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Résumé

Les endoscopes sont des actes diagnostiques et thérapeutique, le risque de transmission des
infections a germes opportunistes tel que Klebseilla pneumoniae et Pseudomonas aeruginosa
est élevé dans les endoscopes, et donc doivent subir une désinfection et un traitement
approprie.

Dans ce but, nous sommes fixées les objectifs suivant : détection de la formation de biofilm
chez des souches isolées de canaux d’ endoscopes par la méthode de culture de tissu en
plaque (TCP) et la méthode Rouge Congo (RCA), étudier différents parameétres pouvant
influencer la formation de biofilm sur les endoscopes a savoir 1’effet de différentes
concentration de désinfectant sur la cinétique de formation biofilm formés par des souches
de Klebsiella pneumoniae et Pseudomonas aeruginosa .

Les résultats issus de cette étude ont montré que le désinfectant a 1’état dilué n’a pas un grand
effet sur le biofilm des deux souches .la solution pure de celui-ci réduit mais n’éradique pas le

biofilm .

Mots clés
Endoscope - Contamination - Klebsiella pneumoniae - Pseudomonas aeruginosa - Biofilm -

Désinfectant.



Abstract

Endoscopes are diagnostic and therapeutic acts, the risk of transmission of opportunistic
infections such as Klebseilla pneumoniae and Pseudomonas aeruginosa in endoscope, and

therefore need to undergo disinfection and appropriate treatment.

For this purpose, we set the following objectives: detection of biofilm formation in isolated
strains of endoscopes channels by plate tissue culture method (TCP) and Red Congo method
(RCA), study different parameters which can influence the biofilm formation on the
endoscopes namely the effect of different concentration of disinfectant on the kinetics of
biofilm formation formed by strains of Klebsiella pneumoniae and Pseudomonas aeruginosa.
The results from this study showed that the disinfectant in the diluted state does not have a
great effect on the biofilm of both strains. The pure solution of this one reduces but does not

eradicate the biofilm.

Keywords

Endoscopy - Contamination - Klebsiella pneumoniae - Pseudomonas aeruginosa - Biofilm —
Disinfectant.
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Introduction

Les endoscopes digestifs sont des dispositifs médicaux, de conception complexe, avec de
longs canaux recouverts de polytétrafluoroéthyléne a I’intérieur et de petit diametre luminal,
ils sont d'un entretien difficile et peuvent constituer, dans certains cas, des réservoirs
potentiels de micro-organismes et, par conséquent, la formation de biofilm. Ces derniers
empéchent sciemment un traitement efficace et representent un défi pour la réutilisation des
materiaux.

Les endoscopes gastro-intestinaux représentent un score de risque élevé car, outre leur
configuration complexe, ils ne sont ni démontables ni transparents, ce qui géne leur
visualisation interne et permet compromettre ainsi I'évaluation de leur processus de nettoyage.
Etant donné que leur structure interne permet I’accumulation de matiére organique et la
formation de biofilm et qu’il n’est pas toujours possible de frotter directement avec une
brosse, des difficultés peuvent survenir lors du nettoyage requis.

Comme la formation de biofilm est inévitable dans des structures telles que les canaux
d’endoscope et qu’il existe un lien de causalité entre les causes actuelles d’infections
exogenes liées aux endoscopes flexibles et la mauvaise qualité de traitement [(Costa et al .,
2011) ; (Graziano et al ., 2012)].

C’est dans ce contexte general que nous avons été amenés a entreprendre ce present travail
qui a pour objectifs :

- D’évaluer la capacité de souches isolées de canaux d’endoscope a former un biofilm,

- D’étudier différents paramétres pouvant influencer la formation de biofilm dans

les endoscopes tels les concentrations du désinfectant .
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Synthese bibliographique

Chapitrel :I’endoscopie
1. L’endoscopie (endoscope)

L’endoscopie est une technique d’exploration et d’imagerie médicale réalisée a I’aide d’un
instrument appelé endoscope. Ce dispositif médical (DM) est un « tube optique muni d’un
dispositif d’éclairage, destiné a étre introduit dans une cavité du corps humain pour
I’examiner » (larousse.fr).

L'endoscopie est un acte médical, une procédure peu invasive dans laquelle un endoscope
est inséré chez le patient a des fins d'observation, d'analyse et de diagnostic [(Schwab et
Singh, 2010) ;(Kovaleva, 2016)].

Au cours des dernieres années, les endoscopes sont devenus un élément essentiel de la
chirurgie peu invasive et sont aujourd'hui indispensables dans les salles d'opération (Gaertner
et al., 2018). les endoscopes sont définis comme des dispositifs «semi-critiques» selon la

classification de Spaulding des dispositifs médicaux (Mallette et al., 2018).

2. Types d’endoscopes

2.1. Endoscope rigide

Il est constitué d’un tube rigide et d’un ensemble de lentilles cylindriques qui renvoient
I’image en bout du tube. Moyennant des bagues d’adaptation interchangeables, cette image
peut-étre exploitée directement a ’ceil nu ou au travers d’un moniteur vidéo malgré sa
simplicité et son principe de fonctionnement, ce type d’endoscope ne peut pas étre fléchi et
par conséquent se révele difficilement exploitable sur un porte-outil chirurgical (Naoulou,
2006) (Figure 1).

Bague de mise au point Lentilles Objectif

| A ) PR S| (R | B

Oculaire Raccord guide lumiére Gaine Inox Fibres optiques haute densité

Figure 1 : Schéma representatif d'un endoscope rigide simple (Saly, 2018).
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2.2. Endoscope souple

Les endoscopes souples sont des dispositifs médicaux complexes composés de
nombreuses piéces différentes. Leur souplesse permet d’accéder aux cavités naturelles de
mani€re moins traumatique, en se conformant a 1’anatomie du patient. Ils sont dotés au
niveau distal d’une zone trés flexible de béquillage commandée par I’opérateur pour
permettre de les guider dans les tortuosités de I’anatomie a explorer (Valentin, 2018)
(Figure 2).
Ces dispositifs complexes sont composés de plusieurs piéces distinctes:
- Un tube flexible d’insertion recouvert d’une chemise longue sous gaine en maticre
plastique. Celui-ci renferme les fibres de verre transmettant la lumiére, les composants
optiques ainsi que des canaux en nombre variable permettant le passage de fluides (eau, air,
CO2) ou l’introduction d’instruments a biopsie.
- Une piece a main ou « poignée de béquillage » permettant au médecin d’orienter
I’extrémité distale de I’endoscope (Figure 2).
- Un oculaire ou systéme de connexion en cas de branchement & une console vidéo pour
visualiser la zone explorée et de nombreux accessoires qui s’articulent rendant 1’entretien

complexe (Saly, 2018) (figure3).

Figure 2: Composition générale d'un fibroscope (De Oliveira, 2008).

A : poignée de contrdle, B : tube d’insertion, C : extrémité bequillable, D : extrémité distale,

E : cordon de raccord, F : extrémité de raccord a la source lumineuse.

La complexité de ce type de dispositif médical et I’impossibilité de leur faire subir un
autoclavage font de la désinfection chimique le procéde de référence (Duport et Decousser,
2012).
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pointe fil de contrdle de flexion

cannel d'eau faisceau d'images

en fibres optiques

cannel d'air

couche externe

cannel
biopsie/section

guide de lumiére & fibres optiques

Figure 3 : Schéma d'une coupe transversale d'un endoscope flexible montrant la
conception complexe et les multiples canaux internes
(diamétre intérieur, 2,8 & 3,8 mm) (Kovalva et al., 2013).
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Chapitre 2 : Le risque Infectieux en endoscopie
Bien que les endoscopes jouent un réle vital et offrent de nombreux avantages aux

patients, les risques associés a la transmission iatrogene par les endoscopes demeurent une
préoccupation (Molloy-Simard et al., 2019).
Rappelons que les endoscopes sont des dispositifs médicaux comprenant une multitude de
piéces et de canaux internes reliés les uns aux autres. Ces multiples jonctions entre canaux et
la diversité des piéces qui composent 1’endoscope facilite 1’accumulation de souillure
rendant ainsi le nettoyage complexe. Ces souillures peuvent renfermer des micro-organisms
et des substrats propices a leur multiplication. Ce constat permet de se rendre compte qu’il y
a un veritable risque infectieux en endoscopie qui surviendrait dans 1 a 3 cas par million
d’actes [(Spach, 1993); (Nelson, 2003) ; (Kovaleva, 2013)].

1. Origine des contaminations
La contamination par les micro-organismes peut étre d’origine endogéne, c’est a dire du
patient lui-méme, ou bien exogeéne, ¢’est-a-dire une contamination venant de 1I’endoscope,

d’un Laveurs-Désinfecteurs d’Endoscopes (LDE), d’une solution d’irrigation ... etc.

1.1. Contamination d’origine endogéne

Le patient peut se contaminer avec sa propre flore sans que 1’endoscope ne soit la
source de I’infection étant donné que les actes endoscopiques se déroulent dans un milieu
septique avec une grande variété de Microorganismes (Marchetti, 2005). Dans ce cas, apres
utilisation de I’endoscope, la présence d’une flore microbienne riche est inévitable.
L’infection est due a des germes du patient lui-méme qui vont passer dans le sang par voie
hématogéne (bactériémies) a la faveur d’un geste invasif par voie endoscopique (Ministere
des affaires sociales et de la santé, 2016). Généralement causée par Escherichia coli,

Klebsiella spp. ou d'autres Enterobacteriaceae et entérocoques (Kovaleva et al ., 2016).

1.2. Contamination d’origine exogéne
La contamination peut étre causée par un endoscope contaminé par un patient ou
I’environnement, il s’agit d’'une contamination croisée. La contamination des endoscopes
peut étre due a différents paramétres (Grephh, 2016) soit a un probléme de conception de
I'endoscope rendant difficile son entretien, a une rupture de la chaine de traitement (défaut

de pratiques, dysfonctionnement d'un procédé de nettoyage ou de désinfection de
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I’endoscope), a une contamination du Laveur Désinfectant Endoscope (LDE) ou des fluides
de traitement (produit, eau de ringage), soit au nombre et la nature des organismes
contaminants l'endoscope et tout équipement accessoire utilisé pendant la procédure, ou
alors a une variété de facteurs de patients, y compris immunitaires , incompétence, intégrité
des surfaces endovasculaires et la présence de foyers infectieux intrinseques adjacents a la
zone en cours d'examen (Cowen, 2001).

Des contaminations par des mycobactéries résistantes au glutaraldéhyde et des souches de
Pseudomonas aeruginosa ont pu étre retrouvées au niveau de LDE. La contamination se
situe au niveau des canaux internes de I’appareil et plus rarement des cages a pistons

[(CDC, 1999) ; (Systchenko et al., 2000)].

2. Micro-organismes contaminants

Bien que I'on estime que le risque de transmission d'infection liée a I'endoscopie est
tres faible, les infections associées a des soins de santé sont davantage liées aux endoscopes
contaminés qu'a tout autre dispositif médical (Kenters et al., 2015).Plusieurs rapports ont
décrit des infections transmises par endoscope, les organismes les plus couramment
identifiés étant Salmonella spp, Staphylococcus epidermidis, Streptococcus alpha-
hémolytique , Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae,
Enterococcus faecalis, Candida spp et Pseudomonas aeruginosa (Ribeiro et al., 2004)
(Tableau 1).



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kenters%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26355428
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Tableau 1:Agents infectieux impliqués dans des infections liées a I’endoscopie

(Petignat et al., 2008).

Microorganismes provenant des patients

Microorganismes provenant

de I’environnement

Flore normale et autres colonisants

Escherichia coli
Klebsiella spp
Serratia spp

Infections ou portage chronique

Salmonella spp

Helicobacter pylori
Mycobacterium tuberculosis
Virus hépatite B, hépatite C, VIH
Clostridium difficile

Solution d’irrigation

Pseudomonas spp

Mycobactéries atypiques

Germes pouvant contaminer les machines
Enterobacter spp

Citrobacter spp
Pseudomonas spp.

Parmi les bactéries marqueurs qui contaminent les endoscopes et qui nous interpellent

dans cette étude on distingue :

2.1. Pseudomonas aeruginosa :

Elle a été découverte par le chercheur allemand Schroeter sous ’appellation Bacterium

aeruginosum, aprés une observation d’un aspect bleuté du pus en présence de la bactérie

(Lattab, 2018). En 1882 Carle Gessard la décrit pour la premiére fois sous le nom de

« bacille pyocyanique ». Le nom de genre est composé du grec « pseudo » (imitation) et «

monas » (unité), « aeruginosa » signifie vert-de-gris en latin et se référe aux pigments que

sécréte la bactérie (Salacha, 2010).

La famille Pseudomonadaceae appartient a un vaste groupe de bactéries qui recu la

dénomination de "non-fermentants" (Meghdas et al ., 2004) (Tableau 2).

——
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Tableau 2 : Taxonomie de Pseudomonas aeruginosa (burgi manuel).

Regne Bacteria
Embranchement Prokaryota
Division Proteobacteria
Classe Gammaproteobacteria
Ordre Pseudomonadales
Famille Pseudomonadaceae
Genre Pseudomonas
Espece Aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa est largement répandue dans I’environnement. C’est une
bactérie ubiquitaire. Elle peut vivre a I’état saprophyte dans 1’eau, le sol, les végétaux, les
solutions antiseptiques et sur des surfaces inorganiques [(Green et al., 1974) ; (Floret,
2009)]. Cette espece résiste mal a la dessiccation. Elle peut se développer jusqu’a 41°C sans
probléme, mais pas a 4°C (Lesne et al., 2004).

Pseudomonas aeruginosa, un des principaux micro-organismes des infections
nosocomiales, est connu par sa resistance a une gamme d'agents antimicrobiens (Dantas et
al., 2014), parfois entouré d’une pseudo-capsule appelée slime qui peut jouer un role
important dans la pathogénicité de cette bactérie (Solbi, 2013). Elle se présente sous forme
de batonnets droits, de 1 a 3 um de long et de 0,5 a 1 um de large (Lesne et al., 2004)de

maniere isolée ou groupés par deux ou en courtes chaines (Laiside, 2012) (Figure 4).

Figure 4: Pseudomonas aeruginosa en microscopie électronique (Aissa ,2012).
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Pseudomonas aeruginosa est une bactérie avec un métabolisme strictement

respiratoire, avec comme accepteur terminal d’€lectrons, I’oxygene en aérobiose et le nitrate

en anaérobiose (respiration des nitrates) (Lesne et al., 2004) (Tableau 3).

Tableau 3 : Caractéres requis pour I’identification de Pseudomonas aeruginosa

(Diarra, 2009).

Caractéres Résultats

Bacille Gram négatif, asporulé, se présentant sous la forme de batonnet

droit ou légérement incurvé +
Mobile par un seul cil polaire +
Oxydation du glucose +
Oxydase +
Catalase +
Arginine- dihydrolase +
Coissance a 42°C +
Production de pigments photosynthétiques +

Oxydation du maltose

Production de gaz en milieu glucosé

Lysine, ornithine décarboxylase

Indole,rouge de méthyle,acétylmethylcarbinol

Pseudomonas aeruginosa possédant plusieurs voies de virulence, dont certaines sont

des fragments associés aux cellules (comme les flagelles, les pili, les lectines, les alginates /

biofilms, les lipopolysaccharides)(Pericolini et al., 2018). Elle est capable de produire

également de nombreuses enzymes, toxines et autres protéines impliquées dans la

cytotoxicité vis-a-vis des cellules de I’hote. Ainsi, parmi les enzymes on trouve des

élastases, des protéases et des phospholipases qui dégradent les composés cellulaires de

I’hote (Hall et al., 2016) (Figure5).
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Figure 5 : Facteurs de virulence chez Pseudomonas aeruginosa
(Bentzmanna et Plésiatb, 2011).

2.2. Klebsiella pneumoniae :
Le genre Klebsiella fut créé par Treviscan (1885) en honneur du microbiologiste
allemand Edwin Klebs qui décrivit également I'espéce Klebsiella pneumoniae en

1887(Martinez et al., 2004)(Tableau 4).

Tableau 4 : La taxonomie de Klebseilla pneumoniae (burgi manuel).

Régne Bacteria
Embranchement Proteobacteria
Classe Gamma proteobacteria
Ordre Enterobacteriales
Famille Enterobacteriaceae
Genre Klebsiella
Espéce Pneumoniae

11
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Klebsiella pneumoniae anciennement appelé Pneumo bacille de Friedldnder, ¢’est un
bacille a gram négatif (BGN) a extrémité arrondie immobile, non sporulé, posséde une

capsule qui lui confére un fort pouvoir invasif (Ndog Batjeck, 2010)(Figure 6).

Figure 6 : Observation microscopique de Klebsiella pneumonia (Kouch, 2015).

Les espéces de Klebsiella pneumoniae sont omniprésentes et ont deux habitats
communs; I'un est I'environnement, y compris les eaux de surface, les eaux usées, les sols et

les plantes, et l'autre est les surfaces muqueuses de mammiféres (Berrazeg et al., 2013) .

Elle est actuellement considérée comme l'un des le plus important pathogene
opportuniste  (El Fertas-Aissani et al., 2013), susceptible de provoquer une morbidité et
une mortalité graves, en particulier dans les unités de soins intensifs, les salles d'opération et
les patients pédiatriques ( Akya et al., 2018). Les taux de mortalité dus a la bactériémie
nosocomiale a K. pneumoniae vont de 20% a 50% (Wiskur et al., 2008).

Cette espéce présente tous les caractéres généraux des entérobactéries. C’est une
bactérie aéro-anaérobie facultative, qui se cultive sur milieux usuels non-enrichis (gélose
trypticase-soja (TS), gelose Mac Conckey, gelose lactosée au pourpre de bromocrésol
(BCP) et gélose de Drigalski). Aprés 18-24 heures a 37°C, elle forme des colonies arrondies,

mugqueuses, généralement bombées et brillante (Illiaquer, 2010) (Figure 7).

12
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Figure 7: Phénotype mucoide de Klebsiella pneumoniae (Yu et al., 2007)

Les Klebsiella pneumoniae sont VP +, RM -, uréase + lentement ONPG +, B-xylosidase +,
H2S -, indole -, désaminase oxydative -, LDC +, ODC -, lipase, DNase et gélatinase -, KCN
+, fermentant de nombreux substrats glucidiques avec production de gaz, utilisant le citrate

de Simmons et le malonate (Diallo, 2010).
La pathogénicité de Klebsiella pneumoniae est due a divers facteurs de virulence qui

lui permettent de surmonter I'immunité innée de I'néte et de maintenir chez un mammifere
hote (El Fertas-Aissani et al., 2013)( Figure 8).

13
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Figure 8: Représentation schématique des facteurs de pathogénicité de Klebsiella
(Podschun et Ullmann, 1998).

La capsule :
La majorité des souches de Klebsiella pneumoniae possedent une capsule qui est
considérée comme un élément de virulence dominante important et qui consiste en une

couche élaborée de polysaccharides associés a la surface (Hennequin et al., 2007).

Les endotoxines :

Comme tous les bacilles a Gram négatif, Klebsiella posséde une endotoxine encore
appelée lipopolysaccharide (LPS), composée de trois parties: le lipide A ,le core
polysccharidique et la chaine latérale O. Le LPS provoque une activation de systeme
immunitaire induisant d’effets physiopathologiques chez I’héte, via la sécrétion de cytocine

pro-inflammatoire (illiaquer, 2010).

Les fimbriae

Les fimbriae sont d'importants médiateurs de I'adhérence de Klebsiella pneumoniae
(Paczosa et Mecsas, 2016).La plupart des isolats cliniques de Klebsiella pneumoniae sont
capables de produire deux adhésines primaires, des fibres de type 1 et des fibres de type 3
(Struve et al., 2008).

14
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v Les fimbriae de type 1

IIs sont impliqué dans 1’adhérence aux cellules épithéliales et aux muqueuses des
tractus urogeénital, respiratoire, et intestinal (Ofek et Beachey, 1978) . Les fimbriae de type
1 chez Klebsiella pneumoniae sont régulées par variation de phase de la méme maniére que
les fimbriae de type 1 chez E. coli (Vuotto et al., 2014).

v’ Les fimbriae de type 3

Ils assurent la mediation de I'adhésion a plusieurs types de cellules, telles que les
cellules de la vessie endothéliale et urinaire humaines, les cellules buccales trypsinisées, les
cellules trachéales et les tissus respiratoires (Di Martino et al.,, 2003). La biogénese
fimbriale a été considérée comme une cible potentielle pour interrompre la formation du

biofilm de Klebsiella pneumoniae (Riquelme et al., 2018).

3. Contamination de I’endoscope et biofilm
Le risque de formation de biofilm et de transmission d'agents pathogenes par
endoscopie dépend de trois facteurs majeurs soit a I'exposition de I'endoscope au micro-
organisme, par des procédures de nettoyage et de désinfection inadéquates tel [’eau de
rincage des endoscopes, les LDE, des bacs ou encore des siphons colonisés, ou alors a la
complexité des endoscopes qui présentent des lumiéres longues étroites et a leurs nature

des de matériaux délicats (Barbosa et al., 2010).
Le micro-organismes se retrouvant dans les canaux des endoscopes, forme des biofilms qui

rendent ainsi la désinfection laborieuse voir inefficace [(Merighi, 1996) ; (Lee, 1998)].

4. Biofilm

Les biofilms sont des communautés sessiles de micro-organismes enfermés a
I'intérieur d'une matrice de substances polymeres extracellulaires et attachées aux surfaces
biotiques ou abiotiques.Les biofilms sont fréquemment associés aux maladies chroniques
chez I'nhnomme et chez les animaux , et protéger les bactéries en en diminuant leur sensibilité

aux biocides conventionnels et a la systtme immunitaire de I'h6te (Hathroubi et al., 2015).
Le biofilm protéege les bactéries et leur permet de survivre dans des conditions
environnementales hostiles (Amiyare et al., 2015). Dans un biofilm, les cellules
microbiennes ne présentent qu’environ 15% du volume total, 85% du reste du biofilm est

une matrice d’exopolyméres hydratée (Smida, 2017). Il est en interaction constante avec

15
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I’environnement et peut donc varier en fonction de celui-ci mais aussi des conditions

physicochimiques externes et de 1’activité des métabolismes microbiens (Houvion, 2014)

(Tableau 5).

Tableau 5: Différents facteurs environnementaux et microbiologiques influengant

L’attachement microbien et la structure du biofilm (Smida, 2017).

Effets de milieu

Température

pH

Intensité lumineuse
Concentration en substrat
Vitesse d’écoulement de

I’eau (hydrodynamique)

Effets de la composition
microbiologique

Surface cellulaire (protéines,
lipopolysaccharides,
exopolysaccharides, ...)
Appendices extracellulaires
(flagelles ou fimbriae (pili))
Hydrophobicité de la surface

cellulaire

4.1. Etape de formation de biofilm

Effets de la surface ou de
Pinterface

Nature de la surface
Rugosite de la surface
Hydrophobicité de la

surface

La formation d’un biofilm sur une surface, est le résultat d’un ensemble de processus

physique, chimique et biologique (Busscher, 1995) (Figure 9).

&

Bactéries
planctoniques

LY

.

Adhérence
réversible

Adhérence
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(agrégats) _QC:?OGO P \ . ’
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Figure 9 : Développement et structure d’un biofilm bactérien

(Lebeauxe et Ghigo, 2012).
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4.1.1. L’adhésion bactérienne initiale

Elle est influencée par plusieurs facteurs notamment des effets du substrat, des films de
conditionnement qui se forment sur le substrat, de I'hydrodynamique, des caractéristiques du
milieu et des diverses propriétés de la surface cellulaire (Donlan, 2002).

4.1.2. L’adhésion irriversible
La fixation a la surface solide devient irréversible en raison de la production
d’exopolysaccharide par les bactérie grace a des structures d’adhérences variables selon les

especes bactériennes (Beloin et al., 2008).

4.1.3. Etape de maturation du biofilm

La maturation, c'est-a-dire le développement de structures complexes organisées
spatialement : la production d'EPS permet aux biofilms émergents de développer un
complexe, une structure tridimensionnelle qui est influencée par une variété de facteurs
environnementaux. Le biofilm peut se développer en quelques heures (Stoodley et al.,
2002).

4.1.4. Dispersion du biofilm

Le détachement de cellules du biofilm intervient lorsque les conditions
environnementales deviennent défavorables : limitation de la disponibilité en oxygéne dans
des biofilms épais, apparition de forces de cisaillement dues aux conditions
hydrodynamiques, diminution de la concentration ou modification de la nature des

nutriments disponibles (Sauer et al., 2004).

4.2. La régulation du biofilm

La formation de biofilm est un processus complexe et énergivore qui nécessite un
systtme de régulation hautement perfectionné. Plusieurs signaux sont pergus par ces
systéemes de régulation et influencent les différentes étapes de formation de biofilm. Parmi
ces systemes le quorum sensing, car tres répandu chez les bactéries (Hathroubi, 2016) .1l
décrit les mécanismes de communication cellulaire qui permettent généralement de
coordonner 1’expression d’un ensemble de génes lorsque la population bactérienne atteint

une densité importante (Fuqua et Winans, 1994).
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Chapitre 3 : Traitement et désinfection des endoscopes

Les endoscopes sont des dispositifs médicaux semi critiques donc relévent d’une
désinfection du niveau intermédiaire (bactéricide, fongicide, virucide, tuberculide et parfois
méme mycobactéricide (Systechenko et al., 2000).Le nettoyage et la désinfection des
endoscopes flexibles constituent un défi en raison de leur conception complexe, de leurs
lumieres étroites et longues et de leurs matériaux délicats (Gedik et al., 2018).

Lorsque les endoscopes sont réutilisés, ils doivent étre nettoyés pour éviter la
contamination persistante et risque d'infection croisée lors d'une future utilisation clinique
(McCafferty et al., 2018). La formation de biofilms est inévitable dans des structures telles
que les canaux d’endoscope et qu’il existe un lien de causalité entre les causes actuelles
d’infections exogenes liées aux endoscopes flexibles et la mauvaise qualité de traitement
(Balsamo et al., 2012).

Le glutaraldéhyde utilisé a température ambiante (20 °C) est le produit de référence, il
continue étre l'ingrédient actif principal dans I'étape de désinfection pendant plusieurs
décennies, et est souvent utilisé pour le traitement a des températures élevées (Kampf et al.,
2014).

1. Traitement manuel
L'étape de nettoyage manuel est une partie critique du retraitement des endoscopes qui
est vulnérable aux erreurs humaines. Les erreurs humaines possibles pendant le nettoyage
manuel peuvent comprendre : ne pas nettoyer les canaux parce que le personnel de
retraitement des endoscopes ne les connaissait pas, ne pas évaluer correctement si les canaux
fuient ou sont blogués, ou ne pas évacuer suffisamment de liquide dans tous les canaux

(Choi et Cho, 2015). Le traitement manuel comporte dix étapes (Tableau 6).

2. Traitement automatisé
Le traitement automatisé est effectué par des laveurs-désinfecteurs d’endoscope (LDE)
qui sont des machines destinées a laver et désinfecter les surfaces externes et internes des
endoscopes souples thermosensibles semi-critiques ( Ministere des affaires sociales et de
la santés ,2016).
Le traitement automatisé comportes 6 étapes qui sont: le pré traitement , une étape
préalable a la mise en LDE ,le rincage préliminaire , le traitement en LDE , le séchage avant

stockage et le nettoyage du LDE en fin de programme (Thomas, 2018).
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Tableau 6 : Déroulement d’une procédure de désinfection d’un endoscope digestif
semi-critique [(CCLIN Sud-Ouest, 2003) ;(Bonne pratique de desinfection des
dispositifs medicaux, 2004)].

Objectifs Etapes Mise en Etapes Mise en En salle d’examen
auvre auvre
En salle d’examen AL

- Essuyer la gaine externe
avec un support doux a usage

unique.
- Aspirer les canaux (canaux
Eliminer les souillures 1. Pré- traitement opérateurs et d’aspiration)

avec de 1’eau et actionner le
piston « air / eau ». - Si
possible,  pratiquer  une
insufflation forcée du canal

) air/eau
En salle d’examen ou d’entretien ﬂ_ \/
- Avant immersion partielle
Vérifier ’'intégrité de la gaine ou totale de [I’endoscope
externe de I’endoscope et des gonfler la  gaine en
canaux de ’endoscope 2. Test d’étanchéité | raccordant I’endoscope a une

source d’insufflation ou a
I’aide  d’'un  manomeétre.
S’assurer que 1’endoscope ne
bulle pas et que ’aiguille ne
redescend pas.

En salle d’examen puis / [ \ / ou en salle d’entretien

- Immerger le matériel dans
un bac contenant une
solution détergente. Irriguer

Abaisser le niveau de les canaux. Laisser en
contamination de I’endoscope contact au moins 5min ou
et éliminer les souillures en 3. Premier plus en fonction du produit.
associant une action chimique | nettoyage Durée > | Effectuer un  nettoyage
et une action mécanique 10 min mécanique de la gaine
poussée externe par essuyage de la

poignée, des cages a pistons,

des pistons et des valves par

brossage, des canaux par

/\ écouvillonnage. Irriguer puis
purger les canaux.

- Immerger le matériel dans
Eliminer les salissures et les | 4. Premier ringage | un bac de ringage contenant

résidus de détergent de I’ecau potable du réseau.
Irriguer puis purger les
canaux.
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Abaisser le niveau
décontamination de
I’endoscope et éliminer les
souillures résiduelles sen
associant une action chimique
et une action mécanique
réduite
Laisser en contact au moins 5
min en fonction du produit.
Irriguer puis purger les
canaux.

5. Second nettoyage
Durée > 5 min

(1)

- Immerger le matériel dans
un bac contenant une
nouvelle solution détergente.
Irriguer les canaux.

Eliminer les salissures et les
résidus de détergent

6.Rincage
intermédiaire

A}

- Immerger le matériel dans
un bac de rincage contenant
de I’eau - potable du réseau.
Irriguer puis purger les
canaux

Eliminer ou tuer les
microorganismes pour éeviter
leur transmission

7. Désinfection

- Immerger le matériel dans
le bac contenant la solution
désinfectante adaptée.
Irriguer les canaux. Laisser
en contact le temps requis en
fonction du produit. Irriguer
puis purger les canaux.

Eliminer les résidus de
desinfectant tout en respectant

8. Rincage terminal

{1\

- Immerger le matériel dans
un bac de ringcage contenant
de l’eau de qualit¢ adaptée

le niveau d’entretien du (pour soins standard ou
matériel bactériologiquement
maitrisée).  Irriguer  puis
purger les canaux
Avant stockage IA\/

Eliminer I’eau de rincage
résiduelle représentant un
milieu propice au
développement de
microorganismes

9. Séchage

(1)

- Essuyer [I’extérieur de
I’endoscope et le matériel
annexe avec un support
propre et sécher l’intérieur
des canaux a l’air médical
filtré détendu.

Protéger le materiel désinfecté
d’une contamination lié a
I’environnement

10. Stockage

- Suspendu ou a plat sur un
plateau recouvert d’un champ
propre ou stérile dans une
armoire spécifique.

——
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1. Lieu d’étude :
Ce travail a été réalisé au laboratoire de Microbiologie Appliquée a I’ Agroalimentaire,
au Biomédical et a I’Environnement (LAMAABE) de I’Universit¢é Abou bekr Belkaid-

Tlemcen.

2. Souches étudiees :

Dans cette étude nous avons travaillé sur une collection de souches de Klebsiella.
pneumoniae ; Pseudomonas aeruginosa isolées d’endoscopes digestifs de différents
services gastro-entérologies de 1’ouest algérien dans le cadre d’une préparation de these de

doctorat.

3. Revivification et identification des souches isolées:
La confirmation de 1’identification des souches était réalisée, aprés la vérification de
leur pureté par une :
- étude des caractéres macroscopiques : forme, taille, couleur et aspect.
- étude des caractéres microscopiques (La morphologie, le Gram ; I’arrangement
des cellules).
- étude des caractéres biochimiques APl 20E (Biomérieux®, France). La galerie
API 20E est un systéme standardisé pour I’identification des Enterobacteriacea
et autres bacilles a gram négatif, utilisant 20 tests biochimiques miniaturisés ainsi
qu’une base de données spécifiques. Ce systeme comporte 20 cupules tests qui
contiennent un milieu réactionnel déshydraté. Les réactions produites pendant la
période d’incubation se traduisent par des virages colorés spontanés ou réveélés

par I’addition de réactifs.

4. Conservation des souches :
Toutes les souches identifiées sont conservées dans de gélose nutritive a 4°C et en

double réplique dans le glycérol -80°C.
5. Détection de la production de biofilm chez les souches isolées :

Cette partie de 1’expérimentation a portée sur la détection de la formation de biofilm

chez les souches isolées.
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En I’occurrence deux méthodes sont employées : la technique de microplaque 96 puits
par coloration au cristal violet et la méthode par ensemencement sur milieu Rouge Congo
(RCA).

5.1. Méthode de plague de culture de tissus (TCP) :

Elle a été decrite en 1985 par Christensen, qui a pour but d’évaluer semi
quantitativement la formation de biofilm.
A partir d’une culture pure et jeune de 24h, 5 ml sont ensemencé dans un milieu TSB
(Bouillon Tryptone Soja) qu’on incube a37°C pendant 18 a 24h (Tré- Hardy et al., 2007).
Apres incubation des dilutions appropriées sont effectué¢es afin d’obtenir une suspension
bactérienne équivalente & 10 UFC/mL par ajustement de I’absorbance 4 0.08 - 0.1 & une
longueur d’onde de 630nm.
Les puits stériles d’une microplaque de 96 puits (polystyréne) sont remplis avec 150uL de
cette suspension bactérienne. Les puits de la colonne 12 servant de contréle, sont remplis
avec 150 pL de milieu TSB.
Apreés incubation a 37°C pendant 24h, les puits de la microplaque sont vidés de leur contenu
puis laves trois fois consécutives avec 0.2 mL d’eau physiologique stérile pour éliminer les
bactéries libres planctoniques.

Les cellules bactériennes adhérentes a la paroi interne des puits et formant un biofilm sont
colorées par le cristal violet 0.1% (m/v). Aprés 10 a 15 minutes, la solution de cristal violet
est éliminée et les puits sont laves trois fois avec de 1’eau phisiologique afin d’éliminer toute
trace de colorant non fixe. Les microplaques renversees sont couvertes de papier absorbant
et laissées sécher a la température ambiante pendant 15 minutes.

Enfin, les puits sont remplis de nouveau avec 150uL d’une solution d’éthanol (96%) pour
libérer le colorant fixe au sein des cellules emprisonnées dans le biofilm ainsi forme.

La quantité de cristal violet solubilisée est mesurée par la lecture de la DO a 490 nm dans un
lecteur ELISA (Figurel0) (Figurell).

Selon la classification de Mathur et al., (2006), et compte tenu du pouvoir adhérent des
souches et de la valeur des DO, celles-ci ont été classées en trois catégories : non

adhérentes, faiblement adhérentes et hautement adhérente (Stepanovic et al., 2000) .
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Figure 10: Formation de biofilm en microplaque PVC (Laurent, 2011).

5.2. Détection de la production de slime sur milieu Rouge Congo Agar (RCA) :
Cette technique qualitative consiste a 1’ensemencement des souches testées pour leurs
capacité a produire un biofilm sur milieu Rouge Congo (Chaieb et al., 2005). C’est une
méthode indirectequi permet de distinguer entre les souches productrices de slime de celles
qui n’en produisent pas.
Les souches sont ensemencées par stries en surface du milieu Rouge Congo coulé en boites
Pétri et incubé a 37° pendant 24h a 48h (Mathur et al.,2006).
Les colonies des souches de phénotype variable donnaient des colonies a centre noir et a

contour rouge a centre rouge et a contour noir (Touati et al., 2007).

6. Evaluation in vitro de Péfficacité du désinfectant de type « Stéranios » sur la

formation de biofilm sur microplaques de 96 puits :

Le désinfectant utilisé dans la procédure de désinfection des endoscopes aux différents
services gastro-entérologie est le STERANIOS (figurel2), dont le composant actif est le
glutaraldéhyde. Celui-ci est utilisé soit concentré soit dilué pendant 15 min. Pour cette
partie, seules les bactéries formatrices de biofilm étaient sélectionnées.

Aprés formation de biofilm par la technique déja décrite et une incubation a 37 C pendant
24h, les microplaques de 96 puits étaient rincées et mises en contact avec différentes

concentrations du désinfectant : soit une solution mere a 2% - diluée a 75% et a 50 % et a
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25% . Les microplaques sont laissées a température ambiante du laboratoire pendant 15 min
(temps appliqgué au service de gastroentérologie et suivant les recommandations
internationales).

Parallelement d’autres microplaques ¢taient réalisées dans les mémes conditions avec un
temps de contact du désinfectant plus prolongé allant jusqu’a 30 min.

Apres le temps de contact, le désinfectant est ensuite éliminé et un ringage puits par puits
était appliqué avec de I’eau physiologique. Une coloration avec du cristal violet & 0.1% est
réalisée pendant 15min puis rincée par deux fois a 1’eau physiologique, apres 150 pL de
1’éthanol sont ajoutés.

Une lecture des DO a 490 nm des différentes concentrations est mesurée et comparée avec

la DO Témoin du biofilm non traité par le désinfectant.

STERANIOS 2%

Figure 11: Le désinfectant utilisé au service gastro-entérologies (CHU Tlemcen)
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Résultats et discussion

Ce travail a été effectué au laboratoire LAMAABE de la faculté des Sciences de la
Nature et de la Vie de La Terre et de L’univers a 1’Université Aboubekr BELKAID —

Tlemcen.

1. Revivification - identification :

31 souches bactériennes, 10 souches de Klebsiella pneumoniae (Kpl, Kp2.....Kp10)
et 21 souches de Pseudomonas aeruginosa (Ps1, Ps2....Ps21) d’origine hospitaliere, isolées
de tubulures d’endoscopes, sont incluses dans cette eétude. Ces souches font partie de la
collection des souches bactériennes du Laboratoire de Microbiologie Appliquée a
I’Agroalimentaire, au Biomédical et a I’Environnement « LAMAABE » (Université
Tlemcen) isolées dans le cadre d’une thése de doctorat.

Afin de poursuivre cette étude, une re-confirmation de I’identification des souches était
nécessaire ; pour cela une revivification de ces derniéres a été réalisée sur milieu Mac
Conkey. Apres une incubation de 18 & 24 h & 37 °C, les colonies de Klebsiella pneumoniae
avaient un diametre de 3 a 4 mm étaient rondes, lisses, bombeées, brillantes et muqueuses.

Un ensemencement sur milieu cétrimide aprés une incubation de 24h a 37°C ,les colonies
de Pseudomonas aeruginosa présentaient trois morphotypes soit de grandes colonies larges
et bombées, des colonies plus petites bombées a bord régulier et lisses et des colonies

muqueuses bombées avec une pigmentation jaune -vert (Figure 13).

Figure 12 : Aspect des colonies sur milieu sélective

1. Klebsiella pneumoniae, 2. Pseudomonas aeruginosa
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La coloration différentielle de Gram des souches a mis en évidence sont des bacilles a Gram

(-) colorés en rose (Figure 14).
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1. Klebsiella pneumonia 2.Pseudomonas aeruginosa

Figure 13 : Aspect des souches aprés coloration de Gram (grossissement *100).

L’identification par galerie API 20E nous a permis de confirmer et caractériser 10
souches de Klebsiella pneumoniae appartenant avec des biotypes différents et 21 souches

de Pseudomon asaeruginosa avec des profils différents (Figurelb).

Figure 14: Résultats de I’identification des souches par galerie API 20 E

1. Klebsiella pneumoniae 2. Pseudomonas aeruginosa
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Les interventions endoscopiques provoquent le plus souvent des infections endogenes
(c.-a-d. des infections résultant d'infections propres au patient) Escherichia coli , Klebsiella
spp., Enterobacter spp et Enterococci sont les espéces les plus fréqguemment isolées. Les
infections exogénes sont associées a l'endoscopie mais peuvent étre évitées par des
procédures de désinfection bien contrélées. Les microorganismes exogeénes les plus
fréqguemment associés a la transmission sont Pseudomonas aeruginosa et Salmonella spp
(Kovaleva et al., 2013).

Selon la littérature, les endoscopes restent exempts de bactéries aprés I'entreposage
prolongé si une procédure de séchage adéquate est appliquée. les micro-organismes les plus
courants fréquemment associés pendant I'endoscopie sont des bactéries Gram-négatives
(Pseudomonas aeruginosa, Serratia marcescens et Salmonella spp.), des mycobactéries non
tubéreuses et des levures (Kovaleva et al., 2010).

P. aeruginosa, un agent pathogene opportuniste a Gram négatif, est le microorganisme
le plus souvent signalé responsable de la transmission de l'infection au cours d'une
endoscopie et d'une bronchoscopie gastro-intestinale. Il est connu pour sa préférence a un
environnement humide (alimentation en eau des hdpitaux et canaux de lI'endoscope humide)
apres retraitement (Kovaleva et al., 2013).

En Algérie, Pseudomonas aeruginosa est le troisieme agent le plus incriminé dans les
infections associées aux soins [(Benslimani et Meieddine, 2012); (Amrouni et al., 2014)].

Selon Chapuis et Boustiére en 2008, Pseudomonas aeruginosa  est le
microorganisme le plus fréqguemment isolé (227 cas sur 317), en raison de la capacité de
cette bactérie d’origine hydrique a former un biofilm au sein des canaux des endoscopes.

Selon Saliou et ses collaborateurs 2011, 1’espéce Pseudomonas aeruginosa est le
germe indicateur le plus fréquemment retrouvé lors des contréles microbiologiques et un
mauvais séchage des canaux internes avant stockage ou une erreur dans la procédure de
traitement peuvent étre a 1’ origine de contaminations des endoscopes et étre responsables
d’infections nosocomiales.

Kovalva et al., 2013 ont également signalé 1’émergence de Pseudomonas spp dans la
contamination de I’endoscope digestif et leur capacité a former des biofilms, extrémement
difficiles a éliminer de la plomberie et des canaux d’endoscope.

Dans I’étude de Ribeiro et de Oliveira, (2012) , une contamination a eté detectée
dans 70% (42/60) des échantillons provenant des canaux air / eau des gastroscopes avec une
charge microbienne médiane etait de 750 UFC / mL.
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Les principaux microorganismes isolés a partir des canaux air / eau des gastroscopes étaient
Pseudomonas aeruginosa (26,4%), Escherichia coli (18,9%) et Acinetobacter baumannii
(9,4%), et Klebsiella pneumoniae (10,7%), Les causes possibles de cette contamination
incluent le manque de désinfection.

Dans I’¢tude de Bourigault et ses collaborateurs en 2018, Klebsiella pneumoniae
produisant de la carbapénémase (OXA-48 CPE) ont été identifiés chez cinq patients ayant
subi une endoscopie avec le méme matériel (dispositif) en octobre 2015. L'endoscope était le
seul lien épidémiologique entre ces cas. Il estime qu’ une contamination transitoire de
I’endoscope a la suite d'une défaillance du processus de désinfection peut avoir été la cause
de la transmission.

Dans une recherche bibliographique effectuée par McCaffertyen en 2018 sur des
articles décrivant les infections associées a une endoscopie gastro-intestinale et les
épidémies publiées de 2008 a 2018 dans PubMed, Science Direct et CINAHL , seuls 18
articles ont été retrouves , dont 16 décrivaient des infections associées au duodénoscope, et
les deux autres infections décrites, associées au coloscope et au gastroscope. Des éclosions
épidémiques ont été signalées aux Etats-Unis, en France, en Chine, en Allemagne, aux Pays-
Bas et au Royaume-Uni. Les organismes responsables signalés eétaient Klebsiella
pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli et Salmonella enteritidis. Un
certain nombre de facteurs, notamment les défaillances du retraitement, la formation de
biofilm, les problémes de conception d'endoscope et les dommages d'endoscope, contribuent

aux infections associées a I'endoscopie gastro-intestinale et a la présence de ces bactéries.

2. Evaluation de la formation de biofilm chez des souches isolées de canaux
d’endoscopes :

Plusieurs chercheurs ont étudié les stratégies employées par les micro-organismes pour
produire des biofilms. Les bactéries productrices de biofilm sécretent certaines substances
chimiques qui les protégent contre les désinfectants, les agents antimicrobiens et des
systéemes immunitaires de I'n6te (Saitou, 2009). Des méthodes classiques de la détection de
la production de biofilm in vitro ont été établies, telles que la méthode quantitative de la
microplaque 96 puits (TCP) (Freeman et al., 1989) et la méthode de rouge Congo (RCA).
Pour cela les souches identifiées ont été testé pour leur capacité a produire du biofilm in
vitro par 2 méthodes une quantitative sur microplaque de 96 puits et 1’autre qualitative sur

milieu au rouge Congo.
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2.1. Technique de microplaques 96 puits (TCP) :
Le test TCP décrit par Christensen et al., 1985 est le plus utilisé et considéré comme
un test standard pour la détection de la formation de biofilm (Mathur et al., 2006).
Dans Cette méthode Nous somme référées a la classification de Mathur et al., (2006) est
basée sur les valeurs de DO obtenus par les souches (Ouchar et al., 2013). La quantité de
cristal violet solubilisé est mesurée par la lecture de la DO a 490 nm dans un lecteur ELISA

Cette technique nous a donné les résultats suivants (Figure 16) et (figurel7) (annexel) .
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Figurel5 : Résultats de la quantification de la formation de biofilm in vitro (TCP) par

les souches de Klebseilla pneumoniae isolées de canaux d’endoscopes.
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Figurel6 : Résultats de la quantification de la formation de biofilm in vitro (TCP) par

les souches de Pseudomonas aeruginosa isolées de canaux d’endoscopes.

Tableau 7: Résultats de la technique de TCP.

Souche Fort Modéré Faible
Klebsiella pneumoniae (n=10) 3 6 1
Pseudomonas aeruginosa 2 14 5
(n=21)

Selon la figure 15, sur les 10 souches de Klebsiella pneumoniae testées ,2 d’entres
elles se caractérisaient par des DO importantes, la DO de la souche K1 était 11 fois plus
¢levée que la DO de témoin (DOt x 11 < DO) celle de la souche K2 était 5 fois plus élevée

(DOt x 5 < DO).la majorité des souches de Kp étaient modérément formatrices de biofilm .

De meme, selon la figure 16, sur les 21 souches de Pseudomonas aeruginosa ,deux
d’entres elles (Psl et Ps2) présentaient respectivement des DO 10 et 4 fois plus élevée que

la DO du témoin et sont classées fortement formatrices de biofilm.
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Lors de I’acte endoscopique, I'environnement fournit des conditions optimales pour la
contamination et la croissance subséquente des biofilms. Les endoscopes modernes
contiennent de multiples canaux et orifices, qui peuvent facilement recueillir la matiére
organique. La présence de biofilm sur la surface interne des canaux de I'endoscope a été
signalée dans la littérature celle-ci est probablement associée a la présence de matiere
organique et a I'humidité dans les canaux de I'endoscope résultant d’un traitement inadéquat
de I’endoscope et insuffisance de séchage des canaux d'endoscopes pouvant contenir des
microorganismes d'origine hydrique, tels que P. aeruginosa et Mycobacterium spp
(Kovaleva, 2017).

Les endoscopes flexibles ont une complexité, avec plusieurs canaux étroits qui sont
difficile & nettoyer et a sec, créant des conditions qui favoriser le développement de biofilm.
Nettoyage en profondeur, particulierement au point d'utilisation, peut limiter la formation
biofilm et aider a assurer une désinfection efficace et stérilisation dans les étapes de
traitement ultérieures, Le biofilm est susceptible de se former dans les canaux internes des
endoscopes et sur des surfaces d'endoscope endommagees qui peuvent ne pas étre
facilement atteint par des brosses pendant étapes de nettoyage (Putnam, 2016).

Nos résultats sont en accords avec I’étude de Pajkos et al., 2004 qui confirme la
présence de biofilm dans les canaux d’endoscopes.

De méme Roberts dans son étude en 2013 confirme et révele la présence de biofilms
dans les canaux d’endoscopes flexibles dus a la prolifération et persistance des

microorganismes trés souvent d’origine exogene.

2.2. Technique de Rouge Congo Agar (RCA) :

Cette méthode qualitative se base sur le caractére phénotypique des souches sur milieu
Rouge Congo. Un résultat positif donne des colonies noires avec une consistance cristalline
seche susceptibles de produire un slime. Des colonies non productrices de slime restent
géneralement roses . Un résultat indéterminé est surtout indiqué par un assombrissement
des colonies avec absence de morphologie coloniale cristalline seche (Freeman et al.,
1989). Les résultats des souches de Klebsiella pneumoniae et Pseudomonas aeruginosa

testées sont illustrés par la figure 17 et consignés dans le tableau 9:
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Figurel7 : Evaluation de la production de biofilm par la méthode de Rouge Congo

Agar 1 : Klebsiella pneumoniae 2 : P seudomonas aeruginosa .

Tableau 8 : Résultats de la méthode de Rouge Congo Agar (RCA)

Les souches RCA + RCA-
Klebsiella pneumoniae (n=10) 4 6
Pseudomonas aeruginosa (n=21) 4 17

Les résultats indiquent que seules 8 souches soit 4/10 de Klebsiella pneumoniae et

4/21 de souches de
P seudomonas aeruginosa sont productrices de slime .
Les Klebsielles semblent former plus facilement un slime. Bellifa en 2014 a montré que 85
des souches de Klebsiella pneumoniae produisaient un slime contre 30 non productrices.
Chibi en 2015, a montré que 76% de Pseudomonas aeruginosa était non formatrice de
slime. L’étude de Mathur et al., (2006) montre que 8/150 souches étaient positif par la
méthode CRA.

D’aprés nos résultats, la méthode TCP semble étre plus efficace que celle du rouge
Congo, a ce propos Hassan et al., (2011) , estime que la méthode de TCP est une méthode
de criblage la plus fiable , sensible et reproductible pour la détection de la formation de
biofilm [(Mathur et al., 2006); (Taj et al., 2012)], ont montré que le dépistage par la

technique du Rouge Congo n’est pas recommandé pour I’étude de la formation du biofilm.
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3. Résultats de différents parametres influencant la formation de biofilm sur
tubulures d’endoscope :
Afin de mieux comprendre la formation et persistance du biofilm sur les tubulures
d’endoscope nous avons essayé d’étudier in vitro 1’effet du désinfectant (glutaraldhéhyde a
2%) et du temps de contact (24 et 48h).

3.1. Effet de la concentration et du temps de contact du désinfectant sur la
formation de biofilm :

Sur un total de 10 Klebsiella pneumoniae, nous avons sélectionné seulement 3 souches
cliniques (kp2-kp3-kp4), excellentes formatrice de biofilm avec une souche de référence
(700603) .Sur 21 souches de Pseudomonas aeruginosa 2 souches (Ps 1, Ps2) performantes
en biofilm ont été sélectionnées, avec une souche de référence (ATCC27853).

L’efficacit¢é du désinfectant a différentes concentrations: solution meére (Solution
commercialisée de glutaraldéhyde a 2%), diluée a 75, 50 et 25 % était testée vis-a-vis du
mode sessile des bactéries étudiées (Annexe 2). Les résultats obtenus sont présentés dans les

figures suivantes :
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Figure 18 : Effet des concentrations du désinfectant sur les bactéries de Klebsiella
pneumoniae et Pseudomonas aeruginosa en mode biofilm de 24 pendant un temps de
contact de 15min
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A I’issue de ces figures 18, 19 et 20, on constate que le désinfectant (glutaraldéhyde a 2%)
est non efficace sur la forme biofilm des 4 souches de Klebsiellea pneumoniae choisies méme
apres un temps de 30minutes, on remargue que les DO ne diminuent de presque rien. Apres 48h,
le biofilm de ces souches n’est pas affecté et le désinfectant ne produit aucun effet.

Les dilutions a 75, 50 et 25% ont presque le méme effet que la solution mére .Le
glutaraldehyde a 2% ne semble pas efficace contre la formation du biofilm de Klebsielles isolées
des canaux d’endoscopes.

Les souches de Pseudomonas aeruginosa ont présenté des comportements différents ou on
observe que I’effet du désinfectant est plus ou moins efficace uniquement a 1’état pur avec des
diminutions de DO. Cependant les autres concentrations n’avaient aucune action et re-favorisait
la formation de biofilm avec des augmentations de DO ceci pourrait étre due selon Roberts,
(2013), en utilisant un systeme modele de biofilm dans des plaques de microtitration en
polystyréne, il a constaté que le désinfectant a base d’acide peracétique était efficace contre les
bactéries et levures étudiées, mais si I'étape de séchage aprés la désinfection a été sautée la
repousse pourrait se produire.

Pseudomonas aeruginosa est la cause la plus frequente des infections post-endoscopiques.
Dans les établissements de soins, I'eau de ringage des endoscopes, un laveur désinfecteur, des
bacs ou des siphons colonisés peuvent étre la cause de la contamination des endoscopes.
Pseudomonas aeruginosa se localise préférentiellement a l'intérieur des canaux des endoscopes
et produit facilement des biofilms qui le protégent de I'action des desinfectants (Marchetti et
Pineau, 2005).
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pneumoniae et Pseudomonas aeruginosa en mode biofilm de 24 pendant un temps de

contact de 30 min

08 - 08 -

07

06 1 8
05 - 3 fih
04 1 kp2 AR
J (6102
03
02 kpd '
kpd

01 | || '
oMRRARNNRRREERE D _

ERRFUR e

L3 L

(sl oo

Figure 20 : Effet des concentrations du désinfectant sur les bactéries de Klebsiella
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pneumoniae et Pseudomonas aeruginosa pendant un temps de contact de 15minute

Selon Tsuji et al., (1999) , aprés dix minutes d'exposition , des désinfectants tels que la
solution de glutaraldéhyde peuvent éliminer 85 a 100% de la contamination bactérienne
provoquée par l'endoscopie.

Néanmoins le nettoyage correct des endoscopes est une procédure compliquée et
fastidieuse. En milieu clinique, il peut en résulter des défaillances dans le processus de
décontamination et une contamination résiduelle des endoscopes peut affecter 1’efficacité
des deésinfectants et des stérilisants, augmentant le risque de transmission nosocomiale
(Vickery et al ., 2009).

Tout de méme, la formation de biofilm est généralement considérée comme un
processus par étapes, dans lequel les micro-organismes se fixent aux surfaces humides, ou
forment des communautés intégrées dans une matrice de polysaccharide. L'adhésion
progressive de micro-organismes et 1’autoproduction d’une matrice biopolymére qui en
résulte fournissent un milieu propice a 1’organisation des colonies et la maturation des

biofilms. En outre, les microorganismes residant dans les biofilms sont remarquablement
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plus résistants aux protocoles de désinfection, y compris l'inactivation chimique, comparé
aux bacteéries en suspension (Neves et al., 2015).

La présence de germes hydriques type Acinetobacter sp et Pseudomonas sp. dans 1’eau
de rincage impose de revoir la qualité et la provenance de cette eau. Par ailleurs, le
désinfectant est un élément primordial dans la procédure de désinfection. Il convient

d’utiliser un détergent a base de glutaraldéhyde en solution a 2 % (Oumokhtar, 2008).
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Conclusion

L’endoscopie est un acte médical extrémement répandu réalisé par des professionnels de
santé qui doivent assurer la sécurité de leurs patients. Du fait de leur conception les
endoscopes souples ne sont pas stérilisables et nécessitent des procédures spécifiques de
nettoyage et de désinfection. Ce sont des instruments colteux. Des restrictions budgétaires
empéchent souvent I'achat de plusieurs appareils. De ce fait, la pression augmente pour
réutiliser plus rapidement le méme instrument. Ce n'est possible qu'en réduisant la durée de
la désinfection ou du nettoyage préalable, I'aprés-traitement (rincage) et en omettant
d'entretenir I'endoscope. Le risque d'infections exogénes en est dés lors accru et la formation
de biofilm dans les canaux d’endoscope constitue une source majeure d’infection
hospitaliere.

Les données fournies dans cette étude ont montré que la réduction microbienne
attendue apres 'exposition au désinfectant n’est pas atteinte lorsque le biofilm s'est formé,
Aucune des méthodes de désinfection testées dans notre n'a totalement éliminé le biofilm;
I’application manuelle de 2% de glutaraldéhyde et des ses concentrations n’a pas donné de
grands effets en raison du fait que ce produit fixe les débris et protéines.

Ainsi, le choix du désinfectant et le temps d'action sont trés important lors de 1’éradication
des biofilms. Le temps appliqué dans nos services (CHU) n’est pas efficace et doit étre revu
et corrige.

Nos résultats montrent qu’il est difficile d’assurer une désinfection parfaite des
endoscopes. Les difficultés rencontrées sont probablement liées a la complexité des
appareils et des techniques de désinfection utilisées.

Enfin nous nous disons que d'autres études sont nécessaires pour :
- Réduire le risque de formation de biofilms dans les canaux d’endoscopes,
- Cherchera les moyens d'améliorer le processus de désinfection

- Apporter des mesures correctives et d’éviter les résistances et infections associée.
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Annexe 1 : Résultats de la formation de biofilm par la technique de TCP

Les souches de klebseilla pneumoniae

Les souches de Pseudomonas aerugenosa

Témoin Témoin
Kpl Psl
Kp2 Ps2
Kp3 Ps3
Kp4d Ps4
Kp5 Ps5
Kp6 Ps6
Kp7 Ps7
Témoin
Témoin Ps8
Kp8 Ps9
Kp9 Ps10
Kp10 Psl11
Ps12
Ps13
Ps14
Témoin
Ps15
Ps16
Ps17
Ps18
Ps19
Ps20

Ps21
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Annexe 2 : Résultats d’éffet des concentrations du désinfectant sur les bactéries étudies

Les souches de klebseilla pneumoniae Les souches de Pseudomonas aerugenosa

Résultat de la souche K1
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Résultat de la souche K2

Résultat de la souche Ps2
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Annexe 3 : Résultats de I’effet du temps de séchage sur ’adhésion des souches isolées.

Les souches de klebsiella pneumoniae Les souches de Pseudomonas aerugenosa

Résultat de la souche K4

Résultat de la souche K1 Résultat de la souche Ps1
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Annexe 4 : Résultats de dénombrement

Les souches de klebsiella pneumoniae Les souches de Pseudomonas aerugenosa

Sans désinfectant Avec désinfectant Sans désinfectant Avec désinfectant
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Annexe 5 : Résultats de la téchnique de MATS pour les souches de klebsiella pneumoniae

et Pseudomonas aeruginosa.

Solvant
Les souches Hexane Hexadecane Chloroforme
Ps1 Moyenement Moyenement
hydrophile (34,56%) | hydrophile (34,09%)
Ps2 Moyenement Moyenement
hydrophile (39,13%) | hydrophile (31,52%)
Ps16 Moyenement Moyenement
hydrophile (37%) hydrophile (36%)
Kpl
Kp2
Kp3 Moyenement

hydrophile (29,47%)




