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Résumé

Les endoscopes jouent un role diagnostique et thérapeutique trés importants, aprés chaque
proceédure endoscopique ils peuvent étre contaminés par des germes opportunistes tels
Klebseilla pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa et Staphylococcus aureus et autres, pouvant
engendrer des biofilms résistants aux désinfectants. Cette étude est une synthése et
comparaison des résultats de 3 masters antérieurs sur le r6le du désinfectant (Glutaraldéhyde),
sa concentration et son temps de contact sur la croissance de ces 3 bactéries en mode biofilm

isolées de canaux d’endoscope .

Les résultats ont montré que les K. pneumoniae et les S. aureus adhérent et forment un
biofilm plus rapidement sur supports abiotiques que les souches de Pseudomonas aeruginosa.
La désinfection au glutaraldéhyde ne permet pas de les éradiquer indépendamment de sa
concentration et de son temps de contact. Cela est di probablement aux caractéristiques des
parois bactériennes de ces espéces et du support étudié.

Le procédé de nettoyage et de désinfection des canaux 1’endoscope nécessite alors une plus

grande importance.

Mots clés : Endoscope, Contamination, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae,

Pseudomonas aeruginosa, biofilms, désinfection.



Abstarct

Endoscopes play a very important diagnostic and therapeutic role, after each endoscopic
procedure they can be contaminated by opportunistic germs as Klebseilla pneumoniae,
Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus and others, which can generate biofilms
resistant against disinfectant. This study is a synthesis and comparison of the results of 3
previous masters about the role of the disinfectant (Glutaraldehyde), its concentration and its
contact time against the growth of these 3 bacteria in biofilm isolated from endoscope canals.
The results showed that K. pneumoniae and S. aureus adhere and form a biofilm more
quickly on abiotic supports than Pseudomonas aeruginosa.

Disinfection with glutaraldehyde doesn’t eradicate them regardless of its concentration and
contact time. This is probably due to the characteristics of the bacterial walls of these species
and support studied

The cleaning and disinfection process of endoscope canals should requires greater

importance.

Keywords : Endoscope, Contamination, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae,

Pseudomonas aeruginosa, biofilms, disinfection.
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Introduction

Les procédures endoscopiques sont devenues des procédures médicales les plus couramment
pratiquées. Pendant leurs utilisation, les endoscopes peuvent étre fortement contaminés par la
flore du patient et provoqués des flambées infectieuses.

Ces dispositifs medicaux sont sensibles a la chaleur et donc une action de stérilisation n’est
pas possible (Oumokhtar, 2008). Leurs décontamination continue de poser un probleme
récurrent dans la lutte contre les infections associées aux soins.

Il n'y a pas de méthode infaillible de nettoyage et de désinfection de ces instruments
largement utilisés et colteux avant réutilisation. Le nettoyage approprié des endoscopes est

une procédure compliquée et longue.

Des résidus cellulaires de patients et des biofilms bactériens ont été trouvés dans les canaux
des endoscopes préts a I'emploi ou ils peuvent affecter I'efficacité des désinfectants et des
stérilisants, augmentant le risque de transmission nosocomiale.

Les bactéries présentes dans les biofilms sont enfermées dans une matrice de polysaccharides
(EPS) qui les aide a les protéger de I'environnement et augmente leur résistance aux biocides,

ce qui diminue encore I'efficacité des agents de nettoyage et de désinfection.

Le but de cette étude était de faire une synthése et comparaison de 3 travaux antérieurs
effectués au méme laboratoire portant sur une méme méthodologie de détection et du suivi de
la cinétique de formation de biofilm en présence et absence de désinfectant sur trois espéces

de bactéries tres largement retrouvées dans des contaminations de canaux d’endoscopes.

Notre role est d’essayer de comprendre le comportement de ces bactéries sessiles dans un
biofilm mature vis-a-vis de concentrations différentes de désinfectant (Glutaraldéhyde) a

différents temps de contact.
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Chapitre 1 : Les infections associées a I’endoscopie
Voir I’intérieur du corps humain pour en observer les anomalies fut, depuis toujours, un défi
pour les médecins. L’endoscopie existe depuis le début du XI1Xeéme siecle et reste largement

répandue dans le monde médical (Camran, 2001).

1. Les dispositifs medicaux : Endoscope

Il n’a jamais été facile de donner une définition d’un dispositif médical. Cette difficulté est
liée notamment au nombre et a la diversité de ces dispositifs.

Le groupe de travail sur I’harmonisation mondiale (GHTM) a propose en 2005 une définition
dans laquelle il considere le dispositif médical (DM) tout appareil, instrument, machine, ou
agent d’étalonnage in vitro, dont 1’action principale sur le corps humain, n’est pas obtenue par
des moyens pharmacologiques, métaboliques ou immunologiques, et qui est orienté(e) a étre
utilisé(e) pour les buts suivants : diagnostic, prévention, suivi, traitement ou atténuation d’une
maladie (Global Harmonization, 2005).

Les endoscopes sont parmi les plus importants dispositifs médicaux qui jouent un role

diagnostique et thérapeutique et qui sont trés fréquemment pratiqués.

2. L’endoscopie digestive

L'endoscopie est un terme générique, qui signifie « regarder a l'intérieur ». C’est une
technique d’observation, de prélévement et d’exérése chirurgicale pratiquée en introduisant un
endoscope ou un fibroscope a I’intérieur du corps humain. Elle se fait par les voies naturelles
lorsque cela est possible, autrement par incision (Galtier, 1924).

L’endoscopie digestive est un examen médical permettant d’observer I’intérieur du tube
digestif (I’estomac, I’intestin, 1’cesophage) a travers des orifices naturels, ainsi que la
réalisation de gestes locaux diagnostiques (biopsies ou ponctions) et thérapeutiques, grace a
I’introduction d’un céable souple équipé d’une caméra et d’une lampe [(Redah et al., 2001) ;
(El Khomssi, 2017)].

Les endoscopes souples ont des structures complexes composés de nombreuses pieces
différentes dotés d’une zone trés flexible de béquillage au niveau distal commandée par
I’opérateur pour permettre de les guider dans les tortuosités de ’anatomie a explorer
[(Palazzo, 2011) ; (David, 2017)]. lls sont plus complexes a nettoyer et ne supportent pas de

procédé de stérilisation a haute température (Shumway et Broussard, 2003) (Figure 1).
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Figure 1 : Endoscope souple (Leusse et al., 2007).

Un endoscope digestif est composeé de plusieurs parties :

» Embout distal : C’est la partie la plus fragile mais la plus importante de 1’endoscope.Elle
est constitue des 9 al5 cm du tube d’insertion. Cette extremité distal contien les lentilles
et le projecteur qui permet la diffusion de la lumiere et parfois méme une sortie air-eau, ou
bien une sortie d’aspiration (Duport et Decousser, 2012).

> Tube d’insertion qui regroupe les circuits électroniques permettant la transmission de
I’image.

» Canal opérateur pour réaliser des prélevements et 1’aspiration des liquides ou mucosités

» Canal d’insufflation et de lavage permettant d’insuffler de ’air et dilater la cavité

gastrique ou de I’eau pour laver 1’objectif de I’endoscope (Dumortier et Leusse, 2006).

3. Lacontamination d’endoscopie

Comme tous les dispositifs médicaux pratiqués en médecine, I'endoscopie est a risque de
transmettre des infections.

La structure complexe des endoscopes rend possible une accumulation de souillures
organiques (liquides biologiques ou tissus), ou minérales (dép6ts de calcium ou de
magnésium) en certains points, plus ou moins accessibles au nettoyage, a la désinfection et au
séchage. Ces souillures peuvent elles-mémes renfermer des agents infectieux et constituent
des points d’ancrage des germes et des substrats favorables a la multiplication de micro-
organismes. Une fréquence ou une qualité insuffisante de traitement peut aboutir a la
formation d’un biofilm [(Spach et al., 1993) ; (Nelson, 2003) ; (Kovaleva et al., 2013)].

La contamination par les micro-organismes peut étre d’origine endogéne, c’est a dire du

patient lui-méme, ou bien exogeéne, c’est-a-dire une contamination venant de 1’endoscope,
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d’un Laveur-Désinfecteur d’Endoscope (LDE), d’une solution d’irrigation (Deflandre et al.,
2001).

3.1. Infections endogenes liées a I’endoscopie

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 micro-organismes (Marchetti, 2005). Dans ce cas, aprés utilisation de
I’endoscope la présence d’une flore microbienne riche est inévitable.

L’infection peut étre 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
(Ministére des affaires sociales et de la santé, 2016), généralement causée par Escherichia

coli, Klebsiella spp, ou d'autres Enterobacteriaceae et Entérocoques (Kovaleva, 2016).

3.2. Infections exogénes liées a I’endoscopie
L’endoscope peut étre contaminé soit par le patient ou 1’environnement, il s’agit d’une
contamination croisée. La contamination des endoscopes peut étre due a différents parametres
[(Bécheur et al., 2000) ; (GREPHH, 2016)]:
-Un probléme de conception de I'endoscope rendant difficile son entretien.
-Une rupture de la chaine de traitement (défaut de pratiques, dysfonctionnement d'un procédé
de nettoyage ou de désinfection de 1’endoscope).
-Une contamination du LDE.
-Une contamination des fluides de traitement (produit, eau de ringage).
Des contaminations par des mycobactéries résistantes au glutaraldéhyde et des souches de
Pseudomonas aeruginosa ont pu étre retrouvées au niveau de LDE. Les micro-organismes
sont généralement véhiculés par I’endoscope. La contamination se situe au niveau des canaux
internes de 1’appareil (Systchenko, 2000).
Les infections exogénes sont associées a l'endoscopie mais peuvent étre évitées par des
procédures de désinfection bien contrdlées. Les micro-organismes exogenes les plus
fréguemment associé a la transmission sont Pseudomonas aeruginosa et Salmonella spp. Ces
micro-organismes peuvent étre transmis apres utilisation soit par un endoscope contaminé ou

par un équipement auxiliaire (Kovaleva et al., 2013).

4. Micro-organismes contaminants I’endoscope digestive
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Les micro-organismes responsables a des transmissions iatrogenes lors de 1’endoscopie sont
des bactéries a Gram négatif dont Pseudomonas aeruginosa, Serratia marcescens,
Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae et quelques espéces de Salmonella et Helicobacter
pylori (Nelson, 2003).

D’autres especes bactériennes a Gram positif sont également retrouvées tels les
Streptocoques, Staphylococcus aureus [(Chapuis, 2006) ; (Petignat et al., 2008) ; (Kovaleva
et al., 2009)].

4.1. Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas aeruginosa appartient a un vaste groupe de bactéries qui recut la dénomination
de "non-fermentant" (Meghdas et al., 2004). Le nom de genre est composé du grec «pseudo»
(imitation) et « monas » (unité), « aeruginosa » signifie vert-de-gris en latin et se réfere aux

pigments que sécrete la bactérie (Salacha, 2010) (Tableau 1).

Tableau 1 : Taxonomie de Pseudomonas aeruginosa (Elmeskini, 2011).

Reégne Bacteria
Embranchement Prokaryota

Division Proteobacteria

Classe Gammaproteobacteria
Ordre Pseudomonadales
Famille Pseudomonadaceae
Genre Pseudomonas

Espéce Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa est une bactérie a Gram négatif, qui se présente sous forme de
batonnets droits et fins de 1 a 3 um de long et 0,5 a 0,8 um de large [(Sefraoui, 2015) ;
(Denis et al., 2016)] (Figure 2), dépourvus de spores et de capsule mobiles graces a une
ciliature polaire en général monotriche [(Hafiane et Ravaoarinoro, 2008) ; (Touati et al.,
2013)], leur mobilité est tres vive en aérobiose (Morris et al., 2013).

C’est un germe hydro-tellurique ubiquitaire, plus répandu dans les zones humides (eaux
polluées, les sols, les lacs, les rivieres, les végétaux), mais aussi sur matériel médical

(endoscopes, nébulisateurs, respirateurs artificiels, équipements de dialyse, bains marie,
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solutions antiseptiques) (Cabrolier et al., 2014), ou il vit a I’état saprophyte (Kerr et
Snelling, 2009).

Pseudomonas aeruginosa posséde de nombreux facteurs de virulence, dont certains 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 comme des élastases, des

protéases et des phospholipases qui dégradent les composés cellulaires de I’hote (Hall et al.,
2016).

Figure 2 : Pseudomonas aeruginosa en microscopie €électronique grossissement X400
(Aissa, 2012).

4.2. Klebsiella pneumoniae
La taxonomie du genre Klebsiella a été révisée a de nombreuses reprises, mais la classification la

plus communément admise est de Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology (Tableau 2).

Tableau 2 : Taxonomie de Klebsiella Pneumoniae (Kouch, 2015).

Reégne Bacteria
Embranchement Proteobacteria

Classe Gammaproteobacteria
Ordre Enterobacteriales
Famille Pseudomonadaceae
Genre Klebsiella

Espéce Klebsiella pneumoniae
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Le genre Klebsiella connue sous le nom de pneumobacille de Friedlander, est une espéce

ubiquitaire, répandue dans des eaux de surface, des eaux usees, des effluents industriels, du

sol, du bois et des végétaux. Elle existe également a I'état commensal sur la peau et les

muqueuses des animaux et I’homme [(Bagley et al., 1978) ; (Dong et al., 2003) ; (El-Fertas-

Aissani et al., 2013)] (Figure 3).

La pathogénicité de Klebsiella pneumoniae se traduit par plusieurs facteurs de virulence qui

lui permettent de surmonter I'immunité innée de I'hdte et de maintenir chez un mammifére

hote (EI Fertas-Aissani et al., 2013), comme la capsule, les endotoxines, les fimbriae ( de

type 1 et 3).

Figure 3 : Observation microscopique de Klebsiella pneumonia grossissement X400

4.3.Staphylococcus aureus

(Kouch, 2015).

Selon la 9éme édition du Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology (Tableau 3), les

staphylocoques sont classés parmi les bactéries a Gram positif pauvres en GC (Schaechter,

1999)
Tableau 3 : Taxonomie de Staphylococcus aureus
Phylum Firmicutes
Domaine Bacteria
Classe Bacilli
Ordre Bacillales
Famille Staphylococcaceae
Genre Staphylococcus
Espece Staphylococcus aureus
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Staphylococcus aureus, espece type du genre Staphylococcus, parfois appelée staphylocoque
doré, sont des cocci de 0,5 a 1.5 um de diametre (Figure 4). Elles sont immobiles, non
sporulés, La majorité sont capsulés mais ils peuvent perdre leur capsule apres culture
(Norden et al., 1986).

S. aureus est une bactérie ubiquitaire que 1’on retrouve fréquemment sur la peau et les
muqueuses de I’homme, c’est ’'un des principaux agents étiologiques des infections
superficielles et profondes ainsi que des syndromes liés a 1’action des toxines.

La base de la colonisation de S. aureus est complexe et mal connue, mais semble impliquée
dans le contact de la bactérie avec son hote ainsi que dans son aptitude d’adhésion et
d’évasion aux défenses immunitaires. Les patients porteurs de S. aureus ont plus de risque de
développer une infection que les autres (Wertheim et al., 2005).

Les facteurs de virulence identifiés sont nombreux chez les staphylocoques. Ils sont codés par
des genes localisés sur le chromosome ou sur les éléments génétiques mobiles (Fomba,
2006).

Les staphylocoques secretent une quantité impressionnante de toxines et d’enzymes
hydrolysant différents constituants cellulaires. Ces toxines et enzymes extracellulaires

contribuent a la pathogénie des staphylocoques (Bisognano et al., 2000).

Figure 4 : Le staphylocoque doré sous microscope éléctronique grossissement X400
(Guallar, 2015).
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Chapitre 2 : Les biofilms et mécanisme d’adhésion

L’endoscope flexible dont I’endoscope digestif est composé des canaux multiples et des
ports qui peuvent recueillir facilement la matiére organique et donc fournir les conditions
optimales pour la croissance de biofilms, méme si les protocoles de retraitement sont
appliques (Kovaleva et al., 2013). De méme si la qualité de traitement est insuffisante, elle
peut aboutir aussi a la formation d’un biofilm (Pozzetto, 2007). Dans la nature, environ 90 %

des bactéries adoptent un mode de vie en biofilm.

1. Définition de biofilm
Les biofilms sont des communautés de microorganismes, composées de bactéries et/ou
moisissures de diverses especes, se développant sur des surfaces et entourées par une matrice
extracellulaire qui les protege des agressions extérieures (Lebeaux et al., 2016). Environ 80%
des infections bactériennes chroniques sont associées a la présence de biofilms (Chalvet,
2009).

2. Les étapes de formation de biofilm
La formation d’un biofilm représente un processus dynamique et complexe (Costerton,

1999), passe par plusieurs étapes : (Figure 5)

1 : Phase d’adhésion réversible, 2 : Phase d’adhésion irréversible, 3 : Phase de la formation
de microcolonies, 4 : Phase de maturation du biofilm, 5 : Phase de dispersion des cellules
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Figure 5 : Les étapes de la formation du biofilm (Beloin et Ghigo, 2005)
2.1. Adhésion reversible
L’adsorption réversible met en jeu des forces d’interaction différentes, notamment les forces
de London-van der Waals, les interactions électrostatiques et les interactions de Lewis.
L’ensemble est modélisé par la théorie dite XDLVO [(Van Oss, 1995); (Wang et al., 2011)].
Suite a cette adsorption, deux évolutions sont possibles : soit le microorganisme est désorbé et
retourne dans la phase liquide, soit il parvient a rester fixé et passe donc a 1’étape d’adhésion

irréversible.

2.2. Adhésion irréversible « engagement »

La sécrétion d’exopolymeéres par les bactéries permet de consolider leur fixation au support.
Dans ce cas, ’adhésion devient irréversible grace a des interactions spécifiques entre les
composants superficiels bactériens (adhésines) et les récepteurs de surface de la cellule héte
ou de la sonde avec des liaisons de type hydrophobe [(Spiers et al., 2003) ; (Kuchma et
al.,2005)]. Et surtout grace a des structures d’adhésion variant selon les types de micro-
organismes concernés (Beloin et Ghigo, 2005).

Pour les bactéries Gram-négatives, il s’agit des pili, des curli, des capsules et du glycocalix.
Alors que pour les bactéries Gram-positives, il s’agit des acides teichoiques, 1’acide
mycolique, la capsule et le glycocalix. D’autres bactéries vivant presque uniquement fixées
(comme par exemple Caulobacter ou Hyphomicrobium) utilisent des structures spécifiques

comme le pédoncule ou la gaine (Van Houdt et Michiels, 2005).

2.3. Formation de microcolonie : « maturation précoce »
Une fois I’attachement des bactéries irréversibles, les bactéries commencent a se diviser et a
former des microcolonies qui vont recouvrir toute une partie de la surface [(Chmielewski et
Frank, 2003) ; (Stanley et al., 2003)].

2.4. Maturation du biofilm
Au sein d’un biofilm mature, les microorganismes sont séparés par des ports aqueux qui
forment un réseau de circulation permettant d’une part d’acheminer 1’oxygeéne et les
nutriments dans les régions enfuies du biofilm et d’autre part d’évacuer les déchets (Filloux et
Vallet, 2003).
Le développement des microcolonies traduit le stade de maturation du biofilm et la

colonisation de nouvelle surface (Roux et Ghigo, 2006).
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Les colonies se trouvent normalement séparées les unes des autres par des canaux ou circule
le flux du milieu qui permet la diffusion des nutriments, d’oxygeéne et parfois d’agents
antimicrobiens (Donlan, 2002), et 1’évacuation des produits issus du métabolisme bactérien
(Costerton, 1999). Finalement 1’épaisseur maximale du biofilm est atteinte durant la phase de
maturation (Clutterbuck et al., 2007).

2.5. Dispersion de biofilm

Lorsque I’épaisseur maximale du biofilm est atteinte, le biofilm subit des phénomenes de
dispersion. La dispersion est 1’étape permettant aux microorganismes au sein du biofilm de
retourner a un état planctonique. Celle-ci permet aux individus de promouvoir une diversité
génétique, de fuir un environnement défavorable ou bien de coloniser de nouvelles niches
¢écologiques engendrant la formation d’autres biofilms [(Parsek et Greenberg, 2005) ;
(Clutterbuck et al., 2007) ; (Sauer et al., 2007)].

La dispersion peut étre active ou passive. La dispersion active est initiée par les bactéries
mémes du biofilm afin de s’échapper de celui-ci. Il s’agit donc d’une dispersion relevant de
mécanismes biologiques [(Morgan et al., 2006) ; (Baudin, 2017)].

La dispersion passive est quant a elle relayée par des forces externes appliquées au biofilm qui
décrochent les bactéries du biofilm. Il s’agit donc d’une dispersion relevant de mécanismes

physicochimiques [(Flemming, 2011) ; (McDougald et al., 2012)].
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Chapitre 3 : Traitement des endoscopes

Les endoscopes sont des dispositifs médicaux exposés a des contaminations menant a des
menaces cliniques, donc ils doivent étre nettoyés et désinfectés aprés chaque utilisation en
évitant la contamination et le risque d'infection croisée lors des futures interventions
endoscopiques (Chapuis, 2006).

Le traitement des endoscopes doit étre effectué immédiatement aprés chaque acte
endoscopique. 1l concerne la réduction du nombre de micro-organismes vivants avec
élimination de tout germe pathogene pour lutté contre les infections graves liées a la santé
dues au biofilm, de nombreux types de recherches sur les antimicrobiens ont été menés en
matiére de désinfection hospitaliére et de retraitement des endoscopes [(Marion et al., 2003) ;
(Aumeran et al., 2012)].

On distingue classiquement deux traitements : manuelle et automatisé.

1. Traitement manuel
Le traitement manuel des endoscopes consiste a éviter la contamination de ces dispositif
médicaux, prévenir les différents risques infectieux exogenes et la transmission pour chaque
patient soumis a I’endoscopie. Elle concerne aussi bien la transmission a d'autres patients qu'a
des membres du personnel. C'est pourquoi certaines précautions doivent étre prises (Conseil
Supérieur d'Hygiéne, 1996).
L’endoscope doit étre totalement immergeable, irrigable et debranché de sa source pour
assurer un bon traitement de qualité satisfaisante (Gervaise, 2008).
Les erreurs humaines aussi possibles pendant le nettoyage manuel peuvent comprendre le
nettoyage incomplet des canaux d’endoscope parce que le personnel de retraitement des
endoscopes ne les connaissait pas, la mauvaise évaluation si les canaux fuient ou sont
bloqués, et aussi 1I’évacuation insuffisamment de liquide dans tous les canaux (Choi et Cho,
2015).

Le traitement manuel des endoscopes comporte 7 étapes (Tableau 4).
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Tableau 4 : Les différentes étapes d’une procédure de désinfection des endoscopes

(ElI Khomssi, 2017).

Etapes Obijectifs spécifiques Modalité

1) Prétraitement

2) Premier nettoyage Au
moins 10 min

3) Second nettoyage Au
moins 5 min

4) Ringage intermédiaire

5) Désinfection

6) Ringage terminal

7) Séchage

8) Utilisation Immédiate et
Stockage
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2. Traitement automatisé

Le traitement automatisé est effectué par des machines (laveurs-désinfecteurs d’endoscope

(LDE) destinées a laver et désinfecter les surfaces externes et internes des endoscopes souples

thermosensibles semi-critiques (Ministere des affaires sociales et de la santé, 2016).

Cette procédure comporte 6 étapes qui sont :

>

YV V V VY

>

Le pré traitement.

Une étape préalable a la mise en LDE.

Le ringage préliminaire.

Le traitement en LDE.

Le séchage avant stockage.

Le nettoyage du LDE en fin de programme (Thomas, 2018).

Le traitement automatisé devra autant que possible étre privilégiée en raison de sa meilleure

reproductibilité et standardisation. Il permet également d’améliorer la tragabilité ainsi que de

diminuer I’exposition des professionnels aux agents chimiques (Conseil Supérieur
d'Hygiéne, 1996).
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1. Circonstances de I’étude

Suite aux situations de cette année 2020, la pandémie du Covid-19, la fermeture des
laboratoires de recherche et par conséquent des universités, notre théme d’origine n’a pu voir
le jour. Néanmoins, un autre sujet de master nous a été proposé et qui était de faire une
synthése de travaux antéricurs de 3 masters portant sur 1’étude de quelque parametres
d’adhésion de différentes souches isolées d’endoscopes dans des quelques établissements
hospitaliers et de pouvoir faire des comparaisons.

Tout de méme nous avons tenu présenter cette partie Matériel et Méthodes afin de mieux
cerner notre sujet de pouvoir connaitre les techniques de les comparer et de les discuter.

Les étudiants des 3 masters antérieurs ont pu réaliser ces différentes techniques.

2. Revivification des souches isolées de I’endoscope
Les souches bactériennes, 10 souches de Klebsiella pneumoniae, 21 souches de Pseudomonas
aeruginosa et 5 souches de staphylococcus aureus d’origine hospitaliére, isolées de canaux
d’endoscopes de type PENTAX@ (Figure 6), sont incluses dans cette étude. Ces souches font
partie de la collection des souches bactériennes du Laboratoire de Microbiologie Appliquée a
I’ Agroalimentaire, au Biomédical et & ’Environnement « LAMAABE » (Université Tlemcen)

1solées dans le cadre d’une thése de doctorat.

Figure 6 : Type de fibroscope utilisé au service de gastro-entérologie du CHU Tlemcen.

Afin de poursuivre cette étude, une re-confirmation de 1’identification des souches était
nécessaire ; pour cela une revivification de ces derniéres a été réalisée sur :

» Le milieu Mac Conkey favorisant la croissance des entérobactéries grace a la

présence du cristal violet (inhibition de la flore gram (+) et aux sels biliaires (sélection

des entérobactéries).
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> Le milieu de Chapman sélectionnant les staphylocoques gréce a la présence du
mannitol et d’une concentration élevée de NaCl qui inhibe la plupart des autres
bactéries.

> Le milieu Cétrimide pour la recherche des Pseudomonas, ce milieu est un ammonium
quaternaire qui inhibe la croissance de la plupart des autres especes bactériennes.

Les boites ensemencées sont incubées a 37°C pendant 18-24 heures.

3. lIsolement et purification
Aprés incubation des milieux sélectifs ensemencés, Les colonies sont repérées selon leurs
aspects morphologiques puis elles sont isolées et purifiées sur les méme milieux jusqu’a
I’obtention de colonies pures qui seront identifiées par une :

» Etude de leur caractere macroscopique (aspects des colonies sur milieux géloses).

> Etude de leur caractere microscopique (forme des bactéries et coloration de Gram).

4. ldentification par Galerie APl 20E et Galerie APl Staph

Les galeries API reposent I'utilisation de tests biochimiques miniaturés sous forme de
microtubes préts a ’emploi contenant le substrat lyophilisé nécessaire aux différents tests
biochimiques. Les substrats reconstitues suivant les recommandations du fabricant, sont
examinés apres incubation a 37°C pendant 24h, les réactions produites sont révelées par des
virages colorés spontanés ou par addition de réactifs. La lecture de ces réactions se fait a
I’aide de la matrice d’identification et nous permet d’établir un biotype de l’isolat. Apres
I’incubation, la lecture de la galerie doit se faire en se référant au tableau de lecture

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

et la galerie API staph pour les souches de Staphylococcus aureus avec des différents profils.

5. Conservation des souches
Toutes les souches identifiées sont conservées en double réplique sur une gelose nutritive

inclinée +4°C ou sur le glycérol.

6. Détection de la production de biofilm chez les souches isolées
Cette partie de I’expérimentation a porte sur la détection de la formation de biofilm chez les

souches isolées. En I’occurrence deux méthode sont été employées: la technique de
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microplaque 96 puits par coloration au cristal violet et la méthode par ensemencement sur

milieu Rouge Congo (RCA).

6.1. Méthode de plaque de culture de tissus (TCP)
La méthode de plague de culture de tissus (TCP) décrit par O'Toole et al. (2000) permet une
évaluation quantitative de la formation du biofilm.
A partir d’une culture pure et jeune de 24h, on ensemence 5 mL de TSB, qu’on incube & 37°C
pendant 18 a 24h (Tré-Hardy et al., 2008).
Aprés incubation des dilutions appropriées sont effectuées afin d’obtenir une suspension
bactérienne équivalente & 10° UFC/mL par ajustement de 1’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.
Aprés incubation a 37°C pendant 24h en condition statiques, les puits de la microplaque sont
vides de leur contenu puis laves trois fois consécutives avec 0.2 mL d’eau physiologique
stérile.
Les biofilms ainsi formés par 1’adhésion des bactéries sessiles sont colorés avec du Cristal
Violet (CV) 4 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 I’eau distillée stérile (EDS) afin d’éliminer toute trace de colorant non fixe. Les
microplaques renversées 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 (95%) pour
libérer le colorant fixe au sein des cellules emprisonnées dans le biofilm ainsi formé
(Hassaine et al, 2017).
Les densités optiques (DO) de tous les puits sont déterminées par 1’intermédiaire d’un lecteur

ELIZA aune longueur d’onde 570 nm (Figure 7).
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1 -Apres incubationde  2- Vides les puits des 3-Les puits colorées avec
48h a 37°C. microplaques et rincées 3 150ul de cristal violeta
fois avec 150ul. d'eau 0.4% (p: v)

distillée

4-Apresincubation de 30 5- Solubilisé les cellules 6- Mesurée par la lecture de 14
min. rincées le cristal adhérant avec 200ul DO 3 570nm dans un lecteur
violet 5 fois avec 300ul d'éthanol a 95% (v/v) ELISA Auto Reader

d’eau distillée stérile

Figure 7 : Etapes de la détection et lecture de biofilm par méthode TCP.

Selon les travaux de Christensen et al. (1985) et de Hola et Ruzicka (2011), les souches
compte tenu de leur pouvoir adhérent, ont été classées en trois catégories : non adhérentes,

faiblement adhérentes et hautement adhérente:

Tableau 5 : Classification de I'adhérence bactérienne par la technique TCP selon
(Stepanovic et al., 2000).

Valeurs DO Adhérence Formation de biofilm
DO < Dot Non adhérente Non formatrice

( |

\ 2 )
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6.2.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 indirecte qui permet de distinguer entre les souches productrices de slime de celles
qui n’en produisent pas, en se basant sur la composition de la couleur de leurs colonies.

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).

Evaluation de couleur des colonies, selon Satorres et Alcaraz en 2007, les colonies des
souches non productrices sont de couleur rose rouges tandis que celle qui ont la capacité a
produire un slime sont de couleur noires a surface ou presque noire (Nasr et al., 2012).

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).

7. Cinétique de la formation in vitro de biofilm sur tubulures a différentes
conditions

Dans cette partie expérimentale on a essayé d’évaluer in vitro les cinétiques d’installation du
biofilm des souches testée sur des morceaux de tubulure de méme composition que les
carnaux d’endoscope, sur une période de 72h avec et sans désinfectant (glutaraldéhyde a 2%).
Des morceaux de 1cm? de tubulure sont coupés et mis dans des tubes contenant 1mL d’une
suspension bactérienne ajustée a 0.08 - 0.1 a une longueur d’onde de 630 nm. Les tubes ainsi
préparés sont incubés a 37°C a différent temps soit: 2h, 4h, 6h, 8h, 12h, 24h, 48h et 72h.
A T’issu de chaque période d’incubation, les morceaux de tubulure sont récupérés, lavés
abondamment a I’eau distillée stérile pour éliminer les bactéries libres planctoniques, puis
placés dans ImL d’eau physiologie et traités par un passage successif de 3min dans un bain a
ultrason (model Wise Clean WUC-DO06H) et de 20 sec au vortex.
Une série de dilutions au 1/10 jusqu’au 1/100000 est effectuée pour chaque échantillon, puis
ensemencée sur gélose nutritive. Le dénombrement des colonies est réalisé aprés 24h
d’incubation a 37°C.
Pour connaitre I’effet du désinfectant sur la cinétique de formation du biofilm, la technique est
la méme que celle décrite précédemment. Mais aprés la période d’incubation, les tubulures
étaient récupérés et bien rincés et ensuite mises en contact du desinfectant durant 15 min a
température ambiante. Suite au temps de contact, ces dernieres sont bien lavées et mises dans

1 ml d’eau physiologique suivit d’une sonication, passage au vortex et d’un dénombrement.
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8. Evaluation in vitro de I’éfficacité 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 glutaraldéhyde de type (STERANIOS) (Figure 8), dont le
composant actif est le glutaraldéehyde. Celui-ci est utilisé soit concentré soit dilué pendant 15
min et 30 min. Pour cette partie, seules les bactéries formatrices de biofilm étaient
sélectionnées.
La technique utilisee est la méme que celle decrite précédemment de la formation de biofilm
sur microplaque (TCP).
Apreés la formation de biofilm de 24h par la méme technique que celle décrite précédemment
de la microplaque (TCP), les microplaques de 96 puits étaient rincees et mises en contact avec
différentes concentrations du désinfectant : soit une solution mere a 2% soit diluée a 75%, a
50 % et a 25%. Les microplaques sont laissées a température ambiante du laboratoire pendant
15 min (temps appliqué au service de gastroentérologie et suivant les recommandations
internationales).
De méme, d’autres microplaques étaient 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 1’eau physiologique. Une coloration avec du cristal violet a 0.1% est réalisée
pendant 15min puis rincée par deux fois a I’eau physiologique, aprés 150 pL de I’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.

ANIOS 2L

Figure 8 : Le désinfectant utilisé au service gastro-entérologies (CHU Tlemcen).
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1. Revivification des souches étudiées et analyse microbiologique
Rappelons que ce travail est le résultat des 3 mastérants de 2019 ou 36 souches ont été
étudiées, soit 21 souches de Pseudomonas aeruginosa, 10 souches de Klebsiella pneumoniae
et 5 souches de Staphylococcus aureus toutes isolées de canaux d’endoscopes de type
PENTAX du service de gastroentérologie du CHU de Tlemcen.
Une revivification des souches étudiées a été réalisée sur des milieux sélectifs et apres
I’incubation de 24h a 48h a 37°C, les résultats étaient comme suit :
Aspect des colonies sur milieu Mac Conkey : (isolement de Klebsiella pneumoniae).
Les colonies de Klebsiella pneumoniae avaient un diamétre de 3 a 4 mm étaient rondes, lisses,
bombees, brillantes et muqueuses (Figure 9).
Aspect des colonies sur milieu Cétrimide : (isolement de Pseudomonas aeruginosa).
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 9).
Aspect des colonies sur milieu Chapman :(isolement de Staphylococcus aureus).
La présence d’une culture permet d’orienter I’identification vers le genre Staphylococcus.
Généralement Staphylococcus développe des colonies de petites tailles apparaissent souvent
pigmentées, et entourées d’une auréole jaune dans le cas ou le mannitol est fermenté, sinon les
colonies sont de couleur blanche. Les colonies sont arrondies & bords régulier de 1 a 2 mm de

diametre (Figure 9).

1. Klebsiella pneumoniae, 2. Pseudomonas aeruginosa 3. Staphylococcus aureus.

Figure 9 : Aspect des différentes colonies isolées sur milieux sélectifs
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Les résultats des examens microscopiques réalisés apres coloration de Gram :
Les souches de Klebsiella pneumoniae et Pseudomonas aeruginosa sont des bacilles & Gram
(-) colorés en rose (Figure 10).

1. Klebsiella pneumonia 2. Pseudomonas aeruginosa
Figure 10 : Aspect des souches en microscopie électronique apres coloration de Gram

grossissement X400.

Les souches de S. aureus présentent une couleur violet typique des bactéries Gram positives.

Elles se présentent sous forme de cocci souvent sphérigques, en grappe de raisin (Figure 11).

Figure 11 : Aspect de Staphylococcus aureus en microscopie électronique suite a une

coloration de Gram grossissement X400.
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2. ldentification par Galerie APl 20E et Galerie API Staph
L’identification des colonies pures suspectées appartenir au genre Klebsiella, Pseudomonas et
Staphylococcus est complétée par Galerie APl 20E et Galerie APl Staph, qui ont permis de

donner les résultats suivants (Tableau 6).

Tableau 6 : Résultats de I’identification par Galerie API 20E et Galerie API Staph.

Code des souches Genre espéce

Psl, Ps2,.... Ps21 Pseudomonas aeruginosa

L’identification par la galerie API Staph a permis de caractériser 5 souches de Staphylococcus
aureus avec des profils numériques différents.

Alors que l’identification par galerie API 20E a permis de confirmer et caracteriser 10
souches de Kleibsiella pneumoniae appartenant avec des biotypes différents, et 21 souches de

Pseudomonas aeruginosa de profils différents ( Figure 12).

| 521477

1-Klebsiella pneumonia, 2.Pseudomonas aeruginosa,  3-Staphylococcus aureus

Figure 12 : Revivification des souches par Galerie API Staph et API 20E.
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3. Evaluation de la formation de biofilm des souches sélectionnées des trois masters
toutes isolées d’endoscopes
L’¢étude de I’adhésion des souches isolées permet d’expliquer leur persistance dans les canaux
d’endoscopes, et leur aptitude a former un biofilm.
La production de biofilm in vitro était détectée par les 3 mastérants (2019) et pour toutes les
souches, selon la méthode quantitative de la microplaque 96 puits (TCP) (Freeman et al.,
1989), et la méthode qualitative sur milieu au Rouge Congo (Mathur et al., 2006).

3.1.Technique de microplaques 96 puits (TCP)
Le test de microplaque est la technique la plus utilisée pour quantifier la formation de biofilm,
c¢’est un indicateur important de la pathogénicité (Stepanovic et al., 2000).
Les souches identifiées ont été testé pour leur capacité a produire du biofilm in vitro. Ceci par
la méthode quantitative de coloration au cristal violet sur microplague 96 puits en
polypropylene.
Les valeurs des densités optiques (DO) obtenus par le lecteur d’absorbance pour microplaques
ont été converties en histogramme sur Excel (Figurel3, 14 et 15).
Les résultats sont référés a la classification de Mathur et al. (2006). La valeur moyenne des

puits de contrdle (sans biofilm) est égale a 0.06.
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Figure 13 : Résultats de la quantification de la formation de biofilm in vitro par les souches

de Pseudomonas aeruginosa isolées de canaux d’endoscopes.
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Figure 14 : Résultats de la quantification de la formation de biofilm in vitro par les souches

de Klebseilla pneumoniae isolées de canaux d’endoscopes.
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Figure 15 : Résultats de la quantification de la formation de biofilm in vitro par les souches

de Staphylococcus aureus isolées de canaux d’endoscopes.

Tableau 7: Résultats de la technique de TCP.
Souche Fort Moderé Faible
Pseudomonas aeruginosa (n=21) 2 (10%0) 14 (70%) 5 (20%)

Aprés comparaison des résultats donnés par les 3 études et apres analyse des histogrammes et
du Tableau 7, les souches de Staphylocoques aureus semblent étre toutes de bonnes
formatrices de biofilm, vu que 60% d’entre elles étaient fortement adhérentes (dot x 4 < do) et

les 40% restantes étaient modérément formatrices. Les souches de Klebsiella pneumoniae

30

——
| —
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viennent en 2eme position, 90% d’entre elles forment un biofilm, 1/3 d’entre elles sont
hautement adhérentes. Contrairement aux souches de Pseudomonas aeruginosa ou seuls 10%
sont fortement formatrice de biofilm alors que la majorité est modérément formatrice (70%).
Plusieurs études ont été réalisees dans le but de tester la capacité des Pseudomonas a former
un biofilm in vitro tel Harisson-Balestra et al. (2003) ; Fu et al. (2010) et Oncel et al.
(2010) ont révélé que 60% des isolats de P. aeruginosa produit des biofilms bactériens par
méthode de TCP, que cette souche est souvent fortement formatrice de biofilm.

Selon Nagant en 2010, toutes les bactéries en générale et Pseudomonas aeruginosa en
particulier résident de maniére prédominante sous la forme d’un biofilm. Cette bactérie est
considérée comme bonne formatrice de biofilm selon Filloux et Vallet (2003).

D’autre par Bellifa en 2014 a montré que la présence d’un film protéique sur les implants
médicaux en contact direct avec un fluide favorise 1’adhésion et la formation des biofilms par
K. pneumoniae.

Staphylococcus aureus présente une cause majeure des infections communautaires et
nosocomiales et le plus souvent les infections aigues et chroniques dont la plus part sont dues
a la capacité de cette bactérie a adhérer sur les implants médicaux et a former des biofilms
[(Tomaras et al., 2003) ; (Lee et al., 2008)].

Johannes et al. (2002) montrait que 4 souches seulement sur 128 de S. aureus isolées du
milieu hospitalier formaient un biofilm.

Quant aux résultats trouvés dans ces 3 études, ils sont en accords avec plusieurs auteurs.
Pajkos et al. (2004) confirmait la présence de biofilm sur les canaux d’endoscopes.

Roberts dans son étude en 2013 confirme et révéle la présence de biofilm dans les canaux
d’endoscope flexible dus a la prolifération et persistance des microorganismes treés souvent
d’origine exogene.

Hassaine et Kaf Nemer (2017) ont montré également la présence de souches de
Staphylococcus aureus bonnes formatrices de biofilm dans les canaux d’endoscopes flexibles
du service de gastroentérologie de I’EHS de Ghazaouet.

La présence de biofilm sur la surface interne des canaux de 1’endoscope a été signalé dans la
littérature celle-ci est probablement associées a la présence de matiére organique et a
I’humidité dans les canaux d’endoscopes résultant d’un traitement inadéquat de I’endoscope

et ’insuffisance de séchage des canaux d’endoscope (Kovaleva et al., 2017).

3.2.Evaluation de la formation de biofilm par la méthode RCA
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Cette methode qualitative se base sur le caractére phenotypique des souches ensemencees sur
milieu Rouge Congo. Elle reste tres largement utilisée et considérée comme un test standard
pour la détection de la formation de biofilm [(Mathur et al., 2006) ; (Gad et al., 2009)].

Un résultat positif donne des colonies noires avec une consistance cristalline seche
susceptible de produire un slime. Alors que les colonies non productrices de slime restent
généralement rose (Freeman et al., 1989).

Rasha et al., en 2012 ont proposé la méthode de culture sur RCA comme une alternative a la
méthode TCP pour le dépistage de la formation du biofilm par les souches bactériennes étant
plutdt facile a réaliser, les souches ont pris moins de temps, et donc la méthode est sensible et
spécifique.

Les résultats de la production de slime sur le milieu Rouge Congo de toutes les souches sont

illustrés dans la Figure 16 et Tableau 8.

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

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

La technique RCA (Tableau 8) (Figure 16), confirme que les souches de Staphylococcus
aureus sont de bonnes formatrices de biofilm vu que la totalité formaient un excellent slime.
En général, les staphylocoques sont des membres bénins de la flore naturelle, mais de
nombreuses espéces ont la capacité d'étre des agents pathogénes opportunistes, infectant
principalement les individus qui ont des implants ou dispositifs médicaux. S. aureus et S.
epidermidis sont une source majeure d'infections associées aux dispositifs médicaux telles que
les infections liées aux cathéters intraveineux, aux stimulateurs cardiaques et aux implants
mammaires et formant de bons biofilms [(Paharik et Horswill, 2016) ; (Hiltuneun et al.,
2019)].

La méthode TCP détecte mieux les bactéries productrices de biofilm par rapport d’autres
méthodes, et plus précisément celle du Rouge Congo agar (Panda et al., 2016). C’est une
technique pratique et économique pour l’identification des facteurs et des conditions de

cultures optimales pour la formation du biofilm (Castro et al., 2013).
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La technique RCA concrétise la formation de slime qui est un phénotype confirmant la
présence de matrice EPS et une adhésion sur support. Les souches de Klebsiella pneumoniae
semblent plus adhérentes que Pseudomonas aeruginosa, ceci est d probablement a la
caractéristique de leur paroi.

Les souches de Klebsiella pneumoniae ont la capacité de produire des biofilms qui persistent
sur les surfaces abiotiques tels que les dispositifs & demeure et cela grace a la production de
fimbriae de type 1 et de type 3. Le biofilm protége la bactérie des désinfectants, des
antibiotiques et des attaques des réponses immunitaires de I'h6te prés du site de contact entre
le corps humain et les dispositifs a demeure [(Ostria-Hernandez et al., 2018) ; (Bengoechea
et Sa Pessoa, 2019)].

Les résultats retrouvés dans ces études concordaient non seulement avec ceux retrouvés par
Kara Terki en (2014) ou la majorité des souches de staphylocoques (111/200 souches)
étaient productrices de slime et toutes isolées de dispositifs médicaux provenant du méme
CHU de Tlemcen, mais également de ceux de Chibi en (2015) ou 100% des souches
Staphylococcus aureus isolées des surfaces étaient productrices de slime.

L’étude de Mirani et al. (2018) indiquait que P. aeruginosa et S. aureus présentent des
propriétés de surface hydrophobes et leurs assurent une bonne adhésion. Pseudomonas est
une bactérie opportuniste a Gram négatif produit de multiples facteurs de virulence et une
couche dense d'EPS contenant jusqu'a trois exopolysaccharides différents (alginate, Pel et Psl)

favorisant son adhésion (Kurmoo et al., 2020).

L

{B

1: Klebsiella pneumoniae 2 : Pseudomonas aeruginosa 3 : Staphylococcus aureus

Figure 16 : Aspect des colonies de souches sur milieu Rouge Congo.

Les résultats trouves dans ces études sont en accord avec celles obtenus par I’étude de Chibi

en 2015, qui montre que 76% de Pseudomonas aeruginosa était non formatrice de slime.
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L’étude de Bellifa en (2014) montre que 85 des souches de Klebsiella pneumoniae

produisaient un slime contre 30 non productrices.

4. Cineétique de la formation in vitro du biofilm par les souches isolées de canaux
d’endoscope

Ces trois études avaient pour but de connaitre a quel moment le biofilm pouvait étre mature
pour ces 3 types de bactéries sur un support abiotique qui était le polyéthyléne.
On consultant et on comparant les courbes de cinétiques de formation de leurs biofilms
pendant 72 heures en absence et en présence du désinfectant utilisé, on constate que la
maturité des biofilms pour les 3 genres bactériens, indépendamment de la présence ou non du
désinfectant est observée des la 8eme heure pour les S. aureus et les K. pneumoniae et se
prolonge a la 24eme et 48eme heure. Alors que celle du P. aeruginosa commence a la 12eme
heure.
Ces observations confirment les résultats précédents ou on a constaté que les souches de
Staphylococcus aureus et les K. pneumoniae formaient de bon biofilm et une bonne
adhérence, cela peut se comprendre vu que la maturité de formation du biofilm chez les P.
aeruginosa prend plus de temps. Ces résultats sont dus probablement aux caractéristiques des
parois bactériennes de ces espéces et du support étudié.
Pour une surface donnée, 1’adhésion bactérienne sera en fonction des caractéristiques
physicochimiques de la souche bactérienne utilisée, et que toute modification de ces
caractéristiques peut entrainer une augmentation ou une diminution de 1’adhésion bactérienne
(Baillif et al., 2010).
Le mode de vie des bactéries en biofilm est souvent lié a la structure pariétale de la bactérie et
la nature de surface qui influencent leur adhésion. L’adhérence peut se faire sur différents
supports, chacun ayant des caractéristiques d’hydrophobicité et de charges de surface
différentes, ce qui peut favoriser ou non I’adhérence microbienne en fonction des souches
bactériennes utilisées (Bellifa, 2014).
Plusieurs travaux antérieurs ont montré que [’adhésion des bactéries hydrophobes est
généralement supérieure a celle des bactéries hydrophiles car une bactérie hydrophobe aura
plus de facilité pour enlever le film d’eau la séparant de la surface a coloniser et qu’elle
¢tablira plus facilement contact avec cette surface, qu’une bactérie hydrophile [(Gallardo-
Moreno et al., 2002) ; (Bayoudh et al., 2006) ; (Bruinsima et al., 2007)].
La plupart des bactéries a Gram négatif ont de longues chaines de polysaccharides dans leur

lipopolysaccharides ayant pour résultat une surface hydrophile, tandis que les bactéries a
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Gram positif ont la partie d'acide lipoteichoiques qui se prolonge a I'extérieur de la cellule
rendant leur surface hydrophobe (Frank, 2001).

Toutes ces courbes de cinétique (Figures 17, 18 et 19) suivent les étapes de formation des
biofilms a savoir une adhésion initiale réversible suivie d’une irréversible, d’une étape de
maturation et enfin d’une dispersion qui commence a partir de la 48eme heure et s’achéve
vers la 72eme heure.

En présence du désinfectant qui est le glutaraldhéyde a 2%, la cinétique de la formation de
biofilm suit celle décrite précédemment & la seule différence que les Log 10 UFC/cm?
enregistrés sont plus faible.

Pour les trois espéces bactériennes, le glutaraldhéyde a 2% est efficace au moment de
I’attachement réversible des bactéries, ce qui est expliqué par la présence des liaisons
chimiques non covalentes ou des liaisons faibles (des forces de long distance et de faible
amplitude) entre les bactéries et le support et donc la plupart des bactéries sont en mode
planctonique ce qui permet au désinfectant d’éliminer facilement ces forces et donc
I’¢élimination des bactéries quel que soit la souche étudiée.

Le désinfectant est moins efficace au moment de ’adhésion irréversible vers la 6™ heure
pour toutes les souches de S. aureus et K. pneumoniae, et vers la 8™ heure pour les souches
de P. aeruginosa.

La transition vers une adhésion irréversible correspond a la synthese de structures a la surface
de la bactérie, ainsi que d’une profonde modification du profil d’expression des genes
(Schembri et al., 2003). L’adhésion est rendue possible grace a la sécrétion de polyméres
extracellulaires qui vont former des ponts de fixation entre la cellule et la surface ou entre
deux cellules. Ces exopolymeéres ont différents réles, ils assurent l'attachement irréversible
des micro-organismes a la surface, ils permettent le piégeage des éléments nutritifs
nécessaires a la croissance bactérienne et ils protegent également les micro-organismes des
agressions de nature biochimiques, chimiques ou biologiques.

Donlan (2002) a révélé que les EPS et les lipo-polysaccharides(LPS) sont plus importants
dans les mécanismes d’attachement a des surfaces hydrophiles.

L'alginate ou d'autres polysaccharides ont été identifiés comme les principaux ingrédients du
biofilm du P. aeruginosa, jouant un r6le important dans la maintenance des structures et la
résistance aux antimicrobiens (Wei et Ma, 2013).

A T’étape de maturation le désinfectant devient inefficace par rapport a son effet sur les

bactéries planctoniques, ce qui explique la consolidation du biofilm par formation d’une
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matrice d’exopolymeres composée de différentes molécules organiques extracellulaires, avec
des polysaccharides, des EPS et parfois des protéines ou des acides nucléiques.
L’¢épaississement de biofilm s’accompagne par une stratification physiologique, pour avoir
comme conséquence 1’apparition des différents états physiologiques qui sont des cellules
actives proches de zone superficielle, les cellules en croissance intermédiaire et les cellules en
dormance qui sont responsables d’une grande partie de la tolérance associée aux biofilms
(Sylla, 2001).

Selon Hall-Stoodly et al., 2004 la caractéristique la plus notable des staphylocoques
adherents qui colonisent les dispositifs médicaux est la quantité abondante d’EPS (également
connu sous le nom de glycocalyx ou «slime») qui encadre et les protége contre les cellules de
défense de I'hote et du traitement antibiotique.

Certaines bactéries peuvent se détacher du biofilm mature et rentrer dans la phase de
dissémination. Un grand nombre de bactéries quittent la structure tridimensionnelle, elles se
dispersent grace a des forces de cisaillement et vont, par conséquent, contaminer d’autres
sites, constituant de veritables réservoirs de bactéries pathogénes (Jouenne, 2008).

Selon Otto, 2008 le détachement de cellules du biofilm mature de S. aureus permet la

dissémination des bactéries et la colonisation de nouveaux sites d’infection chez ’homme.
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Figure 17 : Cinétique de la formation du biofilm in vitro des souches Pseudomonas

aeruginosa avec et sans désinfectant.
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Figure 18 : Cinétique de la formation du biofilm in vitro des souches de Klebseilla

pneumoniae avec et sans désinfectant.
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aureus avec et sans désinfectant.
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5. Résultats de différents parametres influencant la formation de biofilm sur
tubulures d’endoscope

Afin de mieux comprendre la formation et la persistance du biofilm sur les canaux
d’endoscope, les étudiants mastérants ont essayé d’étudier in vitro I’effet de quelques
parametres tel que le temps de contact du désinfectant (glutaraldéhyde a 2%) et sa
concentration. Pour cela seules les souches excellentes formatrices de biofilm ont été choisies
soient :
3 souches Klebsiella pneumoniae (k2-k3-k4) et une souche de référence (KP700603),
2 souches Pseudomonas aeruginos (Ps1, Ps2) et une souche de référence (ATCC27853),

3 souches Staphylocuccus aureus (S3, S4, S5) et deux souches de références (S Réf 1, SRéf2).

L’efficacit¢ du désinfectant a différentes concentrations : solution mere (Solution
commercialisée de glutaraldéhyde a 2%), solutions meéres diluée a 75, 50 et 25 % étaient
testée vis-a-vis du mode sessile des bactéries étudiées.

Les résultats obtenus sont présentes dans les histogrammes suivants :
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Figure 20 : Effet des concentrations du désinfectant sur les bactéries de Klebsiella
pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa et Staphylococcus aureus en mode biofilm de 24h

pendant un temps de contact de 15min.

Apres un temps de contact de 15min le désinfectant n’a pas un grand effet sur le biofilm de
I’ensemble des souches de K. pneumoniae avec une légére diminution de la DO, les
concentrations 75, 50 et 25 % de glutaraldhéyde ont presque le méme effet donc on assiste a
un impact négatif du désinfectant sur ces souches (Figure 20).

Les souches de S. aureus réagissent pratiqguement de la méme facon que les K. pneumoniae,
ou le désinfectant n’agit pas sur 1’adhésion les DO ont 1égérement diminué par rapport a la
DO initiale, celui-ci demeure inefficace, il perd sa capacité a inhiber le biofilm bactérien et
provoque un effet contraire.
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Pour ces deux espéces (Staphylococcus aureus et Klebsiella pneumoniae) 15 min de contact
du glutaraldhéyde n’influe pas sur 1’adhésion et les bactéries en mode biofilm ne sont pas
détruites.

Pour les souches de Pseudomonas aeruginosa, apres 15 min de contact le désinfectant a
I’état pur et a une concentration de 75% fait baisser leur adhésion, contrairement aux autres
concentrations ou on assiste a une augmentation de la DO des bactéries en mode biofilm et
donc a une nouvelle adhésion.

Apres 30min de contact, il est vrai que les DO diminuent par rapport a celles de 15min mais
on remarque les mémes allures et le méme comportement des bactéries.

On assiste a une inefficacité du désinfectant sur les K. pneumoniae et S. aureus et cela
indépendamment des concentrations du désinfectant alors que pour les souches de
Pseudomonas aeruginosa, le glutaraldhehyde agit plus ou moins a des concentrations de 100
et 75%, mais reste inefficace et accélére 1’adhésion a 25%.

Pseudomonas aeruginosa préfére se localiser et former facilement des biofilms a I’intérieur
des canaux pour se protéger de 1’action des désinfectants (Marchetti et Pineau, 2005).

Tsuji et al. (1999) a montré que La solution de glutaraldéhyde pouvait éliminer 85 a 100%
de la contamination bactérienne des endoscopes aprés dix minutes d’exposition, contrairement

a cette étude ou la solution désinfectante n’avait pas un grand effet.
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Figure 21 : Effet des concentrations du désinfectant sur les bactéries de Klebsiella

pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa et Staphylococcus aureus en mode biofilm de 24h

pendant un temps de contact de 30 min.

Cette partie nous confirme encore que les K. pneumoniae et les S. aureus ont une plus grande

capacité a s’adhérer et a former un biofilm sur supports abiotiques et si elles sont présentes

dans les canaux d’endoscopes

éradiquer.

la désinfection au glutaraldéhyde ne permet pas de les

Quel que soit le support abiotique, une fraction du biofilm n’est pas éradiqué par le

désinfectant méme avec un temps de contact allongé, car les bactéries adhérentes sont trés

difficiles a éliminer et constituent un facteur non négligeable dans la résistance aux

antibiotiques et aux désinfectants et constituent donc une source majeure d’infection

hospitaliere.




Résultats et discussion

Certains souches bactériennes sont devenues actuellement résistantes aux antimicrobiens
traditionnels suite a I’exposition subséquente aux désinfectants (Li et al., 2011).

Bekkari et al. (2016) ont expliqué la résistance au désinfectant par 1’acquisition d’une
résistance de la part des bactéries vis-a-vis I’utilisation de méme produit de désinfectant avec
la méme concentration a chaque fois. Car le désinfectant a base d’aldéhyde entraine la
fixation de la matrice et puis les microorganismes fixées au sein de cette matrice (p. ex.
biofilm et/ou sécrétions résiduelles du patient) peuvent ne pas étre tués de facon adéquate
[(Alvarado et al., 2000) ; (Axon et al., 2001)].

Des travaux effectués par Bridier et al. (2011) sur la résistance des bactéries vis-a-vis des
désinfectants montre que cette résistance est di d’une fagon directe ou indirecte a

I’architecture de la paroi bactérienne et sa résistance a 1’action des antimicrobiens.




Conclusion



Conclusion

Un certain nombre de facteurs, notamment les retards dans le retraitement, la formation de
biofilm, les problémes de conception des endoscopes et les dommages aux endoscopes,
contribuent a l'infection associée a I'endoscopie gastro-intestinale. Des méthodes pour
améliorer le retraitement des endoscopes, le dépistage de la contamination des endoscopes
peuvent étre essentielles pour prévenir de futures infections et épidémies.

Il devient de plus en plus évident qu'il faut immédiatement concentrer l'attention sur le
probleme du lavage et désinfection des endoscopes sous des concentrations plus élevés avec
certains détergents soit pour supprimer le biofilm établi ou alors le retarder.

Car I’adhésion de bactéries telles Staphylococcus aureus, et Klebsiella pneumoniae est
observée sur support abiotique des la 8eme  heure contrairement aux souches de
Pseudomonas aeruginosa qui prennent plus de temps, la maturité de son biofilm est vers la
48eme heure .Le désinfectant ne semble pas avoir un effet sur des biofilms matures et donc
son enlévement impératif dans les canaux d’endoscopes réduira la probabilité de
compromettre I'action désinfectante ultérieure.

Des recherches continues sur les mécanismes physico-chimiques d'adhérence et d'élimination
des biofilms sont nécessaires pour optimiser la composition des détergents utilisés pour
éliminer le biofilm.

Il devient de plus en plus évident, qu'il faut immédiatement concentrer I'attention sur le
probleme du lavage et désinfection des endoscopes, sous des concentrations plus élevés avec
certains détergents, soit pour supprimer le biofilm établi ou alors de le retarder.

De méme il est nécessaire d’étudier et de comprendre [I’installation de ces différents

microorganismes dans les canaux internes des endoscopes afin de pouvoir les éliminer.
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Annexe : Préparation des milieux de culture et des solutions

Annexe 1: Préparation du milieu sélectif Mac Conkey

> Mac Conkey (POUAI®) . ...uuineeietete ettt e e e 51,59 ¢
> Eaudistille ... e 1000 mL

Annexe 2 : Préparation du milieu sélectif Cétrimide

Ceétrimide (POUAIE). .. .ottt e 453 ¢g
Eau distille ... 1000 mL

Annexe 3 : Préparation du milieu sélectif Chapman

Chapman (POUAIE).......ouiini e e I1lg
Eau distille ... 1000 mL

BHIB ..ot 3749
SACCINAIOSE. ...t 509
F N0 oL T - RSP PRPRR 10g
ROUGE CONQO......eieeiiieie et 0,89

Annexe 5 : Préparation de la solution du Cristal Violet a 1%

Cristal Violet (POUAIE) ... ..ooiiiiiieiiieiieee ettt ettt 19
Eau distille. ... ..o 100 mL

TIYPLONIE e 17,0 g
Peptone papainique de SOJa ....ouuviiniieiti it e e 3,0g
GIUCOSE ..ttt e 2,5g
SelS DIHAITES .. .venetett et e e 1,5¢
Chlorure de SOQIUIM ....ueiuie e 5,0g
Phosphate dipotasSiqQUe ..........evuiiittii e e 4,0g
NOVODIOCINE .. .etetttet et e et 0,020g
BAU AISTHIBE ..o 1000 ml
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Résumé

Les endoscopes jouent un réle diagnostique et thérapeutique trés importants, apres chaque
procédure endoscopique ils peuvent étre contaminés par des germes opportunistes tels
Klebseilla pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa et Staphylococcus aureus et autres, pouvant
engendrer des biofilms résistants aux désinfectants. Cette étude est une synthese et
comparaison des résultats de 3 masters antérieurs sur le réle du désinfectant (Glutaraldéhyde),
sa concentration et son temps de contact sur la croissance de ces 3 bactéries en mode biofilm

isolées de canaux d’endoscope .

Les résultats ont montré que les K. pneumoniae et les S. aureus adhérent et forment un
biofilm plus rapidement sur supports abiotiques que les souches de Pseudomonas aeruginosa.
La désinfection au glutaraldéhyde ne permet pas de les éradiquer indépendamment de sa
concentration et de son temps de contact. Cela est d0 probablement aux caractéristiques des
parois bactériennes de ces especes et du support étudie.

Le procédé de nettoyage et de désinfection des canaux 1’endoscope nécessite alors une plus

grande importance.

Mots clés : Endoscope, Contamination, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae,

Pseudomonas aeruginosa, biofilms, désinfection.



Abstarct

Endoscopes play a very important diagnostic and therapeutic role, after each endoscopic
procedure they can be contaminated by opportunistic germs as Klebseilla pneumoniae,
Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus and others, which can generate biofilms
resistant against disinfectant. This study is a synthesis and comparison of the results of 3
previous masters about the role of the disinfectant (Glutaraldehyde), its concentration and its
contact time against the growth of these 3 bacteria in biofilm isolated from endoscope canals.
The results showed that K. pneumoniae and S. aureus adhere and form a biofilm more
quickly on abiotic supports than Pseudomonas aeruginosa.

Disinfection with glutaraldehyde doesn’t eradicate them regardless of its concentration and
contact time. This is probably due to the characteristics of the bacterial walls of these species
and support studied

The cleaning and disinfection process of endoscope canals should requires greater

importance.

Keywords : Endoscope, Contamination, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae,

Pseudomonas aeruginosa, biofilms, disinfection.
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