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Résumé :

Les levures Candida non albicans sont de plus en plus incriminées dans les mycoses systémiques en
milieu hospitalier et sont souvent associées a des bactéries dans des biofilms multi-espéces. La prise en
charge des infections liées aux biofilms mixtes est difficile et de nouvelles solutions thérapeutiques sont
donc nécessaires. L’objectif de la présente étude est d’évaluer la capacité des levures Candida non
albicans et des bactéries co-isolées d’'un méme dispositif médical mis en place chez des patients
hospitalisés aux services de neurologie médicale, d’anesthésie-réanimation et de chirurgie ortho-
traumatologie du centre hospitalo-universitaire de Tlemcen a former des biofilms et de rechercher des
moyens d’inhiber ces structures polymicrobiennes. Pour cela, nous avons dans un premier temps,
recherché des altérations multi-especes Candida non albicans/ bactéries sur les dispositifs médicaux, et
tester leur sensibilité aux agents antimicrobiens. Ensuite nous avons évalué leur capacité a former des
biofilms mono-espéces et mixtes levures/bactéries. Enfin, nous avons testé 1’efficacité des solutions de
verrouillages sur les biofilms mixtes. Les résultats obtenus ont montré que sur 340 prélevements
effectués, 19 levures Candida non albicans ont été identifiées dont C. tropicalis, C. glabrata, C.
parapsilosis et C. famata. En parallele, 25 bactéries ont été co-isolées avec les espéces de Candida non
albicans dont 18 bacilles a Gram négatif et 7 bactéries a Gram positif. Les tests de sensibilité ont révélé
une sensibilité des espéces fongiques a I’amphotéricine B et une résistance bactérienne importante a
I'ensemble des agents antibactériens testés. Les levures isolées sont formatrices de biofilms mixtes avec
les bactéries co- isolées. La quantité des biofilms produite varie en fonction des souches, des espéces et
des milieuxde culture utilisés. Les résultats relatifs a I’effet des solutions de verrouillages sur les biofilms
mixtes révelent une réduction de la biomasse de biofilm mixte (Candida non albicans- Bactéries) par la
solution verrou d’EDTA (25 a 55%) ou d’amphotéricine B seule (40 a 70%). Cette efficacité est
supérieure en associant I’amphotéricine B et "EDTA. De méme, I'utilisation de I’acide acétylsalicylique
(40mg/mL) comme solution verrou, permet de réduire la biomasse des biofilms mixtes jusqu’a une

réduction compléte au bout de 24h ou de 48h en fonction des souches impliquées dans le biofilm mixte.

Mots-clés : Dispositifs médicaux, infectivité, Candida non albicans, bactéries, biofilms mixtes, effet

anti-biofilm mixte, solution verrou



: R

L Al 38 Jai i Le U2 5 o) (5 ase e Apuaiandl cly il ¢l Al 3 4 3 US4 Candida non albicans sles Jas
e iogd) Bauliadnlle Jola o o) oty Laa oyl Adatiadl 4yl Apdially A jall bl e o) Al 4yl sl 8
ol iy peddl pa ) die piudl Gl sl g e Al el L EUGConon albicans iles 5 a8 andi g Al jall o2
et P J15) ety Al g Kual) sasmie ualll o3 Ll Jal (e b g Gl 165 88 A gl) L8l (&8 e ol
)3 iy L ey say g Kol alind Jalgall Ll i) g el 5 gl (5 5isa e 335 5l 80 5 Candida non albicans
Gl Rl e Qi Jad) Al Ll U (Jaly Ly Candida non albicans ¢ s oe dalial dad ) 4eal) Gl & e

dhabiadl

C.tropicalis <ll3 & L Candida non albicans s (e 19 wasi & aiabe e 340 ou e 4 gl ekl
A e Lyl e b 53 25 Je & i Ci gl 8 C. Famatas C. parapsilosiss C. glabratas C. tropicaliss
ol Jll Jae i il ) oS LSl jad) A e Ly 13K 0628 5 o) el Al e 972 e Candida non albicans
(%55-25)  Jid olaall plasial say Alisall Al &S G G sl e Ly | Candida non albicans Akl 4 pal) il
52a EDTA s amphotéricine B phasiul vie sl 5 JS& Allaill s 32 35 5 «(%70-40) o2 5 amphotéricine B sl EDTA

Al &y gal) il o3 Ll ) i g bl il nes alasiad o33

daliaal) 4 gal) Budaly siad) ) labisal gl Aualll L €Y« Candida non albicans ¢ saedll Al Gl oKl
ikl gl



Abstract:

Non -albicans Candida yeasts are increasingly implicated in systemic mycoses in hospitals, and
are often associated with bacteria in multi-species biofilms. Management of mixed biofilm
infections is difficult, and new therapeutic solutions are needed. The aim of the present study
was to assess the ability of non- albicans Candida yeasts and co-isolated bacteria to form
biofilms on the same medical device used on patients hospitalized at the University Hospital of
Tlemcen, and to find ways of inhibiting these polymicrobial structures. To do this, we first
looked for multi-species non albicans Candida /bacteria alterations on medical devices, and
tested their sensitivity to antimicrobial agents. Then we assessed their ability to form mono-
species and mixed yeast/bacteria biofilms. Finally, we tested the effectiveness of lock solutions
on mixed biofilms. The results showed that out of 340 samples taken, 19 non-albicans Candida
yeasts were identified, including C. tropicalis, C. glabrata, C. parapsilosis and C. famata. At
the same time, 25 bacteria were co-isolated with non albicans Candida species, 72% of which
were Gram-negative bacilli and 28% Gram-positive bacteria. Susceptibility tests revealed that
the fungal species were sensitive to amphotericin B and highly resistant to all the antibacterial
agents tested. Isolated yeasts form mixed biofilms with co-islocated bacteria. The quantity of
biofilms produced varies according to strain, species and culture medium composition. Results
relating to the effect of lock solutions on mixed biofilms reveal a partial reduction in mixed
biofilm biomass (non-albicans Candida -Bacteria) by the EDTA (25 -55%) or amphotericin B
lock solution alone (40-70%). The efficacy of amphotericin B in combination with EDTA is
significantly higher. Similarly, the use of acetylsalicylic acid as (40mg/mL) a lock solution
reduces the biomass of mixed biofilm until it is completely reduced after 24 or 48 hours,

depending on the strains involved in the mixed biofilm.

Keywords: medical devices, infectivity, non-albicans Candida, bacteria, mixed biofilms, mixed

anti- biofilm effect, lock solution
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INTRODUCTION

Le cathétérisme vasculaire et urinaire sont des actes routiniers dans les centres hospitaliers ce
qui expose les patients au risque infectieux dont la physiopathologie est étroitement liée a la
présence des microorganismes sur ces implants [(Di Domenico E. et coll., 2022) ; (Araujo D.
et coll, 2024); (Joana P. et coll, 2024)]. L’augmentation du nombre de patients
immunodéficients, le cathétérisme prolongé des patients hospitalisés, la résistance accrue de
certains microorganismes aux traitements habituels ainsi que 1’émergence de nouvelles espéces
pathogenes sont autant de facteurs favorisant le développement d’infections aussi bien
fongiques que bactériennes [(Merzougui L. et coll., 2018) ; (Rodrigues M. et coll., 2019)].
De méme, les levures et les bactéries sont souvent co-isolées [(Seghir A. et coll., 2017) ;
(Thakre R., et coll., 2024)]. Cette association levures-bactéries est d’autant plus virulente ce
qui augmente le risque infectieux et la difficulté de la prise en charge médicale [(Khatoon Z.
et coll., 2018) ; (Babushkina I. et coll, 2020)].

De plus, ’ampleur des candidoses invasives qui sont le plus souvent liées a 1’utilisation de
dispositifs médicaux [(Deorukhkar S. et coll., 2014) ; (Rodrigues M. et coll., 2019) ; (Di
Domenico E. et coll., 2022)], est accompagnée d'une augmentation de I'incidence de certaines
especes auparavant peu représentées comme d'importants agents infectieux, il s’agit des espéces
de Candida autres que Candida albicans qui sont généralement graves, rapidement évolutives
et de diagnostic souvent difficile constituant une préoccupation majeure a 1’échelle mondiale
[(Malinovskéa Z. et coll., 2023) ; (Tornero F.et coll., 2023)].

La capacité a former des biofilms est considérée comme un facteur de virulence important pour
les microorganismes pathogenes. Il s’agit d’une structure vivante, dynamique, en perpétuel
remaniement, composée de cellules fixées dans une matrice auto-synthétisee de substances de
polymeres extracellulaires [(De Paula S. et coll., 2014) ; (Serra D. et Klauck, G., 2015) ;
(Satish S. et coll., 2023)]. Le potentiel de servir de réservoir infectieux pour une variété de
bactéries et de levures, rend les biofilms difficiles a diagnostiquer et a traiter, nécessitant des
stratégies complexes de traitement poly- chimiothérapique (Dos Santos A. et coll., 2018).
Méme si les techniques aseptiques sont scrupuleusement respectées, le déeveloppement du
biofilm est rapide et inéluctable sur la plupart des matériaux utilisés en médecine humaine
(Gaston J. et coll., 2020). Ce mode de croissance confére certains avantages a ses membres,
notamment I'échange de substrat, la résistance aux médicaments antimicrobiens, au systeme
immunitaire, aux contraintes mécaniques et environnementales, a la capacité d'adhésion, aux
sources nutritionnelles et a la communication cellulaire (Dos Santos A. et coll., 2018).

En raison de I'hétérogénéité des microorganismes présents dans la flore humaine, les biofilms
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qui peuvent étre générés sont le plus souvent polymicrobiens, impliquant soit des espéces du
méme genre, soit des espéces de différents regnes (Shirtliff M. et coll., 2009). En effet, la
diversité, la complexité et les différents pathogenes associés aux biofilms polymicrobiens
peuvent contribuer de maniére significative a des implications cliniques graves (Ribeiro S. et
coll., 2016).

Les données actuelles montrent que les mécanismes par lesquels les espéces bactériennes et
levuriennes coexistent en harmonie dans les biofilms mixtes sont mal compris, alors que ces
réservoirs infectieux sont difficiles a éliminer nécessitant ainsi des stratégies complexes de
traitements poly-chimio-thérapeutiques. L’étude des mécanismes qui régissent leur formation
donne la possibilité de découvrir des procédés ou des molécules limitant le développement des
biofilms et réduire ainsi le risque d’infections mixtes chez ’homme.

La gestion de ces infections liées aux implants médicaux consiste a retirer et a remplacer le
dispositif infecté et a utiliser un traitement antimicrobien systémique. Cependant, le retrait du
dispositif infecté n'est pas une solution adéquate chez la majorité des patients (Chaves F. et
coll., 2018).

L'une des stratégies thérapeutiques visant a inhiber ou éradiquer la multiplication microbienne
sur les dispositifs médicaux est I'utilisation de solutions de verrouillage [(Blanco -Di Matteo
M. et coll., 2023) ; (Petraitiene R. et coll., 2024)]. Cette technique est recommandée par les
directives actuelles dans le cadre de la gestion des infections liées aux cathéters [(Pittiruti M.
et coll., 2016) ; (Alonso B. et coll., 2020) ; (Signorino C. et coll., 2023)]. Elle consiste a
instiller de fortes concentrations d'une solution antimicrobienne dans la lumiere du cathéter
pendant une période appropriée afin d'éradiquer les bactéries et les champignons incrustés dans
le biofilm microbien intra-luminal du cathéter (Buonsenso D. et coll., 2022).

Bien que les directives cliniques pour l'utilisation des solutions de verrouillage pour les biofilms
polymicrobiens ne soient pas encore développeées, les études disponibles suggerent une
efficacité des solutions de verrouillage dans la gestion des infections mono-especes liées aux
cathéters [(Akbari F. et coll., 2015) ; (Chandra J. et coll., 2018) ; (Petraitiene R. et coll.,
2024)].

C’est dans ce cadre de recherche que s’inscrit notre travail qui a pour objectif d’étudier la
capacité de formation et d’inhibition des biofilms mixtes Candida non albicans-bactéries

isolées des dispositifs médicaux au centre hospitalo-universitaire de Tlemcen.
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Les micro-organismes, tous groupes confondus (levures et bactéries), vivent en communauté
dans I’environnement. En pathologie humaine ces ensembles polymicrobiens sont a 1’origine
d’infections mixtes, et peuvent interagir d’'une maniere synergique ou antagoniste. Ces infections
sont de plus en plus fréquentes et représentent un véritable probléeme de santé publique
[(Khatoon Z. et coll., 2018) ; (Babushkina I. et coll., 2020) ; (Thakre R., et coll., 2024)].
Bien que les especes pathogénes soient capables d’une vie libre dans un environnement liquide
(vie planctonique), I’agglomération dans une structure plurimicrobienne dite biofilm représente
leur mode de croissance le plus fréquent dans la nature [(Flemming H. et coll., 2019) ; (Coenye
T. et coll., 2024)]. 1l s’agit de communautés complexes et dynamiques structurées de cellules
microbiennes, intégrées dans une matrice autoproduite de polymeres extracellulaires et d'autres
biomolécules fixées a une interface avec une architecture tridimensionnelle qui peut contenir de
nombreuses especes qui évoluent et interagissent entre elles et avec leur environnement
[(Satish S. et coll., 2023) ; (Coenye T.etcoll., 2024) ; (Thakre R., et coll., 2024)]. Le potentiel
de servir de réservoir infectieux pour une variété de micro-organismes, rend les biofilms plus
compliqués, difficiles a diagnostiquer, nécessitant ainsi des stratégies complexes de traitements
poly-chimio-thérapeutiques [(Melo A. et coll., 2011) ; (Nieminen et coll., 2014)].

Les bactéries et les levures du genre Candida se retrouvent souvent dans des biofilms multi-
especes. La recherche sur les interactions fongiques-bactériennes est en plein essor depuis les
années 2000, certaines études ont exploré les interactions entre les levures du genre Candida et
les bactéries dans les infections opportunistes a biofilm [(Wang A. et coll., 2007) ; (Shirtliff
M. et coll., 2009) ; (Chen M. et Sun H., 2013) ; (Barros J. et coll., 2022)]. De méme, la
présence des Candida dans des biofilms polymicrobiens dans le tractus gastro- intestinal est
associee a des taux de mortalité bien plus élevés que ceux des biofilms polymicrobiens
uniquement bactériens (75 % contre 30 %) (Baddour L. et coll., 2015). En outre, plusieurs
especes de Candida, telles que C. albicans, C. tropicalis, C. glabrata et C. krusei, ont été
retrouvées en association avec d'autres especes bacteriennes [(Baddour L. et coll., 2015) ;
(Ramstedt M. et Burmglle M., 2022)].

En général, les biofilms multi-especes présentent une meilleure aptitude et une plus grande
capacité a résister a différents types de stress. Cela peut se traduire par une augmentation de la
biomasse du biofilm, une tolérance accrue aux antibiotiques et une plus grande capacité a se

développer en dehors de la niche écologique prévue (Gaston J. et coll., 2020).
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Les interactions au sein des biofilms multi-espéces sont toutefois complexes et gouvernées par
de nombreux facteurs, tels que, le taux de croissance et le type de micro-organismes, la
formation des substances polymériques extracellulaires, les caractéristiques de la surface
(rugosité, hydrophobicité) ou de I’interface (solide, liquide ou gaz) et le temps de contact
[(Ramstedt M. et Burmglle M., 2022) ; (Coenye T. et coll., 2024)]. L’attachement nécessite
aussi des équipements enzymatiques précis, dont I’activation dépend de plusieurs facteurs
environnementaux tels que le pH, la source de carbone ainsi que la température, la concentration
en oxygene et certains cations (Martinez L., 2010). De méme, l'architecture, la cinétique, les
interactions entre les microorganismes dans les biofilms polymicrobiens et les composantes
réglementaires contrélant la formation du biofilm varient d'un pathogene a I'autre [(Wimpenny
J. et coll., 2000) ; (Burmglle M. et coll., 2014) ; (Floyd K. et coll., 2017)].

Le maintien d’un biofilm multi espéces comme une organisation dynamique implique un
équilibre rigoureux des microorganismes qui bascule de la synergie a 1’antagonisme selon les
conditions environnantes notamment la composition du milieu de culture qui favorise une
adhésion différente des bactéries et des levures sur les supports [(Molin S. et coll., 2004) ;
(Fracchia L. et coll., 2010) ; (Serrano I. et coll., 2015)]. A savoir, la capacité des levures a
métaboliser le glucose disponible module le pH du milieu et le rend favorable a certaines
bactéries (Romano J. et Kolter R., 2005) ou encore le lactate excrété par les streptocoques en

tant que source de carbone pour la croissance de certaines levures (Holmes A. et coll., 2006).

Plusieurs interactions polymicrobiennes peuvent soutenir la virulence et la pathogénicité des
Candida et des bactéries tout en ayant un impact distinctif sur la réponse immunitaire
pathogéne-hote (Lebeaux D. et coll., 2014). L’¢étude de Levison M. et Pitsakis P. (1999) a
montré que 1’adhésion de C. albicans aux surfaces est renforcée par certaines bactéries comme

Escherichia coli au niveau de la muqueuse vésicale dans les infections des voies urinaires.

En revanche, les études de Kerr J. (1999) et Solano C. et coll. (2014) ont montré que, la
croissance de C. albicans est inhibée par la pyocyanine et le 1-Hydroxyphenazin, deux
substances sécrétées par Pseudomonas aeruginosa. Ces composés ont un pouvoir
antifongique, avec des concentrations minimales inhibitrices comparables a celles de
I’amphotéricine B envers C. albicans [(Landini P. et coll., 2010) ; (Solano C. et coll.,
2014)].
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Les travaux de Gourari-Bouzouina K. et coll. (2024) montrent quant a eux que les infections
de la fibrose kystique impliquent souvent des biofilms polymicrobiens a C. tropicalis associée

a S. aureus, qui sont difficiles a eradiquer.

Méme si les techniques aseptiques sont scrupuleusement respectées, le développement du
biofilm est rapide et inéluctable sur la plupart des matériaux utilisés en médecine humaine
(Gaston J. et coll., 2020). La formation de biofilms sur les surfaces des dispositifs médicaux
par les micro-organismes peut se produire dans les 24 heures suivant l'insertion et sont
omniprésentes et persistantes [(Ebrey R. et coll., 2004) ; (Gominet M. et coll., 2017) ; (Fergus
W. et coll., 2023)].

L’ utilisation des dispositifs médicaux invasifs est de plus en plus courante dans les systéemes de
santé modernes, a savoir les cathéters intravasculaires tels que les cathéters veineux centraux et

périphériques et les sondes vésicales [(Barros J. et coll., 2022) ; (Fergus W. et coll., 2023)].

Le biofilm est composé de 10 % de masse microbienne et de 90 % d'eau. De 50 & 90 % de la
totalité de la composition organique des biofilms est attribuée aux polysaccharides qui forment
la matrice. Les chaines de polysaccharides sont tissées ensemble dans une structure dense,
semblable a une maille. Les groupes hydroxyles des polysaccharides augmentent la résistance
mécanique en interagissant les uns avec les autres [(Sutherland 1., 2001) ; (Donlan M., 2002) ;
(Singh S. et coll., 2021)]. L'architecture du biofilm peut contenir des ions charges positivement,
tels que Ca®* ou Mg**, qui forment des ponts transversaux de soutien entre les polymeéres et

permettent aux biofilms de croitre (Vandana et Das, 2021).

Le mécanisme de la formation de biofilm passe par plusieurs étapes qui nécessite la présence
et l'interaction de microorganismes quels qu’ils soient bactériens ou fongiques et quelle que soit
la surface (biotique ou abiotique). Les étapes de la formation d'un biofilm illustrées dans la
figurel sont : I’adhésion réversible, 1’adhésion irréversible, la synthése et la sécrétion des

substances polymeériques extracellulaires (EPS), la maturation et la dispersion.
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Figure 1 : Etapes de formation de biofilm in-vitro (Sauer K. et coll., 2022)

1. Etapes de la formation des biofilms

1.1. L’adhésion réversible
C’est une étape courte, de 1’ordre de minute au cours de laquelle les cellules planctoniques sont
transportées a la surface de l'objet par convection, mouvement brownien, ou par sédimentation
(Kranjec C. et coll., 2021). Au cours de cette phase, des interactions physicochimiques de
faible énergie telles que les forces de Van Der Waals, les interactions hydrophobes et
électrostatiques favorisent I'adhésion microbienne aux surfaces des biomatériaux et contribuent a
la formation de biofilms [(Gupta P. et coll., 2016) ; (Stoica P. et coll., 2017) ; (Carniello V. et
coll., 2018) ; (Khatoon Z. et coll., 2018)]. En raison de la faible adhésion entre les cellules
planctoniques et la surface des matériaux biologiques, le stade initial de I'adhésion n'est pas
absolu mais constitue un processus réversible [(Khatoon Z. et coll., 2018) ; (De Silva L. et
Heo G., 2022)].

1.2. L’adhésion irréversible
C’est une étape plus longue, de 1’ordre de I’heure, qui nécessite des adhésines produites par les
cellules. Aprés cette étape, l'organisme devient fermement attaché a la surface d’une maniére
permanente. Les cellules commencent & synthétiser et a sécréter les polymeres de la matrice

extracellulaire permettant aux microorganismes de consolider leur fixation sur la surface
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[(Renner L. et Weibel D., 2011) ; (bakhsh N. et Namvar A., 2016) ; (Pierrat X. et coll., 2021)
; (Pietrocola G. et coll. ,2022)].

1.3. Le développement et la maturation du biofilm
La synthése des exo-polysaccharides, qui débute dés les premiéres étapes de 1’adhésion, se
poursuit pendant la maturation du biofilm et la matrice peut alors occuper jusqu’a 75 & 95% du
volume d’un biofilm mature [(Baudin M., 2017) ; (Abebe G., 2020)]. La sécrétion des
substances polymériques extracellulaires aide a stabiliser la structure du biofilm et I'empéche
d'étre attaqué par des agents antibactériens et des cellules immunitaires (Fu H. et coll., 2022).
La maturation du biofilm se caractérise par une augmentation globale de la densité et de la
complexité du biofilm due a la réplication active des microorganismes liés a la surface, a
I'interaction entre les particules organiques et inorganiques a proximité immédiate et les
composants extracellulaires générés pour créer la matrice extracellulaire et dominer la
contribution physique et chimique a lI'attachement par un processus biologique (Kranjec C. et
coll., 2021).

1.4. La dispersion
C’est I’étape permettant aux microorganismes au sein du biofilm de retourner a un état
planctonique. Celle-ci permet aux microorganismes de promouvoir une diversité genétique, de
fuir un environnement défavorable ou bien de coloniser de nouvelles niches écologiques
engendrant la formation d’autres biofilms. Les formes planctoniques ainsi libérées peuvent
conserver des caractéristiques des cellules du biofilm, comme I’antibiorésistance [(Gupta P. et
coll., 2016) ; (Fleming D. et coll., 2017) ; (Shen D. et coll., 2018) ; (Wang D. et coll., 2023)
. (Ozturk F. et coll., 2023)]. La dispersion des biofilms peut étre en mode actif initié par les
microorganismes eux-mémes du biofilm afin de s’échapper de celui-ci [(Baudin M., 2017) ;
(Wille J. et Coenye T., 2020)], ou en mode passif di a des forces externes appliquées au biofilm
qui décrochent les cellules du biofilm [(Davies D., 2011) ; (McDougald D. et coll., 2012) ;
(Khatoon Z. et coll., 2018) ; (Jamal M. et coll., 2018) ; (Wille J. et Coenye T., 2020)].

2. Régulation de la formation de biofilms

Le passage d’un mode de vie planctonique a un mode biofilm est un processus dynamique
complexe régulé par le quorum sensing, un systeme de communication intercellulaire qui
repose sur des molécules de signalisation diffusibles (Gupta P. et coll., 2016).

Différentes molécules de signalisation sont sécrétées par les bactéries a savoir I'nomosérine

lactone acylée (AHL) sécretée par les bactéries a Gram négatif (Kumar et coll., 2013), le
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peptide auto-inducteur (AIP) sécrété par les bactéries a Gram positif et I'auto-inducteur-2 (Al-

2) sécrété par les bactéries a Gram négatif et a Gram positif (Wang Y. et coll., 2022).
Concernant les levures, plusieurs molécules auto inductrices ont été décrites parmi lesquelles :

- Le Morphogenic Auto Regulatory Substance (MARS) qui permet la répression de la

germination (Solano C. et coll., 2014).

- Le farnésol qui inhibe la formation des hyphes et la colonisation des surfaces et
augmente la résistance des levures aux antifongiques en maintenant 1’intégrité de la
paroi cellulaire [(Williams P. et Camara M., 2009) ; (Nett J. et coll., 2009) ; (Solano
C. etcoll., 2014)].

- Le tyrosol, qui contrairement au farnésol accélére la formation des tubes germinatifs
(Chen H. et coll., 2004).

La synthese du farnésol et du tyrosol différe selon les phases du développement des biofilms,
et la réponse cellulaire au quorum sensing s’accorde avec I’accumulation de 1’un ou de I’autre

durant la phase correspondante [(Monds R. et O’toole G., 2008) ; (Solano C. et coll., 2014)].

3. Mécanisme de résistance des biofilms aux antimicrobiens :

Le biofilm limite la pénétration des substances a travers la matrice extracellulaire et empéche
ainsi I'action antimicrobienne. 1l protége les pathogénes des réponses immunitaires de I'hote et
permet la dissémination hématogene des cellules, contribuant ainsi a la propagation de
I'infection [(Seneviratne C. et coll., 2008) ; (Cascioferro, S. et coll., 2021) ; (Pokharel K. et
coll., 2022)].

L'une des raisons de I'émergence de la résistance antifongique des biofilms (figure2) est que les
substances polymériques extracellulaires agissent comme une barriére a la diffusion des agents
antimicrobiens (Giines B. et Akcelik N., 2022). Les cellules de levure dans les biofilms
contenant des substances polymériques extracellulaires sont 20% plus résistantes a
I'amphotéricine B que les mémes cellules apres I'élimination des substances polymériques
extracellulaires [(Mitchell K. et coll., 2015) ; (Sheng Y. et coll., 2023)].
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Figure 2 : Principaux mécanismes de résistance et/ou de tolérance aux antifongiques
dans les biofilms de C. albicans (Kaur J. et Nobile C., 2023).

La matrice extracellulaire est une caractéristique déterminante de tous les biofilms de Candida,
car elle protége les cellules des facteurs hostiles tels que I'immunité de I'hdte et les agents
antifongiques (Silva S. et coll., 2012). Le principal composant glucidique qui joue un role
important dans la résistance des levures Candida est le B-1,3 glucane (Mitchell K. et coll.,
2015).

Les pompes & efflux contribuent également a la résistance antifongique des biofilms (figure2)
[(Prasad R. et coll., 2015) ; (Khosravi K. et coll., 2016) ; (Silva S. et coll., 2017) ; (Varela
M. et coll., 2023)].

Pour ce qui est des biofilms bactériens (figure3) plusieurs mécanismes de résistance ont été mis

en évidence :

- Lamodification de I'expression des protéines des pompes a efflux [(Seukep A. et coll.,
2022) ; (Gaurav A. et coll.,2023)],

- Ladiminution de la perméabilité membranaire et la réduction de la diffusion des petites
molécules inhibitrices [(Yan J. et coll., 2018) ; (Giines B. et Akcelik N., 2022) ; (Tian
C.etcoll., 2023) ; (MishraS. et coll., 2023)],
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- L'inactivation ou la dégradation des antibiotiques a I'aide d'enzymes et la mutation des
sites ciblés [(Ciofu et coll., 2017) ; (Ghai I. et Ghai S., 2018) ; (Mohamed H. et coll.,
2022) ; (Mohamad F. et coll., 2023)].
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Figure 3 : Mécanisme de résistance des biofilms bactériens (Mohamad F. et coll., 2023).
AB : antibiotique ; AC : acetylation ; OM : membrane externe ; PP : périplasme ; PBP :
protéines de liaison a la pénicilline ; ARN Pol : ARN polymérase.
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4. Lutte anti-biofilms
Les approches actuellement utilisées en médecine humaine pour lutter contre les biofilms

peuvent étre classées en deux catégories : les mesures préventives et les traitements curatifs.

Le blocage des étapes précoces du développement de biofilm peut s’effectuer soit en ciblant
I’interaction entre les adhésines et leur substrat, soit en bloquant la biogenése des structures
d’adhérence elles-mémes. La principale limite de cette approche correspond a la multiplicité
des structures impliquées dans le phénomene d’adhésion (Korea C. et coll., 2011). Il a
¢galement été proposé de modifier la structure des biomatériaux afin d’inhiber les phénomenes
d’adhérence réversible [(Tiller J. et coll., 2001) ; (Yang L. et coll., 2011)]. La couverture ou
I’imprégnation des cathéters par des agents anticoagulants ou anti-infectieux qui réduisent
I’adhérence de micro-organismes et la production de biofilm, ont également été proposée
[(Hetrick E. et Schoenfisch M., 2006) ; (O’Grady N. et coll., 2011) ; (Oie Y. et coll., 2014) ;
(Lown et coll., 2016) ; ; (Visek J. et coll., 2019) ; (Ricardo S. et coll., 2020) ; (Blair N. et
coll., 2024)]. Dans ce contexte, un revétement biocompatible a base de polysaccharides (le

chitosan et 1’acide hyaluronique) obtenu par la technique couche-par-couche, a diminué

I'adhésion des levures et des bactéries et arrété la formation du biofilm (figure 4) (Tan Y. et
coll., 2016).

Extracellular
polymeric substance
Planktonic ph&"
bacteria | £

h Maturation

Colonization

Figure 4 : Stratégies de revétement antimicrobien pour les dispositifs médicaux (Ricardo
S. et coll., 2020). (A) : Revétement ou imprégnation & libération antimicrobienne ;

(B) : revétement tuant par contact ; (C) : Formation de biofilm en absence de revétement
antimicrobien.
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L’utilisation des huiles essentielles a permis également de limiter la formation de biofilms a C.
albicans (levures et hyphes) et quelques especes bactériennes (S. aureus, P. aeruginosa, E. coli,
A. baumannii et K. pneumoniae) et d'éliminer plus facilement le biofilm mixte préformé
[(Budzynska A. et coll., 2017) ; (Soliman S. et coll. 2017)].

D’autres approches ont été proposees pour disperser les biofilms infectieux comme I’utilisation
d’enzymes capables de dissocier les polyméres composant la matrice extracellulaire du biofilm
(Flemming H. et Wingender J., 2010) ou [I’utilisation de petites molécules comme le
monoxyde d’azote (NO), I’acide cis-2-decenoid ou les acides aminés dextrogyres (Davies D.
et Marques C., 2009).

Govaert M. et coll. (2019) et Patange A. et coll. (2019) ont quant a eux mis en évidence I'effet
antibiofilm du plasma sur les micro-organismes bactériens. Le plasma froid peut détruire la
matrice du biofilm par I’intermédiaire des activateurs biologiques, tels que les particules
chargées, les ions, les électrons, les champs électriques et les rayons ultraviolets. (Lu X. et
coll., 2016).

D’autres stratégies ont été proposées telles que l'utilisation de peptides antimicrobiens
[(Baptista V. et coll., 2018) ; (Sodhi K. et Singh K., 2022) ; (Shree P. et coll., 2023)], ou
I’utilisation de substance anti facteurs de virulence [(Cascioferro S. et coll., 2014) ; (Zrelovs
N. et coll., 2021) ; (Dehbanipour R. et Ghalavand Z., 2022)].

Malgré toutes les solutions citées plus haut et proposées pour inhiber les biofilms, actuellement,
la gestion des infections liées aux cathéters consiste a retirer et a remplacer le dispositif infecté
et a utiliser un traitement antimicrobien systémique. Cependant, le retrait du dispositif infecté
n'est pas une solution adéquate chez la majorité des patients [(Baddour L. et coll., 2010) ;
(Chaves F. etcoll., 2018) ; (Fergus W. et coll., 2023)]. Une approche thérapeutique différente,
appelée « traitement verrou » ou lock therapy peut, dans certains cas, étre envisagée. Son
principe repose sur le remplissage in situ de la lumiére du cathéter par un faible volume d’une
solution trés concentrée en agent antimicrobien, 100 a 1000 fois la concentration minimale
inhibitrice laissée en place pendant quelques heures a quelques jours. La solution concentrée
joue alors un réle de « verrou » sur la lumiére du cathéter (figure5) [(O’Grady N. et coll.,
2002) ; (Donlan M., 2008)].
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Figure 5 : Stratégie de la solution verrouillée dans le traitement de biofilms sur les
dispositifs médicaux (Kaur M. et coll., 2023).

Il a été démontré que I'utilisation d'une thérapie antimicrobienne par verrouillage en conjonction
avec des antibiotiques systémiques est supérieure aux antibiotiques locaux seuls pour le
traitement des cathéters, avec un taux de réussite supérieur a 70 % (Gompelman M. et coll.,
2021). Récemment, il a été proposé d’utiliser des solutions verrous avec la taurolidine, I'éthanol
ou des composés chélateurs (citrate de sodium, tétrasodium-EDTA) comme agents
antimicrobiens [(Colombari B. et coll., 2021) ; (Akbarzadeh I. et coll., 2023)].

Bien que les études disponibles suggerent une efficacité des solutions de verrouillage dans la
gestion des infections mono-especes bactériennes liées aux cathéters [(Akbari, F. et coll.,
2015) ; (Chandra J. et coll., 2018) ; (Petraitiene R. et coll., 2024)], les donnees de la
littérature concernant 1’efficacité des verrous antifongiques sont moins nombreuses [(Tournu
H. et Van Dijck P., 2012) ; (Chandra J. et coll., 2018)]. Des modéles de cathéters infectés
traités par différents verrous antifongiques semblent avoir des activités anti biofilm a Candida
[(Ko et coll., 2010);(Oncu S., 2011)]. D’autres travaux ont montré que 1’acide
acétylsalicylique est efficace pour réduire le biofilm fongique a Candida non albicans (Chan
A. etcoll., 2021).

Toutes les différentes solutions citées plus haut, sont proposées comme solutions de
verrouillage dans le traitement des biofilms mono-espéces, mais il n’y a aucune
recommandation pour ['utilisation des solutions verrous dans le traitement des biofilms

polymicrobiens.
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C’est pourguoi nous avons entrepris ce travail ou, dans un premier temps nous avons recherché
la capacité des levures Candida non albicans et les bactéries co- isolées d’un méme dispositif
médical & former des biofilms mixtes. Dans un second temps, nous avons évalué I’efficacité
antimicrobienne de quelques solutions verrous sur les biofilms mixtes Candida non albicans-

bacteries.
Le plan de travail que nous avons adopte est le suivant :

- Prélévement de différents dispositifs médicaux implantés chez des patients hospitalisés
aux services de neurologie médicale, d’anesthésie-réanimation et de chirurgie ortho-
traumatologie du centre hospitalo-universitaire (CHU) de Tlemcen afin d’isoler les
levures appartenant aux especes de Candida non albicans et les bactéries co-existantes.

- Evaluation de la sensibilité des levures C. non albicans et des bactéries co-isolées aux
antimicrobiens (antifongiques et antibiotiques).

- Etude de la capacité de ces pathogénes isolés a partir des mémes dispositifs médicaux a
former des biofilms mono-especes et mixtes C. non albicans/bactéries co-existantes.

- Evaluation de I’efficacité antimicrobienne de solutions verrous sur les biofilms mixtes

C. non albicans/bactéries co-isolées.
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Ce travail a éte réalisé au laboratoire Antibiotiques Antifongiques : physico-chimie, synthese
et activité biologique de ’université Abou Bekr Belkaid de Tlemcen.

1. Prélévements
Les prélevements ont été effectués entre Janvier et Décembre 2015. L'étude concerne les

patients hospitalisés dans les services de neurologie médicale, anesthésie - réanimation et
chirurgie ortho-traumatologie du centre hospitalo-universitaire (CHU) de Tlemcen.
Les prélevements ont été realisés a partir des différents dispositifs médicaux (cathéters veineux
périphériques et centraux, sondes vésicales, drains de Redon ainsi que des implants
d’ostéosyntheses). Seuls les dispositifs médicaux mis en place depuis 48 heures et plus sont
prélevés selon les recommandations de Gurcloglu E. et coll. (2010) et Quinet (2006).
Pour chaque patient porteur d’un dispositif médical prélevé, nous avons établi une fiche
contenant des données cliniques : I'age, le sexe, la durée d'hospitalisation et la durée de mise en
place du dispositif, la pathologie pour laquelle il est hospitalisé, les pathologies sous-jacentes
ainsi que le traitement administré (annexe n°1).
Les dispositifs sont retirés des patients puis sont coupés aux extrémités distales (3 a 5 cm de
longueur) et mis directement dans un tube contenant 1 mL d’eau physiologique stérile puis
agités au vortex pendant deux minutes selon la technique de Brun-Buisson et coll. (1987) afin
de détacher toutes les cellules adhérentes a la surface du cathéter (Boucherit et coll., 2011).
A partir de chaque échantillon un dénombrement et une mise en culture sont réalisés.
2. Dénombrements
Afin de déterminer les différents types d’infectivités, nous avons effectué un dénombrement
des levures et des bactéries présentes sur le dispositif medical.
Le dénombrement des levures est effectué sur cellule de Thoma, alors que celui des bactéries
est réalisé par la mise en culture de 10uL de 1’échantillon sur une gélose de Mueller-Hinton (a
37°C pendant 24heures), afin de déterminer le nombre d’unités formant colonies (UFC).
Les différents types d’infectivités (contamination, colonisation et infection) sont déterminés en
fonction du nombre de microorganismes présents sur le dispositif médical, associés aux signes
locaux enregistrés :

- La contamination est définie comme une culture positive non significative

(<103UFC/mL) en absence de signes locaux ou généraux d’infection.
- Lacolonisation est définie comme une culture positive significative (>103UFC/mL) en
absence de signes locaux ou généraux d’infection.
- L’infection quant a elle est définie comme culture positive significative (>103UFC/mL)

en présence de signes locaux ou généraux d’infection.
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3. Mise en culture

Dans un premier temps, a partir de chaque échantillon de départ 200uL sont prélevés et répartis
a volume égal dans deux tubes différents, 1’un destiné a la recherche des levures, auquel sont
ajoutés 900uL de Sabouraud liquide, I’autre destiné a la recherche des bactéries auquel sont
ajoutés 900 L de bouillon nutritif. Les tubes sont ensuite mis a incuber pendant 24 a 48 heures
voir 72 heures & 35°C.

Dans un second temps, afin de s’assurer que toutes les levures se détachent du dispositif médical
apres agitation, nous avons jeté 1’ecau physiologique restant dans le tube de 1’échantillon initial
est nous 1’avons remplacée par ImL de Sabouraud liquide. L’incubation se fait 24 a 48heures
voir 72 heures a 35 °C (Boucherit et coll., 2011).

4. Isolement et purification

A partir des cultures présentant un trouble (opacité observée a I’ceil nu), les deux types de
microorganismes (levures et bactéries) ont éte isolés et purifies.

L’isolement des bactéries se fait d’une part sur gélose Mac Conkey afin d’isoler uniquement
les bactéries a Gram négatif. D autre part sur gélose Chapman afin d’isoler les Staphylocoques.
Les levures quant a elles, sont isolées sur la gelose Sabouraud. Les différentes cultures sont
mises a incuber a 37°C pendant 24 heures a 48heures.

Apreés purification, les souches sont conservées a 4°C sur la gélose nutritive pour les bactéries
ou sur gelose Sabouraud inclinée en tube pour les souches fongiques.

5. ldentification

5.1. Identification des levures

L’identification des souches fongiques isolées est basée sur leurs caractéres morphologiques
sur le milieu chromogénique (CHROM agar® Candida) et leurs caractéres biochimiques par
les galeries d’identification Api Candida (BioMérieux®, Marcy I’Etoile, France).

5.1.1 Milieu chromogénique (CHROMagar ®Candida)

Le CHROMagar® Candida est un milieu sélectif et différentiel largement utiliseé pour
I'identification présomptive de Candida spp. [(Pfaller M. et coll., 1996) ; (Odds C. et
Bernaerts R., 1994)]. Ce milieu a l'avantage supplémentaire de faciliter la détection des
cultures de levure non pure, puisque leurs colonies présentent des couleurs différentes (Bauters
T. et coll., 2002).

Le test est effectué par ensemencent de 1’échantillon sur la gélose CHROMagar®. Apres 48h
d’incubation a 35°C, la présence de substrats chromogénes dans ce milieu permet aux colonies
de C. albicans, C. tropicalis et de C. krusei d’y produire des couleurs distinctes qui les
différencient sur la boite de Pétri d'isolement (Murray P. et coll., 2003). Les colonies de C.

albicans sont d'un vert clair a moyen, celles de C. tropicalis sont bleu verdatre a bleu métallisé
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et celles de C. krusei sont rose pale, blanchatres en périphérie. D'autres espéces de levure
peuvent prendre leur couleur naturelle (creme) ou un aspect rose ou mauve clair a foncé
(C. glabrata).
5.1.2. Identification par les Galeries Api Candida
La galerie Api Candida (BioMérieux ®, Marcy 1’Etoile, France) est un moyen standardisé pour
I’identification des levures du genre Candida. Elle comprend 10 cupules contenant des substrats
déshydratés pour réaliser 12 tests d’identification (acidification des sucres et réactions
enzymatiques).
A partir d’une culture jeune de levure (18 & 24 heures), I’inoculum est ajusté & une concentration
cellulaire de 107cellules/mL. Celui-ci est réparti ensuite dans chacune des cupules de la galerie.
Pour créer I’anaérobiose, les 5 premiéres cupules plus la derniére sont couvertes avec de 1’huile
de paraffine stérile. La galerie ainsi préparée est placée dans une étuve a 37°C pendant 18 a 24
heures. Les virages de couleur dans les cupules se traduisent par 1’établissement d’un code a 4
chiffres pour chaque souche. L’identification se fait a ’aide d’un tableau d’identification fourni
avec les galeries. Seules les levures Candida non albicans sont retenues pour cette étude.

5.2. ldentification des bactéries
L’identification des souches est établie, aprés vérification de leur pureté par I’étude de
caracteres macroscopiques (aspects des colonies sur milieu solide) et microscopiques (mobilité
et coloration de Gram) (Larpent J. et coll., 1990). La coloration de Gram permet de
différencier les micro-organismes selon la structure de leur paroi, c’est la premiére étape
d’identification bactérienne. Elle a été effectuée selon le protocole décrit par Prescott L. et
coll., (2002). Les bactéries sont par la suite identifiées selon leurs caractéres biochimiques (API
20E, API 20NE et API Staph, Bio Mérieux®, France) (Ventura M. et coll., 2002).
Rappelons que les bactéries qui ont été isolées sur MacConkey sont considérées comme
bactéries & Gram négatif et que leur identification se fait par les galeries APl 20E® et API
20NE®. Les bactéries isolées sur Chapman sont considérées comme des staphylocoques et
identifiées par galerie API Staph.
La galerie API comporte 20 microtubes contenant des substrats déshydratés. A partir d’une
culture jeune de la bactérie a identifier (18 a 24 heures), I’inoculum est ajusté a une
concentration cellulaire de 108cellules/ mL. Celui-ci est réparti ensuite dans chacune des
cupules de la galerie. Les réactions produites pendant 18 a 24h a 37°C se traduisent par des

virages colorés spontanés ou révélés par I'addition de réactifs.
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La lecture de ces réactions se fait a I'aide du tableau de lecture et I'identification est obtenue a
I'aide du catalogue analytique ou d'un tableau Excel (Leyral G. et JoffinJ., 1998).
6. Tests de sensibilité aux antimicrobiens

6.1. Tests de sensibilité aux antifongiques

6.1.1 Determination des Concentrations Minimales Inhibitrices des cellules planctoniques
Les Concentrations Minimales Inhibitrices des cellules planctoniques des différentes souches
sont déterminées par la technique de micro dilution sur microplaque selon le protocole standard
de Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) publié en 2008 dans le document
M27A3. Le milieu utilisé est le Roswell Park Memorial Instiute 1640 (RPM 1640) (SIGMA)
tamponné.
L’inoculum est utilisé a une concentration finale de 1,5 x102 cellules/mL. 100 pL de I’inoculum
sont ajoutés dans chaque puits. L’antifongique testé est 1’amphotéricine B (SIGMA). La
solution mere de I’amphotéricine B est préparée dans le diméthyle sulfoxyde (SIGMA) a une
concentration de 1mg/mL. Les concentrations finales en antifongique dans chaque puits sont
comprises entre 0,03 et 16 pg/mL. Les microplaques sont scellées puis mises a incuber a 35°C
pendant 24 et 48 heures.
Les CMI sont déterminées a 1’ceil nu. Un contrdle de qualité a été réalisé au préalable de chaque
manipulation avec la souche de référence C. albicans ATCC10231.

6.1.2 Détermination des Concentrations Minimales Inhibitrices Sessiles (SCMI)
Le protocole suivi est celui décrit par Pierce et ses collaborateurs (2008), qui permet de mesurer

I’activité métabolique des cellules sessiles apres leur exposition aux agents antifongiques.

Cette méthode, preécise et reproductible, est basée sur la réduction du tétrazolium dit XTT : 2,3-
bis 2- méthoxy-4-nitro-5-sulfo-phényl -2H-tétrazolium 5-carboxanilide. Le XTT converti en
formazane par 1’enzyme déshydrogénase, est un produit de couleur orange soluble dans I'eau
qui peut étre quantifié par un lecteur de microplaque. L’intensité de la couleur est
proportionnelle au taux de cellules viables [(Ernst E. et Rogers P., 2005) ; (Pierce C. et coll.,
2008)].

Le XTT étant un produit photosensible, les tests doivent étre effectués en extemporané et a
I’obscurité. La solution mére de tétrazolium est préparée dans le PBS (10 mM, pH 7,4) a une
concentration de 5mg/mL. Aprés sa stérilisation par filtration a travers un filtre millipore de
0,22 um de porosité, elle est stockée a -20°C. La ménadione (2-méthyle-1,4-naphthoquinone)
ou vitamine K3 est utilisée comme accepteur d’¢électrons de la chaine respiratoire. La solution
mere de ménadione (10mM) est préparée dans I’acétone a une concentration de 0,17mg/mL,

puis filtrée et stockee.
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L’évaluation des SCMI se déroule en trois étapes successives, la formation des biofilms, le test
antifongique et le test de réduction du tétrazolium.
L’ensemencement des puits de la microplaque est réalisé apres ajustement de la concentration
cellulaire de départ a 10° cellules/mL. Aprés addition de 100 pL de I’inoculum dans chaque
puits, la microplaque est scellée puis placée dans une étuve a 37°C pendant 24 heures. A I’aide
d’une micropipette multicanal, les puits sont ensuite rincés deux fois avec 200 puL de PBS
stérile afin d’éliminer les cellules planctoniques et les cellules non adhérentes aux surfaces des
puits.
Un égouttage de la microplaque est réalisé en I’inversant. Le liquide résiduel du PBS est écarté
en la tamponnant sur des serviettes stériles en papier buvard.
Ensuite, 100 pL du milieu RPMI 1640 sont ajoutées dans chaque puits de la microplaque.
100pL de la solution d’amphotéricine B (a la concentration finale de 64 pug/mL) sont incorporés
dans le puits n°1. Aprés homogénéisation, une série de dilutions de % est effectuée de puits en
puits.
En paralléle, un ttmoin négatif et un témoin positif sont préparés. Le témoin négatif correspond
a une incubation de I’agent antifongique dans le milieu de culture en I’absence de levures, alors
que le témoin positif consiste a incuber les levures en 1’absence d’agent antifongique.
Les microplaques sont convenablement scellées et incubées pendant 48h & 37°C.
Aprés incubation et afin de quantifier la viabilité des cellules, les puits sont rincés avec du PBS
stérile et 100 pL du mélange XTT/ménadione sont ajoutés dans chaque puits de la microplaque
(y compris le contréle positif).
Les microplaques sont ensuite scellées et placées dans une étuve a 37°C pendant 2 a 3heures.
A ce stade, le tétrazolium est converti en formazan par les cellules viables. Aprés I’incubation
des microplaques, 75 pL du contenu de chaque puits sont transférés dans une nouvelle
microplaque stérile. Celle-ci est placée dans un lecteur de microplaques pour mesurer
I’absorbance a une longueur d’onde de 490 nm.
Les SCMI sont calculées en pourcentage d’inhibition selon la formule suivante (Dalleau S. et
coll., 2008).

SCMI =100 [1- (DO a 490 nm de I’échantillon / DO a 490 nm du contrdle positif)]
Cette formule permet de calculer les SCMI des antifongiques correspondants pour chaque puits
de la microplaque.

22



MATERIEL ET METHODES

6.2.  Tests de sensibilité aux antibiotiques (antibiogramme)
L’antibiogramme est réalisé par la technique de diffusion sur gélose selon le protocole du
Comité d’ Antibiogramme -Société Francaise de Microbiologie- (CASFM, 2015).
Un contréle de qualité a été réalisé au préalable de chaque antibiogramme en utilisant des
souches de référence : Escherichia coli ATCC 25922 et Staphylococcus aureus ATCC 25923.
A partir d’une culture bactérienne de 24h sur gélose, une colonie est mise en suspension dans 10
mL de bouillon Ceeur Cerveau (BHIB) puis incubée sous agitation a 37°C pendant 6 a 7 heures.
La densité optique de I’inoculum est mesurée par la suite grace a un colorimetre et ajustée a une
densité optique comprise entre 0,08 et 0,1 & 625 nm correspondante a 108 UFC /mL (0,5 Mc
Farland). Ensuite, un écouvillon est trempé dans cette suspension puis étalé a trois reprises sur
la surface entiéere de la gélose, en tournant la boite de 60° aprés chaque application afin d’obtenir
une distribution égale de I’inoculum.
Les disques d’antibiotiques sont appliqués sur les boites de Pétri a I’aide d’un distributeur de
disques. Les boites sont incubées a 35°C pendant 18 a 24 heures.
La comparaison des diamétres des zones d’inhibition aux valeurs critiques permet de classer
les bactéries dans 1’une des trois catégories : Sensible, Intermédiaire ou Résistante.
7. Evaluation de la capacité des souches isolées a former des biofilms
Les précultures fongiques sont realisées dans le milieu Sabouraud liquide. Aprés 24 heures
d’incubation a 30°C, la suspension est centrifugée a 3000g pendant 5 minutes a 4°C. Le culot
est lavé deux fois avec du PBS (tampon phosphate salé) a pH 7,4 (0,1M), puis resuspendu dans
les milieux de culture choisis pour la formation de biofilm (RPMI 1640 tamponné a pH 7,4 avec
du MOPS a 0,165 mol/L et le Bouillon Tryptone Soja, TSB a pH 7,4) a raison de
10%cellules/mL. Les précultures bactériennes des souches isolées des mémes dispositifs
médicaux que Candida non albicans sont réalisees dans le milieu BHIB. Aprés 24 heures
d’incubation a 37°C, la suspension est centrifugée a 1000 g pendant 15 minutes, le culot est
lavé deux fois avec du PBS (pH 7,4 0,1M) puis resuspendu dans les mémes milieux de culture
choisis pour la formation de biofilm (RPMI 1640 et TSB) a raison de 107 cellules/mL.
Pour la formation de biofilm mono espéce (fongique ou bactérien), 100 uL. d’une suspension
fongique ou bactérienne sont ajoutées au puits d’une microplaque a 96 puits.
Pour la formation des biofilms mixtes (Levures+ bactéries), un volume de la suspension
levurienne est additionné a un volume de la suspension bactérienne a différentes proportions
(10/90%, 50/50% ou 90/10%). La plaque est scellée puis mise a incuber a 37°C pendant 24, 48

et 72 heures.
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7.1. Evaluation de I’activité métabolique des levures Candida non albicans.
L’activité métabolique des cellules adhérentes de Candida dans un biofilm est mesurée apres
48 heures d’incubation. Les souches de Candida sont considérées comme productrices de
biofilms lorsque la densité optique mesurée a 490 nm est supérieure ou égale a 0,2 (Villar-
Vidal M. et coll., 2011).
Le XTT est réduit par les levures en formazan dont la concentration est déterminée par mesure
de la densité optique dans le milieu extracellulaire (protocole décrit précédemment).
Selon Villar-Vidal M. et coll. (2011), les souches sont regroupées en 6 catégories en fonction
de la densité optique a lue 490 nm :
- Catégories +6 (DO >1,30) et +5 (DO = 1 a 1,29) : souches hautement productrices de biofilms.
- Catégories +4 (DO =0,70a0,99) et +3 (DO = 0,40 & 0,69) : souches modérément productrices
de biofilms.
- Catégorie +2 (DO = 0,20 a 0,39) : souches faiblement productrices de biofilms.
- Catégorie +1 (DO < 0,20) : souches non-productrices de biofilms
7.2. Mesure de la biomasse dans le biofilm par la coloration au Crystal violet
La technique de coloration au Crystal violet mesure la quantité de biomasse a I’intérieur du
biofilm (Christensen G. et coll., 1985). Le Crystal violet se lie aux molécules extracellulaires
chargées négativement, tels que les molécules de la surface cellulaire ou les polysaccharides de
la matrice exo polymérique des biofilms (Li X. et coll., 2003).
Aprés la formation de biofilms (étapes citées précédemment), le milieu est aspiré et les puits
sont lavés 3 fois avec du PBS (pH 7,4-0,1M) stérile pour écarter les cellules planctoniques et/ou
les cellules non adhérentes.
Pour la fixation du biofilm, 100 uL de méthanol absolu sont ajoutés aux différents puits de la
microplaque. Apres une incubation de 15 minutes a température ambiante, les puits sont lavés
et 100 pL d’une solution de Crystal violet sont ajoutés. Les microplaques sont laissées pendant
20 minutes a température ambiante. Le Crystal violet 1i¢ est libéré par ’addition de 150 uL
d’acide acétique (33%). La densité optique est ensuite lue a 490 nm a 1’aide d’un lecteur de

microplaques.
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8. Evaluation de I’activité antimicrobienne des solutions verrous sur la formation de
biofilm mixte (Candida non albicans- bactéries)

8.1.  Préparation des solutions verrous

Les solutions de verrouillage sont fraichement préparées dans du diméthylsulfoxyde (DMSO) :
une solution mére dEDTA (SIGMA) a 30 mg/mL, une solution mere d'amphotéricine B
(SIGMA) a 1 mg/mL, et une solution combinant EDTA (30 mg/mL) + amphotéricine B
(1 mg/mL). Et enfin une solution mere d’acide acétylsalicylique (Aspirine UPSA) a
1000mg/mL. La solution d’acétyle salicylique est diluée dans le milieu Roswell Park Memorial
Institute (RPMI) supplémenté avec 2 % de glucose a une concentration finale de 40mg/mL.
8.2. Effet de la solution verrou sur des biofilms mixtes de 5 jours

Selon le protocole de Ko et coll. (2010), des morceaux de cathéters stériles (1,5cm de longueur)
sont placés dans 10mL d'une suspension cellulaire (levure/bactérie : 50/50) de 10’
UFC/mL dans le milieu Yeast Nitrogen Base (6,7g/ 100mL) supplémenté avec 5% de glucose
(YNB-GIc) et incuber pendant cing jours a 37°C sous agitation continue a 75rpm pour permettre
la formation du biofilm.

Aprés 5 jours d'incubation, les morceaux de cathéters sont lavés deux fois avec du PBS pour
éliminer les cellules non adhérentes. Les morceaux colonisés sont par la suite transférés dans
du YNB-GlIc contenant la solution antimicrobienne.

L'activité anti-biofilm de chaque solution antimicrobienne a été évaluée aprés des périodes de
verrouillage de 1, 3, 5 ou 7jours. Les solutions antimicrobiennes ont été renouvelées tous les 2
jours.

La biomasse du biofilm est évaluée par la mesure de la densité optique des cellules viables. Les
morceaux de cathéter ont été déplacés dans de nouveaux tubes et lavés deux fois avec 10 mL
de PBS stérile pour éliminer les cellules planctoniques. Ensuite, les cellules adhérentes ont été
récupérées par agitation au vortex a grande vitesse dans 3mL de PBS stérile, suivi d'une
sonication dans des conditions de 120s, 30% de cycle, 3,5s d'impulsions.

La densité optique est ensuite lue a 570nm a l'aide d'un spectrophotométre (Specord 200 plus).

Chaque expérience a éte realisée en triplicata.
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8.3. Effet de la solution verrou sur des biofilms mixtes de 24-48heures

Pour cette partie de 1’étude nous avons suivi deux protocoles afin de comparer leur efficacité ;
a savoir le protocole de Raad et coll. (2008) et celui de Chan et coll. (2021).

8.3.1 Protocole de Raad et coll. (2008)

Dans les puits d’une microplaque, des morceaux de cathéters stériles (1,5cm) sont placés
auxquels sont ajoutés 1mL de plasma sanguin. Aprés une incubation de 24heures a 37°C sous
agitation continue, le plasma est retiré. Ensuite 1mL d’une suspension poly microbienne levures
et de bactéries (50/50) a 107 UCF/mL est ajouté a chaque puits de la microplaque. Aprés
incubation a 37°C pendant 24 heures, le bouillon est retiré et remplacé par 1mL de PBS. Aprés
30min d’agitation, le PBS est retiré et les morceaux de cathéters sont transférés dans des tubes
contenant 0,5mL de solution antimicrobienne a tester et incubés a 37°C pendant 6 heures et 8
heures. Aprés incubation, la solution antimicrobienne est retirée et les bouts de cathéters sont
laves avec 0,5mL de PBS. Les morceaux de cathéters sont ensuite transférés dans d’autres tubes
contenant 5mL de PBS et soumis au sonicateur pendant Sminutes puis au vortex pendant 30
secondes. La densité optique est lue a 490nm (Specord 200 plus).

8.3.2 Protocole de Chan et coll. (2021)

Dans les puits d’une microplaque, des morceaux de cathéters stériles (1,5cm) sont placés
auxquels sont ajoutés 200uL de RPMI et 50uL de suspension polymicrobienne levures
/bactéries (50/50). Apres 48 heures incubation a 37°C, les cathéters sont rincés avec du PBS et
transférés dans les puits d’une autre microplaque contenant du RPMI et la solution d’acide
acétylsalicylique. Incuber a nouveau a 37°C pendant 4heures, 24 heures et 48 heures.

La quantification de la biomasse du biofilm se fait par la méthode colorimétrique de réduction
de XTT.

9. Etude statistique

Toutes les données sont exprimées en tant que moyennes de trois répétitions. La comparaison
statistique dans tous les groupes est effectuée avec une analyse de la variance (ANOVA) a deux
facteurs pour toutes les associations de biofilm mixtes testées, suivie d'un test post hoc de Tukey
et test t de Dunett avec le logiciel Graph Pad Prisme 8 (Graph Pad Software). p <0,05 est
considéré comme statistiquement significatif, p <0,01 : tres significatif, p <0,001 : trés
hautement significatif.

10. Observation par microscopie électronique a balayage (MEB)

Les observations microscopiques ont été réalisées par microscopie électronique a balayage
(MEB) au Centre de Recherche et de Développement de Boumerdes (Algérie) afin de mettre

en évidence I’efficacité de la solution verrou sur des biofilms mixtes (C. tropicalis /E. coli) et
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(C. parapsilosis/P. mirabilis/S. epidermidis) formés in vitro sur des cathéters veineux
périphériques.

La préparation des échantillons pour les observations aux MEB consiste a rincer les biofilms
matures avec du PBS pH 7,4, 0,1 M, ensuite une solution de glutaraldéhyde (50%) est ajoutée
dans les puits de la microplaque pour avoir une concentration finale de 2,5%(v/v). Les

échantillons sont ensuite envoyés au Centre de Recherche et de Développement de Boumerdes.

27



Résultats et
discussions
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Durant leur prise en charge a 1’hdpital, la plupart des malades hospitalisés sont exposés a
différents actes médicaux indispensables qui impliquent le cathétérisme vasculaire, urinaire ou
drainage pleural (Joana P. et coll., 2024). Cependant, I’implantation temporaire de ces
dispositifs médicaux est associée a un risque infectieux non négligeable. Il a été estimé que 60
% des infections associées aux soins auraient pour origine un dispositif invasif (Merzougui L. et
coll., 2018). La physiopathologie de ces infections est étroitement liée a la constitution d’un
biofilm sur ces dispositifs médicaux[ (Harriott M. et Noverr M., 2011) ; (Satish S. et coll.,
2023)]. C’est dans ce cadre de recherche que s’inscrit notre étude au Centre Hospialo-
Universitaire (CHU) de Tlemcen qui a pour objectif d’évaluer les capacités de formation et
d’inhibition des biofilms mixtes Candida non-albicans-bactéries co-isolées a partir des

dispositifs médicaux.

1. Prélevements

De janvier a décembre 2015, 340 dispositifs médicaux ont été prélevés au CHU de Tlemcen
dont 132 au service de chirurgie ortho-traumatologie, 108 au service de neurologie médicale et
100 au service d’anesthésie-réanimation. Seuls les dispositifs implantés depuis 48h et plus sont
inclus dans cette étude. La répartition des prélevements par service et par type de dispositif
médical est regroupée sur le tableau 01.

Nous constatons que les cathéters veineux périphériques sont beaucoup plus utilisés dans le
service de chirurgie ortho- traumatologie et de neurologie médicale contrairement au service de
réanimation ou ce sont les cathéters veineux centraux et les sondes vésicales qui sont les plus
utilisés. Nous remarquons également que les drains ne sont utilisés que dans le service de
chirurgie ortho-traumatologie. Il est a noter que certains patients portaient plus d’un type de
dispositif médical.
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Tableau 1: Répartition des prélévements par service et par type de dispositif médical.

Dispositifs , , ,
médicaux Cat_heters Cat_heters Sonde Matériels Cathéters
veineux veineux L . x | de Total
A vésicale | d’ostéosynthese X
Services périphériques | centraux drainage
Chirurgie ortho-
) 96 1 10 22 3 132
Traumatologie
Neurologie Médicale 96 - 12 - - 108
Anesthésie-
R 2 19 79 - - 100
Réanimation
Total 194 20 101 22 3 340

Dans un premier temps nous avons déterminé les prélevements donnant une culture positive.

D’apres le tableau 02, nous constatons que sur les 340 prélevements effectués, 128 ont donné
une culture positive soit 37,6% dont 16 (sur 132 prélevements) au service de Chirurgie Ortho-
Traumatologie soit 12,1%, 23 (sur 108prélevements) au service Neurologie Médicale soit

21,3% et 89 (sur 100 prélévements) au service d’anesthésie-réanimation (89%).

Nous remarquons que sur 96 cathéters veineux périphériques prélevés au service de neurologie
médicale, 14 étaient de culture positive, ce qui correspond a un taux de 14,6%. Ce taux est pres
de 4 fois supérieur a celui observé au service de chirurgie ortho-traumatologie ou seulement 4

cathéters veineux périphériques sur 96 (4%) ont donné une culture positive.

Pour ce qui est des sondes veésicales, sur 12 prélevements effectués au service de neurologie
médicale 9 étaient de culture positive. Au service de chirurgie ortho-traumatologie 6 cathéters
urinaires (sur 10) ont donné une culture positive (60%). Pour le matériel d’ostéosynthése, parmi
les 22 prélévements effectués, seulement 5 étaient de culture positive (22,7%).

Quant au service d’anesthésie-réanimation 13 cathéters veineux centraux (CVC) sur 19 prélevés
ont donné des cultures positives (68,4%). Alors que prées de la totalité des sondes vésicales

prélevées étaient de culture positive (76/79).
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Tableau 2 : Reépartition des préléevements donnant une culture positive par type de

dispositif médical et par service.

Dispositifs ] ] ]
médicaux Cathéters Cathéters Sonde Matériels Cathéters
veineux VEINEUX 1 \gsicale | d’ostéosynthése de Total
périphériques | centraux ¥ drainage
Services
Chirurgie  Ortho- 4/96 o1 6/10 5/22 1/3 16/132
Traumatologie (4%) (60%) (22,7%) (33,3%) (12,1%)
: 14/96 09/12 23/108
Neurologie - - -
Médicale (14,6%) (75%) (21,3%)
Anesthésie- o 13/19 76/79 ] ] 89/100
Réanimation (68,4%) | (96,2%) (89%)
18/194 13/20 91/101 5/22 1/3 128/340
Total (9,3%) (65%) | (90,1%) (22,7%) (33,3%) | (37,6%)

Dans un second temps, nous avons déterminé la nature des microorganismes présents sur les

prélevements de culture positive (bactérienne, fongique ou mixte). Les résultats obtenus sont

regroupes sur le tableau 03.
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Tableau 3 : Répartition des prélevements de culture positive selon la nature des microorganismes (bactérienne-fongique-mixte) par service et par

dispositif médical.

Chirurgie ortho-

Type de traumatologie Neurologie médicale Anesthésie-Réanimation
microorganismes (n =16) (n=23) (n=89)
Type de dispositif Bacterienne Mixte Bacterienne | Fongique Mixte Bacterienne | Fongique Mixte
Cathéter veineux periphérique (n= 18) 3 1 4 10 - - - -
Cathéter veineux central (n=13) - - - - - 4 6 3
Sonde vésicale (n=91) 3 3 5 - 4 35 2 39
Matériel d’Ostéosynthése (n=15) 5 - - - - - - -
Drains de Redon (n=1) 1 - - - - - - -
Total (n=128) 12 4 9 10 4 39 8 42
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Sur les 128 prélévements de culture positive, 60 étaient d’origine bactérienne (soit un taux de
46,9%), 18 d’origine levurienne (soit un taux de 14%) et 50 dispositifs étaient de nature
levurienne et bactérienne a la fois ce qui représente un taux de 39%.

La répartition des prélévements de culture positive selon la nature des microorganismes
(bactérienne-fongique-mixte) par service est comme suit :

Sur les 89 prélévements de culture positive isolés du service d’anesthésie-réanimation, 08
étaient d’origine levurienne, 39 d’origine bactérienne et 42 étaient altérés par les deux
microorganismes a la fois.

Dans le service d’anesthésie-réanimation, les cultures mixtes sont beaucoup plus importantes,
elles sont environ10 fois supérieures a celles des deux autres services. En effet, selon Oubihi B.
(2015), c’est au niveau du service de réanimation que les infections nosocomiales sont les plus
fréquentes, elles sont liées a I’utilisation des dispositifs invasifs.

Quant au service de neurologie médicale ou 09 prélevements étaient d’origine bactérienne, 10
d’origine fongique et 04 présentaient une origine d’altération mixte (levures-bactéries).

Au service de traumatologie, sur les 16 prélevements de culture positive 12 étaient d’origine
bactérienne alors que quatre (04) présentaient les deux types de microorganismes (levures-
bactéeries) en méme temps.

Nous remarquons également que I’altération bactérienne et I’altération mixte sont de méme
aussi bien au service de traumatologie qu’au service de neurologie médicale. Cependant, aucune
altération fongique seule n’est observée dans le service de chirurgie ortho-traumatologie.

2. Détermination des différents types d’infectivités :
Suite aux cultures positives, nous avons déterminé les différents types d’infectivité en fonction

du nombre total de microorganismes aussi bien d’origine bactérienne que levurienne (nombre
de levures/ mL + nombre de bactéries/ mL). Selon Brun Buisson (1987), le seuil de
signification est supérieur ou égal a 103 UFC/mL en culture quantitative.

Le tableau 04 regroupe la répartition des différents types d’infectivités dans trois services du
CHU de Tlemcen concernés par cette étude.
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Tableau 4: Les différents types d’infectivités microbiennes dans les trois services du CHU

de Tlemcen.
Types d’infectivité o o )

Contamination Colonisation Infection

Services

Chirurgie Ortho -Traumatologie 3 (2,34%) 4 (3,12%) 9 (7,03%)

Neurologie Médicale 7 (5,46%) 10 (7,8%) 6 (4,68%)

Anesthésie-Réanimation 1 (0,78%) 24 (18,7%) 64 (50%)

Total n=128 (100%0) 11 (8,59%0) 38 (29,7%) 79 (61,7%)

Les résultats obtenus montrent qu’au service de chirurgie-ortho traumatologie, 9 prélevements
étaient infectés, 4 étaient colonisés alors que 3 étaient contaminés. De méme, au service de
neurologie médicale, 6 prélevements étaient infectés, 7 étaient contaminés et 10 étaient
colonisés. Enfin, au service d’anesthésie réanimation, 64 dispositifs étaient infectés, 24
colonisés avec une seule contamination. La comparaison par le test de Khi-deux des différents
types d'infectivité en relation avec les dispositifs médicaux dans les services étudiés au CHU

de Tlemcen montre une différence significative (p = 0,000).

Par conséquent, sur les 128 prélévements de cultures positives (bactéries, levures et mixtes),
plus de la moitié sont infectés (61,7%), environ le tiers (29,7%) sont colonisés et 8,6%

représentent une source de contamination pour les patients.

Nous remarquons également que le taux d’infections dans les trois services est deux fois
supérieur au taux de colonisations. Le service d’Anesthésie-Réanimation occupe la premiére
place avec un taux de 50% alors qu’il n’est que de 7,03% et 4,68% aux services de chirurgie
ortho-traumatologie et de neurologie médicale respectivement.

Concernant les colonisations des dispositifs prélevés, le service de réanimation est le plus
touché avec un taux de 18,75%, suivi du service de neurologie médicale (7,81%). Au service
de chirurgie ortho-traumatologie, le taux n’est que de 3%. Le taux de contamination le plus
élevé (5,46%) est observé au service de neurologie médicale. Or, les contaminations et les

colonisations peuvent étre des étapes qui précédent I’infection.
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En effet, selon Stephan et coll. (2002), une souche colonisante est dans la plupart des cas une
souche infectante. De méme, Quinet (2006), a montré que la colonisation du cathéter aboutit a
une infection dans 20 % des cas chez I’adulte et dans 8 % des cas chez I’enfant.

Suite a ces premiers résultats nous avons ensuite déterminé la répartition des différents types
d’infectivité en fonction de la nature des microorganismes présents (levurienne ou bactérienne)
(figure 6).

- 2%
Bactéries+ Levures

= Contamination
1 Colonisation
1 [nfection

Figure 6 : Les différents types d’infectivités en fonction du groupe microbien (Levures,

bactéries, levures +bactéries).

D’apreés la figure 6, nous remarquons que pour I’altération d’origine bactérienne, les infections
occupent la premiére place avec un taux de 68% suivi des colonisations avec un taux de 26,6%.
Les contaminations arrivent en derniere position avec un taux de 5%. Concernant I’altération
fongique, elle est a I’origine de 22% d’infections et 38% de contaminations et de colonisations

respectivement. En revanche, 1’altération mixte des dispositifs (bactéries-levures)
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a montré que ce sont les infections qui occupent le premier rang avec un taux de 68% suivies
des colonisations a 30%. Le taux de contaminations ne représente que 2%.

Les résultats relatifs a la répartition des différents types d’infectivité microbienne en fonction
du type de dispositif médical par service montrent qu’au service de neurologic médicale, les
contaminations sont essentiellement dues aux levures (86%) et a moindre taux aux bactéries
(14%). Aucune contamination mixte n’est observée. Dans ce méme service les colonisations
sont a 50% d’origine bactérienne, 40% d’origine fongique et 10% d’origine mixte. Quant aux
infections, elles sont a 50% dues aux bactéries seules et 50% d’origine mixte.

Pour ce qui est du service de chirurgie ortho-traumatologie, les colonisations sont toutes
d’origine bactérienne. Les contaminations sont comparables aux infections, elles sont causées
par des bactéries seules et des bactéries associées aux levures avec des taux de 67% et 33%
respectivement.

Il est important de signaler que les levures seules ne sont responsables ni de contamination, ni
de colonisation, ni d’infection au service de la chirurgie ortho-traumatologie.

Par ailleurs, au niveau du service d’anesthésie-réanimation, les levures sont a 1’origine des
contaminations, des colonisations et des infections avec des taux respectifs de 100%, 13% et
8%. Les bactéries seules sont responsables uniquement de colonisations (29%) et d’infections
(50%). Cependant, le taux de colonisations et d’infections mixtes est respectivement de 58% et
42%.

Concernant la répartition des différents types d’infectivités microbiennes en fonction de
dispositifs prélevés (tableau 5), nous remarquons que le type d’infectivité varie selon le type de
dispositif utilisé au niveau du CHU de Tlemcen.

Les contaminations touchent essentiellement les cathéters veineux périphériques (82%) alors
que les colonisations concernent aussi bien les sondes vésicales (47%) que les cathéters veineux
centraux (27%) et périphériques (21%). Quant aux infections, elles sont retrouvées sur les
sondes vésicales (92%). Or ce type de dispositifs est souvent incriminé a plus de 70% dans les
infections nosocomiales (Nicolle, 2014).

Selon nos résultats les cathéters veineux centraux sont davantage infectés (levure et bactéries)
que colonisés. Ces résultats vont dans le méme sens que les travaux de Shoham (2011) qui ont

montré que ce type de cathéter est responsable d’infections.
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Tableau 5: Les différents types d’infectivités en fonction du dispositif médical et du groupe microbien. B*: Bactérienne, F*: Fongique, M*: Mixte

Infectivité Contamination Colonisation Infection
Dispositif B* (N"-96) | F* (NP-96) | M* (NP*-96) | B*(N°-96) | F*(NP-96) | M*(N"®-96) | B*(N’®-9%) | F*(N"9%) | M*(N"*-9)
CVP  (n=4) 1 - 1 1 - - 1 ] _
22/sv  (n=6) - - - : . - 3 i 3
S 3
25| MO (n=5) 1 - - 2 - - 2 - -
23 - - - 1 - - - - -
EE/co (=)
Total (n=16) G - L 4 = = J > S
(67%) (33%) (100%) (67%) (33%)
o |CVP (n=14) 1 6 - 3 4 ] ] ]
2=
S| sv  (n=9) - - - 2 - 1 3 - 3
o <P
T £ 1 6 5 4 1 3 3
=z = _ -
Total (n=25) (14%) (86%) (50%) (40%) (10%) (50%) (50%)
& 5|8V (=79 - - - 4 - 11 31 2 28
£ g/ cve (n=13) - 1 - 3 3 3 1 2 -
L C
c 3 1 7 3 14 32 4 28
<8 - . )
Total (n=89) (100%) (29%) (13%) (58%) (50%) (6%) (44%)
3 7 1 16 7 15 41 4 34
Total= 128
11 (8.5%) 38 (29.6%) 79 (61.7%)
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Une enquéte de prévalence de I’infection nosocomiale menée par FKi et coll. (2008) a Sfax,
(Tunisie) a montré un lien direct entre ’infection et les abords veineux centraux et
périphériques. Plusieurs études ont également montré que le cathétérisme central et
périphérique est un facteur de risque certain de I’infection nosocomiale et que celle-ci est la
conséquence de la qualité de pose, des soins d’entretien et du délai d’ablation (Dadi N. et coll.,
2021).

Les résultats que nous avons obtenus dans cette partie de 1’étude, sont également en accord avec
ceux de Dadi N. et coll. (2021) et Timsit J. et ses collaborateurs (2011) et Seabra R. et Bhogal
N. (2009) qui ont montré que I’utilisation des cathéters périphériques et centraux est la
principale source d’infections invasives chez les patients hospitalisés, notamment dans les
services de soins intensifs. De plus, les dispositifs intravasculaires causent 20 a 30% des
bactériémies nosocomiales, la grande majorité provient des cathéters veineux centraux, tandis
que les cathéters périphériques sont moins souvent a 1’origine de bactériémie (Hot et coll.,

2007).

D’un autre coOté, au service de chirurgie ortho-traumatologie, 1’origine microbienne de
I’infectivité du matériel d’ostéosynthése (vis, broches, plaques, clou...) est strictement
bactérienne qu’il s’agisse de contamination, de colonisation ou d’infection. Au sein de ce méme
service, les drains sont colonisés par les bacteéries.

Les infections urinaires sont répandues dans le monde entier et représentent environ 40 % des
infections nosocomiales dont 75 a 80 % de ces infections sont associées a I'utilisation de sondes
urinaires [(Tenke P. et coll., 2017) ; (CDCP, 2021)].

Selon Mimoz (2001), les infections urinaires liées a I’implantation prolongée des sondes
vésicales représentent la deuxieéme cause d’infections nosocomiales acquises en réanimation
apres les infections respiratoires. De méme, I'étude de Gunardi et coll. (2021) ont montré que
sur 109 patients porteurs de sondes vésicales, 78% d’entre eux présentent une source d’infection

pour les patients.
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3. Facteurs de risque et type d’infectivité :
Nous avons ensuite évalué les facteurs de risque pouvant influencer le développement
des micro-organismes.
L’étude menée par Wenzel et Gennings (2005) définit les facteurs de risques des infections
invasives qui permettent de sélectionner les patients a haut risque et ainsi recourir rapidement a
un traitement antibiotique préventif afin de réduire la mortalité de ces patients.
C’est pourquoi, un questionnaire est renseigné pour chaque patient inclus dans cette étude, il
permet de recenser les autres facteurs de risque qui peuvent également étre a ’origine des
différents types d’infectivités a savoir le sexe, 1’age, la durée de pose de dispositif médical ainsi
que le traitement administré (Annexesl et 2).

3.1. Infectivité et &ge :
La figure 7 regroupe la répartition des différents types d’infectivités en fonction de 1’age des
patients.
Nous remarquons que les patients agés de plus de 40 ans sont les plus concernés par les cathéters
contaminés et colonisés avec des taux de 63,63%, 57,89% respectivement. Ils sont moins
touchés par les cathéters infectés par rapport aux patients jeunes agés de moins de 40 ans (44,3%
versus 55,69%).

0.70%

EPlus de 40 ans ™ Moins de 40 ans

0.60%

0.50%

0.40%

0.30%

0.20%

0.10%

0.00%
Contamination Colonisation Infection

Figure 7 : Répartition des types d’infectivités selon I’age.
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L’infection est observée chez les patients 4gés de plus de 41ans. C’est pourquoi avec un cathéter
infecté, le risque de développer une infection est plus important (Laupland k. et coll., 2003).
Nos résultats concordent avec les études de Laupland K. et coll., (2003) et d'Haley R. et coll.
(1995) qui montrent que le risque d'infection nosocomiale augmente avec 1’age et celles de
Cruse P. et Foord R. (1980) qui soulignent que 1’age est un facteur de risque infecticux aux

deux extrémités de la vie.

3.2. Infectivité et durée du cathétérisme :
La figure 8 regroupe la répartition des différents types d’infectivités en fonction de la durée de

pose des dispositifs médicaux.

Nous constatons que le taux de cathéters contaminés est de 81,81% pour les cathéters mis en
place pendant moins de sept jours. Cependant, prés de 80% des cathéters infectés sont observés
sur des cathéters mis en place pendant une durée inférieure ou égale a 7 jours. Il semblerait que
le taux d’infections est trois fois supérieur pour les cathéters mis en place pendant moins de sept

jours que ceux restés en place moins longtemps.

0.90% - m Moins que 7 jours ®Plus que 7 jours
0.80% -
0.70% -
0.60% -
0.50% -
0.40% -
0.30% -
0.20% -

0.10% -

0.00% -
Contamination Colonisation Infection

Figure 8 : Répartition des types d’infectivités selon la durée de pose de dispositif médical.
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Les résultats obtenus sont en accord avec Al Mohajer M. et Darouiche O. (2013) qui ont
confirmé les observations de Brun-Buisson (1987). Ces derniers ont constaté que 1’infection
d’un cathéter est liée a une durée de pose moyenne de 8 jours. De plus, selon les
recommandations de Lolom I. et coll. (2009), la durée de maintien de la voie veineuse ne
devrait pas dépasser les 96 h (soit quatre jours de maintien au maximum) chez 1’adulte. Ceci est
en accord avec d’autres données de la littérature qui citent la durée du cathétérisme comme 1’un
des principaux facteurs de risques spécifiques des infections liées aux cathéters (Espinasse F. et
coll., 2010). De méme, nous remarquons qu’une longue hospitalisation augmenterait
considérablement le risque d’acquérir une infection. En effet, des contaminations sont

observées chez les patients porteurs de ces dispositifs, hospitalisés depuis plus de 8 jours.

Nous constatons que la majorité des cathéters contaminés concernent les différents dispositifs
implantés pendant de 2 a 7 jours vis-a-vis tous les dispositifs utilisés. Cependant, la durée
d'hospitalisation était plus longue chez les patients infectés au niveau des trois services d’études.
Ce résultat est comparable a une étude multicentrique canadienne, qui montrait que la durée du
séjour augmentait en moyenne de 4 jours chez les patients infectés (Heyland D. et coll., 1999).

3.3. Infectivité et antibiothérapie :
La figure 9 regroupe les résultats de la répartition des différents types d’infectivité en fonction

de I’antibiothérapie administrée.

0.90% - B Antibiothérapie ™ Sans antibiothérapie
0.80% -
0.70% -
0.60% -
0.50% -
0.40% -
0.30% -
0.20% -

0.10% -

0.00% -

Contamination Colonisation Infection

Figure 9 : Répartition des types d’infectivités selon I’antibiothérapie.
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Nous constatons que dans la majorité des cas, les trois types d’infectivités sont le plus souvent
accompagnés d’un traitement antibiotique. En effet, les contaminations sont accompagnées
d’un traitement antibiotique a 81,81%. Quant aux colonisations et aux infections,
I’antibiothérapie est de 1’ordre 68,42%, 63,29% respectivement. Ceci est en accord avec les
travaux de Raad I. et Bodey G. (1992) qui ont révélé que les germes doivent dans un premier
temps résister aux antibiotiques. Nos résultats concordent aussi avec les travaux de Ruddel T.
et coll.,, (2022), Guinan J. et coll. (2019) et Mimoz et coll., (2001) qui montrent que

I’antibiothérapie favorise la survenue des infections.

L’infection liée aux dispositifs médicaux est une des composantes non négligeables de la
pathologie infectieuse nosocomiale. C’est pourquoi, une meilleure connaissance des principaux
facteurs de risque infectieux et de 1’écologie microbienne doit permettre une approche et une

appréciation plus rationnelles de la prévention de ces infections (CCLIN, 2001).

A coté des principaux facteurs de risque liés au patient (les tranches d’ages extrémes, la
dénutrition, I’immunodépression induite par une chimiothérapie, 1’existence d’un foyer
infectieux a distance et la présence de lésions cutanées séveres) [(Ruddel T. et coll.,2022) ;
(Mimoz O., 2001)], d’autres facteurs liés a la pose du cathéter ont été identifiés tels que la
nature du cathétérisme (périphérique ou central), les conditions de pose du cathéter, le site
d’insertion et les défauts d’asepsie (lavage des mains absent ou inappropri¢) (CCLIN, 2001),
la durée du cathétérisme, la fréquence et les conditions de manipulations de la ligne veineuse,
le type de soluté perfusé (composition, pH, osmolarité, debit de perfusion) [(Safdar N. et coll.,
2002) ; (Maki D. et coll., 2006)].

4. ldentification des espéeces microbiennes
Apres avoir définit les différents types d’infectivité, nous avons identifi¢é les souches
levuriennes et bactériennes isolées des différents dispositifs médicaux. A partir de 128

prélevements ayant donnés une culture positive, 71 levures et 163 bactéries ont été identifiées.

Sur les 71 levures identifiées, 36 appartenaient au genre Geotrichum sp., 34 au genre Candida
sp. et une seule a Saccharomyces cerevisiae. Seules les levures Candida non-albicans sont

retenues pour cette présente étude.

Parmi les 34 levures de Candida sp., 19 étaient des levures Candida non-albicans dont 9 C.
tropicalis, 4 C. glabrata, 3 C. famata et 3 C. parapsilosis. La répartition des espéces de Candida

non-albicans isolées est représentée sur le tableau6.
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Tableau 6: Répartition des especes de Candida non albicans isolées par service au CHU

de Tlemcen.
Candida
C. tropicalis C. glabrata C. parapsilosis C. famata Total
Service
Chirurgie Ortho —
_ : 1 1 1 3
Traumatologie
Neurologie
_ 1 - - - 1
Médicale
Anesthésie-
o 8 3 2 2 15
Réanimation
9 4 3 3 19
Total (%)
(47%) (21%) (16%0) (16%0) (100%0)

L’espéce C. tropicalis occupe le premier rang avec un taux de 47% suivie de C. glabrata (21%)
et enfin C. parapsilosis et C. famata avec des taux égaux pour les deux espéces (16%).

Nous remarquons que les especes isolées sont réparties dans les trois services d’étude avec une
predominance au service d’anesthésie-réanimation (15 isolats) suivi par le service de chirurgie
ortho- traumatologie avec 3 espéces et enfin une seule espéce est isolée au service de neurologie

médicale.

1seule souche de chacune des éspéces C. glabrata, C. parapsilosis et C. famata sont isolées au
service de chirurgie ortho-traumatologie. Alors qu’au service de neurologie médicale, seule

I’espece de C. tropicalis est isolée.

En ce qui concerne le service d’anesthésie-réanimation, nous remarquons une prédominance de
I’espéce de C. tropicalis (8 levures) suivie de C. glabrata (3levures) et enfin 2 souches de C.

parapsilosis et 2 souches C. famata avec un méme nombre de 2 espéces.

Le tableau7 regroupe la distribution des espéces de Candida non-abicans isolées en fonction

des différents dispositifs médicaux implantés.
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Tableau 7: Répartition des especes de Candida non albicans isolées par type de dispositif

médical au CHU de Tlemcen.

Candida
C. tropicalis C. glabrata C. parapsilosis C. famata Total
Dispositif médicale
Cathéter veineux . 1
Périphérique (5,3%)
) 4
Cathéter veineux central 1 1 2 -
(21,1%0)
_ 14
Sonde vésicale 8 3 - 3
(73,7%)
9 4 3 3 19
Total
(47%) (21%) (16%0) (16%0) (100%0)

Nous remarquons que 1’espéce de C. famata est isolée uniquement des sondes urinaires.
C. parapsilosis est isolée des cathéters veineux périphériques (1/3) et centraux (2/3). C.
glabrata et C. tropicalis sont plus isolées des sondes vésicales que de cathéters veineux

centraux.

Dans un second temps, nous avons identifié les espéces bactériennes co-isolés avec les Candida

non albicans.

A partir des échantillons prélevés, 25 bactéries ont été co-isolées avec les levures a partir des

mémes dispositifs médicaux dont 18 bactéries & Gram négatif et 7 & Gram positif.

Les résultats relatifs a la distribution de taux des espéces bactériennes isolées au CHU de
Tlemcen sont représentés sur la figure 10. Alors que la répartition des espéces bactériennes

isolées par service et par dispositif médical est regroupée sur le tableau8.
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M P mirabilis

| P stuartii

.S epidermedis
M E coli

.S aureus

M P aerugenosa
WA barinannii
M K pneumoniae

® E cloacae

Figure 10 : Distribution du taux des espéces bactériennes co-isolées avec les levures
Candida non albicans au CHU de Tlemcen : K. pneumoniae: Klebsiella pneumoniae, E. coli:
Escherichia coli, P. stuartii: Providencia stuartii P. aeruginosa: Pseudomonas aerugenosa,
P. mirabilis: Proteus mirabilis, E. cloacae: Enterobacter cloacae, A. baumannii: Acinetobacter
baumannii, S. aureus: Staphyloccocus aureus, S. epidermedis: Staphyloccocus epidermedis.

Nous remarquons que 72% des germes isolés sont des bacilles a Gram négatif, il s’agit de :
Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli, Providencia stuartii, Pseudomonas aerugenosa, Proteus
mirabilis, Entérobacter cloacae et Acinetobacter baumanii. Les bactéries & Gram positif co-isolées
avec les levures Candida non albicans ne représentent que 28% du taux global (Staphyloccocus
aureus et Staphyloccocus epidermedis).

La distribution des espéces bactériennes isolées indique une prédominance du germe
P. mirabilis avec un taux de 20% suivi de P. stuartii et S. epidermedis avec un taux identique
(16%). Les espéces E. coli et S. aureus représentent un taux de 12%.

Les souches de P. aerugenosa, A.baumannii sont retrouves dans des proportions non
négligeable (8%) alors que les espéces de K. pneumoniae et E. cloacae ne représentent qu’une

faible proportion (figure 10).
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Tableau 8 : Répartition des especes bactériennes co-isolées avec les especes de Candida non

albicans par types de dispositif médical au niveau des trois services du CHU de Tlemcen.

Bactéries
Gram- Gram+
g o _ v _
- (2] — © 4=
5 = | £ 2 g & P
£ € & | = e | €| 8| 3
D = o ~ g s S L 3
Service/Dispositif =3 3 = ) = S 8 3 S
Meédical ¢ Ui a 0 0 Ui < ” ”
2
Chirurgie-Ortho- cvP ) ) i ) i ) 1 ) 1 (8%)
Traumatologie
(n=4)
SV - - - - - - - - 2
Neurologie- 21
Médicale sV - 1 - - - - - - -
(n=1) (84%)
Anesthésie- sV 1 ]2 4 2 4 1 1 | 3 | -
Réanimation
(n=20) 2
CcvC 1 1 (8%)
1 3 4 2 5 1 2 3 4 o5
Total
(100%0)
18

D’apres le tableau8, 84% des bactéries identifiées sont isolées a partir des sondes urinaires, le

reste est isolé des dispositifs de cathétérisme périphérique ou central.

Nous remarquons que les espéces bactériennes sont isolées au niveau des trois services, cela

peut étre d0 a la flore endogéne du patient ou exogene qui est liée a la contamination de

I’environnement hospitalier (eau, air, matériel,

alimentation...) ou transmission par

manuportage du personnel médical. Un taux élevé (80%) est observé au service d’anesthésie-

réanimation pourrait &tre en rapport avec la sevérité des pathologies sous-jacentes, le séjour

relativement prolongé des patients et la fréquence des procédures invasives a visée diagnostique

et/ou thérapeutique.
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D’aprés le tableau9 qui regroupe la répartition des souches bactériennes co-isolées avec les
différentes espéces de candida non albicans au sein de trois services du CHU de Tlemcen, nous
remarquons que la majorité des bactéries co-isolées avec les souches C. tropicalis et C. famata
sont des bactéries a Gram négatif. Or, les souches C. glabrata et C. parapsilosis sont isolées par

équivalence avec des bactéries & Gram négatif et positif.

Tableau 9 : Répartition des especes bactériennes co-isolées avec les especes de Candida non

albicans au CHU de Tlemcen.

Gram- Gram+
Bactéries
3 _ 3 ® g = ” =
5 = £ = 3 @ g 3 g | Total
[<} © S

e o 5 (= o © S 5 &

2 i @ S £ 3 3 © 2

c L o Q
Type de 5 a % Q U] : 2 ®
Candida < o < @
C. tropicalis - 2 3 1 2 1 1 1 - 11
C. glabrata - . 1 - 1 . - 1 1 4
C. parapsilosis . . . . 1 . 1 , 2 4
C. famata 1 1 - 1 1 - - 1 1 6
Total 18 7 25

D’apres le tableau 10 qui regroupe les différents types d’infectivités en fonction des especes
microbiennes et du type de dispositif médical, nous remarquons que ce sont les colonisations
qui arrivent en premiére position avec un nombre de 8/9 associations suivies des infections
(7/8). Les contaminations ne représentent qu’un seul prélévement. Concernant les levures

seules, elles sont & I’origine d’un seul cathéter contaminé, un cathéter colonise et d’un cathéter

infecté.

Les résultats obtenus montrent que les colonisations liées aux levures de Candida non albicans
occupent la premiére place (9/19) suivies des infections (8/19). Les contaminations arrivent en

dernier rang (2/19).
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Tableau 10: Infectivité mixte (Candida non albicans/ bactéries) en fonction du type de dispositif médical et du service au CHU de Tlemcen.

Contamination Colonisation Infection
Fongique Mixte Fongique Mixte Fongique Mixte
Levure Levure Bactéries Levure Levure Bactéries Levure Levure Bactéries
1 _C' .e
g CvP parapsilosis -A. baumannii+
o | (D S. epidermedis
o
%(_% -C. glabrata -S. epidermedis
S E |sv -C. famata -S. epidermedis
[}
=8 |
O+
2
D o
38 SV -C. tropicalis -E.coli
=2 | (D
33
Z £
-C. tropicalis -E.coli + S.aureus -C. glabrata -P. mirabilis
-C. famata -E.coli + P.aerugenosa+ -C. famata -k. pneumoniae+
S.aureus P. mirabilis
IS SV -C. tropicalis - P.stuarti -C. tropicalis | -P. mirabilis
IS (11) -C. tropicalis - P.stuarti + P.aerugenosa -C. tropicalis -P. mirabilis
% -C. tropicalis - P.stuarti -C. tropicalis -E.cloaceae+
3 -C.glabrata - P.stuarti + S.aureus A.baumannii
[
&
3 -C. -C. -C.
z CVC | Tropicalis glabrata -C. parapsilosis —P.ml_rabllls + parapsilosis
E 4 S. epidermedis
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Nous avons noté également la dominance de I’espéce Candida tropicalis au service de
neurologie médicale et anesthésie-réanimation alors qu’aucune espéce n’était détectée au
service de chirurgie ortho traumatologie. Nous remarquons aussi que les espéces de C.
tropicalis et C. parapsilosis sont impliquées dans les trois types d'infectivité (contamination,

colonisation et infection).

L’espéce C. tropicalis est responsable de 11% des contaminations, 56% des colonisations et
33% des infections. Alors que le taux des colonisations est comparable aux infections liées a la
présence de 1’espece C. glabrata (50% pour chacune). De méme, C. famata est a 1’origine de
33% de colonisations et 67% d’infection. De plus, C. parapsilosis est impliqué dans les trois

types d’infectivité avec un taux de 33% pour chacune.

5. Test de sensibilité aux antimicrobiens
5.1. Evaluation de la sensibilité des levures a I’amphotéricine B
Les résultats relatifs aux Concentrations Minimales Inhibitrices (CMI) de 1’amphotéricine B
vis-a-vis des souches isolées apres 24 heures et 48 heures d’incubation sont représentés sur la
figurell. La Concentration Minimale Inhibitrice de I’amphotéricine B vis-a-vis de la souche de
référence Candida albicans ATCC 10231 est de 0,5 pg/mL.

Les tests de sensibilité a I’amphotéricine B vis-a-vis des souches isolées, ont montré qu’apres 24
heures d’incubation, les CMI sont comprises entre 0,5 et 1 pg/mL vis-a-vis de C. tropicalis,
entre 0,5 et 4 pg/mL envers C. famata, de 0,5 pg/mL envers C. parapsilosis et de 4 pg /mL vis-
a-vis de

C. glabrata. L’incubation de 48h donne des CMI comprises entre 1 et 2 pg/mL envers I’espéce
C. tropicalis, alors qu’aucune CMI n’est changé vis-a-vis des autres especes de Candida

isolées.

Nous remarquons aprés un temps d’incubation de 24 heures a 35°C, que pour 8 souches de
Candida tropicalis, les CMI sont a 1 pg/mL et pour une souche une CMI de 0,5ug/mL. Lorsque
le temps d’incubation est de 48 heures, 3/8 CMI restent inchangées (figurell-A).

En revanche, toutes les souches de Candida glabrata isolées marquent une résistance a
I’amphotéricine B avec des CMI 4pug/mL apres 24h d’incubation. Ces CMI restent inchangées

lorsque le temps d’incubation est de 48 heures a 35°C (figurell-B).

Les trois souches de Candida parapsilosis sont toutes sensibles a I’amphotéricine B avec des

CMI égale a 0,5 pg/mL. Ces CMI restent inchangées apres 48 heures d’incubation (figurel 1-

Q).
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Pour les trois souches de Candida famata, les CMI sont identiques aprés 24 et 48 heures
d’incubation, elles sont de 4pug/mL pour deux souches et de 0,5ug/mL pour la troisiéme

(figurell-D).

5.2. Evaluation de la sensibilité des bactéries aux antibiotiques
Les tableaux11 et 12 regroupent les résultats de 1’antibiogramme des souches bactériennes Cco-

isolées avec les espéces de Candida non albicans.

Les résultats de I’antibiogramme montrent une multirésistante de la plupart des souches isolées

dans trois services du CHU de Tlemcen aux différentes familles d’antibiotique.

Les especes Pseudomonas aeruginosa et Proteus mirabilis ont montré une résistance a la
plupart des antibiotiques, avec quelques exceptions notables pour la gentamicine et I'amikacine
selon les souches. De méme, les espéces Acinetobacter baumannii, Enterobacter cloacae et
Escherichia coli présentent une résistance importante avec une sensibilité pour I'amikacine.
Providencia stuartii montre aussi une résistance a la plupart des antibiotiques testés avec une
sensibilité & la gentamicine et a la ciprofloxacine. Les bactéries & Gram positif présentent aussi
une résistance multiple pour la plupart des antibiotiques sélectionnés avec une sensibilité a

I'acide fusidique et au macrolides (érythromycine et clindamycine) selon les souches testées.

La résistance élevée des bactéries aux antibiotiques pose des défis significatifs pour le

traitement des infections.
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Figure 11 : Concentrations Minimales Inhibitrices de ’amphotéricine B vis-a-vis des Candida non albicans isolées. (A) : C. tropicalis (souche T1 a

T9), (B) : C. glabrata (souche G1 a G4), (C) : C. parapsilosis (souche P1 a P3) et (D) : C. famata (souche F1 a F3).
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Tableau 11 : Sensibilité aux antibiotiques des souches bactériennes a Gram négatif co-isolées avec les espéces de Candida non albicans dans trois

services du CHU de Tlemcen.

Antibiotiques Inhibiteurs de la Inhibiteurs de la
Inhibiteurs de la synthése des enveloppes bactériennes synthese des protéines synthése ges acides
nucléiques
B-lactamines
g
@ @ £ £ i
£ g 5 5 Aminosides S Quinolones
Pénicillines S g 29 g9 = fluorescents
& 8 = = 8,
o = = <
= S g &
O = o o
. AT A A
Bactéries AMX AMC TIC IPM FOX CAZ GN TOB K N CIP OFX
. S1 R R | S | R R S S S R S R
P. aeruginosa
S.2 R R | S | R R S | S R S R
. S.1 R R | S R R R R S S R R R
A. baumannii
S.2 R R R R R R R R R R R R R
K. pneumoniae S1 R R R S R S R R R S R R R
S.1 R R R S R S R R | S S S S
E. coli S.2 R R R S R R R R R | R R R
S.3 R R R S R R R R R S R R R
S.1 R R R S R R R R R R R R R
. S.2 R R R | R R R R R R R R R
P. stuartii
S.3 R R R | R R R R R R R R R
S4 R R S S S S | S S S R R R
S.1 R R R S R S R S | S R S R
S.2 R R R S R R R R R R R R R
P. mirabilis S.3 R R R S R S R S | S R | R
S4 R R R S R R R R R R R R R
S5 R R R S R R R R R R R R R
E. cloacae S.1 R R R S S R | | R S R R R
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Tableau 12 : Sensibilité aux antibiotiques des souches bactériennes & Gram positif co-isolées avec les espéces de Candida non albicans dans trois

services du CHU de Tlemcen.

Antibiotiques

Inhibiteurs de la synthése des enveloppes bactériennes

Inhibiteurs de la synthése des protéines

Inhibiteurs de la synthése des
acides nucléiques

p-lactamines Aminosides Macrolides @ Quinolones

© 3 5

T .9 >

Bactéries 32 2 @
P OX IPM FOX VA GN TOB K E DA 2 2 CIP

|_
S1 R R R R R R R R S S S R R
S. aureus S.2 R R R R R R R R S S S R R
S.3 R R R R R R R R S S S R R
S1 R R S R R R R R R S S S R
S.2 R R S R R R R R I S S S R

S. epidermedis

S.3 R R 30 R R R 14 R I S S S R
S4 R R 20 R R R 13 R R S S S R

TIC : Ticarcilline, TCC : ticarcyline-acide clavulanique, CAZ : Ceftazidime, ATM : Aztréonam, IPM : Imipenéme, AMX : Amoxicilline, FOX : Céfoxitin, GN : Gentamycine,
TOB : Tobramycine, AK: Amikacine, AN : Acide nalidixique, CIP : Ciprofloxacine, K : Kanamycine, NOR : Norfloxacine, AMC : Amoxicilline + acide clavulanique,

OFX : Ofloxacine, P : Pénicilline G, E : Erythromycine, DA : Clindamycine, OX : Oxacilline, VA : Vancomycine.

53




RESULTATS ET DISCUSSIONS

Le cathétérisme central, périphérique et urinaire sont des facteurs de risque certains de
I’infection nosocomiale qui est la conseéquence de la qualité de pose, des soins d’entretien et du
délai d’ablation. Jusqu’a ces derniéres années Candida albicans était 1’agent le plus
fréquemment isolé lors d’infections fongiques systémiques, cependant de plus en plus d’especes
non albicans sont réguliérement isolées et incriminées dans ce type de mycoses (Toubas D.,
2013). D’un autre c6té, levures et bactéries cohabitent dans 1’environnement et peuvent causer
des infections polymicrobiennes ce qui implique un impact sur la pathogenese et la santé des
patients. Cette premiere partie de notre étude montre une prédominance de 1’espéce Candida
tropicalis (9 isolats) a 1’origine de 11% des contaminations, 56% des colonisations et 33% des
infections. 8 souches de cette espéce sont co-isolées avec des entérobactéries (Escherichicoli,
Proteus mirabilis, Providencia stuartii, Klebsiella pneumoniae et Enterobacter cloacae) alors
qu’une seule souche de cette espéce est co-isolée avec Staphylococcus aureus. Ces bactéries
pourraient provenir de la flore cutanée du patient, de la micro-flore exogene du personnel
hospitalier, ou encore de I’environnement contaminé.
Candida glabrata occupe la deuxieme place de nos isolats (4souches). Elle est co-isolée
essentiellement des sondes veésicales aussi bien avec Staphylococcus aureus qu’avec différentes
especes d’entérobactéries (P. mirabilis, P. stuartii). Le taux de colonisation est comparable a
celui des infections causées par cette levure alors qu’aucune contamination n’est liée a cette
espece. Lima R. et coll. (2010) considerent C. glabrata comme étant un agent important
d’infections chez les patients immunodéprimés. La fréquence de cette espece a doublé par
rapport aux données enregistrées dix années auparavant ( Garcia-Figueroa B. et coll., 2009).
Or selon des études plus récentes [(Poulain D., 2013) ; (Seddiki S., 2014) ; (Brikci O., 2020)]
Candida glabrata se situe au premier rang en termes de fréquence et de gravité parmi les espéces
de Candida non albicans. Il est a noter que cette prévalence varie considérablement selon les
services avec une prédominance pour les unités de soins intensifs (Lundstrom T. et Sobel J.,
2001).
Quant a Candida parapsilosis que nous avons isolé, elle est impliquée dans les trois types
d'infectivités (contamination, colonisation et infection), sa présence est en rapport avec
I’utilisation des cathéters veineux périphériques et centraux. Elle est co-isolée avec plusieurs
entérobactéries tels que Acinetobacter baumannii et P. mirabilis. Or selon Gallien S. et coll.
(2007) et Kaitwatcharachai C. (2002), I’isolement de Candida parapsilosis est fortement
associ¢ a une infection du cathéter veineux ce qui fait de cette espéce 1’'une des principales
causes d’infections fongiques des cathéters. C. parapsilosis fait partie de la flore commensale
de la peau (Seghir et coll., 2014).
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Enfin nous avons isolé I’espéce C. famata a partir des cathéters de sondage urinaire, elle est a
I’origine de 33% des colonisations et 67% des infections. Elle est co-isolée avec 3
entérobactéries (Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis) ainsi qu’avec
S. aureus.

Par ailleurs les bactéries que nous avons co-isolé avec les levures Candida non albicans sont
majoritairement des especes d’entérobactéries (18/25) avec seulement 3 souches de
Staphylococcus aureus et 2 Staphylococcus epidermidis. Notons également que toutes les
souches isolées sont multi-résistantes. Or ces bactéries sont souvent incriminées dans les
infections hospitalieres. L’espéce S. aureus quant a elle compte parmi les agents pathogeénes les
plus souvent isolés dans les infections nosocomiales et communautaires grace a sa capacité a
adhérer aux implants médicaux temporaires ou permanents.

Nous remarquons également que 1’association Candida non albicans/entérobactéries est
présente dans tous les types d’infectivité que nous avons observés. Cependant 1’association
Candida non albicans/Staphylococcus aureus n’est observée que dans les colonisations des
cathéters prélevés. Notons qu’aucune infection liée a cette derniére (Candida non albicans/ S.
aureus) n’est observee alors que Candida non albicans/ entérobactéries est a I’origine de toutes
les infections des dispositifs prélevés. Cependant, rappelons qu’une souche colonisante est dans
la plupart des cas une souche infectante et la colonisation d’un cathéter aboutit a une infection

du patient (Stephan F. et coll., 2002).
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6. Evaluation du potentiel des souches isolées a former les biofilms
6.1. Evaluation du potentiel de formation de biofilm fongique
Afin d’évaluer le potentiel de formation des biofilms fongiques nous avons d’une part déterminé
les SCMI en amphotéricine B envers les levures, d’autre part nous avons évalué¢ I’activité
métabolique des cellules viables par la réduction des sels de tetrazolium (XTT).

6.1.1 Deétermination des Concentrations Minimales Inhibitrices des cellules Sessiles

(SCMI) (Ramage et coll., 2001)

La figurel2 représente les résultats relatifs aux Concentrations Minimales Inhibitrices des
cellules planctoniques et sessiles (CMI et SCMI) de I’amphotéricine B vis-a-vis des isolats de
Candida non albicans. Nous remarquons qu’aprés 48 heures d’incubation, les CMI sont
comprises entre 1 et 2 pg/mL pour I’espece C. tropicalis, entre 0,5 et 4 pg/mL pour C. famata,
de 0,5 pg/mL pour C. parapsilosis et de 4 ug /mL vis-a-vis de C. glabrata. Quant aux cellules
sessiles de Candida non albicans, les tests de sensibilité & I’amphotéricine B ont montré que les
SCMI présentent une valeur maximale de 32 pg/mL pour deux souches de Candida tropicalis,

alors que pour le reste des souches, les SCMI varient entre 1 et 16 pug/mL.

Nous remarquons qu’apres 48 heures d’incubation, la valeur de SCMI est égale a 32 nug/mL
envers deux souches de Candida tropicalis (T5 et T8). Alors qu’elle est de 16 ug/mL pour les
deux souches T3 et T6. De méme, la SCMI est égale a 8ug/mL envers les souches T1, T2 et T7
et a I’ordre de 2 pg/mL pour deux autres souches T4 et T9.

En revanche, les tests de sensibilit¢ a ’amphotéricine B de Candida glabrata aprés 48h
d’incubation a 35°C ont montré que la valeur de la SCMI est égale a 16 pg/mL pour la souche
G4, 8ug/mL pour la souche G3 et 4ug/mL pour les deux autres souches (G1 et G2). De méme,
les valeurs de SCMI de Candida parapsilosis varient entre 1 et 2 ug/mL apres 48 heures
d’incubation. De plus, les concentrations minimales inhibitrices des cellules sessiles de Candida
famata aprés 48 heures d’incubation présentent des valeurs de 16 pg/mL pour la souche F1,
8ug/mL pour la souche F2 et 2 pg/mL pour la souche F3.

Les SCMI sont jusqu’a 32 fois plus importantes que les CMI pour 1’amphotéricine B.
L’augmentation des concentrations minimales inhibitrices des cellules sessiles par rapport a
leurs homologues planctoniques témoigne de leur capacité a former les biofilms. Ces résultats
vont dans le méme sens que ceux de Bojsen et coll. (2014) et Ramage et coll. (2001) qui ont
montré que les cellules sessiles fongiques peuvent étre jusqu’a mille fois plus résistantes aux

agents antimicrobiens que leurs homologues planctoniques.
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Figure 12 : Concentrations Minimales Inhibitrices de I’amphotéricine B vis-a-vis des cellules planctoniques et sessiles des Candida non
albicans apres 48h d’incubation. C. tropicalis (souche T1 a T9), C. glabrata (souche G1 & G4), C. parapsilosis (souche P1 & P3), C. famata
(souche F1 a F3), souche de référence Candida albicans (ATCC10231).
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6.1.2 Evaluation de I’activité métabolique par réduction des sels de tétrazolium (XTT)
Les souches de Candida sont considérées comme productrices de biofilms lorsque la densité
optique mesurée a 490 nm est supérieure ou égale a 0,2. L’activité métabolique des cellules
adhérentes de Candida dans un biofilm est mesurée apres 48 heures d’incubation [(Villar M.
et coll., 2011) ; (Valentin et coll., 2007)]. Les souches productrices de biofilms sont regroupées

par catégorie.

Le tableau 13 regroupe les résultats relatifs a la répartition des espéces de Candida non albicans
en fonction de I’activité métabolique des cellules adhérentes. Nous remarquons que 4 souches
sont fortement productrices de biofilms avec une densité optique supérieure ou égale a 1, il
s’agit d’une souche de Candida parapsilosis et 3 souches de Candida tropicalis.

12 souches de levures sont faiblement ou modérément productrices de biofilms et se répartissent
comme suit : 4 souches de C. tropicalis, 3 souches de C. glabrata, 3 souches de C. famata et 2

souches de C. parapsilosis présentant des densités optiques comprises entre 0,20 et 0,99.

Nous remarquons également que 2 souches de C. famata et 1 souche de C. glabrata présentent

des densités optiques inférieur a 0,2. Ce sont des souches non productrices de biofilms.

Sur I’ensemble des levures de C. non albicans que nous avons isolés (19), 16 souches d’entre
elles sont productrices de biofilms. La densité de biofilm formé dépend de la souche
productrice. D’un autre coté, la mesure de I’activité métabolique a confirmer les résultats
observés apres la détermination des SCMI a savoir que les souches dont la SCMI augmente par

rapport a la CMI, sont productrices de biofilm.

Ces résultats obtenus sont en accord avec les travaux de Tumbarello et coll. (2012) qui ont
rapporté que les isolats cliniques de Candida sp. forment des biofilms mono espéces avec des

densités optiques comprises entre 0,125 et 1,358.

De méme, les travaux de Li X. et coll. (2003) ainsi que ceux de Pathak A. et coll. (2012) ont
montré que pour une méme espéce de levure, la capacité a former un biofilm varie d’une souche
a une autre. Ces résultats sont confirmés par ceux de Jin Y. et coll. (2003), qui ont mis en
évidence I’existence d’une grande variabilité dans la capacité des souches cliniques a produire
un biofilm. Aussi, selon Sanchez L. et coll. (2013), le potentiel a former des biofilms par les

souches de Candida sp. dépend de I’origine clinique de I’espéce.
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Tableau 13 : Répartition des especes de Candida non albicans isolées en fonction de

P’activité métabolique des cellules adhérentes.

Catégories de formation de biofilm DO a 490 nm Souches

Hautement productrice de biofilm +6 (>13) Candida tropicalis (T5)

Candida tropicalis (T3, T8)

Hautement productrice de biofilm +5 (1-1,29) _ o
Candida parapsilosis (P1)

Modérément productrice de biofilm +4 (0,7-0,99) Candida tropicalis (T4)

Candida tropicalis (T2, T7)
Modérément productrice de biofilm +3 (0,4- 0,69) Candida glabrata (G4)
Candida famata (F1, F3)

Candida tropicalis (T6)
Candida parapsilosis (P2, P3)

Faiblement productrice de biofilm +2 (0,2- 0,39) )
Candida glabrata (G1, G2)
Candida famata (F2)
] o Candida glabrata (G4)
Non productrice de biofilm +1 (<0,2)

Candida famata (F1, F3)

6.2. Effet du milieu de culture sur la formation de biofilm

Dans cette partie de 1’étude nous avons suivi la méthode de la mesure de la biomasse par le
Crystal violet afin d’évaluer dans un premier temps la capacité des levures et des bactéries co-
isolées a former des biofilms mono espéces en fonction du milieu de culture utilisé.

Dans un second temps, nous avons évalué la capacité de ces souches co-isolées a former des

biofilms mixtes (levures/ bactéries).
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6.2.1 Effet du milieu de culture sur la formation de biofilm fongique mono espéce

a. Candida tropicalis
D’apres la figure 13, nous remarquons que les densités optiques de biofilm varient entre (0,07-
0,80) et (0,04-0,9) apres 24h d’incubation sur le RPMI 1640 et TSB respectivement. Alors
qu’apres 48h d’incubation, les densités optiques des différentes souches de C. tropicalis varient
respectivement entre (0,2 - 1,32) et (0,27- 1,37) sur les mémes milieux de culture.
Au bout de 72h d’incubation, le biofilm atteint les biomasses les plus élevées avec des densités

optiques maximales de 1,52 et de 1,62 sur le RPMI 1640 et le TSB respectivement.

Selon la classification de Guinea J. et ses collaborateurs (2014), 7 souches de C. tropicalis sont
formatrices de biofilm sur le RPMI 1640 alors que 6 souches le sont sur le TSB.

En fonction des densités optiques obtenues, il apparait clairement que la souche T5 présente la
biomasse la plus élevée sur le RPMI 1640 et TSB suivie par les souches T8 et T3. Les DO
varient entre 1,52 et 1,62 aprés 72h d’incubation. Ce résultat confirme celui observé apres
mesure de I’activité métabolique (tableau 13). L’analyse statistique montre une différence
hautement significative (p<0,001) entre les biofilms formés sur TSB et ceux formés sur RPMI.

De méme, il y a une différence significative (p <0,05) entre les biofilms de 24h, 48h ou 72h.
b. Candida glabrata

Nous remarquons sur la figure 14 qu’aprés 24h d’incubation les densités optiques de biofilms
varient de 0,05 a 0,17 sur RPMI 1640 et de 0,06 a 0,18 sur le TSB.

Les densités optiques des différentes souches varient de (0,15 a 0,3) sur RPMI 1640 et (0,18 a
0,42) sur TSB apres une incubation de 48h. Le biofilm de C. glabrata atteint sa maturité apres
72h d’incubation avec des biomasses importantes dont les densités varient entre (0,21 & 0,6) sur
RPMI 1640 et de (0,29 a 0,7) sur TSB.

Selon la classification de Guinea J. et coll. (2014), sur les 4 souches de C. glabrata, la souche
G4 est formatrice de biofilm sur le TSB. Cette derniére présente la biomasse la plus élevée sur
le RPMI 1640 et TSB apres 72h d’incubation. Alors qu’aucune souche n’est considerée comme
productrice de biofilm sur le RPMI (les densités optiques sont inférieures a 0.44) ce qui explique
un faible potentiel de formation de biofilm. Ce résultat confirme celui observé apres la mesure
de P’activité métabolique (tableau 13). L’analyse statistique montre une différence hautement
significative (p <0,001) entre les biofilms formés sur TSB et ceux formé sur RPMI et entre les
biofilms & 24h, 48h ou 72h.
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Figure 13 : Effet du milieu de culture sur la formation de biofilm fongique Candida

tropicalis (souche T1 a T9).
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Figure 14 : Effet du milieu de culture sur la formation de biofilm fongique Candida
glabrata (souche G1 a G4).
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c. Candida parapsilosis

D’apres la figure 15, nous remarquons que les biomasses de biofilm de C. parapsilosis varient
de 0,09 a 0,85 sur le RPMI 1640 et de 0,09 a 0,64 sur TSB aprés 24h d’incubation. Alors
qu’apres 48h d’incubation, la biomasse de biofilms varie de 0,28 a 1,11 sur RMPI 1640 et de
0,26 & 1,01 sur le miflieu TSB.

Aprés 72h d’incubation, le biofilm de C. parapsilosis atteint sa maturité sur les deux milieux
de cultures avec des densités optiques allant de 0,25 a 1,40 sur RPMI 1640 et de 0,33 a 1,09 sur
le TSB. Il est a noter que la souche P1 présente la biomasse la plus élevé sur les deux milieux
de culture utilisés avec des DO de 1,40 et 1,09.

Selon la classification de Guinea J. et coll. (2014), seule la souche P1 est considérée comme
productrice de biofilm. Ce résultat confirme ceux obtenus apreés la mesure de 1’activité
métabolique (tableaul3). L’ analyse statistique montre une différence hautement significative
(p<0,001) entre les biofilms formés sur TSB et ceux formé sur RPMI et entre les biofilms a 24h
et 72h.

d. Candida famata

La figure 16 montre que les DO des biomasses de C. famata varient entre (0,07- 0,18) et (0,1-
0,19) aprés 24h d’incubation sur le RPMI 1640 et TSB respectivement. Alors que les biomasses
des différentes souches varient respectivement entre (0,22-0,63) et (0,21-0,48) sur les mémes

milieux de culture aprés 48h d’incubation.

Les biomasses les plus €levées sont observées apreés 72h d’incubation avec une prédominance
de la souche F1 avec une DO égale a 0,78 sur le RPMI 1640. Alors que sur le milieu TSB, c¢’est
la souche F3 qui présente la biomasse la plus élevée avec une DO égale a 0,53.

Selon la classification de Guinea J. et coll. (2014), deux souches de C. famata sont productrices
de biofilms sur le milieu RPMI 1640 ; il s’agit des souches F1 et F3 avec des densités optiques
de 0,49 et 0,63 respectivement. Alors que sur le Bouillon Trypticase Soja seule la souche F3 est
formatrice de biofilm avec une DO égale a 0,48. Ce résultat confirme ceux obtenus apres la
mesure de I’activité métabolique (tableaul3). L’analyse statistique montre une différence
hautement significative (p<0,001) entre les biofilms formés sur TSB et ceux formé sur RPMI
et entre les biofilms & 24h et 48h.
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Figure 15 : Effet du milieu de culture sur la formation de biofilm fongique Candida

parapsilosis (souche P1 a P3).

64



RESULTATS ET DISCUSSIONS

RPMI 1640 m24h m48h » 72h
0.90
0.80
5 0.70
; 0.60
o
050
Q
= 0.40
0.30
0.20
0.00 I
F1 F2 F3
Candida famata
TSB m24h w48h m72h
0,60
g 050
=
S
=040
fi-]
@)
2 0,30
0,20
N B I I
0,00
F1 F2 F3

Candida famata

Figure 16 : Effet du milieu de culture sur la formation de biofilm fongique Candida
famata (souche F1 a F3).
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D’aprés les résultats que nous avons obtenus, il apparait d’une part que la majorité des levures
isolées sont formatrices de biofilm, d’autres part que I’intensité de la biomasse de ces biofilms
dépend de plusieurs parametres (figure 17) a savoir I’espéce fongique isolée et la nature du
milieu réactionnel (tableau 14) ainsi que la durée d’incubation ou il apparait clairement qu’au

bout de 72 heures nous obtenons des biofilms matures plus dense.

La majorité des souches isolées appartenant a 1’espéce Candida tropicalis forment un biofilm
plus dense sur milieu TSB que sur le RPMI 1640. De méme, pour 1’espéce C. glabrata ou les
densités optiques des biofilms formés dans le milieu TSB sont plus importantes que ceux formés
sur le RPMI 1640.

En revanche, les levures Candida famata et C. parapsilosis forment des biofilms plus denses
sur le milieu RPMI 1640. L’analyse statistique montre une différence hautement significative
(p<0,001) entre les biofilms de Candida non albicans formeés sur TSB et ceux formé sur RPMI
et entre les biofilms a 24h, 48h et 72h.

Tableau 14: Classification des isolats cliniques de Candida non albicans selon leur capacité
a former des biofilms sur le RPMI 1640 et le bouillon Tryptone Soja (Guinea J et coll.,
2014).

Milieu de culture

Catégorie

PRMI 1640

TSB

Hautement productrice de

biofilm

3 souches de C. tropicalis

1 souche de C. poarapsilosis

2 souches de C. tropicalis

1 souche de C. poarapsilosis

Modérément productrice de

biofilm

3 souches de C. tropicalis
1 souche de C. glabrata

1 souche de C. famata

3 souches de C. tropicalis
2 souches de C. glabrata
1 souche de C. famata

Faiblement productrice de

biofilm

3 souches de C. tropicalis

3 souches de C. glabrata

2 souches de C. poarapsilosis
2 souches de C. famata

4 souches de C. tropicalis

2 souches de C. glabrata

2 souches de C. parapsilosis
2 souches de C. famata
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Figure 17 : Effet du milieu de culture sur la formation de biofilm fongique Candida non
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6.2.2 Effet du milieu de culture sur la formation de biofilm bactérien

D’apreés la figurel8, nous remarquons que les densités optiques des biofilms bactériens a gram-
varient entre 0,03 et 0,13 sur RPMI11640 et entre 0,04 et 0,19 sur TSB aprés 24h d’incubation.
Aprés 48h d’incubation, les DO varient entre (0,1- 0,19) et (0,11-0,28) sur les mémes milieux
de cultures, pour atteindre des valeurs maximales apres 72h d’incubation allant de 0.12 a 0.24
sur RPMI 1640 et de 0.11a 0.3 sur TSB. Il ressort de ces résultats que les souches de Proteus
mirabilis, Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumannii et Klebsiella pneumoniae sont
les meilleures formatrices de biofilm dans cette série. L’analyse statistique montre une
différence significative (p<0,05) entre les biofilms bactériens mono-especes a gram- formés sur
TSB et ceux formés sur RPMI et une différence tres hautement significative (p<0,001) entre les
biofilms & 24h, 48h et 72h.

Sur la figurel19, nous remarquons que les densités optiques bactériennes a gram+ varient entre
0,06 et 0,14 sur RPMI 1640 et entre 0,07 et 0,19 sur TSB aprées 24h d’incubation. Apres 48h
d’incubation, les DO varient entre (0,11- 0,17) et (0,1-0,32) sur les mémes milieux de cultures.
Il apparait qu’au bout de 72h d’incubation, les biomasses des biofilms des bactéries a gram+
marquent des valeurs maximales qui varient entre (0,14- 0,24) et (0,16-0,27) sur le RPMI 1640
et TSB respectivement. 1l ressort de ces résultats que la capacité a former des biofilms par les
especes de Staphyloccoccus aureus est plus importante en comparant avec les souches de
Staphyloccoccus epidermidis sur les deux milieux de cultures. De méme, la biomasse de la
souche S. aureus N°5 est plus important sur le milieu TSB apres 48h d’incubation ou le biofilm
atteint le seuil maximal de maturité avec une densité optique égale a 0,32. L’analyse statistique
montre une différence significative (p<0,05) entre les biofilms bactériens mono-espéces a
gram+ formés sur le TSB et ceux formés sur RPMI 1640 et une différence tres hautement
significative (p<0,001) entre les biofilms a 24h, 48h et 72h.

Concernant les 25 bactéries co-isolées avec les levures Candida non albicans, 16 d’entre elles
sont formatrices do biofilms (figure18-19). Nous remarquons également que la biomasse du
biofilm formé est plus importante sur le milieu TSB que sur RPMI 1640 (tableaul5) et ce quel
que soit la souche bactérienne. De méme, c’est au bout de 48heures d’incubation que nous
obtenons des biofilms matures et plus denses (figure20). L’analyse statistique montre une
différence tres hautement significative (p<0,001) entre les biofilms bactériens mono-espéces
formés sur le TSB et ceux formé sur RPMI et une différence significative (p<0,05) entre les
biofilms & 24h, 48h et 72h.
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Figure 18 : Effet du milieu de culture sur la biomasse des biofilms mono- espéces des bactéries a gram négatif. Pa: Pseudomonas aeruginosa;
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Tableau 15: Classifications des espéces bactériennes co-isolées avec les levures Candida
non albicans selon leurs capacités a former des biofilms sur le RPMI 1640 et le bouillon

Tryptone Soja :

Milieu de culture

Catégorie

PRMI 1640

TSB

Bactéries productrices
de biofilm

2 souches de P. aeruginosa
1 souche de K. pneumoniae
2 souches de E. coli

1 souche de P. stuartii

3 souches de P. mirabilis

2 souches de A. baumannii
2 souches de S. aureus

3 souches de S. epidermedis

2 souches de P. aeruginosa
1 souche de K. pneumoniae
3 souches de E. coli

2 souches de P. mirabilis

2 souches de A. baumannii
2 souches de S. aureus

3 souches de S. epidermedis

Bactéries non
productrices de biofilm

1 souche de E. coli

3 souches de P. stuartii

2 souches de P. mirabilis

1 souche de S. aureus

1 souche de S. epidermedis

1 souche de E. cloaceae

4 souches de P. stuartii

3 souches de P. mirabilis

1 souche de S. aureus

1 souche de S. epidermedis
1 souche de E. cloaceae

72




RESULTATS ET DISCUSSIONS

7. Evaluation du potentiel a former des biofilms mixtes

Dans cette partie de 1’étude, nous avons évalué le potentiel des levures Candida non albicans

et des bactéries co-isolées d’un méme dispositif médical a former des biofilms mixtes. Le ratio

(Levure/ bactéries) 50/50 est fixé pour cette série expérimentale. Les associations retenues pour

cette partie sont groupées sur le tableaul6.

Tableau 16: Les différentes associations de biofilm mixte Candida non albicans/ bactéries

isolées des dispositifs médicaux au CHU de Tlemcen.

Association | Candida non albicans Bactéries co-isolées
N°
01 C. tropicalis (T1) E. coli (Ecl) + S. aureus (Sal)
02 C. tropicalis (T2) E. coli (Ec12)
03 C. tropicalis (T3) P. stuarttii (Ps5)
04 C. tropicalis (T4) P. mirabilis (Pm17)
05 C. tropicalis (T5) P. mirabilis (Pm20)
06 C. tropicalis (T6) A. baumannii (Abl7) + E. cloacea (Ecl 2)
07 C. tropicalis (T7) P. stuarttii (Ps11) + P. aeruginosa (Pa9)
08 C. tropicalis (T8) P. stuarttii (Ps12)
09 C. glabrata (G1) S. epidermidis (Se7)
10 C. glabrata (G2) P. mirabilis (Pm13)
11 C. glabrata (G3) P. stuarttii (Ps 12) + S. aureus (Sa27)
12 C. parapsilosis (P1) P. mirabilis (Pm4) + S. epidermidis (Sell)
13 C. parapsilosis (P2) A. baumannii (Ab9) + S. epidermidis (Sel2)
14 C. famata (F1) E. coli (Ec5) + P. aerugenosa (Pal) + S. aureus (Sa5)
15 C. famata (F2) S. epidermidis (Sel3)
16 C. famata (F3) K. pneumoniae (Kp14) +P. mirabilis (Pm14)
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Le potentiel des levures C. tropicalis a former des biofilms mixtes avec les bactéries co-isolées
du méme dispositif médical est décrit sur la figure 21. Nous remarquons qu’aprés 48h
d’incubation, la biomasse de biofilms mixtes de C. tropicalis est plus importante par rapport a
celle de biofilm mono-espéce. L’intensité varie en fonction des espéces bactériennes associees
a cette levure et du milieu de culture utilisé. A I’exception de 1’association de C. tropicalis (T7)
avec P. stuarttii et P. aerugenosa, ou I’intensité de biofilm mixte est moins importante cela peut
étre due a la concentration faible de la levure dans le biofilm formé (33% de chaque espece) en

comparant avec celle du biofilm mono-espéce (100% levures).

D’aprés la figure 22, les biofilms multi-especes donnent des biomasses plus importantes que
celle des biofilms mono-espéce formés par la méme levure aussi bien sur le TSB que sur RPMI
1640, a I'exception du biofilm mixte C. glabrata (G1) + staphyloccocus epidermidis qui donne

une biomasse moins importante que celle du biofilm mono-espéce.

Pour ce qui est de C. parapsilosis (figure23), nous remarquons que la biomasse du biofilm
polymicrobien est plus importante que celle du biofilm mono-espece aussi bien sur le TSB que
sur RPMI 1640. De méme pour C. famata (figure24).

Nous remarquons que la nature du milieu réactionnel et la durée d’incubation, influent sur la
biomasse des biofilms mixtes. De méme 1’intensité de cette biomasse dépend des especes
bactériennes associées aux levures Candida non albicans. En effet, nos résultats montrent que
les biofilms mixtes de C. tropicalis/bactéries et C. glabrata/ bactéries ont donnés des biomasses
plus importantes sur le milieu TSB. Alors que les associations mixtes de C. famata /bactéries
et C. parapsilosis/ bactéries ont donné des biomasses plus importantes dans le milieu RPMI
1640.

Nous remarquons également que la biomasse du biofilm mixte Candida famata/ E. coli/
P.aerugenosa/ S. aureus est deux fois plus grande que celle de la levure seule dans les deux
milieux utilisés. De plus, la biomasse du biofilm mixte C. tropicalis / P. mirabilis est plus
importante sur milieu RPMI 1640 que sur le TSB, alors que la méme espéce levurienne C.
tropicalis en association avec la souche bactérienne P. stuarttii donne un biofilm plus dense sur
le milieu TSB.
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Figure 21 : Biomasse des biofilms mixtes Candida tropicalis/ bactéries co-isolées en
fonction du milieu de culture. T1 a T8 : Candida tropicalis, Ec: Escherichia coli, Ecl:
Enterbacter cloacea, Ps: Providencia Stuartii, Pa: Pseudomonas aeruginosa, Ab:

Acinetobacter baumannii,Pm: Proteus mirabilis, Sa: Staphylococcus aureus.
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Figure 22 : Biomasse des biofilms mixtes Candida glabrata/ bactéries co-isolées en fonction
du milieu de culture. G1 a G4 : Candida glabrata ; Ps : Providencia stuartii, Pm: Proteus

mirabilis, Sa: Staphylococcus aureus, Se: Staphylococcus epidermidis.
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Figure 23 : Biomasse des biofilms mixtes Candida parapsilosis/ bactéries co-isolées en
fonction du milieu de culture. P1 a P2 : Candida parapsilosis ; Ab : Acinetobacter

baumannii, Pm : Proteus mirabilis, Se : Staphylococcus epidermidis
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Figure 24 : Biomasse des biofilms mixtes Candida famata/ bactéries co-isolées en fonction
du milieu de culture. F1 a F3 : Candida famata ; Pa : Pseudomonas aeruginosa, Kp : Klebsiella
pneumoniae, Ec : Escherichia coli, Pm : Proteus mirabilis, Sa : Staphylococcus aureus, Se : Staphylococcus

epidermidis.
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Ensuite nous avons mesuré la biomasse des biofilms mixtes en fonction des proportions
fongiques et bactériennes qui le compose. Les résultats sont regroupés sur le tableaul?.

Nous remarquons que pour le ratio levure/bactéries (90/10), la biomasse des biofilms mixtes
est supeérieure a celles des biofilms mono-espece a I’exception de deux associations de 1’espéce
C. tropicalis avec P. mirabilis et P. stuarttii.

Pour le ratio levure/bactéries (50/50), les densités optiques des biofilms mixtes de C. glabarata
sont supérieures a celles des biofilms fongiques. Tandis que pour les autres especes, la biomasse
de biofilm mixte est inférieure a celle de I’espéce fongique citons les associations : (C. famata
/ K. pneumaoniae/ P. mirabilis), (C. parapsilosis/ P. mirabilis / S. epidermidis) et (C. tropicalis
+ P. mirabilis). Cela peut étre expliqué par I’effet antagoniste des souches bactériennes.
Concernant la proportion 10/90 (levure/bactéries), la biomasse de biofilm mixte est inférieure
a celle du biofilm fongique mono-espéce quelle que soit I’association testée. Cela peut étre
expliqué par la faible concentration fongique dans le mélange.

L’association C. tropicalis / E. coli présente le potentiel de formation de biofilm le plus élevé
pour I’ensemble des biofilms mixtes formes pour le ratio levure /bactéries de 50/50. Alors que
pour les deux autres proportions, c’est 1’association C. parapsilosis / P.mirabilis / S.

epidermidis qui donne le biofilm mixte le plus dense.
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Tableau 17: Densités optiques des biofilms multi-espéces formés par Candida non albicans /bactéries a différentes proportions apres 48h

d’incubation.

Ratio (Levure /bactéries)

Biofilm fongique mono

90 : 10 50 : 50 10 : 90 ospace
Association RPMI TSB RPMI TSB RPMI TSB RPMI TSB
C. tropicalis / S. aureus / E. coli 0.39 0.32 0.27 0.36 0.18 0.26 0.32 0.28
C. tropicalis / E. coli 0.72 0.69 1.29 1.63 0.11 0.13 05 0.27
C. tropicalis / P. stuarttii 1.11 1.07 0.98 0.96 0.21 0.26 1.09 0.98
C. tropicalis / P. mirabilis 1.05 0.98 1.03 1.05 0.18 0.23 0.72 0.78
C. tropicalis / P. mirabilis 1.12 1.07 0.9 0.82 0.23 0.28 1.32 1.37
C. tropicalis / E. cloacea /
N 0.62 0.57 0.38 0.47 0.29 0.38 0.24 0.31
A. baumannii

C. tropicalis / P. stuarttii /

. 0.67 0.62 0.38 0.45 0.32 0.37 0.67 0.54
P. aeruginosa
C. tropicalis / P. stuarttii 0.97 0.91 0.79 0.55 0.26 0.22 1.1 1.29
C. glabrata / S. epidermidis 0.48 0.42 0.36 0.32 0.18 0.27 0.3 0.42
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C. glabrata / P. mirabilis 0.67 0.59 0.47 0.39 0.21 0.14 0.26 0.32
C. glabrata / P. stuarttii / S. aureus 0.62 0.85 0.47 051 0. 32 0.37 0.42 0.48
C. parapsilosis / P. mirabilis /

. . 153 1.14 0.85 0.93 0.36 0.48 111 1.01
S. epidermidis
C. parapsilosis / A. baumannii /

. . 0.63 0.67 0.27 0.43 0.19 0.27 0.29 0.3
S. epidermidis
C. famata/ E. coli / P. aerugenosa /
S. aureus 0.79 0.87 0.68 0.87 0.24 0.31 0.49 0.32
C. famata/ S. epidermidis 0.32 0.37 0.31 0.29 0.12 0.17 0.22 0.21
C. famata / K. pneumoniae /

0.71 0.75 0.59 0.65 0.27 0.34 0.63 0.48

P. mirabilis
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En se référant aux travaux de Guinea J. et ses collaborateurs (2014) et de Villar-Vidal et coll.
(2011), les souches de Candida sp. sont considerées comme productrices de biofilms lorsque la
densité optique mesurée a 490nm est supérieure ou égale a 0,2. Le potentiel des souches
Candida sp a former les biofilms ainsi que I’activité métabolique des cellules adhérentes montre
que les souches isolées sont formatrices de biofilms a différentes densités. Nos résultats sont en
accord avec ceux obtenus par Tumbarello M. et coll. (2012), qui montrent que les isolats
cliniques de Candida sp forment des biofilms mono espéces avec des DO comprises entre 0,125
et 1,35. De méme Jin J. et coll. (2003) ont mis en évidence I’existence d’une grande variabilité
dans la capacité des souches cliniques a produire un biofilm. Cette capacité varie en fonction
du genre microbien et aussi entre les espeéces d’un méme genre (Kuhn D. et coll., 2002).
Beaucoup de travaux comme ceux de Cuellar M. et coll. (2012) montrent que tous les isolats
cliniques de Candida sp. forment des biofilms sur tous les dispositifs médicaux implantés chez
I’homme.

Nos resultats montrent que C. tropicalis est I'espece la plus productrice de biofilms ce qui est
confirmé dans les travaux de Shin J. et coll. (2002).

De plus, le programme mondial de surveillance antifongique ARTEMIS a montré que C.
tropicalis et C. parapsilosis sont a l'origine de 6 % et 5 % des infections fongiques invasives
(Pfaller M. et coll., 2007), ces deux especes étant classées respectivement comme les
deuxiémes et troisiemes espéces de Candida les plus courantes (Minces L. et coll., 2009) ;
(Trofa D. et coll., 2008).

Nos résultats ont montré également que les associations mixtes (C. tropicalis/ E.coli) et (C.
parapsilosis/ P. mirabilis/ S. epidermidis) présentent les biofilms mixtes les plus denses dans
notre étude. E.coli, P. mirabilis et S. epidermidis que nous avons isolées avec les levures
Candida non albicans pourraient provenir de la flore cutanée du patient, de la micro-flore
exogene du personnel hospitalier, ou encore de I’environnement contaminé. Ces bactéries sont
souvent incriminées dans les infections hospitalieres. En effet selon Espinasse F. et coll.
(2010) 60% des infections urinaires associées aux sondes Vvésicales sont causées par les
Entérobactéries de la flore digestive du patient ayant acces a la vessie par la voie extra luminale

avec prédominance d’Escherichia coli. Ces derniéres années, d’autre espéces ont éte
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incriminées dans ces infections hospitalieres comprenant Proteus mirabilis, Providencia
stuartii, Enterococcus faecalis et Klebsiella pneumoniae [(Bellifa S. et coll., 2016) ; (Lagha
N. et coll., 2015)]. Les staphyloccoques quant a eux comptent parmi les agents pathogenes les
plus souvent isolés dans les infections nosocomiales et communautaires grace a leur capacité
a adhérer aux implants médicaux temporaires ou permanents [(Kurlenda J., Grinholc M.,
2012) ; (Otto M., 2012)]. De méme les travaux de Charbonneau et Wolff (2013) et de
Mermel et coll. (2009) révelent que pour les cathéters a émergence cutanée, les
microorganismes les plus fréquemment impliqués dans les bactériémies associées sont
principalement ceux de la flore cutanée, essentiellement les Staphylococcus epidermidis.

Par ailleurs, la mesure de I’activité métabolique des biofilms mixtes formés par les souches que
nous avons isolées, est supérieure a celle des biofilms mono espéce quelle que soit la proportion
des especes Candida non albicans et de bactéries dans le mélange a I’exception de biofilm
mixte de C. tropicalis/ P. aerugenosa/ P. stuarttii ou la biomasse est inférieure a celle de
I’espéce fongique seule. Ce résultat va dans le méme sens que ceux de Tati S. et coll., (2016)
qui ont montré que la biomasse du biofilm jeune formé par plusieurs espéces de Candida est
plus importante que celle du biofilm formé par ces espéces séparées. De méme, Ruan F. et
Carolina H. (2019) ont étudié I’interaction antagoniste par les différentes levures pathogenes
opportunistes appartenant au genre Candida et la bactérie omniprésente Pseudomonas
aeruginosa in vitro et in vivo et soulignent la complexité de I'interaction avec divers facteurs
influencant les deux pathogenes.

D’apres, Bandara et coll. (2010), il existe une interaction mutuellement suppressive entre P.
aeruginosa et cing especes de Candida non albicans, a savoir C. glabrata, C. tropicalis, C.
parapsilosis, C. dubliniensis et C. krusei dans un modeéle de biofilm in vitro a deux especes.
IIs ont observé des variations d'inhibition des biofilms de Candida spécifiques aux especes,
avec une inhibition presque compléte des biofilms de C. albicans, C. glabrata et C. tropicalis
apres 48 heures.

Concernant ’influence du milieu de culture sur [D’intensité des biofilms mixtes
(levures/bactéries), nos resultats montrent que la quantité de biofilms mixtes formés dans
différents milieux de culture est variable, avec une prédominance dans le bouillon de trypticase
Soja (TSB) par rapport au milieu PRMI1640, pour la plupart des espéces de C. tropicalis et C.
glabrata et méme pour quelques especes de C. parapsilosis et C. famata. Ceci suggere que la

composition et le pH du milieu affecte la formation du biofilm.
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8. Evaluation de I’activité antimicrobienne des solutions verrous sur la formation de

biofilm mixte (Candida non albicans- bactéries)
La capacité a former des biofilms est considérée comme un facteur de virulence important pour
les microorganismes pathogénes qui le composent. Le potentiel de servir de réservoir infectieux
pour une variété de bactéries et de levures rend les biofilms difficiles a diagnostiquer et a traiter,
nécessitant des stratégies complexes de traitement poly- chimiothérapique (Dos Santos A. et
coll., 2018). L'une des stratégies thérapeutiques visant a inhiber ou éradiquer ces structures
complexes sur les dispositifs médicaux est [l'utilisation de solutions de verrouillage
[(Petraitiene R. et coll., 2024) ; (Blanco-Di M. et coll., 2023)]. Cette technique est
recommandée par les directives actuelles dans le cadre de la gestion des infections liées aux
cathéters (Signorino C. et coll., 2023). Elle consiste a instiller de fortes concentrations d'une
solution antimicrobienne dans la lumiére du cathéter pendant une période appropriée afin
d'éradiquer les germes incrustés dans le biofilm microbien intra- luminal du cathéter
(Buonsenso D. et coll., 2022). Vu que les résultats que nous avons obtenus montrent une
capacité des levures C. non albicans que nous avons isolé a former des biofilms mixtes avec les
bactéries co-isolées du méme dispositif médical, nous avons entrepris d’évaluer I’efficacité
antimicrobienne de quelques solutions verrous sur ces biofilms mixtes.

8.1. Effet antimicrobien de la solution verrou sur un biofilm mature de 5jours

Pour cette partie de I’¢tude, toutes les associations de biofilms mixtes (Candida non albicans/
bactéries co-isolées ont été retenu (tableaul6).

8.1.1. Effet antimicrobien de la solution verrou sur les biofilms mixtes Candida

tropicalis/ bactéries

a. Biofilm mixte C. tropicalis/ E. coli

La figure 25 représente ’effet des solutions verrous sur le biofilm mixte C. tropicalis/ E. coli.

La densite optique du biofilm de 5jours est égale a 1,02.

Avec la solution verrou a 30mg/mL de ’EDTA, nous remarquons une diminution de la
biomasse du biofilm mixte jusqu’a une DO égale 0,97 au premier jour de verrouillage, et jusqu’a
0,59 au 7éme jour ce qui correspond a une inhibition de 42,2% de la biomasse de biofilm mixte

par rapport au témoin.

Avec la solution verrou de I’amphotéricine B & Img/mL, nous remarquons que la DO du biofilm

mixte diminue au cours du verrouillage, elle passe de 1,02 a 0,89 aprés 1 jour de traitement
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jusqu’a une diminution de moitié au 7éme jour de traitement avec une DO de 0,43 ce qui

correspond a une réduction de 57,8 % de la biomasse du biofilm mixte par rapport au temoin.

Avec la combinaison amphotéricine B (Img/mL) et ’"EDTA (30mg/mL) en solutions verrous

sur le biofilm mixte, nous remarquons que la biomasse du biofilm diminue de 1,02 a 0,73 apres

1 jour de traitement et a 0,09 apres 7jours de traitement ce qui correspond a une réduction de

91,2 % de la biomasse initiale de biofilm mixte. L’analyse statistique montre une différence

trés significative (p<0,01) entre les solutions verrous EDTA, amphotéricine B et EDTA+

amphotéricine B et une différence significative entre les jours de traitement JO et J7.
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Figure 25 : Effet antimicrobien de la solution verrou sur un biofilm mixte mature de

5jours C. tropicalis/ E. coli.

b. Biofilm mixte C. tropicalis/ P. stuarttii (souche n° 1)

La figure 26 représente I’effet des solutions verrous sur le biofilm mixte C. tropicalis/ P.

stuarttii. La densité optique du biofilm de 5jours est égale a 0,75.

Avec la solution verrou a 30mg/mL de ’EDTA, nous remarquons une diminution de la

biomasse du biofilm mixte jusqu’a une DO égale 0,71 au premier jour de verrouillage jusqu’a
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0,59 au 7eme jour ce qui correspond a une inhibition de 28 % de la biomasse de biofilm mixte

par rapport au témoin.

Avec la solution verrou de I’amphotéricine B @ Img/mL, nous remarquons que la DO du biofilm
mixte diminue au cours du verrouillage, elle passe de 0,75 a 0,68 aprés 1 jour de traitement
jusqu’a 0,43 au 7éme jour de traitement ce qui correspond a une réduction de 42,7 % de la

biomasse du biofilm mixte par rapport au témoin.

Avec la combinaison amphotéricine B (Img/mL) et ’EDTA (30mg/mL) en solutions verrous
sur le biofilm mixte, nous remarquons que la biomasse du biofilm diminue de 0,75 a 0,61 apres
1 jour de traitement et a 0,19 apres 7jours de traitement ce qui correspond a une réduction de

74,7 % de la biomasse initiale de biofilm mixte.

L’analyse statistique montre une différence significative (p<0,05) entre les solutions verrous
EDTA et EDTA+ amphotéricine B et une différence tres significative (p<0,01) entre les jours

de traitement.
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Figure 26 : Effet antimicrobien de la solution verrou sur un biofilm mixte

mature de 5jours de C. tropicalis/ P. stuarttii (souche n°1).
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c. Biofilm mixte C. tropicalis/ P. stuarttii (souche n°2)

La figure 27 représente 1’effet des solutions verrous sur le biofilm mixte Candida tropicalis/ P.

stuarttii (souche n°2). La densité optique du biofilm de 5jours est égale a 0,37.

Avec la solution verrou a 30mg/mL de I’EDTA, nous remarquons une diminution de la
biomasse du biofilm mixte jusqu’a une DO égale 0,36 au premier jour de verrouillage jusqu’a
0,24 au 7éme jour ce qui correspond a une inhibition de 35,2% de la biomasse de biofilm mixte

par rapport au témoin.

Avec la solution verrou de I’amphotéricine B @ Img/mL, nous remarquons que la DO du biofilm
mixte diminue au cours du verrouillage, elle passe de 0,37 a 0,3 apres 1 jour de traitement
jusqu’a 0,04 au 7éme jour de traitement ce qui correspond a une réduction de 89,2% de la

biomasse du biofilm mixte par rapport au témoin.

Avec la combinaison amphotéricine B (1mg/mL) et ’EDTA (30mg/mL) en solutions verrous
sur le biofilm mixte, nous remarquons que la biomasse du biofilm diminue de 0,37 a 0,26 apres
1 jour de traitement jusqu’a la disparition compléte du biofilm au 7°™ jour de traitement ce qui

correspond a une réduction de 100 % de la biomasse initiale de biofilm mixte.

L’analyse statistique montre une différence significative (p<0,05) entre les solutions verrous
amphotéricine B et EDTA+ amphotéricine B et une différence tres significative (p<0,01) entre

les jours de traitement.
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Figure 27 : Effet antimicrobien de la solution verrou sur un biofilm mixte mature de

5jours de Candida tropicalis/ P. stuarttii (souche n°2).

d. Biofilm mixte C. tropicalis/ P. mirabilis (souche n°1)

La figure 28 représente ’effet des solutions verrous sur le biofilm mixte C. tropicalis/

P. mirabilis (souche n°1). La densité optique du biofilm de 5jours est égale a 0,89.

Avec la solution verrou a 30mg/mL de ’EDTA, nous remarquons une diminution de la
biomasse du biofilm mixte jusqu’a une DO égale 0,83 au premier jour de verrouillage jusqu’a

0,5 au 7eme jour ce qui correspond a une inhibition de 43,8% de la biomasse de biofilm mixte
par rapport au témoin.
Avec la solution verrou de I’amphotéricine B & Img/mL, nous remarquons que la DO du biofilm

mixte diminue au cours du verrouillage jusqu’a 0,63 apres 1 jour de traitement puis a 0,37 au

7éme jour de traitement ce qui correspond a une réduction de 58,4 % de la biomasse du biofilm

mixte par rapport au témoin.

Avec la combinaison amphotéricine B (1mg/mL) et ’EDTA (30mg/mL) en solutions verrous

sur le biofilm mixte, nous remarquons que la biomasse du biofilm diminue de 0,89 a 0,54 apres
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1 jour de traitement et & 0,07 au 7°™ jour de traitement ce qui correspond a une réduction de

92,2 % de la biomasse initiale de biofilm mixte.

L’analyse statistique montre une différence trés significative (p<0,01) entre les solutions

verrous EDTA et amphotéricine B et une différence significative (p<0,05) entre les jours de

traitement.
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Figure 28 : Effet antimicrobien de la solution verrou sur un biofilm mixte mature de

5jours de Candida tropicalis/ P. mirabilis (souche n°1).
e. Biofilm mixte C. tropicalis/ P. mirabilis (souche n°2)

La figure 29 représente 1’effet des solutions verrous sur le biofilm mixte Candida tropicalis/

P. mirabilis (souche n°2). La densité optique du biofilm de 5jours est égale a 0,73.

Avec la solution verrou a 30mg/mL de ’EDTA, nous remarquons une diminution de la
biomasse du biofilm mixte jusqu’a une DO égale 0,7 au premier jour de verrouillage jusqu’a

0,46 au 7eme jour ce qui correspond a une inhibition de 37 % de la biomasse de biofilm mixte

par rapport au témoin.

Avec la solution verrou de I’amphotéricine B & Img/mL, nous remarquons que la DO du biofilm
mixte diminue au cours du verrouillage, elle passe de 0,73 & 0,67 apres 1 jour de traitement
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jusqu’a 0,17 au 7éme jour de traitement ce qui correspond a une réduction de 76,7 % de la

biomasse du biofilm mixte par rapport au témoin.

Avec la combinaison amphotéricine B (Img/mL) et '"EDTA (30mg/mL) en solutions verrous
sur le biofilm mixte, nous remarquons que la biomasse du biofilm diminue de 0,73 a 0,53 apres
1 jour de traitement et a 0,02 aprés 7jours de traitement ce qui correspond a une réduction de

97,3 % de la biomasse initiale de biofilm mixte.

L’analyse statistique montre une différence tres significative (p<0,01) entre les solutions

verrous EDTA, amphotéricine B et EDTA+ amphotéricine B et une différence significative (p

<0,05) entre les jours de traitement.
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Figure 29 : Effet antimicrobien de la solution verrou sur un biofilm mixte mature de

5jours de Candida tropicalis/ P. mirabilis (souche n°2).

f.  Biofilm mixte C. tropicalis/ E. coli / S. aureus

La figure 30 représente I’effet des solutions verrous sur le biofilm mixte Candida tropicalis/

E. coli/ S. aureus. La densité optique du biofilm de 5jours est égale a 0,25.
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Avec la solution verrou a 30mg/mL de I’EDTA, nous remarquons une diminution de la
biomasse du biofilm mixte jusqu’a une DO égale 0,23 au premier jour de verrouillage jusqu’a
0,09 au 7eme jour ce qui correspond a une inhibition de 64 % de la biomasse de biofilm mixte

par rapport au témoin.

Avec la solution verrou de I’amphotéricine B a Img/mL, nous remarquons que la DO du biofilm
mixte diminue au cours du verrouillage jusqu’a 0,02 au 7¢éme jour de traitement ce qui

correspond & une réduction de 92 % de la biomasse du biofilm mixte par rapport au témoin.

Avec la combinaison amphotéricine B (Img/mL) et '’EDTA (30mg/mL) en solutions verrous
sur le biofilm mixte, nous remarquons que la biomasse du biofilm diminue de 0,25 a 0,18 apres
1 jour de traitement et a une disparition compléte du biofilm au 7jours de traitement ce qui

correspond a une réduction de 100 % de la biomasse initiale de biofilm mixte.

L’analyse statistique montre une différence trés significative (p<0,01) entre les solutions
verrous EDTA, amphotéricine B et EDTA+ amphotéricine B et une différence significative (p

<0,05) entre les jours de traitement.
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Figure 30 : Effet antimicrobien de la solution verrou sur un biofilm mixte mature de

5jours de C. tropicalis/ E. coli/ S. aureus.

g. Biofilm mixte C. tropicalis/ A. baumannii/ E. cloacae
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La figure 31 représente ’effet des solutions verrous sur le biofilm mixte C. tropicalis/

A. baumannii/ E. cloacae. La densité optique du biofilm de 5jours est égale a 0,29.

Avec la solution verrou a 30mg/mL de I’EDTA, nous remarquons une diminution de la
biomasse du biofilm mixte jusqu’a une DO égale 0,26 au premier jour de verrouillage jusqu’a
0,07 au 7eme jour ce qui correspond a une inhibition de 75,9 % de la biomasse de biofilm mixte

par rapport au témoin.

Avec la solution verrou de I’amphotéricine B a Img/mL, nous remarquons que la DO du biofilm
mixte diminue au cours du verrouillage jusqu’a 0,25 aprés 1 jour de traitement puis a 0,1 au
7éme jour de traitement ce qui correspond a une réduction de 65,5 % de la biomasse du biofilm

mixte par rapport au témoin.

Avec la combinaison amphotéricine B (Img/mL) et 'TEDTA (30mg/mL) en solutions verrous
sur le biofilm mixte, nous remarquons que la biomasse du biofilm diminue de 0,29 a 0,2 apres
1 jour de traitement jusqu’a une disparition compléte aprés 7jours de traitement ce qui

correspond & une réduction de 100 % de la biomasse initiale de biofilm mixte.

L’analyse statistique montre une différence significative (p<0,05) entre les solutions verrous
EDTA, amphotéricine B et EDTA+ amphotéricine B et une différence tres hautement

significative (p <0,001) entre les jours de traitement.
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Figure 31 : Effet antimicrobien de la solution verrou sur un biofilm mixte mature de

5jours de Candida tropicalis/ A. baumannii/ E. cloacae.

h. Biofilm mixte C. tropicalis/ P. stuartii/ P. aeruginosa

La figure 32 représente 1’effet des solutions verrous sur le biofilm mixte Candida tropicalis/ P.

stuarttii / P. aeruginosa. La densité optique du biofilm de 5jours est égale a 0,31.

Avec la solution verrou a 30mg/mL de PEDTA, nous remarquons une diminution de la
biomasse du biofilm mixte jusqu’a une DO égale 0,29 au premier jour de verrouillage jusqu’a

0,03 au 7éme jour ce qui correspond a une inhibition de 90,3 % de la biomasse de biofilm mixte
par rapport au témoin.

Avec la solution verrou de I’amphotéricine B a 1mg/mL, nous remarquons que la DO du biofilm
mixte diminue au cours du verrouillage, elle passe de 0,31 a 0,23 aprés 1 jour de traitement
jusqu’a 0,07 au 7éme jour de traitement ce qui correspond a une réduction de 77,4 % de la

biomasse du biofilm mixte par rapport au témoin.
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Avec la combinaison amphotéricine B (Img/mL) et TEDTA (30mg/mL) en solutions verrous
sur le biofilm mixte, nous remarquons que la biomasse du biofilm diminue de 0,31 a 0,17 apres
1 jour de traitement jusqu’a une disparition compléte du biofilm au 7°™ jour de traitement ce

qui correspond a une réduction de 100 % de la biomasse initiale de biofilm mixte.

L’analyse statistique montre une différence trés significative (p<0,01) entre les solutions

verrous EDTA, amphotéricine B et EDTA+ amphotéricine B et une différence trés hautement

significative (p <0,001) entre les jours de traitement.
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Figure 32 : Effet antimicrobien de la solution verrou sur un biofilm mixte mature de

5jours de C. tropicalis/P. stuarttii / P. aeruginosa
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Nous remarquons que, I’efficacité des solutions verrou dépend de la biomasse du biofilm mixte
a Candida tropicalis de départ et des bactéries coassociées. D’autre part, quel que soit le biofilm
mixte Candida tropicalis/ bactéries, I’efficacité de la solution verrou Amphotéricine B+ EDTA

est supérieure a celle de I’amphotéricine B seul ou I’EDTA seul.

L’analyse statistique montre une différence significative (p<0,05) entre les différents biofilms
C. tropicalis/ bactéries. De méme, une différence trés significative (p <0,01) entre les solutions
verrous EDTA, amphotéricine B et EDTA+ amphotéricine B et entre les jours de traitement.

8.1.2. Effet antimicrobien de la solution verrou sur les biofilms mixtes Candida glabrata/
bactéries

a. Biofilm mixte C. glabrata/ S. epidermidis

La figure 33 représente ’effet des solutions verrous sur le biofilm mixte Candida glabrata/

P. epidermidis. La densité optique du biofilm de 5jours est égale a 0,34.

Avec la solution verrou a 30mg/mL de I’EDTA, nous remarquons une diminution de la
biomasse du biofilm mixte jusqu’a une DO égale 0,23 au 3°™ jour de verrouillage puis a 0,21
au 7eme jour ce qui correspond a une inhibition de 38,2 % de la biomasse de biofilm mixte par

rapport au témoin.

Avec la solution verrou de I’amphotéricine B & 1mg/mL, nous remarquons que la DO du biofilm
mixte diminue au cours du verrouillage, elle passe de 0,34 a 0,29 aprés 1 jour de traitement
jusqu’a 0,17 au 7¢me jour de traitement ce qui correspond a une réduction de 67,6 % de la

biomasse du biofilm mixte par rapport au témoin.

Avec la combinaison amphotéricine B (1mg/mL) et P"EDTA (30mg/mL) en solutions verrous
sur le biofilm mixte, nous remarquons que la biomasse du biofilm diminue de 0,34 a 0,26 apres
1 jour de traitement et & 0,07 au 7°™ jour de traitement ce qui correspond a une réduction de

97,4% de la biomasse initiale de biofilm mixte.

L’analyse statistique montre une différence trés hautement significative (p<0,001) entre les
solutions verrous EDTA, amphotéricine B et EDTA+ amphotéricine B et une différence tres

significative (p <0,01) entre les jours de traitement.
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Figure 33 : Effet antimicrobien de la solution verrou sur un biofilm mixte mature de
5jours de C. glabrata/ S. epidermidis.

b. Biofilm mixte C. glabrata/ P. mirabilis

La figure N° 34 représente 1’effet des solutions verrous sur le biofilm mixte Candida glabrata/

P. mirabilis. La densité optique du biofilm de 5jours est égale a 0,23.

Avec la solution verrou a 30mg/mL de ’EDTA, nous remarquons une diminution de la
biomasse du biofilm mixte jusqu’a une DO égale 0,16 au 5™ jour de verrouillage jusqu’a 0,06

au 7eme jour ce qui correspond a une inhibition de 73,9 % de la biomasse de biofilm mixte par

rapport au témoin.

Avec la solution verrou de I’amphotéricine B & 1mg/mL, nous remarquons que la DO du biofilm
mixte diminue au cours du verrouillage, elle passe de 0,23 a 0,16 aprées 1 jour de traitement
jusqu’a une disparition compléte du biofilm au 7eme jour de traitement ce qui correspond a une

réduction de 100 % de la biomasse du biofilm mixte par rapport au témoin.
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Avec la combinaison amphotéricine B (Img/mL) et PTEDTA (30mg/mL) en solutions verrous
sur le biofilm mixte, nous remarquons que la biomasse du biofilm diminue de 0,23 a 0,16 apres

1 jour de traitement et & une réduction totale de la biomasse du biofilm au 7™ jour de traitement

(100%).

L’analyse statistique montre une différence trés significative (p<0,01) entre les solutions
verrous EDTA, amphotéricine B et EDTA+ amphotéricine B et une différence tres hautement

significative (p <0,001) entre les jours de traitement.
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Figure 34 : Effet antimicrobien de la solution verrou sur un biofilm mixte mature de
5jours de C. glabrata/ P. mirabilis.

c.  Biofilm mixte C. glabrata/ P. stuartii/ S. aureus
La figure 35 represente ’effet des solutions verrous sur le biofilm mixte Candida glabrata/ P.

stuarttii/ S. aureus. La densité optique du biofilm de 5jours est égale a 0,43.

Avec la solution verrou a 30mg/mL de ’EDTA, nous remarquons une diminution de la
biomasse du biofilm mixte jusqu’a une DO égale 0,27 au 7¢éme jour ce qui correspond a une

inhibition de 37,2 % de la biomasse de biofilm mixte par rapport au témoin.
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Avec la solution verrou de I’amphotéricine B & Img/mL, nous remarquons que la DO du biofilm
mixte diminue au cours du verrouillage, elle passe de 0,43 a 0,38 apres 1 jour de traitement
jusqu’a 0,19 au 7éme jour de traitement ce qui correspond a une réduction de 55,8 % de la

biomasse du biofilm mixte par rapport au témoin.

Avec la combinaison amphotéricine B (Img/mL) et ’EDTA (30mg/mL) en solutions verrous
sur le biofilm mixte, nous remarquons que la biomasse du biofilm diminue de 0,43 a 0,3 apreés
1 jour de traitement et a 0,06 aprés 7jours de traitement ce qui correspond a une réduction de

86,1 % de la biomasse initiale de biofilm mixte.

L’analyse statistique montre une différence significative (p<0,05) entre les solutions verrous
EDTA, amphotéricine B et EDTA+ amphotéricine B et une différence trés hautement

significative (p <0,001) entre les jours de traitement.
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Figure 35 : Effet antimicrobien de la solution verrou sur un biofilm mixte mature de

5jours de C. glabrata/ P. stuarttii/ S. aureus.
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Nous remarquons que, I’efficacité des solutions verrou dépend de la biomasse du biofilm mixte
a Candida glabrata de départ et des bactéries coassociées. D’autre part, quel que soit le biofilm
mixte C. glabrata/ bactéries, 1’efficacité de la solution verrou Amphotéricine B+ EDTA est

supérieure a celle de ’amphotéricine B seul ou ’EDTA seul.

L’analyse statistigue montre une différence tres significative (p<0,01) entre les différents
biofilms C. glabrata/ bactéries. De méme, une différence significative (p<0,05) entre les
solutions verrous EDTA, amphotéricine B et EDTA+ amphotéricine B et entre les jours de

traitement.

8.1.3. Effet antimicrobien de la solution verrou sur les biofilms mixtes C. parapsilosis/
bactéries

a.  Biofilm mixte C. parapsilosis/ P. mirabilis/ S. epidermidis

La figure36 représente 1’effet des solutions verrous sur le biofilm mixte C. parapsilosis /

P. mirabilis/ S. epidermidis. La densité optique du biofilm de 5jours est égale a 0,82.

Avec la solution verrou & 30mg/mL de ’EDTA, nous remarquons une diminution de la
biomasse du biofilm mixte jusqu’a une DO égale 0,79 au premier jour de verrouillage jusqu’a
0,51 au 7éme jour ce qui correspond a une inhibition de 37,8 % de la biomasse de biofilm mixte

par rapport au témoin.

Avec la solution verrou de I’amphotéricine B a 1mg/mL, nous remarquons que la DO du biofilm
mixte diminue au cours du verrouillage, elle passe de 0,82 a 0,73 aprés 1 jour de traitement
jusqu’a 0,3 au 7éme jour de traitement ce qui correspond a une réduction de 63,4 % de la

biomasse du biofilm mixte par rapport au témoin.

Avec la combinaison amphotéricine B (Img/mL) et ’EDTA (30mg/mL) en solutions verrous
sur le biofilm mixte, nous remarquons que la biomasse du biofilm diminue & 0,67 aprés 1 jour
de traitement puis a 0,08 apreés 7jours de traitement ce qui correspond a une réduction de 90,2

% de la biomasse initiale de biofilm mixte.

L’analyse statistique montre une différence trés significative (p<0,01) entre les solutions
verrous amphotéricine B et EDTA+ amphoteéricine B et une différence significative (p<0,05)

entre les jours de traitement.

99



RESULTATS ET DISCUSSIONS

p—— = L "

ol
1 v\o
0,6 - \
.\
V.

0,0 . ' . ' . ' . ' . ' . ' . \
0 1 2 3 4 5 6 7

Durée (Jours)
—®— Témoin —®— EDTA AmB —w— EDTA+AmB

Figure 36 : Effet antimicrobien de la solution verrou sur un biofilm mixte mature de

5jours de C. parapsilosis/ P. mirabilis/ S. epidermidis.
b.  Biofilm mixte C. parapsilosis/ A. baumannii/ S. epidermidis

La figure 37 représente I’effet des solutions verrous sur le biofilm mixte C. parapsilosis/ A.

baumannii/ S. epidermidis. La densité optique du biofilm de 5jours est égale a 0,35.

Avec la solution verrou a 30mg/mL de I’EDTA, nous remarquons une diminution de la
biomasse du biofilm mixte jusqu’a une DO égale 0,29 au premier jour de verrouillage jusqu’a
0,07 au 7eme jour ce qui correspond a une inhibition de 80 % de la biomasse de biofilm mixte

par rapport au témoin.

Avec la solution verrou de I’amphotéricine B & 1mg/mL, nous remarquons que la DO du biofilm
mixte diminue au cours du verrouillage a 0,26 apreés 1 jour de traitement jusqu’a 0,05 au 7éme
jour de traitement ce qui correspond a une réduction de 85,7 % de la biomasse du biofilm mixte

par rapport au témoin.

Avec la combinaison amphotéricine B (Img/mL) et ’EDTA (30mg/mL) en solutions verrous

sur le biofilm mixte, nous remarquons que la biomasse du biofilm diminue de 0,35 a 0,18 apres
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1 jour de traitement puis & une disparition compléte du biofilm au 7°™ jour de traitement ce qui

correspond a une réduction de 100% de la biomasse initiale de biofilm mixte.

L’analyse statistique montre une différence trés significative (p<0,01) entre les solutions
verrous EDTA, amphotéricine B et EDTA+ amphotéricine B et une différence significative

(p<0,05) entre les jours de traitement.
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Figure 37 : Effet antimicrobien de la solution verrou sur un biofilm mixte mature de

5jours de C. parapsilosis/ A. baumannii/ S. epidermidis.

Nous remarquons que, I’efficacité des solutions verrou dépend de la biomasse du biofilm mixte
a C. parapsilosis de départ et des bactéries coassociées. D’autre part, quel que soit le biofilm

mixte C. parapsilosis / bactéries, I’efficacité de la solution verrou Amphotéricine B+ EDTA est

supérieure a celle de ’amphotéricine B seul ou ’EDTA seul.

L’analyse statistique montre une différence trés significative (p<0,01) entre les différents
biofilms mixtes C. parapsilosis/bactéries. De méme, une différence significative (p<0,05) entre

les solutions verrous EDTA, amphotéricine B et EDTA+ amphotéricine B et entre les jours de

traitement.
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8.1.4. Effet antimicrobien de la solution verrou sur les biofilms mixtes C. famata/
bactéries

a. Biofilm mixte C. famata/ S. epidermidis

La figure 38 représente ’effet des solutions verrous sur le biofilm mixte Candida famata/ S.

epidermidis. La densité optique du biofilm de 5jours est égale a 0,2.

Avec la solution verrou a 30mg/mL de I’EDTA, nous remarquons une diminution de la
biomasse du biofilm mixte jusqu’a une DO égale 0,02 au 7éme jour ce qui correspond a une

inhibition de 90 % de la biomasse de biofilm mixte par rapport au témoin.

Avec la solution verrou de I’amphotéricine B a 1mg/mL, nous remarquons que la DO du biofilm
mixte diminue au cours du verrouillage, elle passe de 0,2 a 0,14 apres 1 jour de traitement
jusqu’a une disparition compléte du biofilm au 7eme jour de traitement ce qui correspond a une

réduction de 100 % de la biomasse du biofilm mixte par rapport au témoin.

Avec la combinaison amphotéricine B (1mg/mL) et ’EDTA (30mg/mL) en solutions verrous
sur le biofilm mixte, nous remarquons que la biomasse du biofilm diminue de 0,2 4 0,11 apres
1 jour de traitement jusqu’a une réduction totale de la biomasse de biofilm mixte (100%) au

7™ jour de traitement.

L’analyse statistique montre une différence tres significative (p<0,01) entre les solutions

verrous EDTA, amphotéricine B et EDTA+ amphoteéricine B et entre les jours de traitement.
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Figure 38 : Effet antimicrobien de la solution verrou sur un biofilm mixte mature de

5jours de C. famata/ S. epidermidis.

b. Biofilm mixte C. famata/ K. pneumoniae/ P. mirabilis

La figure 39 représente 1’effet des solutions verrous sur le biofilm mixte Candida famata/ K.

pneumoniae/ P. mirabilis. La densité optique du biofilm de 5jours est égale a 0,53.

Avec la solution verrou a 30mg/mL de ’EDTA, nous remarquons une diminution de la
biomasse du biofilm mixte jusqu’a une DO égale 0,48 au premier jour de verrouillage jusqu’a
0,24 au 7éme jour ce qui correspond a une inhibition de 57,7% de la biomasse de biofilm mixte

par rapport au témoin.

Avec la solution verrou de I’amphotéricine B a 1mg/mL, nous remarquons que la DO du biofilm
mixte diminue au cours du verrouillage, elle passe de 0,53 a 0,42 apres 1 jour de traitement
jusqu’a 0,17 au 7éme jour de traitement ce qui correspond a une réduction de 67,9 % de la

biomasse du biofilm mixte par rapport au témoin.
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Avec la combinaison amphotéricine B (Img/mL) et ’EDTA (30mg/mL) en solutions verrous

sur le biofilm mixte, nous remarquons que la biomasse du biofilm diminue a 0,3 aprés 1 jour de

traitement puis & une disparition compléte du biofilm au 7™ jour de traitement (réduction de

100% de la biomasse initiale de biofilm mixte).

L’analyse statistique montre une différence trés hautement significative (p<0,001) entre les

solutions verrous EDTA et EDTA+ amphotéricine B et une différence trés significative

(p<0,01) entre les jours de traitement.
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Figure 39 : Effet antimicrobien de la solution verrou sur un biofilm mixte mature de

5jours de C. famata/ K. pneumoniae/ P. mirabilis.

c. Biofilm mixte C. famata/ E. coli/ P. aeruginosa/ S. aureus

La figure 40 représente I’effet des solutions verrous sur le biofilm mixte Candida famata/

E. coli/ P. aeruginosa/ S. aureus. La densité optique du biofilm de 5jours est égale a 0,81.

Avec la solution verrou a 30mg/mL de ’EDTA, nous remarquons une diminution de la

biomasse du biofilm mixte jusqu’a une DO égale 0,75 au premier jour de verrouillage jusqu’a
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0,37 au 7éme jour ce qui correspond a une inhibition de 54,3 % de la biomasse de biofilm mixte

par rapport au témoin.

Avec la solution verrou de I’amphotéricine B & Img/mL, nous remarquons que la DO du biofilm
mixte diminue au cours du verrouillage, elle passe de 0,81 a 0,78 aprés 1 jour de traitement
jusqu’a 0,35 au 7éme jour de traitement ce qui correspond a une réduction de 56,8 % de la

biomasse du biofilm mixte par rapport au témoin.

Avec la combinaison amphotéricine B (Img/mL) et ’"EDTA (30mg/mL) en solutions verrous
sur le biofilm mixte, nous remarquons que la biomasse du biofilm diminue a 0,69 aprés 1 jour
de traitement jusqu’a une disparition compléte du biofilm au 7¢™ jour ce qui correspond & une

réduction de 100 % de la biomasse initiale de biofilm mixte.

L’analyse statistique montre une différence trés hautement significative (p<0,01) entre les
solutions verrous EDTA, amphotéricine B et EDTA+ amphotéricine B et une différence

significative (p<0,05) entre les jours de traitement.
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Figure 40 : Effet antimicrobien de la solution verrou sur un biofilm mixte mature de

5jours de C. famata/ E. coli/ P. aeruginosa/ S. aureus.
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Nous remarquons que, I’efficacité des solutions verrou dépend de la biomasse du biofilm mixte
a Candida famata de départ et des bactéries co- associées. D’autre part, quel que soit le biofilm
mixte C. famata/ bactéries, 1’efficacité de la solution verrou Amphotéricine B+ EDTA est

supérieure a celle de I’amphotéricine B seul ou ’EDTA seul.

L’analyse statistique montre une différence trés hautement significative (p<0,001) entre les
différents biofilms C. famata/ bactéries. De méme, une différence trés significative (p<0,01)
entre les solutions verrous EDTA, amphotéricine B et EDTA+ amphotéricine B et une

différence significative (p<0,05) entre les jours de traitement.

8.2. Effet antimicrobien de la solution verrou sur un biofilm mature de 24- 48h

8.2.1 Effet de la solution verrou de I’Acide Ethyléne Diamine Tetra-acétique (EDTA) et
I’Amphotéricine B sur les biofilms mixtes (Candida non albicans/ bactéries) de 24h

Pour cette partie d’étude nous avons choisi seulement un biofilm mixte par espéce de levure.

Le choix est basé sur les levures hautement formatrices de biofilms et les bactéries co-isolées a

partir des mémes dispositifs médicaux. Il s’agit des associations :
Candida tropicalis/ P. mirabilis

C. glabrata/P. stuarttii/ S. aureus

C. parapsilosis/ P. mirabilis/ S. epidermidis

C. famata/ E. coli/ P. aeruginosa/ S. aureus

a. Biofilm mixte Candida tropicalis/ P. mirabilis :
La figure 41 représente 1’effet des solutions verrous sur le biofilm mixte Candida tropicalis/ P.
mirabilis. La densité optique du biofilm de 24 h est égale a 0,21.

Avec la solution verrou a 30mg/mL de ’EDTA, nous remarquons une diminution de la
biomasse du biofilm mixte jusqu’a une DO égale 0,19 aprés 6h de traitement puis a 0,16 apres
8h ce qui correspond a une inhibition de 23,8% de la biomasse de biofilm mixte par rapport au

témoin.

Avec la solution verrou d’amphotéricine B a 1mg/mL, nous remarquons que la DO du biofilm
mixte diminue au cours du verrouillage a 0,11 aprés 6h de traitement puis a 0,07 apres 8h ce

qui correspond a une réduction de 66,7% de la biomasse du biofilm mixte par rapport au témoin.

Avec la combinaison amphotéricine B (Img/mL) et ’EDTA (30mg/mL) en solutions verrous

sur le biofilm mixte, nous remarquons que la biomasse du biofilm diminue a 0,07 apres 6h de
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traitement puis a 0,02 aprés 8h ce qui correspond a une réduction de 90,5 % de la biomasse

initiale de biofilm mixte.

L’analyse statistique montre une différence non significative pour les solutions verrous EDTA,

amphotéricine B et EDTA+ amphotéricine B.
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Figure 41 : Effet antimicrobien de la solution verrou sur un biofilm mixte mature de 24h

de Candida tropicalis/ P. mirabilis.

b. Biofilm mixte C. glabrata / P. stuarttii/ S. aureus
La figure 42 représente I’effet des solutions verrous sur le biofilm mixte C. glabrata / P.

stuarttii/ S. aureus. La densité optique du biofilm de 24 h est égale a 0,12.

Avec la solution verrou a 30mg/mL de ’EDTA, nous remarquons une diminution de la
biomasse du biofilm mixte jusqu’a une DO égale 0,11 apres 6h de traitement puis a 0,09 aprés

8h ce qui correspond a une inhibition de 25% de la biomasse de biofilm mixte par rapport au

témoin.
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Avec la solution verrou de I’amphotéricine B & Img/mL, nous remarquons que la DO du biofilm
mixte diminue au cours du verrouillage a 0,08 aprés 6h de traitement puis a 0,05 apres 8h ce

qui correspond a une réduction de 58,3% de la biomasse du biofilm mixte par rapport au témoin.

Avec la combinaison amphotéricine B (Img/mL) et ’EDTA (30mg/mL) en solutions verrous
sur le biofilm mixte, nous remarquons que la biomasse du biofilm diminue a 0,06 aprés 6h de
traitement puis a 0,01 apres 8h ce qui correspond a une réduction de 91,7 % de la biomasse

initiale de biofilm mixte.

L’analyse statistique montre une différence significative (p<0,05) entre les solutions verrous

EDTA, amphotéricine B et EDTA+ amphotéricine B et entre les jours de traitement.
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Figure 42 : Effet antimicrobien de la solution verrou sur un biofilm mixte mature de 24h

de Candida glabrata / P. stuarttii/ S. aureus.
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c. Biofilm mixte C. parapsilosis / P. mirabilis/ S. epidermidis

La figure 43 représente 1’effet des solutions verrous sur le biofilm mixte Candida parapsilosis
/ P.mirabilis/ S. epidermidis. La densité optique du biofilm de 24 heures est égale a 0,27.

Avec la solution verrou a 30mg/mL de ’EDTA, nous remarquons une diminution de la
biomasse du biofilm mixte jusqu’a une DO égale 0,2 apres 6h de traitement puis a 0,11 apres
8h ce qui correspond a une inhibition de 59,3% de la biomasse de biofilm mixte par rapport au

témoin.

Avec la solution verrou de I’amphotéricine B & 1mg/mL, nous remarquons que la DO du biofilm
mixte diminue au cours du verrouillage a 0,12 aprés 6h de traitement puis a 0,09 apres 8h ce
qui correspond & une reduction de 66,7% de la biomasse du biofilm mixte par rapport au témoin.

Avec la combinaison amphotéricine B (Img/mL) et ’EDTA (30mg/mL) en solutions verrous
sur le biofilm mixte, nous remarquons que la biomasse du biofilm diminue a 0,04 aprés 6h de
traitement puis a 0,03 apres 8h ce qui correspond a une réduction de 88,9 % de la biomasse

initiale de biofilm mixte.

L’analyse statistique montre une différence significative (p<0,05) entre les solutions verrous
EDTA, amphotéricine B et EDTA+ amphotéricine B et une différence significative (p<0,05)

entre les jours de traitement.
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Figure 43 : Effet antimicrobien de la solution verrou sur un biofilm mixte mature de 24h

de C. parapsilosis / P. mirabilis/ S. epidermidis.
d. Biofilm mixte C. famata/ E. coli/ P. aeruginosa/ S. aureus

La figure 44 représente 1’effet des solutions verrous sur le biofilm mixte Candida famata /
E. coli/ P. aeruginosa/ S. aureus. La densité optique du biofilm de 24 heures est égale a 0,21.

Avec la solution verrou a 30mg/mL de I’EDTA, nous remarquons une diminution de la
biomasse du biofilm mixte jusqu’a une DO égale 0,17 aprés 6h de traitement puis a 0,09 apres
8h ce qui correspond a une inhibition de 57,2% de la biomasse de biofilm mixte par rapport au

témoin.

Avec la solution verrou de I’amphotéricine B & 1mg/mL, nous remarquons que la DO du biofilm
mixte diminue au cours du verrouillage a 0,13 apreés 6h de traitement puis a 0,1 apres 8h ce qui

correspond a une réduction de 52,4% de la biomasse du biofilm mixte par rapport au témoin.

Avec la combinaison amphotéricine B (1mg/mL) et ’EDTA (30mg/mL) en solutions verrous
sur le biofilm mixte, nous remarquons que la biomasse du biofilm diminue a 0,09 aprés 6h de

traitement puis a 0,05 apres 8h ce qui correspond a une réduction de 76,2 % de la biomasse
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initiale de biofilm mixte. L’analyse statistique montre une différence significative (p<0,05)
entre les solutions verrous EDTA, amphotéricine B et EDTA+ amphotéricine B et entre les

jours de traitement.
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Figure 44 : Effet antimicrobien de la solution verrou sur un biofilm mixte mature de 24h

de C. famata / E. coli/ P. aeruginosa/ S. aureus.

La capacité a former des biofilms sur les dispositifs medicaux est considérée comme un facteur
de virulence important pour les micro-organismes pathogenes [(Serra D. et coll., 2015) ;
(Lebeaux D. et coll., 2014)]. Le retrait du cathéter est le moyen le plus efficace pour les
infections liées aux cathéters, en particulier chez les patients atteints de sepsis séveére.
Cependant, le cathéter peut étre conservé chez les patients dont I'état est stable afin d'éviter le
remplacement du cathéter (Ko K. et coll., 2010). En tant que stratégie conservatrice, le
traitement avec des solutions de verrouillage est recommandé comme option alternative pour

les infections liees aux cathéters (Frasca V. et coll., 2020).

Dans la présente étude, les résultats que nous avons obtenus montrent que 1’utilisation de la
solution d’amphotéricine B a Img/mL réduit les biofilms mixtes de Candia non

albicans/bactérie de 40 a 70% selon les especes, alors que la solution verrouillée dEDTA
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(30mg/mL) n'induit qu'une réduction partielle (entre 25 et 55%) des biofilms mixtes (Candida
non albicans/ Bactéries) aprés 7 jours de verrouillage. En revanche, le traitement des biofilms
mixtes (Candida non albicans/ bactéries) avec la combinaison amphotéricine B (Img/mL) +
EDTA (30 mg/mL) a entrainé une réduction de plus de 60% de la biomasse du biofilm aprés

cing jours.

D'autre part, la réduction complete de la plupart des biofilms mixtes a été observée au 7éme
jour de traitement. Ceci est en accord avec I'étude de Ko K. et ses coll. (2010) qui ont montré
qu'une durée limitée de la solution verrouillée (moins de cing jours) utilisant I'amphotéricine B
est suffisante pour traiter les cathéters colonisés par des champignons, ce qui diminuera le risque

de résistance ainsi que le colt dans la pratique clinique.

De méme, la combinaison amphotéricine B (Img/mL) et ’EDTA (30mg/mL) en solutions
verrous sur les biofilms mixtes (Candida non albicans / bactéries) de 24h aboutit a une

réduction de 75% a 90% de la biomasse initiale de biofilm mixte aprés 8h d’incubation.

Nous constatons également que I'efficacité de la solution de blocage dépend de la souche

fongique et de I'espéce bactérienne coassociées.

D'autre part, l'augmentation observée de l'efficacité du traitement des biofilms mixtes avec la
solution verrou combinant I'amphotéricine B et 'EDTA suggére que I'EDTA fonctionne comme
un perturbateur du biofilm, potentialisant et renforcant I'activité antifongique de I'amphotéricine
B contre les espéces de Candida non albicans présentes dans le biofilm. Selon Sen B. et coll.
(2000), I'EDTA inhibe I'exportation des mannoprotéines nécessaires a la formation de la paroi
cellulaire. 1l a également été démontré que I'EDTA inhibe la formation de biofilms de C.
albicans en inhibant la filamentation (Ramage G. et coll., 2007). En outre, 'EDTA perturbe le
biofilm microbien en chélatant le calcium, le magnésium et le fer, qui sont des composants
essentiels de la matrice du biofilm [(Raad I. et coll., 2007) ; (Shanks R. et coll., 2006)].
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8.2.2 Effet la solution verrou de I’Acide acétylsalicylique (aspirine) sur les biofilms
mixtes (Candida non albicans/ bactéries) de 48h.

Pour cette partie de 1’étude, nous avons sélectionné les levures hautement formatrices de

biofilms associées aux bactéries co-isolées du méme dispositif médical. Il s’agit des

associations :

Candida tropicalis/ P. mirabilis

C. glabrata/P. stuarttii/ S. aureus

C. parapsilosis/ P. mirabilis/ S. epidermidis
C. famata/ E. coli/ P. aeruginosa/ S. aureus

La figure 45 regroupe les résultats relatifs a 1’efficacité de I'acide acétylsalicylique (40mg/mL)

en solution verrou sur les biofilms mixtes Candida non albicans / bactéries.

De la figure 45(a), nous remarquons que la densité optique du biofilm mixte C. tropicalis/ P.
mirabilis de 48h est de 0,87. La solution d’acide acétylsalicylique induit une diminution de la
biomasse du biofilm mixte apres 4h de verrouillage (Ia DO n’est que de 0,7) jusqu’a une

disparition complete du biofilm au bout de 24h de verrouillage.

Pour le biofilm mixte Candida glabrata/ P. stuarttii/ S. aureus (figure 45b) la densité optique
du biofilm de 48h est de 0,62. La solution d’acide acétylsalicylique induit une diminution de la
biomasse au bout de 24h du verrouillage, la DO n’est que de 0,09 jusqu’a une disparition

compléete du biofilm au bout de 48h.

Concernant le biofilm mixte Candida parapsilosis/ P. mirabilis/ S. epidermidis (figure 45c), la
densité optique du biofilm de 48h est égale a 0,99. Nous observons une nette diminution de la
biomasse du biofilm mixte au cours du verrouillage par 1’acide acétylsalicylique, en effet la DO
passe de 0,99 & 0,61 apres 4h de traitement, puis a 0,11 apres 24h de traitement jusqu’a une DO
égale a 0,04 au bout de 48h.

La figure 45(d), nous remarquons la densité optique du biofilm mixte C. famata/ E. coli/ P.
aeruginosa/ S. aureus 48h est égale a 0,91. La solution d’acide acétylsalicylique induit une
diminution de la biomasse du biofilm mixte apres 4h de verrouillage, la DO n’est que de 0,78.

Cette derniére est de 0,13 aprés 24h de traitement jusqu’a 0,11 au bout 48h.
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L’analyse statistique montre une différence trés hautement significative (p<0,001) entre les

espéces fongiques et bactériennes des biofilms mixtes Candida non albicans/ bactéries et une

différence significative (p <0,05) entre les heures de traitement.
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Figure 45 : Effet de la solution verrou de I’acide acétylsalicylique sur les biofilms mixtes

Candida non albicans /bactéries. (a) : biofilms mixtes C. tropicalis/ P. mirabilis ; (b) : C. glabrata/ P.

stuarttii/ S. aureus ; (c) : C. parapsilosis/ P. mirabilis/ S. epidermidis (d) : C. famata/ E. coli/ P.

aeruginosa/ S. aureus.
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Les résultats que nous avons obtenus montrent qu’a une concentration de 40mg/mL I’acide
acétylsalicylique inhibe les biofilms mixtes testés au bout de 24 ou de 48h en fonction des
souches impliquées dans la composition du biofilm mixte. Ces résultats sont en accord avec
ceux de Chan et coll. (2021) qui mettent en évidence que la technique du verrouillage du
cathéter pendant 24heures avec 1’acide acétylsalicylique (40mg/mL) comme agent
antimicrobien peut étre utilisée pour traiter les biofilms & Candida responsables d’infections

liées aux cathéters.

Notons que, plusieurs études in-vitro sur des cultures planctoniques ont démontré l'activité
antifongique antibactérienne et antivirale de I’aspirine [(Almeida F. et coll., 2018) ;
(Abdelmegeed E. et Shaaban M., 2013) ; (Mazur 1. et coll., 2007) ; (Alem M. et Douglas J.,
2004) ; (Keren I. et coll., 2004) ; (Wang W. et coll., 2003)].

Selon Alem et coll. (2004), I'aspirine diminue significativement la formation de biofilms de C.
albicans et réduit la viabilité des cellules de biofilms & des concentrations qui pourraient étre

atteintes chez I'nomme a des doses thérapeutiques.

De méme, l'acide acétylsalicylique inhibe la formation d'hyphes et d'autres structures
filamenteuses de Candida albicans [(Almeida F. et coll., 2018) ; (Deva R. et coll., 2001)], de
C. guilliermondii, C. kefyr, C. glabrata, et C. parapsilosis (Stepanovic S., 2004) et diminue la
production de biofilms a staphylocoques (Muller E., et coll. 1998).
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9. Observation des biofilms multi-espéces au Microscope Electronique a Balayage
(MEB) avant et aprés I’addition de la solution verrouillée

Candida tropicalis est 1’espéce fongique dominante a partir de nos isolats prélevés des

dispositifs médicaux. Les associations C. tropicalis/ P. mirabilis et C. parapsilosis/ A.

baumannii/ S. epidermidis forment les biofilms mixtes les plus denses dans nos isolats ce qui

justifie le choix de ces deux associations pour 1’effet de la solution verrouillée sur la formation

de biofilm mixte in-vitro.

La solution verrou sélectionnée pour les photos microscopiques est 1’amphotéricine B
(Img/mL) + EDTA (30mg/ mL). Les biofilms mixtes formés in vitro sont observés au
microscope électronique a balayage au Centre de Recherche et de Développement de

Boumerdes (Algérie).

La photo N°1 représente les microphotographies de la microscopie électronique a balayage de
biofilm mixte C. tropicalis/ P. mirabilis formés sur cathéter veineux périphérique dans le milieu

de culture Trypticase de soja avant et apres I’addition de la solution verrouillée.

La photo N°1(A) [x5], (B) [x20], (C) [x50] et (D) [x100] révele un biofilm formé d’un réseau
d’hyphes de Candida tropicalis. Les bactéries attachées aux hyphes de la levure ne sont pas
clairement visibles avec ces grossissent. Apreés [’addition de la solution verrouillée
(amphotéricine B (Img/mL) + EDTA (30mg/ mL), une diminution remarquable de la densité
d’hyphes de Candida tropicalis sur cathéter est observée (photo N°1 (E) [x20], (F) [x50] et
(G) [x100)).

La photo N°2 (A) [x50] représente les images de microscopie électronique a balayage de
biofilm mixte formé sur cathéter veineux périphérique par C. parapsilosis/ A. baumannii / S.
epidermidis sur milieu TSB avant le traitement par 1’amphotéricine B (Img/mL) + EDTA
(30mg/ mL). Les photos microscopiques des cathéters (photo N°2 (B) [x50] et (C) [x200])
devenu nette apres le traitement par la solution verrouillée 1’amphotéricine B (1mg/mL) +

EDTA (30mg/ mL) ce qui confirme I’effet inhibiteur de cette combinaison sur cette association
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Photo N°1 : Observations au Microscope Electronique a Balayage des biofilms mixtes formés sur cathéter veineux périphérique par C.

tropicalis/ P. mirabilis sur milieu TSB avant et apres traitement par la solution verrou amphotéricine B (Img/mL) + EDTA (30mg/ mL).
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Photo N°2 : Observations au Microscope Electronique a Balayage des biofilms mixtes formés sur cathéter veineux périphérique par C.
parapsilosis/ A. baumannii/ S. epidermidis sur milieu TSB avant (A) et apres le traitement (B, C) par la solution verrouillée I’amphotéricine
B (Img/mL) + EDTA (30mg/ mL).
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CONCLUSION GENERALE

Le cathétérisme vasculaire et urinaire sont des actes routiniers dans les centres hospitaliers ce
qui exposent les patients au risque infectieux dont la physiopathologie est étroitement liée a la
présence des microorganismes sur ces implants. De méme, les levures et les bactéries sont
souvent co-isolées. Cette association levures-bactéries est d’autant plus virulente ce qui

augmente le risque infectieux et la difficulté de la prise en charge médicale

En raison de I'hétérogénéité des microorganismes présents dans la flore humaine, les biofilms
qui peuvent étre générés sont le plus souvent polymicrobiens, impliquant soit des especes du
méme genre, soit des espéces de différents regnes. En effet, la diversité, la complexité et les
différents pathogénes associés aux biofilms polymicrobiens peuvent contribuer de maniére
significative a des complications cliniques graves. Le traitement des maladies infectieuses
causeées par les biofilms mixtes de Candida et d'espéces bactériennes s'avere difficile en raison

de leur résistance accrue aux médicaments antimicrobiens.

Partant de ces donneées, nous avons realisé cette étude qui avait pour objectif d’isoler dans
un premier temps les levures Candida non albicans et les bactéries co- existantes a partir des
différents dispositifs médicaux implantés chez les patients hospitalisés aux services de
neurologie médicale, d’anesthésie-réanimation et de chirurgie ortho-traumatologie du centre
hospitalo- universitaire (CHU) de Tlemcen et déterminer les différents types d’infectivités
fongiques, bactériennes et mixtes (levures-bactéries). Dans un second temps, tester la sensibilité
des souches fongiques et bactériennes isolées vis-a-vis des agents antimicrobiens sélectionnés
puis évaluer leurs potentiels a former des biofilms mono et multi especes. Enfin déterminer
I’efficacité des solutions de verrouillages sur la formation de ces communautés
polymicrobiennes dont 1’architecture a ét¢é mise en évidence par microscopie ¢électronique a

balayage avant et apres le traitement.

Il ressort de notre étude que :

Sur les 340 prélévements effectués, 128 sont de culture positive dont 46,9% sont d’origine
bactérienne, 14% d’origine levurienne et 39% de dispositifs sont altérés par les deux groupes
microbiens a la fois.

19 souches de Candida non albicans sont isolées et identifiées dont C. tropicalis (47%), C.
glabrata (21%), C. parapsilosis (16%) et C. famata (16%). En paralléle, 25 bactéries ont été
co-isolées avec les levures a partir des mémes dispositifs médicaux dont 72% des germes sont

des bacilles a Gram négatif et 28% des bactéries a Gram positif.
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Trois types d’infectivités microbiennes ont été recenses dans les trois services étudiés au CHU
de Tlemcen. L’infection représente plus de la moitié des cultures positives (61,7%), elle touche
essentiellement les sondes vésicales avec un taux de 92%. Le service d’Anesthésie-

Réanimation occupe la premiére place avec un taux de 50% d’infection.

L’évaluation de I’infectivité des dispositifs médicaux par 1’ensemble mixte (Candida non-
albicans/ bactéries) a montré que ce sont les colonisations qui arrivent en premiére position
(88%) suivies des infections (87%). Les espéces de Candida tropicalis et Candida parapsilosis

sont impliquées dans les trois types d'infectivité (contamination, colonisation et infection).

Les tests de sensibilité au antimicrobiens montrent une sensibilité a I’amphotéricine B de la
plupart des souches fongiques isolées. Une résistance importante des especes bactériennes

isolées est observeée vis-a-vis les différents antibiotiques testés.

L’¢évaluation du potentiel des souches isolées a former les biofilms révele que la majorité des
levures (16/19) et des bactéries (16/25) isolées sont productrices de biofilms. L’intensité de la
biomasse de ces biofilms dépend de plusieurs parameétres a savoir 1’espece fongique isolée et la
nature du milieu réactionnel ainsi que la durée d’incubation. Les espéces de Candida tropicalis,
C. glabrata et la plupart des espéces bactériennes forment un biofilm plus dense sur milieu TSB
que sur le RPMI 1640. L’association C. tropicalis / E. coli présente le potentiel de formation de
biofilm le plus élevé pour I’ensemble des biofilms mixtes formés pour le ratio levure
/bactéries de 50/50.

Enfin, Iutilisation de la solution verrou d’EDTA a 30mg/mL ou d’amphotéricine B a 1mg/mL
induit une réduction partielle du biofilm mixte (Candida non albicans-Bactéries) alors que
I’utilisation d’une solution associant I’amphotéricine B a I1mg/mL et ’EDTA a 30 mg/mL induit
une réduction de plus de 60% de la biomasse de biofilm au bout de 5jours jusqu’a une

éradication complete (100%) de la plupart des biofilm mixtes au bout de 7jours.

De méme, la combinaison amphotéricine B (Img/mL) et PTEDTA (30mg/mL) en solutions
verrous sur les biofilms mixtes (Candida non albicans / bactéries) de 48h aboutit a une

réduction de 75% a 90% de la biomasse initiale de biofilm mixte apres 8h d’incubation.

D’autre part, quel que soit le biofilm mixte Candida non albicans / bactéries, I’efficacité de la
solution verrou Amphotéricine B+ EDTA est supérieure a celle de I’amphotéricine B seul ou
I’EDTA seul. L'EDTA améliore l'activité antifongique de I’amphotéricine B contre les espéces

de Candida non albicans présentes dans le biofilm.
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Nous remarquons également que I’utilisation de I’acide acétylsalicylique a 40mg/mL inhibe les

biofilms mixtes testés.

Les observations faites au microscope électronique & balayage ont confirmé d’une part
I’attachement du biofilm polymicrobien sur les cathéters veineux périphériques. D’autres part,
ces images ont montres clairement la diminution de la biomasse des biofilms mixtes (Candida
non albicans/ bactéries) apres le traitement par les solutions de verrouillage testées dont la
biomasse la plus faible est obtenue apres un verrouillage par la solution Amphotéricine B+
EDTA.

Pour conclure, les solutions verrous que nous avons testées peuvent étre proposées comme des
solutions faciles d’acces et peu onéreuses dans I’inhibition et le traitement les biofilms mixtes

Candida non albicans/bactéries.

Pour continuer dans cette étude, il serait intéressant :

- D’étudier les interactions qui régissent la formation des biofilms mixtes (Candida non
albicans/ bactéries), notamment le quorum-sensing.

- De réaliser une identification moléculaire des souches fongiques et bactériennes isolées afin
de rechercher les génes responsables de la résistance et de la formation de biofilm.

- De proposer d’autres agents antimicrobiens comme solutions de verrouillages et d’évaluer
leurs efficacités sur la formation des biofilms mixtes (Candida non albicans/ bactéries).

- Enfin, proposer une étude supplémentaire pour déterminer 1’efficacité des solutions verrous a

long terme afin de prévenir la récurrence du biofilm.
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Annexe 1 :
Fiche de renseignemen ien

Informations personnelles

Sexe : |:] Homme D Femme

o114 0] (0 o (S ()
Pathologie (S) SOUS-JACENTE & .....iue ettt ittt e e e e e
BN U T 0 ) I TSP

Durée d’hospitaliSation : ............iuirieititie e e e

Informations sur le prélévement

N°de prélevement : .....................

Date de prélevement : ............oooiiiiiiiiiiiin..

R 1S] Y [o - PP
Type de dispositif MEAICal @ ... ....o.iiiiit i
Durée de Mise en place (DM) & ...uiiniiniiiii e

Signes 1oCauX €t GENETAUX 1 ....utiiiiit ittt ettt et e e e et e e et et e et et te e e e



Amnexe n°2 -_Tableau récapitulatif des Fiches de renseignement des patients

. Durée
Date de " Type de Pathologie Signes Mise en d’hospitalis
prélévem Service Prélev _yp .. | Sexe, age g Traitements Locaux et -p
Dispositif . place ation
ent e-ment généraux
Pneumopathie,
myopathie, . .
25/11/14 Reanimation 01 SV H, 3lans y P . SATB RAS 03jours 16 mois
trachéoautomatisg,
apyrétique
30/11/14 Reanimation 02 sV H, 15ans Pancréatite chronique SATB RAS 07 jours 55 jours
L H, Etat de mal convulsive. Claforan+ . )
30/11/14 Reanimation 03 SV . - RAS 07 jours 10 jours
03mois Ampicilline
Traumatisme crénien
30/11/14 Reanimation 04 sV H ,47ans (OTR) SATB RAS 07 jours 30 jours
30/11/14 Reanimation 05 sV H, 72ans Asthmatique Vancomycine RAS 07 jours 20 jours
L Pneumopathie . .
30/11/14 Reanimation 06 SV H, 55ans SATB RAS 07 jours 90jours
. Leucémie lymphoide
Neurologie Endoxan, . .
10/12/14 o g 07 KT H, 72ans | chronique, hypertendue . RAS 03 jours 03 jours
médicale Oncovin,
Accident
Neurologie vasculaire cérébral Gonflement, . .
14/12/14 rolog 08 KT F 4dans | " OUE SATB 03 jours 03jours
médicale ischémique (AVCI) Douleurs




Neurologie

14/12/14 o 09 KT H, 55ans AVCI SATB RAS 10 jours 10 jours
médicale
. Accident .
Neurologie L Cefacidal Gonflement, . )
14/12/14 L 10 KT H, 8lans vasculaire cérébral 02jours 08jours
médicale ) . retour du sang
hémorragique (AVCH)
Neurologie
14/12/14 L g 11 KT H, 55ans AVCI Céfacidal douleur 03jours 08jours
médicale
. Polyglobuline
Neurologie . .
14/12/14 médicale 12 KT F ,74ans Trombocytose Calforan RAS 08jours 08jours
Hyperleucocytose
ancréatite chronique
14/12/14 Reanimation 13 sV H, 15ans P . q SATB RAS 10jours 70jours
calcifiante (PCC)
14/12/14 Reanimation 14 SV H, 47ans OTR Cranien SATB RAS 15jours 43jours
L OTR Cranien. . . .
14/12/14 Reanimation 15 SV H, 30ans Ciprolon RAS 12jours 12jours
Neurologie AVCH
15/12/14 L J 16 SV H, 8lans Céfacidal Inflammation 03jours 10jours
Meédicale
15/12/14 . 17 KT 04jours .
Neurologie — 08jours
Médicale H, 74ans AVCI Amoxicilline RAS
15/12/14 17 SV 08jours
15/12/14 18 KT 3jours
Reanimation F, 78ans Arrét cardiaque Ciprolon RAS 48h
15/12/14 187 KT
Pneumopathie, probléme
15/12/14 Reanimation 19 CVv.C H, 55ans neurologique, Vancomycine RAS 15jours 3mois




Neurologie

HTA ischémique

16/12/14 o 20 KT H, 89ans o ) . Ciprolon, RAS 03jours 10jours
Médicale récidivant (2°™ fois)
Neurologie Gonflement
16/12/14 L g 21 KT F, 44ans AVC SATB Douleur 2jours 05jours
Meédicale
Rougeur
Neurologi AVC Amoxicilli
21/12/14 eu’ro.ogle 22 KT F, 28ans MmoxIciiing Inflammation. 04jours 13jours
Meédicale
L OTR Cranien, . .
21/12/14 Reanimation 23 sV H, 47ans SATB RAS 07jours 50jours
21/12/14 Reanimation 24 SV H, 15ans PCC SATB RAS 07jours 05/10/14
21/12/14 Reanimation 25 SV H, 30ans OTR Cranien, Ciprolon, RAS 07jours 19jours
Neurologie AVCI récidivante, . . .
22/12/14 L 26 KT H, 89ans Ciprolon, RAS 03jours 16jours
Meédicale
. 07jours
Neurologie . — .
22/12/14 L 27 KT F, 56ans Myopathie Amoxicilline RAS 03jours
Meédicale
L Fracture du genou,
Chirurgie- ortho- , . . .
22/12/14 . 28 KT H, 50ans | cancereux, porteur d’une SATB Inflammation 04jours 04jours
traumatologie N
prothése fémorale
Chirurgie- ortho Main traumatique
04/01/15 g . 29 K.T H, 28ans (Présence d’une Céfacidal Gonflement 04jours (12jours)
traumatologie X
gangrene)
Neurologie
04/01/15 Meédicale 30 K.T H, 46ans En cours de diagnostic Céfacidal Rougeur 05jours 05jours




Chirurgie- ortho-

Fracture du col fémoral

04/01/15 . 31 KT H, 78ans gauche, portant une Claforan Inflammation 07jours 08/12/14
traumatologie )
prothése de moore
Neurologie Sclérose en plaque
04/01/15 Médicale 32 KT H, 55ans Pl SATB RAS 10jours 24/12/14
Asthme. Fort
04/01/15 |  Reanimation 33 SV | H,72ans Stme orium RAS O7jours | 11/11/14
Vancomycine
PCC Gardenal, .
04/01/15 Reanimation 34 SV H, 15ans RAS 07 jours 05/01/14
Aldonet
Neurologie Amoxicillin
04/01/15 Medicale 35 KT F, 56ans Myopathie Zoloft RAS 04jours 15/12/14
Neurologie Thrombose veineuse
04/01/15 Medicale 36 KT F, 29ans Amoxicilline RAS 03jours 23/12/14
profonde (TVC)
Neurologie
04/01/15 Meédicale 37 KT H, 72ans - - RAS 04jours 01/01/15
Chirurgie- ortho- . . Céfacidal, .
04/01/15 . 38 KT H, 45ans Pied traumatique. RAS 03jours 28/12/14
traumatologie Claforan, Flagyl
Chi ie- ortho- Fracture d’humé
04/01/15 rurgie or_o 39 KT H, 54ans ,rac ure ¢ mmerus, Céfacidal Inflammation O4jours 25/12/14
traumatologie présence du Glaucome.
Chirurgie- ortho- Fracture e . . .
04/01/15 . 40 KT H, 90ans i Céfacidal RAS 06jours 15jours
traumatologie pertronchantérienne.
Chirurgie- ortho- . .
04/01/15 g . 41 SV H, 39ans Fracture fémorale Claforan RAS 15jours 15jours
traumatologie
Chirurgie- ortho- . .
06/01/15 42 KT F, 82ans Fracture de la jambe. Claforan RAS 03jours 30/12/14

traumatologie




Chirurgie- ortho-

Dermohypodermite

06/01/15 . 43 KT F, 80ans . Céfacidal RAS 07jours 30/12/14
traumatologie bactérienne (DH)
Chirurgie- ortho- . . .
06/01/15 . 44 KT F, 66ans Fracture de pied SATB RAS 07jours 17jours
traumatologie
Chirurgie- ortho- Fracture de la rotule
11/01/15 | ~rorglesort 45 KT F, 71ans . . SATB RAS 04jours 15j0urs
traumatologie
12/01/15 | Chirurgie- ortho- . . .
Irurge- or . 0 46 KT H, 37ans Fracture de radius Céfacidal RAS 03jours 09/01/15
traumatologie
Chirurgie- ortho- Fracture de la diaphyse
12/01/15 | ~rUrdeson 47 KT | H,2dans | | ocreceladiapnys Céfacidal RAS 03jours | 09/01/15
traumatologie fémorale
Chirurgie- ortho- , . .
12/01/15 . 48 KT H, 75ans | Fracture du col fémoral SATB RAS 03jours 20jours
traumatologie
Neurologie
12/01/15 Mé dica?e 49 KT H, 73ans AVC Hémorragique Amoxicillline RAS 04jours 08jours
Neurologie
12/01/15 Meédicale 50 KT F, 83ans AVC Ischémique Amoxicillline RAS 05jours 1ljours
Neurologie
12/01/15 L g 51 KT F, 38ans Myasthénie Céfacidal RAS 02jours 04jours
Meédicale
Neurologie
12/01/15 Mé dica?e 52 KT H, 56ans AVC Hémorragiqu Amoxicilline RAS 05jours 29/12/14
IMC, pneumopathie, .
12/01/15 |  Reanimation 53 SV | H, 3lans pneumop SATB RAS 07jours | 05/06/13
myopathie
Gardenal
12/01/15 Reanimation 54 SV H, 15ans pPCC RAS 07jours 05/01/14
Aldonet
Chirurgie- ortho- Main traumatique
18/01/15 g . 55 KT H, 28ans . q Claforan RAS 04jours 26jours
traumatologie (Gangrene)
Chirurgie- ortho-
18/01/15 | U 56 KT | H,19ans - Céfacidal RAS 03jours | 15/01/15

traumatologie




Chirurgie- ortho-

18/01/15 . 57 KT H, 50ans Fracture de cheville Céfacidal RAS 03jours 07/01/15
traumatologie
Chirurgie- ortho- Fracture de I’omoplate. .
18/01/15 . 58 KT H, 26ans SATB RAS 03jours 15/01/15
traumatologie
Chiruraie- ortho Plaque cassée, crises
18/01/15 g . 59 KT H, 44ans épileptiques. Cefizox RAS 04jours 08/01/15
traumatologie
Lo Fracture du
Chirurgie- ortho- ) e .
18/01/15 . 60 KT H, 51ans Calcanéum Céfacidal RAS 05jours 31/12/14
traumatologie
A Fracture de I'numérus et
Chirurgie- ortho- . e . .
18/01/15 . 61 KT H, 26ans de poignet. Cefacidal RAS 03jours 05/01/15
traumatologie
Chirurgie- ortho-
21/01/15 | ~rHrdres ot 62 KT | H,26ans | Fracture de cheville Céfacidal RAS O3jours | 17/01/15
traumatologie
o Ablation de matériel
Chirurgie- ortho- . L .
21/01/15 . 63 Vis H, 60ans orthopédique vis SATB RAS 10 ans -
traumatologie . s .
bimalléolaire de jambe.
Chirurgie- ortho Prothese Ablation de materiel
21/01/15 g , 64 H, 58ans | orthopédique prothése de SATB RAS 03 mois -
traumatologie de Moore
Moore.
21/01/15 Reanimation 65 sV H, 23ans OTR cranien Ciprolon RAS 10jours 11/01/15
L OTR cranien . .
21/01/15 Reanimation 65’ cvC H, 23ans anl Ciprolon RAS 10jours 11/01/15
o OTR cranien .
21/01/15 Reanimation 66 SV H, 47ans SATB RAS 07jours 11/01/14
OTR cranien Ciprolon
21/01/15 Reanimation 67 sV H, 34ans P RAS 06jours 15/01/15

Céfizox




(Infarctus du myocarde)

Céfizox,

21/01/15 Reanimation 68 SV H, 60ans IDM Gentamicine RAS 06jours 15/01/15
Flagyl
Neurologi
25/01/15 eu,ro_ 0d1e 69 KT H, 67ans AVCH SATB RAS 15jours 10/01/15
Meédicale
Neurologie
25/01/15 L g 70 SV H, 83ans AVCH Fungizon Inflammation 20jours 05/01/15
Médicale
Chirurgie- ortho- Fracture de pied.
25/01/15 rurg! ) 71 KT F, 44ans . P! Ciprofloxacine RAS 03jours 18/01/15
traumatologie
L Fracture de ladiaphyse .
Chirurgie- ortho- KT Céfacidal
25/01/15 gie-ort 72 H, 38ans radiale. RAS O3jours | 22/01/15
traumatologie sV
AMO (ablation
hirurdie- ortho- -
25/01/15 | Chirurgie-ortho- o g hes | F. 88ans de materiel SATB RAS 02mois ;
traumatologie d'ostéosynthése)
Chirurgie- ortho- i Cefizox .
25/01/15 . 74 KT H, 45ans Fracture du fémur .. RAS 04jours 21/01/15
traumatologie Gentamicine
Neurologie
25/01/15 L g 75 SV H, 38ans AVCH Coversyl RAS 20jours 05/01/15
Médicale
Neurologie .
25/01/15 L 76 SV H, 48ans AVCH Coversyl RAS 08jours 15/01/15
Medicale
Neurologie
25/01/15 L g 77 SV H, 89ans AVC SATB RAS 10jours 15/01/15
Médicale
Neurologie
28/01/15 u . g 78 KT H, 67ans Perte de mémoire Céfacidal RAS 07jours 10/01/15
Medicale
Neurologi
28/01/15 eurologie 79 KT F, 86ans AVCH Amoxicilline RAS 02ours | 23/01/15

Médicale



http://sante.lefigaro.fr/sante/traitement/fracture-femur/quest-ce-que-cest

Chirurgie- ortho-

28/01/15 . 80 KT H, 70ans Fracture fémorale Céfacidal RAS 02jours 23/01/15
traumatologie
Chirurgie- ortho- Fracture de radius et L. .
28/01/15 . 81 KT H, 66ans Ceéfacidal RAS 07jours 14/01/15
traumatologie hanche
Pneumopathie, crises Ciorolon
28/01/15 Reanimation 82 CcvC F, 19ans épileptiques szizox RAS 72h 15/12/14
hirurgie- ortho-
29/01/15 Chirurgie- o t_ 0 83 Broche H, 51ans AMO de broche SATB RAS 06 semaines -
traumatologie
Chirurgie- ortho-
29/01/15 g . 84 KT H, 35ans Fracture de cheville Céfacidal RAS 48h 10/01/15
traumatologie
Chirurgie- ortho- - Gentamicine
29/01/15 i 85 KT H, 36ans Fracture de Tibia L. RAS 48h 25/01/15
traumatologie Céfacidal
N Cardiopathie, Céfi .
01/02/15 |  Reanimation 86 SV | H, 66ans arclopatie, STIZOX RAS O7jours | 15/01/15
bronchopneumopathie Ciprolon
Chirurgie- ortho- Gentamicine
01/02/15 g . 87 KT H, 21ans Fracture de poignet L RAS 48h 26/01/15
traumatologie Céfacidal
Chirurgie- ortho 88 KT Plaie de la main (main
01/02/15 gre-ort H, 22ans _ Céfacidal RAS O5jours | 27/01/15
traumatologie traumatique)
Chirurgie- ortho- - o .
01/02/15 ) 89 KT H, 27ans Fracture de Tibia Céfacidal RAS 14jours 17/01/15
traumatologie
Chirurgie- ortho-
0L/02/15 | —orgresort 90 KT | H,40ans Fracture de bras Céfacidal RAS 48h 29/01/15
traumatologie
Chirurgie- ortho- Hernie discale .
01/02/15 _ 91 KT F, 58ans SATB RAS 03jours 29/01/15
traumatologie
Neurologie Sclérose en pla
08/02/15 urolog! 92 KT F, 58ans praqd SATB Inflammation 48h 18jours

Medicale




hirurgie- ortho- Tumeur éfacidal
0gioz/1s | Chirurgie-ortho- | oo CVC | H,20ans umeur osseuse de Cefacida RAS 05jours 15j0urs
traumatologie cuisse Gentamicine
Sclérose latérale
Neurologie amyotrophique
09/02/15 urolog! %4 KT | F s56ans yotropniq Clamoxicilline RAS 48h 04/02/15
Medicale chronique
Neurologie Parkinson . .
09/02/15 ] 95 KT F, 58ans Céfacidal Douleur 03jours 02/02/15
Medicale
Chiruraie- ortho Ablation de broches au
09/02/15 g . 96 KT H, 25ans niveau de coude Céfizox RAS O4jours 04/02/15
traumatologie
Chirurgie- ortho Fracture
09/02/15 g . 97 KT F, 58ans pertronchantérienne, Céfacidal RAS O4jours 05/02/15
traumatologie
Chirurgie- ortho- Douleur
10/02/15 g . 98 S\ F, 70ans Fracture fémorale Céfacidal 03jours 06/02/15
traumatologie
Chirurgie- ortho- Fracture fémorale L. .
10/02/15 . 99 KT F, 70ans Céfacidal RAS 04jours 06/02/15
traumatologie
Chirurgie- ortho- Fracture de pilon tibial et Céfacidal
10/02/15 g . 100 KT H, 37ans . P . . RAS 03jours 03/02/15
traumatologie téte radiale Gentamicine
Neurologie Sclérose en plaque - . .
11/02/15 L 101 KT F, 50ans Amoxicilline RAS 07jours 14jours
médicale
Chirurgie- ortho- . o .
11/02/15 ) 102 sV F, 47ans Fracture de la jambe Céfacidal RAS 05jours 05/02/15
traumatologie
Chirurgie- ortho- Fracture de bassin L . .
11/02/15 . 103 SV F, 62ans Céfacidal RAS 03jours 09jours
traumatologie
Chirurgie- ortho- 104 Fracture de tibia
11/02/15 g KT F, 72ans Céfacidal Inflammation 03jours 05/02/15

traumatologie




Chirurgie- ortho-

11/02/15 . 105 KT H, 40ans Fracture de tibia Céfacidal RAS 03jours 07/02/15
traumatologie
Chirurgie- ortho- AMO clou jambe .
11/02/15 . 106 Clou F, 36ans SATB RAS 04 mois -
traumatologie
OTR cranien Céfizo
11/02/15 Reanimation 107 cvC H,51ans ! . 120% RAS 23jours -
Ciprolon
N OTR i Céfi .
11/02/15 Reanimation 108 CcvC H, 34ans cranten .e 120x RAS 2ljours 15/01/15
Ciprolon
Neurologie Kepra Gonflement
15/02/15 urolog! 109 KT | H,42ans AVCH ~epr _ O4jours | 25/01/15
médicale Dépakin Inflammation
Chirurgie- ortho- Fracture de doigts de la .
15/02/15 . 110 KT H, 27ans . SATB RAS 05jours 10/02/15
traumatologie main
Neurologi
15/02/15 el{ 9 odle 111 KT F, 26ans | AVCH SATB RAS 04jours 25/01/15
médicale
1502015 | edrologie 112 SV | H,68ans AVCH SATB RAS 16jours | 31/01/15
médicale
Neurologi
16/02/15 ne]: d?;;?e'e 113 KT | F,56ans ACVH Amoxicilline | Inflammation |  O3jours | 09/02/15
Neurologie N .
16/02/15 e dica?e 114 KT F, 50ans | SEP (sclérose en plaque) Amoxicilline RAS 04jours 29/01/15
Neurologi AVCI
16/02/15 el{ (? ogle 115 KT H, 42ans ¢ SATB Inflammation 03jours 13/02/15
médicale
Chirurgie- ortho- Fracture de doigts de la Céfizox
17/02/15 gie- o 116 KT | H,20ans 119 > RAS Odjours | 13/02/15
traumatologie main Gentamicine
. Amputation de deux
Chirurgie- ortho- . . .
17/02/15 : 117 KT F, 22ans jambes (probléme Claforan RAS 05jours 10/02/15
traumatologie .
vasculaire
Neurologie
17/02/15 urolog! 118 KT F, 15ans Paralyse Amoxicilline RAS 04jours 10/02/15

médicale




Neurologie

17/02/15 o 119 KT F, 56ans AVCH Céfacidal RAS 06jours 11/02/15
médicale
Chirurgie- ortho- . . R
18/02/15 . 120 SV F, 60ans Fracture de la jambe Bristopén RAS 48h 08/02/15
traumatologie
Neurologie
18/02/15 u . g 121 KT F, 60ans AVCI Amoxicilline RAS 48h 17/02/15
médicale
Chirurgie- ortho- . . .
18/02/15 rurge or.o 122 KT H, 46ans Fracture de la jambe Céfacidal RAS 03jours 15/02/15
traumatologie
Neurologi Problé inal
18/02/15 eurologie 123 KT | H azans | ropiemeabdominale SATB RAS 02jours | 13/02/15
médicale
L. Fracture d’Humérus
Chirurgie- ortho- . .
19/02/15 . 124 KT F, 27ans gauche avec paralysie SATB RAS 03jours 10/02/15
traumatologie .
radiale
Chirurgie- ortho- . .
19/02/15 ) 125 KT F, 60ans Fracture de la jambe SATB RAS 02jours 08/02/15
traumatologie
Neurologie
19/02/15 Hrotod! 126 KT | F, 37ans AVCH Claforan Inflammation | O3jours | 15/02/15
médicale
Neurologi
19/02/15 ELf“_’ odie 127 KT F, 58ans Parkinson Amoxicilline RAS 04jours 10/02/15
médicale
Chirurgie- ortho- Ablation de doigt de
19/02/15 iruret . 128 KT F, 20ans . ! . 9 , Céfacidal RAS 10jours 08/02/15
traumatologie pied (doigt infecté)
Chirurgie- ortho-
19/02/15 g ) 129 KT F, 50ans Fracture de bassin Céfacidal RAS 06jours 11/02/15
traumatologie
Neurologie
22/02/15 u . gt 130 KT F, 60ans AVCH SATB Inflammation 02jours 07/02/15
médicale
Neurologie Kaltican .
22/02/15 o 131 KT F, 15ans AVCH - RAS 06jours 10/02/15
médicale Amoxicilline




Chirurgie- ortho-

Fracture

22/02/15 . 132 KT H, 90ans pertronchantérienne Céfacidal RAS O4jours 04/02/15
traumatologie
gauche
Neurologie AVCH
23/02/15 u . gl 133 KT H, 80ans Céfacidal RAS 03jours 34jours
médicale
N Maladie neurologique. Vancomycine .
24/02/15 Reanimation 134 SV H, 60ans . RAS 07jours 12/02/15
Tienam
24/02/15 Traumatologie 135 KT H, 23ans | Fracture du bras, poignet Céfacidal RAS 03jours 21/02/15
Chirurgie- ortho- Fracture d dyl
24/02/15 | TG OMOTag KT | H,18ans racture u concy’e Céfacidal RAS 03jours 12/02/15
traumatologie fémorale gauche
. Ciprolon,
Neurologie . . .
24/02/15 médicale 137 KT F, 60ans AVCI Céfizox Inflammation 03jours 17/02/15
Gentamicine
Chirurgie- ortho-
24/02/15 g . 138 SV H, 18ans Fracture fémorale Céfacidal RAS 48h 19/02/15
traumatologie
Chirurgie- ortho Fracture
25/02/15 g . 139 KT F, 56ans pertronchantérienne, Céfacidal RAS 02jours 11/02/15
traumatologie .
perytique
Chirurgie- ortho Fracture
25/02/15 g . 140 KT F, 81ans pertronchantérienne Céfacidal RAS 02jours 18/02/15
traumatologie
L Fracture
Chirurgie- ortho- . e .
25/02/15 . 141 SV F, 81ans pertronchantérienne, Cefacidal RAS 03jours 18/02/15
traumatologie
Chirurgie- ortho-
25/02/15 Tl . 142 KT H, 34ans Fracture du bras Céfacidal RAS 48h 22/02/15
traumatologie
Chirurgie- ortho- . o .
25/02/15 g 143 KT H, 34ans Luxation d’épaule Céfacidal RAS 03jours 20/02/15

traumatologie




Chirurgie- ortho-

25/02/15 . 144 vis H, 55ans | AMO de vis de cheville SATB RAS 09 mois 19/05/14
traumatologie
Chirurgie- ortho- .
25/02/15 . 145 Plagque H, 55ans AMO de plaque SATB RAS 09 mois 19/05/14
traumatologie
Neurologie
25/02/15 Mé dica?e 146 KT H, 42ans AVCI, hypertendue Ciproflexine RAS 06jours 26/01/15
Gentamicine
25/02/15 Reanimation 147 SV H, 60ans IDM Flagyl RAS 07jours 15/01/15
Céfizox
Neurologie e . .
25/02/15 L 148 KT F, 82ans AVCI Céfacidal RAS 04jours 10jours
Meédicale
Neurologie
25/02/15 u . g 149 SV H, 65ans AVC Ceftriaxone 04jours 11/02/15
Medicale
Chirurgie- ortho- . . e .
25/02/15 ) 150 KT H, 43ans Main traumatique Céfacidal RAS 03jours 26/02/15
traumatologie
Chirurgie- ortho-
25/02/15 d ) 151 KT H, 30ans Fracture du bras Céfacidal RAS 04jours 17jours
traumatologie
Chirurgie- ortho- Fracture
25/02/15 g . 152 KT F, 81ans . Céfacidal Gonflement 48h 18/02/15
traumatologie pertronchantérienne
Chirurgie- ortho-
25/02/15 g ) 153 KT H, 79ans | Fracture du col fémoral Céfacidal RAS 04jours 25/02/15
traumatologie
Neurologie - .
25/02/15 L 154 KT H, 48ans AVCH Amoxicilline RAS 04jours 23/02/15
Meédicale
Neurologie Tienam
02/03/15 urologi 155 SV | H,42ans AVCI enam RAS O5jours | 25/01/15
Médicale Ciproflexine
Chirurgie- ortho- Fracture du bassin L. .
02/03/15 . 156 KT F, 38ans Cefacidal RAS 03jours 19/02/15
traumatologie
hirurgie- ortho- Fracture fémoral
02i03/15 | Chirurgie-ortho- | KT | H,80ans acture femorale Céfacidal RAS O3jours | 13/02/15

traumatologie




Neurologie

02/03/15 o 158 KT F, 44ans AVCI SATB RAS 05jours 26/02/15
Médicale
. Hypertension
Neurologie ) Al .
02/03/15 Médicale 159 KT F, 20ans intracranienne (HIC) SATB RAS 06jours 24/02/15
Neurologie
02/03/15 L g 160 KT H, 85ans AVC Preterax RAS 02jours 23/02/15
Médicale
Neurologi
02/03/15 eu’ O_ ogle 161 KT F, 90ans AVCI Amoxicilline 02jours 23/02/15
Médicale
Neurologie .
02/03/15 L 162 KT H, 53ans AVCI SATB RAS 07jours 23/02/15
Médicale
Chirurgie- ortho- Fracuture d’humé
04/03/15 Irurgie- ort 163 KT H, 49ans HIuTe ¢ umerus Céfacidal RAS 48h 21/02/15
traumatologie
05/03/15 | Chirurgie-ortho- | o) KT | H,26ans |  Luxation d’épaule Céfacidal RAS 48h 02/03/15
traumatologie
hirurgie- ortho-
05/03/15 | Chirurgie-ortho- | o KT F, 46ans Fracture de tibia Céfacidal RAS 4gh 13/02/15
traumatologie
Neurologie S , .
05/03/15 L 166 KT F, 25ans Guillain Barré SATB RAS 03jours 02/03/15
Médicale
Infirmité motrice
cérébral, Pneumopathie, .
05/03/15 Reanimation 167 SV H, 31ans . P SATB RAS 07jours 05/06/13
Myopathie.
Chirurgie- ortho Fracture 11/02/15
08/03/15 gie-ort 168 KT F, 56ans © Céfacidal RAS O4jours
traumatologie pertronchantérienne
Etat de mal convulsive Céfacidal
08/03/15 Reanimation 169 CcvC F, 19ans RAS 15jours 24/01/15

Gentamicine




Céfacidal

08/03/15 Reanimation 170 SV F, 19ans Etat de mal convulsive . RAS 10jours 24/01/15
Gentamicine
Chirurgie- ortho- . e . .
08/03/15 . 171 KT H, 67ans Fracture pathologique Ceéfacidal RAS 10jours 15jours
traumatologie
Chirurgie- ortho-
08/03/15 iruret . 172 KT H, 3lans Fracture de la jambe Céfacidal RAS 03jours 05/03/15
traumatologie
Neurologie Déficit moteur .
08/03/15 L 173 KT H, 68ans SATB RAS 03jours 04/03/15
Meédicale
Neurologi
08/03/15 eu’ro_ ogle 174 SV H, 76ans AVCH Amoxicilline RAS 15jours 23/02/15
Médicale
Chirurgie- ortho- . . e .
09/03/15 . 175 KT H, 24ns Plaie tendineuse Céfacidal RAS 04jours 04/03/15
traumatologie
Chirurgie- ortho-
00/03/15 |~ ordteort 176 KT | H,20ans Pied traumatique Céfacidal RAS O3jours | 04/03/15
traumatologie
Chirurgie- ortho- . . . .
09/03/15 Irurge or.o 177 KT H, 48ans Résection tendineuse Céfacidal RAS 04jours 04/03/15
traumatologie
Neurologie
09/03/15 urotodt 178 KT | F,60ans AVCI SATB RAS O3jours | 05/03/15
Médicale
Neurologie
09/03/15 L g 179 KT F, 20ans HIC SATB RAS 04jours 24/02/15
Médicale
Chirurgie- ortho-
09/03/15 gl . 180 AMO F,59%ns | AMO haubanage rotule. SATB RAS 1mois 09/03/15
traumatologie
Chirurgie- ortho-
10/03/15 g ) 181 KT H, 18ans Pied traumatique Céfacidal RAS 03jours 07/03/15
traumatologie
Neurologi
10/03/15 erologle 182 KT F, 57ans AVCI SATB RAS O3jours | 03/03/15
Medicale
L OTR cranien .
10/03/15 Reanimation 183 SV H, 34ans SATB RAS 07jours 15/01/15

Polytraumatisme




Neurologie

10/03/15 Médicale 184 KT F, 33ans Myasthénie Claforan Inflammation 07jours 02/03/15
IMC, pneumopathie,
10/03/15 Reanimation 185 SV H, 3lans myopathie SATB RAS 06jours 05/06/13
Bronchopneumopathie . -
N . . Piperacilline .
10/03/15 Reanimation 186 CcvC F, 66ans chronique obstructive Amiklin RAS 07jours 30/01/15
(BPCO).
Neurologie AVCI
10/03/15 o g 187 SV F, 60ans . SATB RAS 06jours 17/02/15
Médicale pneumopathie
Neurologie _— ) .
10/03/15 L 188 KT F, 25ans Guillain Barré SATB RAS 02jours 02/03/15
Medicale
Neurologie AVCI )
10/03/15 . 189 KT F, 60ans _ SATB RAS 03jours 17/02/15
Meédicale pneumopathie
Plaque
Chirurgie- ortho- . q AMO de plaque vissée .
10/03/15 . 190 visséede | H, 40ans , SATB RAS 02mois 19/01/14
traumatologie ) du Fémur
Femur
hirurgie- ortho- Ablationh
10035 | SO OMthO- g 1 AMO | H, 27ans blation haubanage SATB RAS 03mois
traumatologie membre inferieur
12/03/15 N&‘;ﬁ:ﬁf 192 KT | F 80ans AVCI Amoxicilline | Inflammation | O4jours | 05/03/15
Neurologi
12/03/15 elrologle 193 KT | H,58ans AVC Amoxicilline RAS O6jours | 03/03/15
Medicale
Neurologie .
12/03/15 o 194 KT H, 61ans AVC SATB RAS 04jours 05/03/15
Médicale
N Maladie neurologique Vancomycine .
12/03/15 Reanimation 195 CvC H, 6lans Tienam RAS 10jours 12/02/15
Chirurgie- ortho- Fracture de radius fémur
12/04/15 g 196 KT F, 47ans Claforan RAS O4jours 13/03/15

traumatologie

et poignet




Céfizox

Gentamicine
Chirurgie- ortho- Fracture radiale e . 13jours
12/04/15 . 197 KT H, 37ans Ceéfacidal RAS 03jours
traumatologie
Chirurgie- ortho- Hypertendue
1200415 | ~rrgtes ont 198 SV | H,83ans ypertencu Céfacidal RAS 07jours 22j0urs
traumatologie
L Polyt tisé Ciprolon, .
13/04/15 Reanimation 199 SV H, 63ans olyfraumatise 'Pro on RAS 07jours 30/03/15
Tienam
o Polytraumatisé Claforan, .
13/04/15 Reanimation 200 SV H, 21ans . RAS 03jours 10/04/15
Gentamicine
Chirurgie- ortho- . .
13/04/15 . 201 AMO F, 58ans AMO vis SATB RAS 01 mois
traumatologie
Neurologie
20/04/15 |\/L|Jé dicgll 202 KT H, 54ans AVCI Amoxicilline RAS 12jours 05/04/15
20/04/15 Nﬁ:gg:sagl'e 203 KT F, 64ans AVCI Amoxicilline RAS 03jours 14/04/15
Neurologie
20/04/15 Mé dicgl 204 SV F, 69ans AVCH SATB Inflammation 15jours 02/04/15
20/04/15 Reanimation 205 SV H, 43ans Polytraumatisé Claforan RAS 05jours 23/04/15
L 206 . .
20/04/15 Reanimation SV H, 21ans Polytraumatisé Fortum RAS 16jours 10/04/15
20/04/15 Reanimation 207 SV H, 32ans Polytraumatisé Tienam RAS 08jours 21/04/15
20/04/15 Reanimation 208 SV H, 18ans Polytraumatisé Fortum RAS 10jours 13/04/15
20045 | CMIMUIGIE-OMtO- |50 1 AMO | H,a7ans | AMOPladuevisce SATB RAS 02 mois

traumatologie

poignet




Chirurgie- ortho-

Ablation bimaléolaire

20/04/15 . 210 AMO H, 49ans haubanage coude SATB RAS 04 mois
traumatologie
L Fracture diaphyse
0afos/15 | Chirurgie-ortho- KT | H,24ans humérale, Céfacidal RAS osjours | 2010415
traumatologie
Chirurgie- ortho- . e .
03/05/15 . 212 KT H, 25ans Fracture de la jambe Céfacidal RAS O4jours 28/04/15
traumatologie
03/05/15 Reanimation 213 CcvC H, 63ans Polytraumatisé SATB RAS 10jours 30/03/15
Dét iratoi Fortum, .
03/05/15 Reanimation 214 CcvC F, 05ans SHESSE respiratolre 0 um_ RAS 05jours 20/04/15
Vancomycine
Anoxie cérébral. Vancomycin
030515 | Reanimaton | 215 | CVC | F,79ns Oxie cerebra a;izn;';' & RAS 16jours | 25/03/15
Chirurgie- ortho- Fracture de radius L. .
04/05/15 _ 216 KT H, 36ans Céfacidal RAS 02jours 02/05/15
traumatologie
Neurologie- AVCI, Thrombose .
04/05/15 u, . g 217 KT F, 42ans . Clamoxyl RAS 02jours 22/04/15
Médical veineuse
Chirurgie- ortho- - - .
04/05/15 Irurge or.o 218 KT H, 22ans Fracture de Tibia Céfacidal RAS 03jours 02/05/15
traumatologie
Neurologie
04/05/15 Mé dicgl 219 KT H, 70ans | Polyneuropathie motrice Clamoxyl RAS 09jours 26/04/15
Chirurgie- ortho- . .
04/05/15 _ 220 AMO H, 37ans AMO plaque vis SATB RAS 02 mois
traumatologie
P thi
04/05/15 | Reanimation | 221 SV | H,3lans ”e”:"lv(;’cpa 1° SATB RAS 10jours | 16/06/13
Chirurgie- ortho- e . .
11/05/15 222 KT H, 30ans Fracture Cefacidal RAS 07jours 13jours

traumatologie




Neurologie

Polyneuropathie motrice

12/05/15 o 223 KT H, 70ans Clamoxyl RAS 03jours 26/04/15
Médical
Neurologie - .
12/05/15 Médical 224 KT H, 38ans AVCH Amoxicilline Gonflement 03jours 25/04/15
Neurologi
12/05/15 ;!gig:;e 225 KT H, 80ans AVCH Amoxicilline RAS 07jours 09/05/15
Chirurgie- ortho- . e - .
19/05/15 . 226 KT H, 56ans Fracture du poignet Céfacidal RAS 02jours 17/05/15
traumatologie
hirurgie- ortho- Fractur i
10/05/15 | Chirurgie-ortho- 1/ KT | H,36ans acture du pied Céfacidal RAS O3jours | 28/04/15
traumatologie (cheville)
Chirurgie- ortho- Fracture bimalléolaire L. .
19/05/15 . 228 KT F, 38ans . Céfacidal RAS 02jours 17/05/15
traumatologie droite
Etat de mal convulsif laforan
19/05/15 | Reanimation | 229 SV | H,ogans | atdemalconvuls Claforan, RAS O8jours | 12/05/15
Vancomycine
N Guillain Barré .
19/05/15 |  Reanimation 230 SV | H,25ans urtlain Barree Fortum RAS 10jours | 06/05/15
19/05/15 Reanimation 231 sV H, 21ans Polytraumatisé Ciprolon RAS 09jours 10/04/15
Chirurgie- ortho-
27/05/15 |~ ordie ort 232 KT | H,44ans Main traumatique Céfacidal RAS 02jours | 23/05/15
traumatologie
Chirurgie- ortho- . . Claforan .
27/05/15 . 233 KT H, 35ans Main traumatique . RAS 03jours 05/05/15
traumatologie Ciprolon
Chirurgie- ortho- Plaie de la jambe
27/05/15 | 1 ordie ot 234 KT | H,60ans iecefal Céfacidal RAS 02jours | 15/05/15
traumatologie
L Polytraumatisé . .
27/05/15 Reanimation 235 SV H, 21ans y Ciprolon RAS 07jours 10/04/15
27/05/15 Reanimation 236 SV H, 63aans Polytraumatisé Fortum, Amiklin RAS 06jours 30/03/15




Chirurgie- ortho-

01/06/15 ) 237 KT F, 38ans AVCH SATB RAS 02jours 30/05/15
traumatologie
01/06/15 Reanimation 238 SV H, 70ans | Poly neuropathie motrice SATB RAS 06jours
IMC, pneumopathie. Ciprolon, .
01/06/15 Reanimation 239 SV H, 32ans P P Afniklin RAS 04jours 05/06/13
Chirurgie- ortho- . Fracture de la jambe e . .
01/06/15 rurg! ) 240 Drain H, 74ans ! J Céfacidal RAS 04jours 12jours
traumatologie
Neurologie , .
02/06/15 Médical 241 KT F, 32ans Sclérose en plaque SATB RAS 06jours 07/05/15
Neurologi
02/06/15 :;Jérgizglle 242 KT H, 58ans AVC Amoxicilline Gonflement O4jours 20/05/15
Chirurgie- ortho- . .
04/06/15 . 243 AMO H, 51ans AMO vis SATB RAS 02mois
traumatologie
hirurgie- ortho-
oajoeis | CTUTGIE-OMto- o | AMo | H, B1ans AMO broches Céfacidal RAS 02mois
traumatologie
L Polytraumatisé . .
09/06/15 Reanimation 245 CcvC H, 21ans Ciprolon RAS 12jours 10/04/15
Chirurgie- ortho- Fracture ouverte de la
10/06/15 | —rorgrer o 246 KT | H,54ans ure ouv Céfacidal RAS 02jours | 01/06/15
traumatologie jambe
Chirurgie- ortho- Ablation du matériel . .
10/06/15 . 247 KT H, 48ans , . Céfacidal RAS 02jours 07/06/15
traumatologie d’ostéosynthéese
10/06/15 Reanimation 248 SV H, 63ans Polytraumatisé Fortum, Amiklin RAS 14jours 30/03/15
IM hi iprol
10/06/15 |  Reanimation 249 SV | H,32ans C, peumopathie Ciprolon, RAS 0%ours | 16/06/13
Amiklin
10/06/15 Reanimation 250 SV H, 57ans Postopératoire SATB RAS 07jours 12/05/15
10/06/15 Reanimation 251 S\ H, 70ans Sclérose latérale SATB RAS 09jours 20/05/15




Chirurgie- ortho-

14/06/15 ) 252 KT H, 34ans Fracture bimaléollaire Céfacidal RAS 04jours 09/06/15
traumatologie
Chirurgie- ortho-
14/06/15 g . 253 KT H, 37 Fracture toit de cotyle Céfacidal RAS 03jours 11/06/15
traumatologie
hirurgie- ortho-
14/06/15 | Chirurgie-ortho- | oo, KT | H,48ans Céfacidal RAS O4jours | 10/06/15
raumatologie -
Chirurgie- ortho- Fracture L. .
14/06/15 . 255 KT H, 39ans . Cefacidal RAS 03jours -
traumatologie pertronchantérienne
hirurgie- ortho- F r
14/06/15 | Chirurgie-ortho- 1o SV | H, 39ns racture Céfacidal RAS 03jours :
traumatologie pertronchantérienne
14/06/15 Reanimation 257 CvC H, 70ans Sclérose latéral Fortum RAS 15jours 20/05/15
L Polytraumatisé . .
14/06/15 Reanimation 258 SV H, 63ans Ciprolon RAS 04jours 30/03/15
Polytraumatisé. Céfacidal, .
14/06/15 |  Reanimation 259 SV | H,24ans ytralimetis 10a RAS 10jours
Gentamicine
L Polytraumatisé. Céfacidal .
14/06/15 Reanimation 260 SV H, 45ans - . RAS 06jours 08/06/15
Claforan, Gentamicine. Gentamicine
Postopératoire.
14/06/15 Reanimation 261 SV H, 57ans P ! SATB RAS 04jours 12/05/15
Chirurgie- ortho- Céfacidal
14/06/15 g ) 262 Drains H, 30ans AMO - RAS 05jours -
traumatologie Gentamicine
Chirurgie- ortho- AMO Céfacidal
14/06/15 | —rrgres o 263 | Drains | H,30ans 108 RAS 05jours i
traumatologie Gentamicine
Chirurgie- ortho- Pied t ti ) .
15/06/15 | o Urdien oMo o, KT | H,48ans Ied fraumatique Céfacidal Gonflement O5jours | 01/06/15

traumatologie




Chirurgie- ortho-

16/06/15 ) 265 KT H, 49ans Main traumatique Céfacidal RAS O4jours 05/06/15
traumatologie
Chirurgie- ortho- . _ e .
20/09/15 . 266 KT H, 65ans AMO bimalléolaire Ceéfacidal RAS 03jours 17/09/15
traumatologie
hirurgie- ortho-
20/09/15 Chirurgie ort. 0 267 KT H, 60ans Fracture du bassin Céfacidal RAS 03jours 04/09/15
traumatologie
Neurologie 268 N . .
20/09/15 Médical KT F, 25ans AVCI Amoxicilline Inflammation 03jours 06/09/15
Neurologi
20/09/15 :;zigg;e 269 KT H, 6lans AVCI Amoxicilline Douleur O4jours 07/09/15
20/09/15 Reanimation 270 sV H, 10ans Polytraumatisé. SATB RAS 07jours 29/08/15
20/09/15 Reanimation 271 sV H, 21ans Polytraumatisé SATB RAS 07jours 10/04/15
Chirurgie- ortho- . e . .
21/09/15 ) 272 KT H, 75ans Fracture de cheville Céfacidal Inflammation 24jours 27/08/15
traumatologie
Neurologie
21/09/15 ,vl:é dicgll 273 KT | H,77ans AVCH SATB RAS O4jours | 07/09/15
Neurologie . .
21/09/15 Médical 274 KT F, 61ans AVCI Ciprolon RAS 04jours 05/09/15
Neurologie
21/09/15 |\/l|Jé dicgll 275 KT H, 65ans AVCI Amoxicilline RAS 04jours 08/09/15
Neurologi
21/09/15 ﬁ;ggiggl'e 276 KT | F 32ans AVCH Amoxicilline RAS O4jours | 07/09/15
Neurologie
21/09/15 |\/L|Jé dicgll 277 KT F, 50ans AVCI Amoxicilline RAS 06jours 01/09/15
Neurologi 278 - .
21/09/15 eurologle KT F48ans AVCI Amoxicilline RAS Osjours | 07/09/15

Meédical




OTR cranien

21/09/15 Reanimation 279 CcV.C H, 35ans Tiénam RAS 13jours 15/09/15
Neurologie - .
21/09/15 Médical 280 KT F, 59ans AVCI Amoxicilline RAS 02jours 26/09/15
Neurologi
21/09/15 eu,ro_ogle 281 KT F, 60 AVCI SATB RAS 03jours 25/09/15
Médical
. 28/09/15
Neurologie . .
21/09/15 Médical 282 KT H, 87ans ACVI SATB RAS 06jours Passation
urgence.
Neurologie AVCI - .
21/09/15 L 283 KT F, 70ans Amoxicilline RAS 03jours 25/09/15
Médical
v — T
21/09/15 |  Reanimation 284 S H 36ans | SUsPicion dembolie Tiénam RAS O7jours | 22/08/15
graisseuse
21/09/15 Reanimation 285 sV H, 59ans OTR cranien SATB RAS 07jours 05/09/15
Neurologie .. .
21/09/15 Médical 286 KT F, 27ans Myasthénie SATB RAS 02jours 25/08/15
Neurologie
21/09/15 ,vl:é dicgll 287 KT | F, 70ans AVCI Amoxicilline RAS 02jours | 25/09/15
Neurologie e .
21/09/15 Médical 288 KT F, 72ans AVCI Céfacidal RAS 04jours 26/09/15
L HED .
21/09/15 Reanimation 289 SV H, 04ans Claforan RAS 07jours 25/09/15
21/09/15 Reanimation 290 SV F, 07ans Polytraumatisée Claforan RAS 02jours 28/09/15
21/09/15 Reanimation 291 CVv.C F, 83ans AVCI SATB RAS 04jours 14/09/15
Neurologi
21/09/15 eUro ogie 292 KT | H,40ans AVCI Amoxicilline RAS O4jours 02 mois

Meédical




Neurologie

Myasthénie

21/09/15 L 293 KT F, 27ans SATB RAS O4jours 25/08/15
Médical
Neurologie - .
21/09/15 Médical 294 KT F, 40ans AVCI Amoxicilline RAS 06jours 28/09/15
Pol isé.
21/09/15 | Reanimation | 295 SV | H,2lans olytraumatise SATB RAS O7jours | 10/04/15
L Suspicion d’embolie .
21/09/15 Reanimation 296 SV H, 36ans . Fortum RAS 07jours 22/08/15
graisseuse
Hé -dural
21/09/15 Reanimation 297 SV H, 04ans ematog:eE(eE;()tra dura Claforan RAS 05jours 25/09/15
Neurologie .
21/09/15 Médical 298 KT H, 24ans AVCI SATB Gonflement 04jours 25/09/15
Chirurgie- ortho- Gonflement, .
21/09/15 |~ rrde ot 299 KT | H,37ans |  Fracture fémorale SATB 02jours | 15/09/15
traumatologie douleur
Neurologi Suspiciond .
13/10/15 euro’ogle 300 KT | H,39ns uspicion de SATB RAS O4jours | 06/10/15
Médical polyneuropathie
13/10/15 Reanimation 301 sV H, 10ans Polytraumatisé SATB RAS 07jours 29/08/15
Neurologie
18/10/15 |\/l|Jé dicgll 302 KT F, 43ans AVCI SATB RAS 04jours 12/04/15
Neurologie AVCI .
19/10/15 L 303 KT H, 58ans SATB RAS 04jours 01/10/15
Médical
N . . Ciprolon, .
19/10/15 Reanimation 304 SV H, 28ans Traumatisme cranien Amiklin RAS 07jours 07/10/15
19/10/15 Reanimation 305 sV H, 26ans Polytraumatisé Claforan RAS 05jours 13/10/15
26/10/15 | CITUMGIE-OMthO- | e 1 AMo | H, 36ans i SATB RAS 02mois

traumatologie




Claforan,

26/10/15 Reanimation 307 sV H, 53ans Polytraumatisé Amiklin RAS 07jours 07/10/15

26/10/15 Reanimation 308 SV H, 35ans Polytraumatisé Flagyl, Claforan RAS 07jours 18/10/15
Neurologie

29/10/15 Mé dicgl 309 KT F, 46ans AVCI Amoxicilline RAS 03jours 04/10/15
Neurologi

29/10/15 lf/‘lggiggl'e 310 KT | H,62ans AVCI Amoxicilline RAS O4jours | 12/10/15
Neurologie - .

29/10/15 Médical 311 KT H, 61ans AVCI Amoxicilline RAS 03jours 30/09/15
hirurgie- ortho- AM

2onops | Churgie-ortho- |, O 1 £ 42ans AMO vis SATB RAS 1mois :
traumatologie (Vis)

2onons | CMUrGe-otho- |0 1 Mo | H, 67ans AMO Broches SATB RAS 1mois i
traumatologie

Polytraumatisé Ciprolon, .
20/10/15 | Reanimation | 314 cve H,34 ytralimetis Iprofo RAS 23 jours i
Amiklin

Reanimation IMC .

29/10/15 315 SV H, 31ans _ SATB RAS 07jours 16/06/13

pneumopathie

29/10/15 Reanimation 316 SV H, 10ans Polytraumatisé SATB RAS 07jours 29/08/15

29/10/15 Reanimation 317 SV F, 58ans Polytraumatisé SATB RAS 07jours -

sonois | Chirurgie-ortho- | g AMO s AMO vis SATB RAS 1mois :
traumatologie (Vis)

Chirurgie- ortho- AMO .

29/10/15 g . 319 H, 57ans AMO broches SATB RAS 1mois -

traumatologie (broches)
Chirurgie- ortho- AMO .

20/10/15 | ~rurgle- ot 320 H, 32ans AMO plague SATB RAS 3mois i

traumatologie (plaque)




Hémorragie+oedéme

01/12/15 Reanimation 321 CcvC H, 43ans cérabral SATB RAS 08jours 22/11/15
L Hémorragie +eedéme .

01/12/15 Reanimation 322 SV H, 43ans cérébral SATB RAS 04jours 22/11/15
01/12/15 Reanimation 323 sV H, 28ans Polytraumatisé SATB RAS 07jours 03/11/15
.. ., Amiklin, .

01/12/15 Reanimation 324 SV H, 33ans Polytraumatisé ) RAS 06jours 29/10/15

Ertapéneme
14/12/201 N Traumatisme cranien Tyenam, .
Reanimation 325 SV H.43ans . RAS 07jours 22/11/2015
5 (TCE) Amiclan
14/12/201 OTR cranien
5 Reanimation 326 sV H.36ans Ciprolon RAS 06jours 27/11/2015
14/ 1?)/ 201 | Reanimation 327 SV | H, 33ans Polytraumatisme Fortum, Amiklin RAS O8jours | 29/10/2015
14/12/201 L . .
5 Reanimation 328 sV H, 35ans Polytraumatisme SATB RAS 07jours 18/10/2015
14/12/201 N Etat de mal convulsif Claforan, flagyl .
Reanimation 329 SV H, 44ans . RAS 08jours 06/12/2015
5 Vancomycine
14/12/201 L . .
5 Reanimation 330 CcvC H, 35ans Polytraumatisme SATB RAS 06jours 18/10/2015
L Etat de choc . .
20/12/15 Reanimation 331 SV F, 34ans ] . Tiénam RAS 07jours 29/11/2015
hémorragique
Pneumopathie
20/12/15 Reanimation 332 sV H, 33ans UIMS ! SATB RAS 07jours 16/06/2013
Abces
Poste opératoir
20/12/15 Reanimation 333 SV H,52ans Oste operatoire Ciprolon RAS 07 13/12/15

anévrisme veineux
poplité (AVP)




Abces

23/12/15 Reanimation 334 CcvC H, 52ans L Ciprolon RAS 09 10 jours
Poste opératoire AVP
24/12/15 Reanimation 335 SV F.32ans Guillam bare SATB RAS 02 jours 20/11/2015
L Polytraumatisme .
26/12/15 Reanimation 336 SV H.28ans y SATB RAS 06jours 03/11/2015
26/12/15 Reanimation 337 SV H, 53ans Polytraumatisme SATB RAS 07jours 1mois
o Abces . . .
28/12/15 Reanimation 338 sV H, 52ans L Ciprolon RAS O4jours 15jours
Poste operatoire AVP
. Abcés . . .
28/12/15 Reanimation 339 cvC H, 52ans .. Ciprolon RAS 07jours 15jours
Poste opératoire AVP,
L Etat de choc ., . .
28/12/15 Reanimation 340 sV F, 34 Tiénam RAS 05jours 29jours

hémorragique

KT : Cathéter veineux périphérique ; SV : Sonde vésicale ; CVC :
antibiothérapie ; RAS : Rien a signaler.

Cathéter veineux central ; AMO : Ablation du matériel d’ostéosynthése ; SATB : Sans




Résumé :

Les levures Candida non albicans sont de plus en plus incriminées dans les mycoses systémiques en milieu
hospitalier et sont souvent associées a des bactéries dans des biofilms multi-especes. La prise en charge des
infections liées aux biofilms mixtes est difficile et de nouvelles solutions thérapeutiques sont donc nécessaires.
L’objectif de la présente étude est d’évaluer la capacité des levures Candida non albicans et des bactéries co-
isolées d’un méme dispositif médical mis en place chez des patients hospitalisés aux services de neurologie
médicale, d’anesthésie-réanimation et de chirurgie ortho-traumatologie du centre hospitalo-universitaire de
Tlemcen a former des biofilms et de rechercher des moyens d’inhiber ces structures polymicrobiennes. Pour cela,
nous avons dans un premier temps, rechercher des altérations multi-espéces Candida non albicans/ bactéries sur
les dispositifs médicaux, et tester leur sensibilité aux agents antimicrobiens. Ensuite nous avons évalué leur capacité
a former des biofilms mono-espéces et mixtes levures/bactéries. Enfin, nous avons testé ’efficacité des solutions
de verrouillages sur les biofilms mixtes. Les résultats obtenus ont montré que sur 340 prélevements effectués, 19
levures Candida non albicans ont été identifiées dont C. tropicalis, C. glabrata, C. parapsilosis et C. famata. En
paralléle, 25 bactéries ont été co-isolées avec les espéces de Candida non albicans dont 18 bacilles a Gram négatif
et 7 bactéries a Gram positif. Les tests de sensibilité ont révélé une sensibilité des especes fongiques a
I’amphotéricine B et une résistance bactérienne importante a I'ensemble des agents antibactériens testés. Les levures
isolées sont formatrices de biofilms mixtes avec les bactéries co- isloées. La quantité des biofilms produite varie en
fonction des souches, des especes et des milieux de culture utilisés. Les résultats relatifs a ’effet des solutions de
verrouillages sur les biofilms mixtes révelent une réduction de la biomasse de biofilm mixte (Candida non albicans-
Bactéries) par la solution verrou d’EDTA (25 a 55%) ou d’amphotéricine B seule (40 a 70%). Cette efficacité est
supérieure en associant I’amphotéricine B et '’EDTA. De méme, [’utilisation de 1’acide acétylsalicylique
(40mg/mL) comme solution verrou, permet de réduire la biomasse des biofilms mixtes jusqu’a une réduction
compléte au bout de 24h ou de 48h en fonction des souches impliquées dans le biofilm mixte.

Mots-clés : Dispositifs médicaux, infectivité, Candida non albicans, bactéries, biofilms mixtes, effet anti-biofilm
mixte, solution verrou
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Abstract:

Non -albicans Candida yeasts are increasingly implicated in systemic mycoses in hospitals, and are often associated
with bacteria in multi-species biofilms. Management of mixed biofilm infections is difficult, and new therapeutic
solutions are needed. The aim of the present study was to assess the ability of non- albicans Candida yeasts and
co-isolated bacteria to form biofilms on the same medical device used on patients hospitalized at the University
Hospital of Tlemcen, and to find ways of inhibiting these polymicrobial structures. To do this, we first looked for
multi-species non albicans Candida /bacteria alterations on medical devices, and tested their sensitivity to
antimicrobial agents. Then we assessed their ability to form mono- species and mixed yeast/bacteria biofilms.
Finally, we tested the effectiveness of lock solutions on mixed biofilms. The results showed that out of 340 samples
taken, 19 non-albicans Candida yeasts were identified, including C. tropicalis, C. glabrata, C. parapsilosis and C.
famata. At the same time, 25 bacteria were co-isolated with non albicans Candida species, 72% of which were
Gram-negative bacilli and 28% Gram-positive bacteria. Susceptibility tests revealed that the fungal species were
sensitive to amphotericin B and highly resistant to all the antibacterial agents tested. Isolated yeasts form mixed
biofilms with co-islocated bacteria. The quantity of biofilms produced varies according to strain, species and
culture medium composition. Results relating to the effect of lock solutions on mixed biofilms reveal a partial
reduction in mixed biofilm biomass (non-albicans Candida -Bacteria) by the EDTA (25 -55%) or amphotericin B
lock solution alone (40-70%). The efficacy of amphotericin B in combination with EDTA is significantly higher.
Similarly, the use of acetylsalicylic acid as (40mg/mL) a lock solution reduces the biomass of mixed biofilm until
it is completely reduced after 24 or 48 hours, depending on the strains involved in the mixed biofilm.

Keywords: medical devices, infectivity, non-albicans Candida, bacteria, mixed biofilms, mixed anti- biofilm
effect, lock solution.






