examen direct et de la culture) et par le fait que la PCR ou la microscopie confocale qui
améliorent sensiblement le diagnostic microbiologique ne sont pas d’utilisation courante dans
ce contexte.

Le schéma de traitement proposé dans cette étude rejoint celui de la littérature. La difficulté
qui est rencontrée était le retard d’activation et méme le controle de ces infections bien qu'un

bon traitement soit fourni.

Tableau 6 :Comparaison des germes retrouvés dans notre série avec ceux retrouvés dans
d’autres séries étrangeres.
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Catégorie Germes Notre série Inoue et al. Perol etal. | Moriyama et
des germes (%) (Japon, (France, Hofling-
2007) n =66 | 2009) n =83 Lima
(%) (%) (Breésil,
1986) n =
366
(%)
Bactéries Cocci+ 36 83 125 45.2
Pseudomonas 64 5.7 54.3 21.7
Amibes Acanthamoeba 4.5 2.9 125 39.7
Mycoses 4.5 8.6 - 1.67

La progression des abcés sur port de lentilles reste faible en cas de retard de consultation (ce
qui équivaut a cing jours dans cette étude).

D’apres la littérature ils ont observé que I'acuité visuelle moyenne finale reste faible (a
I’alentour de 1/10e) malgré un traitement agressif c'est ce qu'il montre la gravité de ces
infections. Il est toujours considérée comme une pathologie grave exposant a des sequelles
cornéennes irréversibles obligeait 1'utilisation des kératoplasties lamellaires ou transfixiante
ils n'ont aucune idée de ce qui arrivera a leurs patients mais, actuellement des greffes
transfixiantes de cornée sur des séquelles de kératite sont réalisées pour cette série. Pour

conclure cette étude la commercialisation des lentilles cosmétiques.

Article N° 02

Titre: Bacterial and Fungal Biofilm formation on Contact Lenses and their Susceptibility to
Lens Care Solutions.

Auteurs: Siddharth Kackar, Ethel Suman, M. Shashidhar Kotian.

2.4.Materiels et méthodes
2.4.1. Lesgermes utilisés
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Candida albicansetE.colisont des
germes qui ont été choisi par l'auteur et leur équipes aprés une autorisation du comité

d’éthique institutionnel, ce choix a été fait dans le but d’étudier I’effet anti-biofilm du
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bactériophage. Cette étude eétait réalisée dans le département du microbiologie,

KasturbaMedicalcollege, Mangalore.

2.4.2. Types de lentilles et de solutions d’entretiens utilisés

L'auteur et ses collegues se sont appuyés dans leurs études sur un seul type de lentilles
dures qui est le reflufocon A : lentille RGP en plus de deux types de lentilles souples dans la
premiére était une lentille en silicone hydrogel (etafilcon A) et la deuxiéme était une lentille
Poly 2-hydroxyethyl methacrylate (pHEMA). En outre, les solutions d'entretien étaient
utilisées dans le but d'étudier leurs activités anti-biofilm, parmi eux on trouve : le RGP lens
solution (glucose 0.006% p/v) ; le carboxyméthylcellulose (0.02%) ainsi que le
Disodiumethylenediaminetetraaceticacid (EDTA), sans oublier les solutions de lentilles

souples 1 comme I’eau purifice, CMC et 'HPMC, et les solutions de lentilles souples 2 tels

que : I’hydroxyalkylphosphonate, 1’acide borique et la poloxamine.....etc

Afin de réaliser I'étude in vitro, les scientifiques ont pris un coliphage brut a partir
d’une eau d’égout, de plus des échantillons de lentilles étaient préparés comme suit : 18
lentilles de contact RGP inutilisés avec 24 autres qui sont souples mais de deux types. Ces
dernieres ont été soumises chacune pour la création d'un biofilm & partir des germes choisis
précédemment, cette étape été réalisée en trois exemplaires, néanmoins 7 lentilles souples de
type 1 étaient laissées pour étudier aprés l'action du phage sur le biofilm forme.

2.4.3. Formation du biofilm sur les lentilles de contact
La méthode de formation du biofilm in vitro sur laquelle l'auteur et ses collegues se
sont appuyés est celle de O’toole et Kolter dont le protocole est tres simple, ou ils ont préparé
200 microlitres de bouillon de culture de Brain Heart Infusion (BHI) de 48 heures, additionné
au bouillon des microorganismes, le mélange a été rajouté a chacune des lentilles placées dans

leurs étuis, et incubé a 37 °C pendant 48 h.

Juste aprés l'incubation, les manipulateurs prenaient ce bouillon en le placant dans une

plague de microtitration a raison de 200 microlitres par puit. Apres avoir terminé ses étapes,
les scientifiques ont mesuré de la densité optique en utilisant un spectrophotomeétre.

Par la suite les lentilles ont été traités par un fixateur de Bouin pendant 10 minutes,
puis rincées par une solution saline tamponnée (PBS) de pH 7,4 ce dernier a été aspiré des

lentilles jusqu’a ce qu'ils soient totalement secs.
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Deux seéries de lentilles ont été manipulées, dont la premiere a été traitée par le méme
principe mentionné précédemment ; ou ils ont été observés par la suite a I'aide d’un
microscope é€lectronique a balayage. Alors que le deuxiéme a été soumis a un comptage de
colonie a l'aide d'un écouvillon, les manipulateurs ont prélevé les colonies présentes dans les
lentilles en les placant dans une gélose nutritive, puis incubés a 37°C pendant 48 heures dans

le but d'étre dénombrés. Les résultats du comptage réalisé ont été mentionnés dans un tableau.

2.4.4. Formation du biofilm sur des étuis a lentilles
Les biofilms formés dans les étuis a lentilles ont été traités par le méme principe
mentionné précédemment (le dénombrement ou le comptage des colonies) dont les résultats

étaient aussi disposés dans un tableau.

2.4.5. Effetdes solutions d’entretien des lentilles sur les biofilms
L’auteur et ses collaborateurs ont étudier I'impact des solutions de nettoyage des
lentilles sur les biofilms formés a ’intérieur de celles-ci. Cette étape est faite en ajoutant
200ul de bouillon contenant les germes. Ce mélange préparé été incubé pendant une durée de
48h a 37°C dont le surnageant a été aspiré dans des plaques de microtitration juste apres
I’incubation. Apres ringage des lentilles traitées, les scientifiques les placaient au MEB pour

I’observation. Apres avoir terminé le processus, les résultats obtenus étaient analyses et les
valeurs de la DO étaient enregistrées et tabulées.

2.4.6. lIsolement du bactériophage
Les auteurs ont prélevé un échantillon a partir d’une eau usée traitée qui provienne de
la station d’épuration afin d’isolé le bactériophage nécessaire pour leur étude. Cette étape

d’isolation consiste a faire centrifugé 1’échantillon prélevé pendant 10 min, dont Iml du

surnageant était additionné a 5ml du bouillon de culture contenant E.coli.

Les manipulateurs ont incubé le mélange préparé a une température de 37°C pendant
18 a 24h en laissant une quantité de 1.5ml qui a été centrifugée dans le but de détruire toutes
les cellules bactériennes. Le surnageant formé était filtré par un filtre de membrane de
0.45um, et le filtrat obtenue était dilué jusqu’a 10° afin de confirmer la présence du

bactériophage, dont les 100ul étaient rajoutés a 1ml d’une culture de E.coli.

Ces derniers ont ensemencé le tout dans des plaques contenant une gélose molle
fondue ou ils étaient incubés par la suite a 37°C pendant 24h sous une position verticale, puis
observés et dénombrés en unité formant des plaques/ml/g (pfu/ml/g). Les bactériophages

obtenus ont été conservés a une température base de -20°C.
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2.4.7. Effetdu bactériophage sur les biofilms des lentilles de contact
La lentille souple de type 1 était utilisée dans le but d’étudier I’action et I’effet du
bactériophage sur les biofilms détectées au niveau de celle-ci. Cette opération était réalisée

par des méthodes semblables a celles utilisées pour analyser I’action des solutions d’entretien

des lentilles.

Les manipulateurs prenaient un volume de 200ul a partir d’une dilution de 102 de la
suspension du phage ; qui a été ajoutée a 200ul du bouillon de culture contenant les germes
étudier (S.aureus, P.aeruginosa et E.coli), puis ils les a incubés pendant 48h a 37°C dont le
surnageant était aspiré dans des plaques de micro titration. Les valeurs de la DO étaient
enregistrées par la spectrophotométrie alors que les colonies qui se trouvent dans les lentilles

étaient dénombrées dont les valeurs ont été tabulées.

2.4.8. Analyse statistique
L'auteur et ses collegues ont pratiqué les essais précédents en trois exemplaires, ils
ont réalisé une analyse statistique des données en utilisant le SPSS 16.0 pour Windows et le
test de Kruskal-Wallis ainsi que le test de chi-carré, dont les deux derniéres étaient
considérées comme statistiquement significatives.

2.5.Résultats
2.5.1. Formation du biofilm sur les lentilles de contact
Aprés une observation attentive au MEB, les scientifiques ont trouvés que les
microorganismes utilisés durant cette étude ont formé un biofilm abondant sur les deux types
de lentilles ou ils ont constaté que celui-ci était plus dense sur les lentilles souples de type 1
que de type 2 (Tableau 7) et aussi par rapport aux lentilles dures. Néanmoins la quantité du

biofilm formé a la surface des lentilles n’a pas été observée d’une maniére précise.

Tableau 7 :Effet de la solution de nettoyage des lentilles etbactériophage sur les valeurs
ODs70 du surnageantfluide.
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Lentille Solution Moyenne DOs7g P

Lentille dure En TI’absence de | 1.245+0.39
solution
En  présence de| 0.450+0.37 <0.001 (VHS)
solution

Lentille souple 1 En TI’absence de | 1.352+0.59
solution / phage

En présence de| 0.692+0.18 <0.001 (VHS)
solution 1

En présence de | 0.146+0.04 <0.001 (VHS)
solution 2

En  présence de| 0.839+0.66 0.067 (NS)
phage

Lentille souple 2 En l’absence de | 1.250%0.26

solution
En présence de | 0.650+0.09 <0.001 (VHS)
solution 1
En  présence de| 0.319+0.08 <0.001 (VHS)
solution 2

2.5.2. Formation du biofilm sur les étuis des lentilles de contact

En ce qui concerne les biofilms sur les étuis de lentilles, I’observation réalisée par les
scientifiques a I’aide du MEB a montrer la formation de celui-ci sur leurs surfaces. Cette

derniére est indiquée non seulement par la DOs7o mesurée mais aussi par les colonies
dénombrées.

2.5.3. Effetdes solutions de nettoyage des lentilles sur les biofilms
Pour les lentilles qui sont dures, l'auteur et ses collaborateurs n'ont pas trouvé une

grande réduction du nombre de colonie sous l'effet des solutions d'entretien contrairement aux
lentilles souples 1 et 2, ou ils ont remarqué une baisse notable (p = 0.020).
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En outre, le bactériophage n'avait aucun effet sur les lentilles de contact et leurs étuis car
aucune réduction n’a été observée. La DOs7o mesurée du surnageant a confirmer la diminution
du nombre de colonies dans le cas des lentilles souples et dures en présence de leurs solutions

de nettoyage.

Les résultats trouvés étaient similaires & celles observees par le Scanning Electron
Microscopy (SEM). Les scientifiques ont constaté que la solution d'entretien des lentilles
souples 2 étaient plus puissantes que celles des lentilles souples de type 1 et que la présence

du bactériophage n'avait aucun impact pour réduire les biofilms formés a leurs surfaces.

2.6. Discussion
Selon I'étude réalisée par l'auteur et ses collégues, il a été trouvé que plusieurs germes
dont les bactéries et les champignons (Candidaspp) ont la capacité de produire des biofilms a
la surface des lentilles de contact quel que soit leurs natures. De plus, ils ont démontré que les
lentilles de contact ainsi que leurs étuis favorisent le développement des biofilms et que cette
formation a l'intérieur des lentilles peut étre la cause de I'apparition des kératites microbiennes

chez leurs porteurs prolonges.

Imamura et al (2008), ont réalisé une étude sur différents types de lentilles comme le
galylicon A et le lotrafilcon A ... ou les résultats ont montré que les champignons Fusarium
et Candida ont formé des biofilms sur toutes les types choisis et que leur architecture était

variée en fonction du type de lentille utilisée.

En utilisant le modele du biofilm créer in vitro ils ont affirmé que les candida et les
fusarioses planctoniques qui sont phylogénétiquement diversifiés étaient sensibles au
Moistureloc et au multiplus. L'étude réalisée par l'auteur et ses collégues a montrer que la
nature de la lentille n'avait aucune action sur le développement du biofilm, cette derniere était
semblable a celle rapportée par Retuerto et al (2012), au cours de leurs analyses.

En outre, les résultats trouvés par l'auteur et ses collégues ont décelé que les solutions
d'entretien des lentilles souples présentaient un effet inhibiteur en réduisant la formation du
biofilm au cours de leurs surface, celles incluant de I'hydroxyde alkyl phosphonate, de l'acide
borique et de I’acétate en plus de la poloxamine disodique et le borate de de sodium pour les
solutions de type 2 étaient plus efficientes que d'autres qui contiennent de I'eau purifiée ou de
I’HPMC. Lors d'une étude réalisée précédemment, il a été démontré que le peroxyde

d'hydrogene avec la solution quaterniummyristamidopropylDiméthylamine avait un effet
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antifongique contre les souches de Fusarium formés a la surface des lentilles (Retuertoet al.,
2012).

L'effet inhibiteur des solutions d'entretien des lentilles de contact a confirmer que leur
utilisation permet de prévenir d'un coté le développement du biofilm sur les lentilles et leurs
étuis mais aussi contre la formation des abceés oculaires d'un autre c6té. Les scientifiques ont
prouvé que selon leurs études, les bactériophages n'avaient aucun effet significatif puisqu’ils
ont utilisé des coliphages bruts qui ne sont pas spécifiques pour I’inhibition des biofilms de

Staphylococcus aureus et de Pseudomonas aeruginosa.

Selon des études et des analyses effectuees précédemment, il a été montré que
l'utilisation des endolysines des bactériophages en plus des phages modifiés présentant des
enzymes anti-biofilms, peut étre considérée comme une solution parfaite pour ’arrachage des

biofilms de nature bactériens.
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Au cours de cette étude, deux articles scientifiques étaient analysés sur le risque de port de
lentilles de contact formant un nid favorable a la croissance des bactéries en biofilm, et qui
constitue une source principale de la survenue des Kkératites bactériennes séveres. Le but
majeur étant de déterminer et de préciser les caractéristiques cliniques, microbiologiques et
épidémiologiques des infections cornéennes notamment des kératites bactériennes qui
surviennent essentiellement suite a ’utilisation intensive des lentilles de contact, en plus
d’une étude comparative sur la croissance du biofilm sur les lentilles et leurs étuis ; ou ils

visent a déterminer I'impact de leurs solutions d’entretien et des bactériophages également sur

leur développement.

Dans ce travail, il a été constaté que 17.5% du total des patients présentaient une
kératite bactérienne suite a des facteurs généraux, alors que 58.8% des cas étaient dues

essentiellement au port des lentilles cosmétiques. La méme chose pour 41.2% qui portaient
des lentilles correctrices.

D’autre part, il a été trouvé que les solutions de nettoyage des lentilles de contact

étaient efficaces sur la formation du biofilm, contrairement aux bactériophages.

L’inflammation cornéenne survienne rarement a la suite du port de lentilles de contact
et apparait le plus souvent a cause de certains facteurs fondamentaux qui y conduisent.
Cependant, elle peut étre trés grave en raison des dommages qu’elle provoque, ce qui peut
affecter le pronostic visuel également.Par conséquent, 1’éducation des utilisateurs des lentilles
de contact est considérée comme I'une des propriétés de 1’ophtalmologiste et de leurs
prescripteurs pour cela, une réglementation stricte doit étre élaboré afin de limiter la vente des

lentilles, notamment cosmétiques.

L’étude réalisée précédemment concernant les biofilms a prouvé que les solutions
d’entretien des lentilles de contact permettent de prévenir le développement du biofilm sur
leurs surface. De plus, il a été confirmé que des recherches récentes sur le revétement de
surface anti-biofilm ainsi que I’utilisation des bactériophages modifiés exprimant des
enzymes, permettent de minimiser le risque d’apparition des infections liées au port de

lentilles de contact en raison de biofilm.
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Résumé

La Kkératite bactérienne est la plus fréquente des kératites infectieuses caractérisées
cliniquement par une zone d’infiltration cornéenne sous-jacente a un ulcere épithélial causer
une atteinte tissulaire secondaire a une réaction inflammatoire. Notre travail avait pour but de
définir les aspects épidémiologiques, cliniques, et microbiologiques des abces cornéens et de
faire une comparaison entre la croissance des bactéries en biofilm sur les différents types de
lentilles de contact et celle présente dans leurs étuis. Une grande proportion des kératites
bactériennes est liée aux bacilles a gram négatif tel que Pseudomonas et les cocci a Gram
positif de types staphylocogue. Le port fréquent de lentilles de contact est considéré comme le
premier facteur de risque de kératite bactérienne, ainsi que la formation du biofilm sur les
lentilles de contact et leurs étuis présente un risque pour la cornée, ou il est important de
sélectionner les bonnes solutions de nettoyage des lentilles pour empécher leur
développement. Une bonne prise en charge diagnostique et thérapeutique peut réduire le
risque d'une évolution défavorable des abceés graves cornéen.

Mots-clés : kératite bactérienne, biofilm, lentilles de contact.
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Abstract

Bacterial keratitis is the most common infectious keratitis clinically characterized by
an area of corneal infiltration underlying an epithelial ulcer causing tissue damage secondary
to an inflammatory reaction. Our work aimed to define the epidemiological, clinical and
microbiological aspects of corneal abscesses and to make a comparison between the growth of
bacteria in biofilm on the different types of contact lenses and that present in their cases. A
large proportion of bacterial keratitis is linked to gram-negative bacilli such as Pseudomonas
and gram-positive cocci of the staphylococcal types. Frequent wearing of contact lenses is
considered the number one risk factor for bacterial keratitis. As well as biofilm formation on
contact lenses and their cases poses a risk to the cornea, or it is important to select the right

lens cleaning solutions to prevent their development.

Good diagnostic and therapeutic management can reduce the risk of an unfavorable course of

severe corneal abscesses.

Keywords: bacterial keratitis, biofilm, contact lens.
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MOTS CLES Résumé

Abces de cornée ; Introduction. — Les abces de cornée chez les porteurs de lentille de contact sont de plus en
Kératites plus fréquents, et peuvent parfois entrainer des tableaux séveres. Le but de notre travail est
infectieuses ; de définir les caractéres épidémiologiques, cliniques, microbiologiques et thérapeutiques de
Lentilles de contact ; ces abces dans notre contexte.

Lentilles cosmétiques Patients et méthodes. — Nous avons mené une étude rétrospective descriptive non comparative

d’une série de cas de patients présentant un abces de cornée suite au port de lentilles de contact
colligés entre janvier 2009 et janvier 2012.

Résultats. — L’age moyen de nos patients était de 22ans avec un sex-ratio F/H de 7,5.
Des facteurs de risque généraux ont été retrouvés dans 17,5% des cas. La durée moyenne
d’hospitalisation était de 15jours. Parmi nos patients, 58,8 % portaient des lentilles cosmé-
tiques et 41,2 % des lentilles correctrices. Le délai moyen de consultation était de cing jours.
Les signes cliniques étaient dominés par une douleur et rougeur oculaires, avec une baisse
d’acuité visuelle qui était inférieure a 1/10chez 82,3% des patients. Dans 70,6 % des cas,
’abces était central. Sa taille moyenne était de 4,3 mm. Une réaction de la chambre anté-
rieure était retrouvée dans 47,1%. Le prélevement bactériologique sur la cornée était positif
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Introduction

dans 47,8 %. Les germes retrouvés étaient le Staphylococcus aureus, le Pseudomonas aeruginosa
et les Acanthamceba. Les prélevements sur la lentille et le liquide de conservation étaient
positifs dans 73,6 % des cas. L’évolution a été favorable sous un traitement antibiotique local
et général adapté aux résultats microbiologiques dans seulement 41,2 % des cas. Chez le reste
des patients, une opacité séquellaire génante persistait.

Discussion. — Le port de lentille de contact cosmétique et thérapeutique est une cause impor-
tante d’abcés de cornée. Le retard de consultation donne des tableaux séveres avec non
amélioration de [’acuité visuelle.

Conclusion. — L’ophtalmologiste a un role important dans la prévention des complications du
port de lentille de contact, par une meilleure information sur [’hygiéne, et le suivi de ses
patients.

© 2013 Elsevier Masson SAS. Tous droits réservés.

Summary

Introduction. — Corneal ulcers in contact lens wearers are becoming more common, and can
sometimes lead to severe complications. The purpose of this study is to define the epidemiolo-
gical, clinical, microbiological and therapeutic considerations of these ulcers within the above
context.

Patients and methods. — We conducted an uncontrolled, descriptive, retrospective study of 51
patients presenting with contact lens related corneal ulcers to the ophthalmology department
of the August 20, 1953 Hospital in Casablanca between January 2009 and January 2012.
Results. — The average age of our patients was 22 years, with a gender ratio of 7.5 female to
male. General risk factors (diabetes and tuberculosis) were found in 17.5% of cases. The average
length of hospital stay was 15 days. Of our patients, 58.8% wore cosmetic contact lenses and
41.18% wore therapeutic contact lenses. Mean duration prior to consultation was 5 days. The
predominant clinical signs were eye pain and redness, with a decrease in visual acuity worse
than 1/10 in 82.3% of patients. In 70.6% of cases, the ulcer was central. The average size was
4.3mm. An anterior chamber reaction was found in 47.1%. Corneal bacterial cultures were
positive in 47.8%. Pathogens found were Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa and
Acanthameeba. Contact lens and solution cultures were positive in 73.6% of cases. Outcomes
were favorable with local and systemic antibiotic treatment adapted to microbiological results
in only 41.2% of cases. In the remaining patients, significant secondary opacities persisted.
Discussion. — Cosmetic and therapeutic contact lens wear is a major cause of corneal ulcer.
Delayed consultation results in severe sequelae with persistently decreased visual acuity.
Conclusion. — The ophthalmologist plays an important role in preventing complications of
contact lens wear, through better hygiene instruction and follow-up of his or her patients.

© 2013 Elsevier Masson SAS. All rights reserved.

Patients et méthodes

Les kératites bactériennes sont des infections graves
qui peuvent conduire a une baisse sévere de lacuité
visuelle. Beaucoup de patients ont un résultat fonction-
nel médiocre malgré la mise en route d’un traitement
adapté [1]. Lutilisation répandue des lentilles de contact
ces 30derniéres années a entrainé une recrudescence
de ce type d’infection [2]. Parmi les différents types
de lentilles, ce sont les lentilles cosmétiques, notam-
ment celles distribuées en dehors des circuits controlés,
qui engendrent le plus de complications. Le non-respect
du mode d’utilisation et le manque d’hygiéne consti-
tuent également des facteurs de risque importants quant
a Uapparition de complications infectieuses [3]. Le but
de notre travail est d’étudier les caractéristiques cli-
niques, microbiologiques et thérapeutiques des abceés
de cornée sur port de lentilles de contact dans notre
contexte.

Nous avons mené une étude rétrospective, descriptive, non
comparative d’une série de cas de patients hospitalisés au
service d’ophtalmologie du centre hospitalier universitaire
de Casablanca pour un abcés de cornée sur port de len-
tilles de contact entre janvier 2009 et janvier 2012. Pour
chaque patient ont été recueillis le sexe, l’age, les anté-
cédents ophtalmologiques et généraux, la durée moyenne
du port de lentille jusqu’a la déclaration de Uinfection,
le type de lentille portée (cosmétique ou correctrice), le
délai moyen de consultation, et ’observance des regles
d’hygiénes. Ont également été relevé: ’ancienneté des
signes fonctionnels et les traitements déja recus avant
’hospitalisation. Un examen clinique a été réalisé, compre-
nant une mesure de ’acuité visuelle corrigée et un examen
biomicroscopique complet détaillant les lésions et les signes
de gravités: nombre d’abceés, taille de ’abces, localisa-
tion sur la cornée, présence d’un hypopion, d’un tyndall
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ou d’une endophtalmie. Tous les patients ont bénéficié de
prélévements cornéens pour examen bactériologique, para-
sitologique et mycologique avec examen direct et culture.
Les mémes examens ont été réalisés sur les boitiers et
liquides d’entretien quand ceux-ci étaient disponibles.

En ce qui concerne le traitement, tous les patients
ont recu initialement une antibiothérapie locale proba-
biliste, adaptée ensuite aux résultats microbiologiques,
et une antibiothérapie générale en cas d’endophtalmie.
Notre protocole thérapeutique était le suivant: collyres
fortifiés, préparés en hospitalier, composés de ceftazi-
dime (50mg/mL) et de vancomycine (50 mg/mL) a raison
d’une goutte horaire pendant 72 h, associés a la tobramy-
cine collyre et/ou ciprofloxacine collyre et de |’hexamidine
(Desomédine®) a raison d’une goutte huit fois par jour.
En présence d’une amélioration clinique, la posologie était
réduite a une goutte toutes les huit heures pour les collyres
fortifiés, et une corticothérapie locale a base de dexamé-
thasone a été démarrée a raison d’une goutte quatre fois
par jour. En ’absence d’amélioration clinique aprés 72 h et
en cas de suspicion d’atteinte fongique ou amibienne, nous
avons ajouté de la polymixine contenu dans la Cébéméxine®,
de "amphotéricine B en collyre fortifiés (2,5mg/ml) et du
fluconazole per os (800 mg le premier jour puis 400 mg/j).

En cas d’endophtalmie, nous avons associé au traite-
ment, de la ceftazidime par voie injectable, a raison de 3g/j
pendant cing jours suivi d’un relai per os, et une moyenne de
deux a trois injections intravitréenne de ceftazidime (2mg
dans 0,05mL) et de vancomycine (1 mg dans 0,05mL). Le
suivi a consisté en U’évaluation de ’acuité visuelle post-
thérapeutique et U’évolution des lésions. Le recul moyen
était de trois mois.

Résultats

L’age moyen de nos patients était de 22ans, avec des
extrémes allant de 16a 40ans. Dans 88,2%, il s’agissait
d’une femme (sex-ratio: 7,5). Le délai moyen de consul-
tation était de cinq jours. Des facteurs de risque généraux
(diabéte, tuberculose) ont été retrouvés dans 17,5% des
cas. Les patients porteurs de lentilles cosmétiques repré-
sentaient la majorité avec 58,8 % et étaient principalement

Tableau 1 Caractéristiques cliniques des lésions.
Situation
Centrale 36 70,6
Périphérique 15 29,4
Atteinte stromale profonde 27 52,9
Lésions périphériques
Ulcérations et microabces 15 29,4
Réaction de la chambre 24 47 1
antérieure
Inflammation des annexes 21 41,2

des jeunes filles. Ce type de lentille a été le plus sou-
vent acheté dans des parfumeries ou chez un opticien sans
ordonnance. L’infection s’est déclarée, pour les lentilles
cosmétiques, apres une durée moyenne de port de dix jours
(30 minutes — deux mois) et aprés une durée moyenne de
17 mois pour les lentilles correctrices (deux — 36 mois). Des
facteurs de risque de complications infectieuses étaient
retrouvés dans la majorité des cas: une mauvaise obser-
vance des régles de port avec parfois une ignorance totale
de ces regles, un port nocturne, un lavage avec ’eau du
robinet, Uutilisation de lentilles ou de boitiers d’une tierce
personne.

En ce qui concerne les signes fonctionnels, une baisse
de U'acuité visuelle associée a des douleurs et une rougeur
oculaire ont été notés chez tous nos patients. Un traite-
ment antibiotique préalable avait déja été instauré chez
19,6 % des patients. L’'acuité visuelle initiale allait de per-
ception lumineuse positive a 4/10 avec une acuité inférieure
a 1/10dans 82,3%. A I’examen, l’inflammation des annexes
(paupiéres et conjonctives) était présente dans 41,2% des
cas. L’abceés était central dans 70,6 % des cas. Il était unique
dans 86,3%. Sa taille moyenne était de 4,3 mm avec des
extrémes allant de 2mm a 8 mm. L’atteinte était stromale
profonde dans 52,9% des cas. Une réaction de la chambre
antérieure a type de tyndall ou d’hypopion a été retrouvée
chez 47,1 % des patients (Tableau 1). Des photographies du
segment antérieur de deux patients sont représentées sur
les Fig. 1 et 2. Tous nos patients ont bénéficié d’un grattage

Figure 1.
aeruginosa.

Abces de cornée sur port de lentilles cosmétiques durant 30 minutes chez une fille de 17 ans. Germe retrouvé : Pseudomonas
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Figure 2.

Tableau 2 Résultats des prélevements du grattage cor-
néen de nos patients.

Pseudomonas aeruginosa 12 50
Staphyloccocus aureus 3 29
Staphyloccocus coagulase— 4

Serratia marcescens 2 8,5
Streptoccocus pneumoniae 1 4,2
Acanthamceba 1 4,2
Fusarium 1 4,2

cornéen avec une étude bactériologique, parasitologique et
mycologique. Le prélévement était positif et a identifié un
germe dans seulement 47,7 % des cas. Aucune biopsie cor-
néenne n’a été réalisée. Les résultats des prélévements sont
présentés dans les Tableaux 2 et 3. Les bacilles gram néga-
tifs étaient retrouvés dans une grande majorité des cas, avec
50% de Pseudomonas aeruginosa et 8,5% de Serratia mar-
cescens. Les cocci gram positifs étaient représenté a 29%
(Staphylococcus aureus et coagulase—). A noter qu’un seul
cas d’amibe (Acanthameeba) et un cas de levure (Fusarium)
ont été retrouvés. L’examen du boitier et du liquide de
conservation a été réalisé chez 22 patients. Le prélévement
était positif dans 73,6 % avec une majorité de Pseudomonas
(54,5 %) et de staphylocoque (31,8 %).

Un patient sur quatre (24,5%) s’est compliqué
d’endophtalmie. Le diagnostic a été suspecté sur la
présence de tyndall vitréen s’il était visible a la lampe

Tableau 3 Résultats des prélévements du liquide de
conservation et du boitier de nos patients.

Pseudomonas aeruginosa 12 54,5
Staphyloccocus aureus 3 31,8
Staphyloccocus coagulase— 4

Acanthamaoeba 1 4,5
Serratia marcescens 1 4,5
Streptoccocus pneumoniae 1 4,5

Abceés de cornée sur port de lentilles correctrices chez une femme de 34 ans. Pas de germe retrouvé a la culture.

a fente (LAF) ou sur la présence d’échos intravitréen a
[’échographie en mode B. Ces patients ont bénéficié d’une a
trois injections intravitréennes d’antibiotique (ceftazidime
et vancomycine) puis relayé par un traitement per os. En ce
qui concerne ’évolution de U’acuité visuelle, il n’a pas été
noté une grande récupération ; 39,2 % des patients ont gardé
une acuité inférieure a 1/10° sur Uceil atteint. L’évolution
des acuités est représentée sur la Fig. 3. Lévolution
de l’abces a été favorable dans seulement 41,2% avec
une restitution de la transparence cornéenne. Elle était
défavorable dans le reste des cas, avec la présence d’une
opacité séquellaire compromettant [’axe visuel dans 49,3 %
et la présence de néovaisseaux cornéens superficiels et
profond dans 27,8 % des cas.

Discussion

Les abcés de cornée représentent le risque majeur et le plus
grave du port de lentilles de contact. Elles ont fait l’objet de
plusieurs études chez les porteurs de lentilles correctrices
[4,5]. Cependant, dans notre contexte, nous avons une
grande majorité de porteurs de lentilles cosmétiques (prés
de 60%). Il s’agissait en grande partie de femmes majori-
tairement jeunes et mineures. Cela semble correspondre au
profil démographique des porteurs de lentilles cosmétiques.
Tous les patients présentaient des facteurs de risque de
complications infectieuses. A savoir, un défaut d’observance
des regles d’hygiene, des lentilles échangées avec une tierce
personne, un lavage avec de |’eau courante du robinet. Ces
facteurs, en plus de majorer les risques infectieux, com-
pliquent singuliérement la prise en charge [3,6,7].

En ce qui concerne les résultats des prélevements
(Tableau 4), seule la moitié était positive dans notre série.
Ce qui représente un taux faible par rapport a une étude
francaise: 91% (Perol et al., n=83) [8] ou une étude bré-
silienne : 65% (Moriyamma et Hofling-Lima, n=366) [9]. En
revanche, notre étude rejoint une série japonaise de 66 cas
avec 44,8 % de positivité [10]. Cela pourrait s’expliquer, par
une fréquente automédication de nos patients avant leur
arrivée a l’hopital, par le non-respect des régles d’hygiénes
et par la mauvaise coordination de notre structure avec le
laboratoire analysant nos prélévements. Il semblerait impor-
tant de pouvoir réaliser les grattages au sein méme du
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Figure 3.

laboratoire dans des conditions optimales afin de rehausser
le pourcentage de positivité.

La comparaison des germes retrouvés dans notre série
avec ceux de la littérature, est représentée dans le
Tableau 4. Nous remarquons que nous retrouvons un grand
nombre de bacille gram négatifs et essentiellement le
P. aeruginosa contrairement aux autres pays comme le Japon
ou ce sont les cocci gram positifs qui prédominent (83%
des cas). Dans notre série, le taux d’isolement d’amibe ou
de levure est tres faible en comparaison avec les études
francaises ou brésiliennes ou ce taux se situe entre 10et 40 %
[8—10]. Le risque principal de survenue des kératites ami-
biennes est le port de lentilles de contact, retrouvé dans
90% des cas [11]. Le fait de ne pas en trouver dans notre
série s’expliquerait par une confirmation biologique difficile
(a cause d’une sensibilité insuffisante de ’examen direct et
de la culture) et par le fait que la PCR ou la microscopie
confocale qui améliorent sensiblement le diagnostic micro-
biologique ne sont pas d’utilisation courante dans notre
contexte [11—13].

Le schéma de traitement proposé dans notre étude
rejoint celui de la littérature [12]. Le probléme qui reste
posé est celui du retard de mise en route, et le controle de
ces infections malgré un traitement bien ajusté. L’évolution
des abces sur port de lentilles contact reste médiocre en
cas de retard de consultation (délai moyen de cing jours

Evolution de ’acuité visuelle (AV) avant et apres traitement avec un recul de trois mois.

dans notre série). Conformément a la littérature [12,13],
on constate que [’acuité visuelle moyenne finale reste faible
(au alentour de 1/10°) malgré un traitement agressif ce qui
souligne ici la virulence de ces infections. Il s’agit encore
une fois d’une pathologie grave exposant a des séquelles cor-
néennes irréversibles nécessitant a moyen terme le recourt a
des kératoplasties lamellaires ou transfixiante. Nous n’avons
pas assez de recul quant aux devenir de nos patients dans
cette série, mais actuellement des greffes transfixiantes
de cornée sur des séquelles de kératite sont réalisées
dans notre structure et nos patients pourront ainsi en
bénéficier.

Enfin, concernant la commercialisation des lentilles
cosmétiques, il n’existe pas de législation particuliere
en comparaison avec les lentilles correctrices (Direc-
tive 76/768/CEE sur les produits cosmétiques, Directive
93/42/CEE sur les dispositifs médicaux). Ces lentilles sont
en vente libre dans les parfumeries et méme par Internet. Il
est probable qu’une délivrance stricte sur prescription médi-
cale puisse éviter plusieurs cas désastreux en sélectionnant
les sujets a risque comme cela a été le cas aux Etats-Unis,
en Grande-Bretagne et en Australie ou la législation sur ces
ventes a été rendu plus contraignantes (Federal Food, Drug
and Cosmetic Act; Selection 520. (n), The Opticians Act 1989
(Amendment) Order 2005). Il semblerait ainsi souhaitable de
sensibiliser I’ophtalmologiste, les commercants et le grand
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public pour réduire le taux de complications di au port de
lentilles de contact.

Conclusion

Les complications infectieuses dues au port de lentilles
de contact sont rares mais potentiellement grave, pou-
vant engager le pronostic visuel. Elles surviennent rarement
en dehors de facteurs de risque [12]. L’éducation des
patients a la manipulation des lentilles fait partie des res-
ponsabilités de ’ophtalmologiste et des prescripteurs de
lentilles. Une réglementation stricte devrait étre établie
avec l’objectif de supprimer la vente libre des lentilles cos-
métiques.

Déclaration d’intéréts

Les auteurs déclarent ne pas avoir de conflit d’intérét en
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Bacterial and Fungal Biofilm formation on Contact Lenses and
their Susceptibility to Lens Care Solutions

Siddharth Kackar, Ethel Suman, M. Shashidhar Kotian'
Departments of Microbiology and 'Community Medicine, Kasturba Medical College, Manipal University, Mangalore, Karnataka, India

Background: Microbial biofilm formation on contact lenses and lens storage cases may be a risk factor for contact lens-associated corneal
infections. Various types of contact lens care solutions are used to reduce microbial growths on lenses. Objectives: The present study aimed
at comparing the growths of biofilms on the different contact lenses and lens cases. The study also aimed at determining the effect of lens
care solutions and bacteriophage on these biofilms. Materials and Methods: One type of hard lens and two types of soft lenses were used
for the study. The organisms used were Staphylococcus aureus ATCC 25923, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Candida albicans
ATCC 60193 and Escherichia coli ATCC 25922. Biofilm production was performed by modified O’Toole and Kolter method and effect of
lens cleaning solutions and a crude coliphage on biofilms was also studied. Results were visualised using scanning electron microscopy and
quantitated by colony counting method and spectrophotometric measurement of optical density (OD). Statistical analysis was done by SPSS
11.5, Kruskal-Wallis test and Chi-square test. Results: Soft lens cleaning solutions had a significant inhibitory effect (P = 0.020) on biofilm
formation on soft lenses and also lens cases (P < 0.001). Soft lens cleaning solution 2 was more efficient than solution 1. However, no such
inhibitory effect was observed with regard to hard lens cleaning solution, but for a significant reduction in the OD values (P < 0.001). There
was no significant inhibitory effect by bacteriophages. Conclusion: This study showed the importance of selecting the appropriate lens cleaning
solution to prevent biofilm production on contact lenses.

Keywords: Anti-biofilm effect, bacteriophage, biofilm, contact lenses, lens cases, lens cleaning solutions

prosthetic devices come in contact with or are implanted in the
eye, including microbial keratitis (MK),[ contact lens-related
acute red eye,"! contact lens peripheral ulcer!® and infiltrative
keratitis.’) MK may result in vision loss as a consequence of
corneal scarring.l”! Depending on the study design and location,
contact lens wear accounts for approximately 12%—-66% of all
events of MK." The prevention of persistent contamination

INTRODUCTION

Contact lenses are broadly classified into two categories-rigid
or hard lenses and the much more recently developed soft
lenses. The two types differ in their composition and the
relative advantages and disadvantages they offer. They may
also differ in their susceptibility to microbial infections.

Adhesion and colonisation by microorganisms, particularly
bacteria and fungi, on contact lenses continues to be implicated
in several adverse events. Microorganisms often form biofilms
on lens surfaces.

Microbial growth is characterised as a biofilm when the
microorganisms attach to a surface and/or to each other.
Biofilms offer increased antibiotic resistance to microorganisms
as compared to the planktonic/free-living mode of growth.[?]

Microbial biofilm formation on contact lenses and lens
storage cases may be a risk factor for contact lens-associated
corneal infections.) Many ocular infections occur when such
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and colonisation of contact lenses and lens storage cases may
help to reduce the incidence of MK in contact lens users.

Various types of contact lens care solutions are used to
reduce microbial growths on lenses. The solutions differ in
their relative microbicidal effects.!'” Hence, determining the
efficiency of lens care solutions becomes important.
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The objective of our study was to determine and compare the
growths of biofilms of various bacterial and fungal strains on
the different types of contact lenses available by developing
in vitro models. We also determined the effect of lens care
solution on these biofilms.

We developed in vitro models for contact lens-associated
bacterial and fungal biofilms. One type of rigid gas
permeable (RGP) hard lens and two types of soft lenses were used
in the study, one poly (2-hydroxyethyl methacrylate) (pHEMA)
based and the other a silicone hydrogel lens.

The organisms used in the study were Staphylococcus aureus
ATCC 25923, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 and
Candida albicans ATCC 60193. These organisms were selected
because they were among the most commonly involved
organisms in corneal infections in contact lens users.62%

To test the efficacy of the antimicrobial action of lens-care
solutions, one type of solution was used for the hard lenses
while two types of solutions were used for the soft lenses.

Bacteriophages are increasingly being used to reduce bacterial
infections and also in the treatment of diseases.?""?l However,
studies conducted to study the interaction of bacteriophages
with biofilms have found that while phages reduce bacterial
growth, they do not completely eliminate it.?*! Our study also
explored this by testing the effect of a crude coliphage on
bacterial biofilms. Escherichia coli ATCC 25922 was used to
study the effect of the bacteriophage alongside the other test
organisms.

Our study attempted to cover the gaps in knowledge that
exist in this area due to the lack of research in India on the
comparative susceptibility to biofilm formation of various
types of lenses and the efficacy of lens cleaning solutions
against these biofilms. Although there are a large number of
contact lens users in our country, with a high incidence of
ocular infections, not much work has been done in this area.
Also while there is a large body of research on the use of
bacteriophages in reducing hospital-acquired infections and
in the treatment of diseases, there is not much work done on
the effect of these phages on contact lens infections and their
use in preventing or reducing ocular infections.

MareriALs AND METHODS

Test organisms used

The test organisms used were P. aeruginosa ATCC 27853,
S. aureus ATCC 25923 and C. albicans ATCC 60193. E. coli
ATCC 25922 was also used to study the anti-biofilm activity
of the phage. Institutional Ethics Committee clearance was
obtained for the study. The work was done in the Department
of Microbiology, Kasturba Medical College, Mangalore.

Types of lenses and lens care solutions used

One type of hard lens and two types of soft lenses were used
for the study. The lenses used were:

e Hard lens: RGP lens (roflufocon A)

*  Soft lens 1: Silicon hydrogel lens (etafilcon A)
*  Soft lens 2: pHEMA lens.

Commonly used lens care solutions were used for studying

the anti-biofilm activity. They included:

* RGP lens solution: Glucose (0.006% w/v),
carboxymethyl cellulose (CMC - 0.02%), disodium
ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) (0.1% w/v) in a
buffered polymer complex and surfactant

*  Soft lens solution 1: Purified water, hydroxypropyl
methylcellulose (HPMC), CMC, EDTA, borax in sodium
chloride base

*  Softlens solution 2: Hydroxyalkylphosphonate, boric acid,
edetate disodium poloxamine, sodium borate and sodium
chloride preserved with polyaminopropyl biguanide
0.0001%.

A crude coliphage obtained from sewage water was used. This
was an in vitro descriptive study.

The sample size consisted of 18 unused RGP contact lenses and
24 unused soft contact lenses of two types each. Each lens was
subjected to in vitro biofilm formation by the test organisms in
triplicate. In addition, seven soft contact lenses of Type 1 were
used to study the effect of phage on the biofilm.

Biofilm formation on contact lenses

This was done by the modified O’Toole and Kolter method.*
Two hundred microliter of 48 h broth culture in Brain Heart
Infusion (BHI) broth of the organism was added to each lens
placed in the lens case followed by 200 pl of BHI. The lens
cases were incubated at 37°C for 48 h. After incubation, the
broth was aspirated into microtitre plates (200 pl of broth in
each plate) and optical density 570 (OD_ ) was measured
spectrophotometrically.

570

The lens and the lens cases were treated with Bouin’s
fixative for 10 min and then washed with phosphate buffered
saline (PBS) of pH 7.4. This was done by adding 200 pl of
0.5M PBS (pH 7.4). It was then aspirated till the lenses and
lens cases were dry.

One set of contact lenses were then treated with Bouin’s fixative
for 10 min and aspirated. The contact lenses were then sputtered,
and scanning electron microscopy (SEM) was performed.

The second set of contact lenses were subjected to colony
counting. The contact lenses were swabbed and plated on
nutrient agar. The plates were incubated at 37°C for 48 h and
colony counting was performed. The results were tabulated.

Biofilm formation on contact lens cases

The biofilms that were produced in the contact lens cases were
swabbed and colony counting was performed. The results
were tabulated.

Effect of lens cleaning solution on biofilms

With each set of biofilm formation on the lenses, the effect of
the lens cleaning solutions were also studied. This was done
by adding 200 pl of the broth containing the organism and 200
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ul of the lens cleaning solution. The cases were incubated at
37°C for 48 h. After incubation, the supernatant was aspirated
into microtitre plates, and the OD_, values were recorded
spectrophotometrically.

The lenses were subjected to SEM after sputtering. Colony
counting of the lenses and lens cases was also performed. The
values were tabulated.

Isolation of bacteriophage

Treated sewage sample from sewage water treatment plant
was centrifuged at 10,000 g for 10 min.! One millilitre of the
supernatant was added to 5 ml of 16—18 h old E. coli ATCC
25922 broth culture. The mixture was incubated at 37°C for
18-24 h 1.5 ml of the mixture was centrifuged to pellet out
bacterial cells. The supernatant was filtered through 0.45 pm
membrane filter. Confirmation of the presence of bacteriophages
was done by performing 10-fold dilutions of the filtrate (1:10,
1:100, 1:1000, 1:10,000 up to 107%). One hundred microliters
of the dilutions were added to 1 ml of 18 h old E. coli culture.
This was added to 5 ml of molten soft agar (tryptone agar). Pour
plating was done, and the plates were incubated in an upright
position for 24 h at 37°C. Then the plates were observed for
clear plaques, and they were enumerated as plaque forming
units per ml per gram (pfu/ml/g). Phages were stored at —20°C.

Effect of bacteriophage on biofilms on contact lenses
The organisms used were S. aureus ATCC 25923, P. aeruginosa
ATCC 27853 and E. coli ATCC 25922. Soft lens 1 was used
to study the effect of the phage.

The effect of the bacteriophage on biofilms was detected
by methods similar to the effect of lens cleaning solution.
However, in this case, 200 pl of 1 in 100 dilution of phage
suspension was added along with 200 pl of the broth containing
organisms. The cases were incubated at 37°C for 48 h. After
incubation, the supernatant was aspirated into microtitre plates,
and the OD,, values were recorded spectrophotometrically.
Colony counting of the lenses and lens cases was performed.
The values were tabulated.

Statistical analysis

All experiments were performed in either duplicate or
triplicate. Statistical analysis was performed using SPSS
16.0 for Windows (SPSS, Inc., Chicago, IL,USA) and using
Kruskal-Wallis and Chi-square test. P < 0.05 was considered
statistically significant.

ResuLts

Biofilm formation on contact lenses

There was abundant biofilm formation by the test organisms on
both types of contact lenses as measured spectrophotometrically
at OD_, . The biofilm produced was more in soft lens of Type 1
in comparison to soft lens of Type 2 and hard lens [Table 1].
SEM images also revealed abundant biofilm formation by the
test organisms on lens surfaces. However, the difference in the
amount of biofilm produced on different types of lenses was
not significantly observed.

Table 1: Effect of the lens cleaning solution and
bacteriophage on the 0D, values of the supernatant
fluid

Lens  Solution Mean 0D, P

Hard In absence of solution 1.245+0.39

lens In presence of solution 0.450+0.37 <0.001 (VHS)

Soft In absence of solution/phage 1.352+0.59

lens 1 In presence of solution 1 0.692+0.18 <0.001 (VHS)
In presence of solution 2 0.146+0.04 <0.001 (VHS)
In presence of phage 0.839+0.66 0.067 (NS)

Soft In absence of solution 1.250+0.26

lens2 I presence of solution 1 0.650+0.09 <0.001 (VHS)
In presence of solution 2 0.319+0.08 <0.001 (VHS)

VHS: Very highly significant, NS: Not significant,*’ OD: Optical density

Biofilm formation on contact lens cases
Biofilm production was also observed on contact lens cases as
revealed by OD,, as well as by colony counts.

Effect of lens cleaning solution on biofilms

There was no significant reduction in the colony forming unit
(CFU) counts by lens care solutions, in the case of hard lenses.
A significant reduction (P =0.020) was observed in the case of
soft lenses 1 and 2. The bacteriophage produced no significant
decrease in any case.

A similar result was observed in case of CFU counts from lens
cases with only the soft lens solutions causing a significant
decline in CFUs (P < 0.001).

OD,,, values of supernatant fluid revealed a significant
decrease in biofilms in the presence of lens care solutions in
case of hard lenses a well as in Type 1 and Type 2 soft lenses
[Table 1]. These findings were similar to the SEM findings
[Figures 1-6]. Soft lens cleaning solution 2 was more efficient

than solution 1.

Effect of bacteriophage on biofilms on contact lenses
The presence of bacteriophage, however, did not cause any
decrease in biofilms.

Discussion

Our study has demonstrated that various bacteria as well as
fungi like Candida spp. have the ability to form biofilms on
contact lenses irrespective of the nature of contact lenses. The
study also revealed that besides contact lenses, the lens cases
can also facilitate the formation of biofilms by microorganisms.
The formation of biofilms on contact lenses may be the cause
of MK in prolonged contact lens users.’! Imamura et al.
tested etafilcon A, galyfilcon A, lotrafilcon A, balafilcon A,
alphafilcon A and polymacon types of contact lenses and
their results showed that clinical isolates of Fusarium and
C. albicans form biofilms on all types of lenses. They also
showed that the biofilm architecture varied with the lens
type used. Furthermore, using the developed in vitro biofilm
model, they showed that phylogenetically diverse planktonic
fusaria and Candida were susceptible to MoistureLoc and
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WD =14.5 mm Mag= 1.31KX Time :13:34:26 WD =23.5 mm Mag= 1.15KX Time :16:10:00

Figure 1: Scanning electron microscopy image of biofilm produced by Figure 2: Scanning electron microscopy image of biofilm produced by
Staphylococcus aureus on soft lens. Staphylococcus aureus on soft lens in presence of solution 1.

EHT = 15.00 kv Signal A= VPSE G3 Date :26 Aug 2013 EHT =15.00 kv Signal A =VPSE G3 Date 26 Aug 2013
WD =225 mm Mag= 141KX Time :15:40:00 WD =22.0 mm Mag= 1.01KX Time :15:32:18

Figure 3: Scanning electron microscopy image of biofilm produced by Figure 4: Scanning electron microscopy image of biofilm formation by
Pseudomonas aeruginosa on soft lens. Pseudomonas aeruginosa on soft lens in presence of solution 2.
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Figure 5: Scanning electron microscopy image of biofilm formation by Figure 6: Scanning electron microscopy image of biofilm formation by
Candida albicans on hard lens. Candida albicans on hard lens in presence of solution.

MultiPlus.% The nature of the lens did not seem to have any ~ Our results indicate that soft lens cleaning solutions have
effect on biofilm formation in our study, and this is similarto  a significant inhibitory effect on the formation of biofilms
the study reported by Retuerto et al.?”! on soft type of contact lenses. Soft lens cleaning solution
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containing hydroxyalkylphosphonate, boric acid, edetate
disodium poloxamine, sodium borate (Solution 2) was more
efficient than soft lens cleaning solution containing purified
water, HPMC, CMC, EDTA and borax in sodium chloride base
(solution 1). A previous study has demonstrated that hydrogen
peroxide solution and polyquaternium-myristamidopropyl
dimethylamine-preserved solution possess antifungal activity
against Fusarium strains on contact lenses.”

The inhibitory action of lens cleaning solution suggests that
by using the appropriate lens cleaning solution biofilms can
be prevented on contact lenses as well as in contact lens cases
and this can go a long way in preventing ocular infections.

As per our study, the inhibitory effect of bacteriophage
on biofilms was not significant. This could be due to the
fact that the coliphages that we used in our study were the
crude coliphages. Furthermore, these phages were used
to inhibit S. aureus and P. aeruginosa biofilms for which
they are not specific. Recent studies have suggested the use
of bacteriophage endolysins as well as engineered phages
expressing anti-biofilm enzymes as promising options for the
eradication of bacterial biofilms."?*3% Further research in this
area may yield promising results.

CONCLUSION

This study showed the importance of selecting the appropriate
lens cleaning solution to prevent biofilm production on contact
lenses. Future research into anti-biofilm surface coatings
on contact lenses as well as newer strategies involving the
possibility of using bacteriophages engineered to express
anti-biofilm enzymes may aid in reducing the risk of
biofilm-associated contact lens infections.
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