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Introduction

L’infection hospitaliére ou nosocomiale, constitue un probleme important de santé
publique par sa fréquence et son retentissement humain et économique. Elle se définit
comme une infection acquise dans un établissement de santé dont les manifestations
cliniques apparaissent habituellement apres les 48 heures d’hospitalisation (Zeroual, 2012).

Les téléphones portables des personnels soignants pourraient constituer un risque
nosocomial de transmission des bactéries multi résistantes dans les établissements de santé,
ce qui peut conduire a des infections graves associées a une morbidité et une mortalité élevee
et a un surco(t médical supplémentaire (Brady et al., 2011; Ustun et al., 2012).

Par ailleurs, les biofilms ont une importance particuliere car ils sont associés aux
problémes de santé publique et sont impliqués dans un large éventail infection chez
I’homme. Environ 65 % des infections sont dues aux biofilms dans les pays dits développés.
(Roux et Ghigo., 2006).

Les biofilms sont aussi impliqués dans 60 % des infections nosocomiales et dans toutes
les infections prothétiques (Roux et Ghigo., 2006).

Dans ’EPH de Naama, le personnel soignant utilise fréquemment les téléphones
portables, ce qui peut servir de vecteur des germes pathogenes entre services et entre
L’environnement extérieur et I’intérieur de 1’hopital.

Le présent travail consiste a 1’étude des biofilms des bactéries cliniques isolées du
matériel non médical dans I’EPH de Naama. Pour cela, notre étude se devise en deux parties.
La premiére partie est consacrée a 1’étude bibliographique et comporte deux chapitres :

e La premiere traite des généralités sur les infections nosocomiales ;

e La deuxieme traite les biofilms bactériens, ainsi que la résistance aux agents

antimicrobiens.
La deuxiéme partie de ce mémoire est consacrée a la partie expérimentale et comporte :

o Identification biochimiques des souches cliniques préalablement isolées ;

e Evaluation de formation des biofilms par deux méthodes (TCP, MATS) ;

e Discussion des résultats.

e Conclusion.



Synthese
bibliographique



Chapitre I: Infection nosocomiale

1.1 Définition

On appelle infection nosocomiale une malade infectieuse bactérienne, fongique,
parasitaire ou virale, identifiable par la clinique et/ou le laboratoire et acquise dans une
structure du soin. Elle concerne soit un patient hospitalisé ou celui qui a subi des soins en

ambulatoire dans une structure de soins (Eric, 2002).

Elle concerne, également, le personnel soignant dans le cadre de son activité
professionnelle. Il est habituellement admis qu’un minimum de 48 heures entre I’admission
et les premiers symptomes est nécessaire pour qualifier I’infection de nosocomial (Pichard,
2002). De plus, une infection est dite nosocomiale dans le site d’opération si elle survient
dans les 30 jours aprés 1’acte opératoire, méme si le patient n’est plus hospitalisé (Denis et

al., 2007).

L’environnement hospitalier est le réservoir le plus important de microorganismes
résistants. La présence de plus de 5 UFC/cm? sur une surface, pouvant étre en contact avec
les mains, indique qu’il pourrait y avoir un risque accru d’infection pour le patient (Dancer,
2004), d’ou le risque de I’utilisation des téléphones portables personnel par 1’équipe

soignant.

1.2. Mode de transmission des germes

Les germes pathogénes sont transmis d’un service a I’autre et entre patients ; les moyens

de transmissions sont multiples et impliques plusieurs facteurs.

En milieu hospitalier la transmission des germes pathogénes par contact direct ou indirect

est largement le mode de transmission prépondérant (Conly et al., 1989).

1.2.1. Transmission par contact direct

Les mains du personnel soignant jouent un rdle important dans le transfert passif des
microorganismes d’un malade a I’autre. En effet, les mains du personnel peuvent contenir

100 & 1000 bactéries/cm? deux types de flores sont considérées (Conly et al., 1989).

e Une flore résidente ; retrouvée constamment et constituée en général de bactéries
inoffensives.
e Une flore transitoire de germes de I’ambiance hospitaliére, tels qu’E.coli,

Staphylococcus aureus, Pseudomonas spp, Klebsiella spp.
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1.2.2. Transmission par contact indirect

Les objets et les matériaux présents a I’hdpital peuvent servir de support de transmission,
ou de vecteur de micro-organisme. Les instruments de chirurgie, le matériel destiné au
sondage, aux injections, les endoscopes, les stéthoscopes... Ces objets peuvent étre

contamines par le personnel ou par les malades (Conly et al., 1989).

1.3. Mécanismes de transmission

1.3.1. Auto-infection

L’infection est dite Auto lorsque le malade s’infecte par ses propres germes. Il s’agit de

la contamination par les germes endogénes ou a partir de 1I’environnement immédiat.

Ces infections sont dues généralement aux germes saprophytes qui deviennent
pathogenes (Berche et al., 1991).

1.3.2. Hétéro -infection

L’hétéro-infection concerne le transport d’agent infectieux d’un malade a un autre,
provoquant ainsi une infection dite croisée ou hétéro-infection. L’agent infectieux est
rarement transmis par contact direct ou par voie aérienne ; il est véhiculé, le plus souvent,
par le personnel soignant. Il s’agit d’infection manu-portée ou d’infection transmise par le
matériel de soin. C’est le mode de contamination majeure lors de nombreuses épidémies et,

probablement, le plus sensible aux mesures prophylactiques (Tasseau et al., 1989).

1.3.3. Xéno-infection

Ces infections sévissent sous forme endémique ou épidémique dans la population
extrahospitaliere. Les agents infectieux sont importés a 1’hOpital par les malades, le
personnel soignant ou les visiteurs qui en sont atteints ou qui sont en phase d’incubation.
Les microorganismes se transmettent par voie aérienne, par contact direct ou indirect et
trouvent a 1’hopital des victimes particulicrement réceptives et des conditions de

transmission facilitées (Tasseau et al., 1989).

1.3.4. Exo-infection

Ce type d’infection est lié¢ a des avaries techniques (stérilisation inefficace, filtre a air non
stérile, eau polluée...etc.). Les matériaux a usage paramédical ou domestique sont utilisés
aupres des malades ; ils sont susceptibles d’étre contaminés et peuvent provoquer des

infections nosocomiales souvent épidémiques (Ouhibi, 2015).
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1.4. Hygienes de ’environnement hospitalier

Le respect de bonnes conditions de santé environnementale dans les structures de soins
permet de réduire la transmission des infections associées aux soins de santé (John et al.,
2010). L’hygiéne des locaux est I’action antimicrobienne réalisée avec un désinfectant pour

traiter I’air ambiant, les surfaces, 1’cau et la literie (Hota, 2004).

L’hygi¢ne de I’environnement désigne 1’ensemble des actions qui visent a préserver au

malade un lieu d’hospitalisation propre et non dangereux pour lui (Alain, 2004).

Il est important de rappeler que le lavage des mains est I’une des mesures les plus
efficaces que chacun peut prendre pour réduire la propagation des agents pathogenes et
prévenir les infections (OMS, 2020).

I.5. Germes responsables d’infection hospitaliére

Il s’agit souvent de bacilles Gram négatif et de levures, tel que Candida spp.

1.5.1. Bactéries

Les bactéries Gram négatif, les Entérobactéries sont les plus représentés, Pseudomonas
spp et Acinetobacter spp ont, également, un impact conséquent (Monnet, 2011),

représentent la majorité des pathogénes responsables d’infections nosocomiales.

A. Escherichia
Le genre Escherichia compte 5 espéces, E.coli est le germe commensal de la microflore
digestive de I’homme et de la plupart des animaux a sang chaud, il est considéré comme
pathogéne opportuniste fréquemment incriminé dans les infections nosocomiales (Diallo,
2013).

B. Klebseilla
Klebsiella est une bactérie immobile dotée d’une capsule. Son isolement est considéré
comme marqueur épidémiologique. K.Pneumonia est I’espéce type, elle est responsable

d’infections urinaires et respiratoires (khayar, 2011).

C. Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas aeruginosa est imposé comme un pathogéne hospitalier trés important du fait
du nombre et de la gravité des infections causées. En France, 10% de ’ensemble des

infections nosocomiales ont été attribuées a cette espéce en 2006 (Cholley, 2010).
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D. Staphylocoque
Le genre Staphylococcus appartient a la famille des Micrococcaceae, il comprend plus de
30 especes qui peuvent étre pathogénes pour I’homme. Staphylocoque est une bactérie Gram
positif, aéro-anaérobie facultative, elle se présente le plus souvent sous 1’aspect de coques
rassemblées en amas irréguliers. Staphylococcus aureus est 1’espéce la plus fréquemment

rencontré dans 1’hopital (Birgand, 2014).

E. Streptocoque
Les espéces du genre Streptococcus sont des cocci Gram positif. L’espéce la plus impliquée
en pathologie humain est Streptococcus pyogenes. Elle est rencontrée chez 1’homme dans le

pharynx et sur la peau (Denis et al., 2007).

1.5.2. Virus et Champignons

Malgré leur importance réduite par rapport aux bactéries, les virus et les champignons
jouent un role important dans les infections nosocomiales. Il est admis que 5% de toutes les
infections hospitaliéres sont causées par les virus. Les virus de I’hépatite B, le cytomégalo
virus et le virus de I’immunodéficience humaine sont transmis a partir du sang et d’autres
liquides biologiques et peuvent étre responsables d’infections nosocomiales (Lemsanni,
2016). De nombreux champignons et parasites sont des agents opportunistes provoquant des
infections. En cas de traitement antibiotique prolongé et d’immunodépression sévére,
Candida albicans, Aspergillus spp, Cryptococcus neoformans, Cryptosporidium peuvent

causer des infections généralisées (Ducel, 2002).



Chapitre Il : Généralités sur les biofilms

11.1. Historique

L’inventeur du microscope, Antoni Van Leeuwenhoek est le premier qui a observé, vers
1683, des communauteés microbiennes adhérées a la surface des dents (Roux et Chigo.,
2006).

En 1933, lors d’expériences visant a observer la croissance d’algues sur des lames de
verre placées dans un aquarium, Henrecia observé des communautés bactériennes fixées sur
ces lames. Il émit alors 1’hypothése que la plupart des bactéries vivant en milieux aqueux
sont organisees sous forme de communautés sessiles fixées a une surface, et non pas sous

forme planctonique (Henrici, 1933).

En 1943, Zobell a été 1’un des premiers chercheurs a observer des biofilms ; il a conclu
que la charge bactérienne adhérente aux parois des équipements utilisés était plus importante
par rapport a celle dans les suspensions (Zobell, 1943).

En 1973, Characklis démontre que les matrices d’exopolymeéres des bactéries adhérés a
une surface leur conférent une résistance avérée contre I’action des désinfectants, notamment

ceux a base de chlore (Characklis, 1973).

Juste a la fin du XIX ™ siécle, Costerton propose pour la premiére fois le terme de
«biofilmsy, en suggérant qu’il serait le mode de vie naturel adopté par la plupart des micro-
organismes (Costerton et al., 1973). Depuis, un nombre croissant d'études ont éte
consacrées aux biofilms, aussi bien dans les domaines industriel et environnemental que

dans le domaine médical.

11.2.Définition

Le biofilm est un ensemble de microorganismes, formé de la méme espece ou d’especes
différentes, qui vivent en symbiose et forment une communauté. Les cellules forment des
micro-colonies adhérées a des surfaces biotiques ou abiotiques (Dunne, 2002). Le biofilm
protége les bactéries et leur permet de survivre dans des conditions environnementales
hostiles (Yannick et al., 2014).
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Figure 1: Phase de formation du biofilm de Staphylococcus aureus sur cathéters (Rebiahi
et al., 2014).

A : adheésion des cellules sur une surface.

B : regroupement des cellules en structure tridimensionnelle.

C : synthese visible de la matiére polysaccharidique.

D : réticulation entre les différentes cellules par la matiére polysaccharidique.

E et F : maturation du biofilm.
I1.3.Formation de biofilm

La formation des biofilms et un phénoméne dynamique extrémement complexe ; c’est le
résultat d’un ensemble de processus physique, chimique et biologique (Figure 2). Les
différentes études montrent que les biofilms se forment de la méme maniere quel que soit
I’environnement qu’ils colonisent. La formation se fait généralement en quatre phases,

adhésion, croissance, maturation, dispersion (Haras, 2005).

11.3.1. Adhésion

A. Adhésion réversible
L’étape préliminaire de la formation de biofilm est le résultat de 1’interaction entre les

bactéries et un support (Figure 2). Elle correspond aux forces de Van der Waals et
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¢lectrostatiques. Les cellules s’adsorbent sur une surface pendant un certain temps, mais

peuvent facilement se détacher (Branger et al., 2007; Pecastaings, 2010; Muller, 2014 ).

B. Adhésion irréversible
Dans un deuxiéme temps, 1’adhésion devient irréversible grace a la sécrétion d’exo-

polymeres par les bactéries permettant de consolider leur fixation au support (Figure 2).
Dans ce cas, des interactions fortes s’établissent entre la bactérie et la surface grace aux

liaisons de type hydrophobe (Spiers et al., 2003 ; Kuchma et al., 2005).

11.3.2.Croissance

Une fois que la bactérie est irréversiblement adhérée a la surface, sa multiplication
conduit a la formation de micro-colonies qui vont recouvrir toute ou une partie de la surface
(Stanley et al., 2003 ; Klausen et al., 2006). Par la suite, le biofilm a une croissance
exponentielle (Figure 2) se traduisant par une augmentation importante de son épaisseur
jusqu’a former un film hétérogéne tridimensionnel (Costerton et al., 1995; Davey et al.,
2000 ; Sauer et al., 2002).

11.3.3. Maturation

L’architecture complexe du biofilm (Figure 2) se met en place avec la formation de
canaux aqueux et de pores entre les micro-colonies (Folkesson et al., 2008), permettant ainsi
I’acheminement d’oxygéne et de nutriments nécessaires a la croissance des micro-
organismes, ainsi que 1’élimination des déchets (Tenke et al., 2006). La production et la
sécrétion d’enzymes ou de toxines provoquent la dégradation des résidus présents dans les
surfaces environnantes et permettent ainsi la libération de nutriments (Jacolosen et al.,
2008).
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Figure 2: Représentation schématique des étapes de la formation d’un biofilm mature
(Yannick et al., 2014).

11.3.4. Dispersion

Le détachement et la dispersion de cellules bactériennes d’un biofilm jouent un role
important dans la transmission de bactéries et la propagation de I’infection (Kaplan, 2010).

(Figure 2).

Le détachement des cellules associées aux biofilm intervient lorsque les conditions
environnementales deviennent défavorables. Les bactéries peuvent alors migrer afin de
trouver un environnement plus favorable a leur développement. Ce phénoméene n’est pas
restreint au dernier stade du développement du biofilm mais peut avoir lieu, soit par lyse
cellulaire soit par le départ de cellules viables, tout au long de la formation du biofilm et en

réponse a un changement d’environnement (Haras, 2005 ; Parot, 2007).

11.4. Organisation et composition des biofilms

Les biofilms ont des structures tridimensionnelles avec un échafaudage complexe. Leur
organisation et leur architecture ainsi que leur composition sont variables selon I’espece

constitutive et leur environnement (Flemming, 2010).
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11.4.1. Organisation

Les biofilms microbiens peuvent étre homogenes, constitués d’une seul espece, ou alors

hétérogenes, constitués de plusieurs espéces (Tolker, 2000).

Ce sont des agrégats de microorganismes séparés par des canaux aqueux, assurant la
circulation de fluides et permettent, a la fois, I’apport de nutriments aux individus sessiles et
I’élimination de leurs produits de dégradation. Le biofilm n’est pas un environnent
homogene, il présente des zones a teneurs variables en oxygene et en nutriments ; ceux-ci
présentent des valeurs de pH différents. Les régions au centre des agrégats bactériens sont
généralement anaérobies et pauvres en nutriments, alors que celles situées prés des canaux
ou de I’interface (Roux et Ghigo., 2006).

Les nutriments présents dans le milieu extérieur diffusent en plus grande quantité dans
les couches superficielles du biofilm. Plus on avance vers les couches profondes du biofilm,
moins la diffusion est efficace et plus les concentrations en éléments nutritifs sont basses.
Ces gradients permettent d’expliquer la présence de zones de croissance différentes des

micro-organismes (Bury, 2007).

En effet, la couche la plus profonde du biofilm est constituée de cellules fixées au support.
Celles-ci sont petites, leur métabolisme est anaérobie et leur croissance est lente. La couche
superficielle du biofilm est constituée de cellules plus grandes a croissance rapide (Bury,
2007).

En revanche, tous les biofilms n’ont pas la méme épaisseur ; les biofilms des eaux
naturelles oligotrophes sont plus fins que ceux des milieux aqueux riches (Bury, 2007). Les
biofilms récemment formés sont souvent monocouches, a I’inverse des biofilms plus anciens

qui sont stratifiés (Bury, 2007).

D’un point de vue structural, les biofilms ont des épaisseurs différentes ; ils sont
constitués d’une fine monocouche de cellules fixées a la surface du substrat surmontée de
plusieurs couches épaisses de cellules. Il s’agit d’une organisation spatiale stratifiée,

permettant une coopération entre microorganismes (Stoodley, 1997 ; Tolker, 2000).
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11.4.2.Composition

Les biofilms bactériennes sont souvent composés d’une matrice expolymérique dans
laquelle sont confinées les cellules sessiles. Cette matrice extracellulaire représente 50 a 90

% de la masse organique carbonée du biofilm (Clutterbuck et al., 2007).

La matrice est hautement hydratée et peut contenir jusqu’a 97 % d’eau. Elle est formée
également de polysaccharides, de protéines, d’acides nucléiques, de lipides, de glycolipides

et d’anions (Karatan et al., 2009 ; Flemming et al., 2010).

La composition de la matrice varie selon I’espéce bactérienne et les conditions de
croissance. Les poly glucosamine, polymere de -1,6-N-acétyl-D-glucosamine, sont souvent
retrouvés chez les biofilms de Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Staphylococcus
epidermidis, Yersinia pestis, Bordetella spp et Actinobacillus spp. La cellulose est également
retrouvée chez diverses germes bactériennes telles que Pseudomonas, E. coli, Salmonella et
Enterobacter. Le glucane chez Streptococcus mutans et 1’alginate chez Pseudomonas ;
I’ADNe, ADN extracellulaire, fait partie de la matrice des biofilms, il semble jouer un role

structural et de résistance des biofilms (Bury, 2007).

Les microorganismes, quant a eux ne representent que 2 a 5 % du volume du biofilm. Ces
individus sessiles constitutifs d’un biofilm peuvent communiquer entre eux grace a un
systeme de communication biochimique appelé Quorum Sensing (Branger et al., 2007 ;
Alnnasouri, 2010).

11.4.3. Quorum Sensing

C’est un systéme de communication des cellules sessiles, il permet une adaptation
particuliere des microorganismes a une modification de I’environnement et ce, par la

régulation coordonné de 1’expression de génes (Bricha et al., 2009).

Le Quorum sensing régule la physiologie du biofilm en modulant la taille de la population
du biofilm, il initie les phénomenes de dispersion des bactéries planctoniques a partir du
biofilm (Irie et Parsek, 2008). Le quorum sensing peut réprimer ou stimuler 1’expression

de certains caractéres, comme certains facteurs de virulence (Irie et Parsek, 2008).
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I1.5. Facteurs favorisant la formation d’un biofilm

La formation d’un biofilm est un phénomeéne complexe, elle est sous 1’influence de
nombreux facteurs tels que la surface, I’environnement et les microorganismes (Branger et

al., 2007).

11.5.1. Facteur surface

Selon le type de support sur lequel se forme le biofilm, 1’organisation structurale de ce
dernier sera différente (Donlan, 2002). La rugosité, les propriétés physicochimiques et la
formation préalable d’un film protéique sur une surface influencent 1’attachement des

bactéries a cette surface, par conséquent la formation d’un biofilm (Klein, 2011).

11.5.2.Facteur environnement

Les conditions environnementales telles que la disponibilité des nutriments, les différents
stress physicochimiques et la présence de composés bactéricides jouent un role sur la
formation des biofilms (Marchal, 2010).

11.5.3.Facteur microorganismes

Toutes les souches bactériennes n’ont pas la méme capacité a coloniser une surface.

D’une espece a I’autre, de grandes différences existent quant a la formation des biofilms

(Kukavica, 2007).

En fait, I’hydrophobicité de la surface de la cellule, 1a présence de fimbriae et de flagelles
et la production d’exo polysaccharides influencent 1’attachement des bactéries sur une
surface. Cette hydrophobicité est importante dans 1’adhésion des micro-organismes. La
plupart des bactéries sont chargées négativement et présentent a leur surface des zones
hydrophobes. Moins les matériaux sont polarisés, plus les liaisons hydrophobes deviennent
importantes (Donlan, 2002). L’association stable avec la surface s’établit grace a des
structures adhésives telles que des adhésines filamenteuses (Perrin, 2009 ; Elyajouri,
2012).

I1.6. Domaines d’intervention des biofilms

Les biofilms peuvent avoir des effets positifs ou négatifs sur I’homme ou ses activités.
Les réacteurs a biofilms ont utilisés dans la production d’antibiotiques, de vinaigre et
d’autres produits. Les biofilms sont également utilisé€s pour le traitement biologique des eaux

résiduaires. De plus, les biofilms sont responsables d’un large éventail d’infections chez
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I’homme ; plus de 80 % des infections bactériennes chroniques sont associées a la présence
de biofilms (Chalvet de Rochemonteix, 2009).

Par contre, la formation des biofilms est un probléme majeur rencontré dans les réseaux

de distribution d’eau et les équipements de I’industrie agroalimentaire (Alnnasouri, 2010).

11.7. Résistance des biofilms aux Antimicrobiens

Les biofilms sont résistant aux biocides utilisés dans les procédés de nettoyage et de
désinfection (Costerton et al., 1999).

La résistance des bactéries planctoniques aux antibiotiques peut atteindre un niveau plus
élevé si elles se présentent sous la forme de bactéries sessiles (Rebiahi et al., 2014).

En effet, les bactéries sessiles sont moins sensibles aux antibiotiques et aux désinfectants
par comparaison a leurs homologues planctoniques (Haras, 2005).

Les concentrations d’antibiotiques nécessaires pour inhiber les bactéries au sien d’un
biofilm peuvent étre 10 a 1000 fois plus élevées que celles utilisées pour inhiber les mémes

bactéries a 1’état planctonique (Auger, 2012).

Certes, cette résistance est multifactorielle ; elle est liée aux conditions de vie dans le
biofilm. La modification des propriétés physiologiques des microorganismes induit des
mécanismes de résistance puissants (Roux et Ghigo., 2006).

Plusieurs facteurs peuvent expliquer cette résistance accrue aux agents antimicrobiens.
En fait, la matrice polymérique agit comme une barriére réduisant ou empéchant la diffusion
des agents antimicrobiens. Les charges électrostatiques a la surface de cette matrice peuvent
lier certains agents antimicrobiens. Le métabolisme des bactéries d’un biofilm joue
également un réle tres important ; étant donné la faible concentration de certains nutriments
et du gradient en oxygéne, certaines cellules du biofilm présentent un métabolisme peu actif
et peuvent passer a la dormance. Par conséquent, ces cellules sessiles sont responsables

d’une grande partie de la tolérance des biofilms aux antimicrobiennes (Lewis et al., 2008).

Les surfaces de téléphones portables du personnel soignant peuvent abriter des
microorganismes hospitaliers. Ceux-ci peuvent former des biofilms et étre véhiculés entre

services et a I’extérieur de I’hopital, d’ou leur importance pathologique.
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De plus, les biofilms sont connus par leur résistance aux antibiotiques (Figure 3).
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Figure 3: Représentation schématique des mécanismes de résistance des biofilms (Ramage
et al., 2012).

C’est pourquoi nous sommes intéressés a 1’identification des espéces bactériennes
prélevées a partir de téléphone portable du personnel soignant de ’EPH de Naama. Cette
étude a également pour objectif 1’évaluation du potentiel de formation des biofilms de ces

souches bactériennes.
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Matériel et méthodes

Cette étude est réalisée dans le laboratoire de Microbiologie, département de biologie-
CUN NAAMA. Elle vient compléter celle de M®'® GHANDOUR O, du mémoire de master
de Microbiologie Appliquée (2020).

1.1. Identification

Les prélévements et I’isolement des bactéries a partir de matériel non médicaux
(téléphones portables), utilisés par le personnel soignant (62% médecins et 38% infirmiers)
dans le service de chirurgie de I’EPH de Naama sont préalablement effectuées. Les souches

isolées sont conservées a 6 °C.

Cette étude concerne 25 souches appartenant aux entérobactéries et une souche de référence,
Proteus mirabilis ATCC 35659. Leur identification est réalisée par les galeries
d’identification biochimique, API 20 E.

I.1.1.Principe

API 20 E est un systéme standardisé pour l'identification des Enterobacteriaceae et autres
bacilles Gram négatif, c’est une galerie miniaturisé comprenant 20 tests biochimiques. Les
réactions produites pendant la période d’incubation se traduisent par des virages colorés

spontanés ou révélés par 1’addition des réactifs.

A. Repiquage et conservation des souches
Les souches sont repiquées dans du bouillon nutritif, puis incubées a 37C° pendant 24
heures. Ces souches sont ensemencées ensuite sur une gélose nutritive inclinée en tubes

avant d’étre incubées a 37°C pendant 24 heures. Elles sont conservée par la suite a 6°C.

1.1.2. Préparation des galeries

Cinq ml d’eau distillée stérile sont répartis dans les alvéoles pour créer une atmosphere
humide, les références de chaque souche sont écrites sur la languette latérale de la boite.

Chague galerie est ensuite inoculée par une seule souche a identifier.

1.1.3. Préparation de ’inoculum

La suspension bactérienne est préparée dans 10 ml d’eau physiologique stérile a partir
d’une culture pure et jeune de 18 heures, I’inoculum est ajusté environ a 108 cellules/ml (0.8

-1 McFarland).
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1.1.4. Ensemencement de la galerie AP1 20 E

A I’aide d’une micropipette stérile, la suspension bactérienne est introduite dans chaque

cupule, ponte appuyée a I’intérieur et sur les cotés pour éviter la formation de bulles d’air :

Pour les tests ADH, LDC, ODC, H2S et URE, I’anaérobiose est créée en ajoutant aux
cupules I'huile de paraffine stérile. Les boites sont refermées puis incubées a 37°C pendant

24 heures.

1.1.5. Révélation des résultats

En se référant au tableau fourni avec les galeries, la révélation de 1’identité des souches est
réalisée. Un signe positif est attribué aux réactions positives et le signe négatif pour celles
négatives. L’ensemble de chaque trois test successif fournis un chiffre qui est reporté sur
I’étiquette des galeries. Un code final de 7 chiffres correspond a une espece déterminée sur

le tableau d’identification.

1.2. Evaluation de formation de biofilm

L’évaluation de la formation des biofilms des souches utilisées est réalisée par la méthode

quantitative ou cristal violet.

A. Principe

Cette méthode a été decrite en 1985 par Christensen et al. Elle permet de quantifier la
biomasse des biofilms formé par les microorganismes en se basant sur la coloration par le
cristal violet. Celui-ci se lie aux molécules extracellulaires chargé négativement, tels que les

polysaccharides de la matrice exo polymérique des biofilms.

B. Mode opératoire

Nous avons utilisé la technique de Christensen et al., (1985), modifiée par O’toole et
al., (2000). A partir d’une culture microbienne de 24 heures, une opération de centrifugation
est réalisée a 3000 g pendant 5 min. Ensuite, 300 ul de la suspension bactérienne sont mis
dans les puits d’une microplaque stérile (96puits). Aprés incubation de 48 heures a 37°, le
milieu liquide est ¢éliminé et les puits sont lavés trois fois avec de I’eau physiologie stérile
pour écarter les cellules planctoniques et/ou non adhérentes. 300 ul d’une solution au cristal
Violet a 0.5% (P/V) sont ajoutés dans les puits, puis laissés pendant 40 min a la température

ambiante.
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La microplaque est lavée 3 fois a I’aide d’eau de robinier. 300 pl d’acide acétique (33%)
sont mis ensuite dans les puits et sont laissés agir pendant 15 min. Le contenu de chaque
puits est transféré dans une nouvelle microplaque stérile, a raison de 250 pl. Celle-ci est
ensuite introduite dans un lecteur de plaque pour mesurer 1’absorbance a 492 nm. Le cristal
violet absorbe la lumiére dans cette longueur d’onde, cependant I’acide acétique n’en peut

pas absorber.

Les résultats de 1’évaluation pour chaque souche sont reportés dans le tableau 1. La
souche de référence est utilisée pour le contréle positif des résultats, un test de controle

négatif est également réalise. Cing répétitions sont effectuées pour chaque souche.

Les biofilms sont classés en trois catégories en fonction de leur valeur d’absorbance et ce,

selon la classification de Mathur et al., (2006).

Tableau 1: Classification bactérienne formatrice de biofilms selon leur absorbance (Mathur
et al., 2006).

Valeur d’absorbance Formation de biofilm

<0.120 Absence
0.120< A <0.240 Modérée
>(0.240 Forte

1.3. Evaluation de I’hydrophobicité des souches

La technique d’adhésion microbienne aux solvants (MATS) est utilisée pour 1’évaluation

de I’hydrophobicité (Krepsky et al., 2003).

Les souches bactériennes sont mises en culture a 37°C durant 20 heures dans le bouillon
nutritif pour avoir une culture jeune. Les suspensions bactériennes sont ensuite centrifugées
pendant 15 minutes & 1000 g. Le culot ainsi obtenu est lavé deux fois a 1’aide de I’eau

physiologique stérile, I’inoculum est ajusté a 108 cellules/ml.

Trois ml de la suspension bactérienne obtenue sont introduits dans un tube a essai stérile
additionnés de 250 ul d’hexane, solvant apolaire. Le mélange est agité au vortex pendant

une minute.
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Le mélange est laissé a décanter pendant 15 minutes pour avoir une séparation compléte

entre deux phases, organique et aqueuse. Parallélement, un test de controle est effectué.

L’absorbance (A) de la phase aqueuse est ensuite mesurée a 570 nm. Le pourcentage

d’adhésion au solvant est donné par la relation suivante.
A(%) = (Ac—A1/A0) X100
Ao : absorbance du controle.
A1 : absorbance de 1’échantillon.
L’hydrophobicité des souches est évaluée selon (Krepsky et al., 2003) tableau 2.

Tableau 2: le pourcentage d’adhésion (%) des bactéries au solvant (Krepsky et al., 2003).

Pourcentage d’adhésion (%) Hydrophobicité
<20 Hydrophile
20<A<50 Moyennement hydrophobe
> 50 Hydrophobe
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11.1. Identification
L’identification biochimique des souches pures est réalisée par la galerie APl 20 E. Le
changement des couleurs dans les cupules indique la positivité ou la négativité des tests

(Figure 4). Les résultats obtenus ont permis 1’identification de huit espéces.
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Figure 4: Résultats de I’identification biochimique par la galerie API 20E des souches S10

(Stenotrophomonas maltophilia), S20 (Pseudomonas fluorescens).

Sur 25 souches identifiées, le genre Pseudomonas s’est révélé le plus fréquent 48%.
Pseudomonas fluorescens, avec 8 souches et Pseudomonas aeruginosa (4 souches) sont les

deux especes identifiées pour ce genre.

Enterobacter cloacae est I’espéce qui a occupé le deuxiéme rang avec 20 %, elle est
suivie d’Aeromonas salmonicida ssp. Salmonicida avec trois souches puis de Cronobacter
spp. Avec deux souches. Par ailleurs, les espéces Stenotrophomonas maltophilia, Vibrio
fluvialis et Chryseobacterium indologenes sont représentés, chacune, par une seule souche

seulement (Figure 5).

Ces résultats sont regroupes en détails dans I’annexe I.
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m Pseudomoras ss5p
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Figure 5: Taux d’identification des souches prélevées des surfaces de téléphones portables
du personnel soignant dans ’EPH de Nadma.

Selon Rossello et al., la prévalence des infections nosocomials en Algérie était de 6,3%
en 2010. De plus, P. aeruginosa est 1’agent pathogéne le plus incriminé dans les infections
associées aux soins dans ce pays (Benslimani et Meieddine., 2012; Amrouni et al., 2014).
Parmi les 25 souches, provenant de I’EPH de Naidma, Pseudomonas spp. Est le genre
dominant. Ces souches ont été prélevées a partir de téléphones portables du personnel

soignant.

En effet, ces appareils sont considérés comme vecteur de germes pathogenes (Brady et
al., 2009 ; Bhoonderowa et al., 2014). Les germes les plus fréquemment isolées a partir des
téléphones portables sont ceux liés a la peau, tels que Pseudomonas, Acinetobacter, Proteus,

Escherchia coli, Klebsiella et Enterococcus (Singh et al., 2010; Miriagou et al., 2010).

P. aeruginosa est une espéce pathogene opportuniste (Leclerc, 2002), elle se classe en

troisieme position aprées Escherichia coli et Staphylococcus aureus (Amazian et al., 2010).

En milieu hospitalier, environ 40 a 50% des bactéries isolées appartiennent a la famille

des Enterobacteriaceae (Eyquem et al., 2000; Avril et al., 2000).

Dans I'ensemble, les bactéries Gram-négatif ont été décrites pour persister plus longtemps

que les bactéries Gram positif (Hirai, 1991).
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D’aprés williams et al., (2005), les conditions humides améliorent la persistance pour la
plupart des types de bactéries, comme Pseudomonas aeruginosa, également signalé parmi

les souches les plus fréquentes, dans notre étude.

Les bactéries du genre Pseudomonas sont présentes dans des environnements naturels.
Leur capacité a résister a de nombreux antibiotiques et antiseptiques explique leur présence

en milieu hospitalier (Eyquem et al., 2000; Avril et al., 2000).

Le genre Stenotrophomonas (appelé anciennement Xanthomonas) appartient a la famille
des Pseudomonadaceae ; Stenotrophomonas maltophilia est I'espéce type du genre, elle est
également retrouve dans nos travaux (Avril et al., 2000).

Les résultats obtenus vont dans le méme sens que ceux de Abbott et al., 2015. lls ont en
effet montré que S. maltophilia ne soit pas un organisme virulent mais peut compliquer le

traitement chez les personnes immunodéprimées.

Le genre Aeromonas comporte au moins sept espéces. Aeromonas salmonicida, identifiée
dans cette étude, est une bactérie aéro-anaérobies qui donne des colonies translucides de 1 a
3 mm, cette espéce peut étre isolée du milieu hospitalier (Eyquem et al., 2000; Brenner et
al., 2005).

Vibrio fluvialis, isolée et identifiée dans I’EPH de Naama, est une espéce connue pour la
synthese de plusieurs substances comme les entérotoxines et les cytolysines (Dupray, 1986).
11.2. Evaluation de formation de biofilm

Pour I’évaluation de la formation des biofilms, nous avons utilisées la méthode
d’O’Toole et al., (2000) qui repose sur la coloration des biofilms par le cristal violet ainsi

que celle de I’hydrophobicité.

11.2.1 Méthode quantitative au cristal violet

Cette méthode permet d’évaluer la capacité des biofilms formés par les souches
bactériennes en fonction des densités optiques et ce, suite a la révélation par un lecteur de

microplaque. Celle-ci est précédée par la révélation a I’ceil nu (Figure 6).
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Figure 6: Evaluation de formation de biofilm a I’ceil nu.

L’intensité de la couleur violette refléte le potentiel de la formation des biofilms ; la
figure 6 présente des couleurs violettes dans les puits avec des intensités variables. Selon

Djordjevic et al., (2002) plus la couleur est foncée, plus la formation des biofilms est forte.

De plus, Stenotrophomonas maltophilia, malgré sa fréquence réduite (4%), présente
probablement un facteur de virulence représenté dans son haut potentiel de formation de
biofilm (Figure 7). Selon PASSERINI DE ROSSI, (2007), cette espece a une forte capacité
de former le biofilms.
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Figure 7: Aspect macroscopique du biofilm de Stenotrophomonas maltophilia (S10).

Les flaches indigues le biofilm tapissant le surface de milieu de culture.

Selon cette étude, Pseudomonas ssp, le genre dominant des souches identifiées, a présenté
un potentiel modéré quant a la formation des biofilms. Cependant, seules les trois espéces,
Stenotrophomonas maltophilia et Chryseobacterium indologenes, qui ne sont représentées
que par un seul individu chacune et Enterobacter cloacae (EC12), se sont révélées fortement

formatrice de biofilm (Figure 8). Les résultats détaillés sont regroupés dans I’annexe 11,

Par ailleurs, les résultats obtenus sont marqués par la présence d’un cluster de trois
groupes de bactéries. Celles qui forment fortement les biofilms avec un taux de 12%. Le
deuxiéme groupe, majoritaire (76%), est celui des bactéries qui forment modérément les
biofilms. Cependant, trois souches non présentée aucune aptitude a former les biofilms. Pour
Proteus mirabilis ATCC 35659, la souche de référence, le potentiel de former le biofilm

s’est révélé tres réduit (figure 8).
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Figure 8: Quantification des biofilms formés par des souches prélevées de I’EPH de Nadma selon la méthode au cristal violet
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Les biofilms médicales sont associés a des problémes majeurs de santé publique et sont
impliqués dans un large éventail de maladies infectieuses qui touchent majoritairement les
personnes immunodéprimées (Tasse, 2017). Le lien entre la capacité d’une souche a former
un biofilm et sa virulence est souvent établi (Roux et Ghigo., 2006). Une fois dans un
environnement adapté, les bactéries peuvent s’implanter et persister sur une surface via
I’expression de facteurs impliqués dans la formation des biofilms et dans la virulence (Roux
et Ghigo., 2006).

Selon Nagant, (2013), les bactéries résident de maniére prédominante sous la forme de
biofilms. En effet, les biofilms agissent comme des réservoirs dans lesquels certaines especes
sont capables de persister plusieurs années et d'émerger plus tard dans des conditions
favorables (Donlan et al., 2002).

Pseudomonas aeruginosa est considérée comme une bactérie qui forme des biofilms de
facon élevée (Musk et al., 2005). Les Enterobacter, quant eux, sont responsables de la
grande majorité des infections chez I'nomme (Michael, 2015).Selon 1’étude de Nargis et al.,

(2017) Enterobacter cloacae présente une production de biofilm trés élevée.

Selon Yuichi et al., (2013) et Yi-Chang et al., (2015), Chryseobacterium indologenes,
est une espece qui a la capacité de former les biofilms. De plus, certaines études ont
investigué la formation de biofilm par les especes de Vibrio (O’Toole et al., 2000 ; Yildiz
et al., 2009).

1.2.2 Evaluation de I’hydrophobicité des souches bactériennes

La méthode MATS consiste a évaluer le degré d’affinité des suspensions bactériennes
avec I’hexane, un hydrocarbure hydrophobe. Deux phases sont distinguées dans les tubes

apres I’interaction des bactéries avec I’hexane (Figure 9).
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Phase organique

Phase aqueuse

Figure 9: Résultats du test de I’hydrophobicité des souches bactériennes. Séparation des
phases organique et aqueuse.

Les résultats de cette ¢tude n’ont enregistré que 7/25 souches au caractére hydrophobe.
En fait, ces souches ont présenté une valeur d’adhésion supérieure a 50%. Cependant, 10
souches sont relativement hydrophobes, avec des valeurs d’adhésion comprises entre 50%
et 20%. En revanche, 8 souches ont une surface trés hydrophile avec une valeur d’adhésion
inférieure a 20% (Figure 10).Un résultat similaire est enregistré pour Proteus mirabilis
ATCC 35659.

La plupart des bactéries a Gram négatif ont de longues chaines de polysaccharides
exposées, ayant pour résultat une surface hydrophile, tandis que les bactéries a Gram positif
ont la partie de lipide d'acide lipotéichoiques que se prolonge a I'extérieur de la cellule, ayant
pour résultat une surface hydrophobe (Frank, 2001).

Selon les résultats de cette étude, le facteur espéce n’a pas présenté une influence quant
a ’hydrophobicité des surfaces microbienne. En effet, I’hydrophobicité est variable au sein

d’une méme espece.

De plus, la formation des biofilms, chez les souches isolées des surfaces des téléphones
portables du personnel soignant de I’EPH de Naama, ainsi que le caractére d’hydrophobicité
des surfaces bactériennes ne sont pas reliés entre eux.
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Figure 10: Evaluations de hydrophobicité des souches prélevées de I’EPH de Naama selon la méthode MATS.
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Certains auteurs ont observé que 1’adhésion des bactéries hydrophobes est plus
importante sur les supports hydrophobes, alors que celle des bactéries hydrophiles est plus

importante sur les supports hydrophiles (Bellon et al., 1990).

L’hydrophobicité varie avec la température et le stade de croissance (Chavant et al.,
2002). En 1998, Smoot et Pierson ont montré que 1’hydrophobicité augmente quand la

température de croissance diminue.

Pseudomonas sp. cultivée a 37 C° et déterminée par le test cinétique d'adhérence
microbienne aux hydrocarbures (MATH) est considérée comme étant entiérement
hydrophiles, tandis que les cellules cultivées a 28 C° sont hautement hydrophobes
(Katsutoshi et al., 2008).

En revanche, Zulfigar et al., (2018) ont précisé qu’en raison des propriétés hydrophobes
de la surface et de la vitesse de croissance lente, leurs souches ont montré une forte formation

de biofilm.
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Conclusion

L’utilisation des téléphones portables peut constituer un risque sanitaire majeur de
transmission des bactéries multi-résistantes dans les établissements de santé. Les surfaces
des téléphones portables du personnel soignant peuvent, en effet, abriter des
microorganismes hospitaliers ; ceux-ci y adherent et forment les biofilms. Ces agrégats de
cellules bactériennes peuvent étre véhiculés d’un service a 1’autre et/ou a I’extérieur de

I’hopital.

Cette étude est réalisée dont 1’objectif vise 1’identification et I’évaluation du potentiel de
formation des biofilms ainsi que 1’hydrophobicité des souches bactériennes isolées. Elle

concerne 25 souches pures et une souche de référence, Proteus mirabilis ATCC 35659.

Parmi les 25 souches identifiées, le genre Pseudomonas est le plus fréquent avec une
proportion voisine de la moitié. Pseudomonas fluorescens et Pseudomonas aeruginosa sont
les deux especes identifiées pour ce genre. Enterobacter cloacae est I’espéce qui a occupé
le deuxiéme rang, suivie d’Aeromonas salmonicida ssp. Salmonicida puis de Cronobacter
spp. Par ailleurs, les especes maltophilia, Vibrio fluvialis et Chryseobacterium indologenes

sont chacune représentés par une seule souche.

Selon cette étude, Pseudomonas ssp, le genre dominant parmi les souches identifiées, a
présenté un potentiel moderé quant a la formation des biofilms. Cependant, seules les trois
espéces, Stenotrophomonas maltophilia et Chryseobacterium indologenes et Enterobacter

cloacae (EC12), se sont révélées fortement formatrice de biofilm.

Concernant la formation des biofilms, trois groupes de bactéries sont distingués ; le
groupe de bactéries qui forment modérément les biofilms domine avec un taux de 76%. Par
ailleurs, 40% des souches sont relativement hydrophobes. Selon ces résultats, le facteur

espece n’a pas présenté une influence quant a I’hydrophobicité des surfaces microbiennes.
Comme perspective a cette étude, il serait souhaitable de :

e Utiliser les résultats de cette étude afin d’optimiser I'utilisation des téléphones portables
du personnel soignant de I’EPH de Nadma.
e Mener une étude élargie et plus profonde dans toutes les structures hospitaliere de la

wilaya de Nadma.
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Annexe | Tableau d’identification des souches prélevées des surfaces de téléphones portables du personnel soignant dans I’EPH de Nadma.

Annexes
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Aeromonas AS01/AS02/
Salmonicida ssp. ASO3 - +t - - - - - - - - S L R - - - - - - - 2006300
Salmonicida
Pseudomonas PF13/PF16/PF19/
ﬂuorescens PF20/PF21/PF23/ - + - - + - - - - - + - - - - - - - - - - 2003000
PF24/PF25
Chryseobacterium Cl109
. + - - - + - + - + - + - - | - - - - - - - -
indologenes 1252000
Vibrio fluvialis VF15 + | + - - - - - - + - + |+ - - - - - - + - - 3046001
Stenotrophomonas SM10
maltophilia 1002000
c b CS04 + + - + + - - - + + - + + |+ + + + + + + - 3345773
ronobacter s
PP Cs14 + |+ | - |+ |+ - - - " i - + |+ - |+ |+ - 3307133
ECO05
+ |+ | - |+ |+ ] - - - - -+ |+ |+ + + |+ |+ |+ |+ - 3307773
Enterobacter EC03 L - - i i R I B + S s e A A 2307773
EC11 + | - |+ | + | - - - - -+ |+ |+ + + |+ |+ |+ |+ | - 3306773
cloacae
EC12 + | - |+ | + | - - - N + |+ |+ |+ |+ | - 3307573
EC18 + + - + + - - - - - + + + | + + + + + + + - 3306373
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| Annexes

Annexe Il Tableau de quantification des biofilms formés par des souches prélevées de I’EPH de Nadma selon la méthode au cristal violet.

souches
P,M
So1
S02
S03
S04
S05
S06
S07
S8
S09
S10
S11
S$12
S$13
S14
S15
S16
S17
S18
S19
S20
S21
S22
S23
S24
S25
Témoin

répétition 1 répétition 2 répétition 3 répétition 4 répétition 5

moyenne

0,054
0,125
0,1498
0,1346
0,1044
0,1112
0,1002
0,1536
0,1322
0,554
0,4968
0,1316
0,4866
0,082
0,123
0,1396
0,1318
0,1476
0,1108
0,083
0,138
0,131
0,1124
0,1252
0,1316
0,1072
0

écart-type

0,003

0,039

0,031

0,049

0,043

0,064

0,088

0,04

0,053

0,295

0,283

0,07

0,278

0,068

0,057

0,067

0,077

0,034

0,03

0,079

0,084

0,038

0,033

0,104

0,093

0,101

0

errur Moyenne , min
0,054 £ 0,003
0,125 + 0,0395
0,1498 £ 0,031
0,1346 £ 0,049
0,1044 £ 0,0435
0,1112 £ 0,0645
0,1002 £ 0,0885
0,1536 £ 0,0405
0,1322 £ 0,053
0,554 £ 0,295
0,4968 £ 0,2835
0,1316 £ 0,0705
0,4866 + 0,2785
0,082 £+ 0,068
0,123 £ 0,057
0,1396 £ 0,0675
0,1318 £ 0,0775
0,1476 £ 0,0345
0,1108 + 0,0305
0,083 + 0,0795
0,138 + 0,0845
0,131 £ 0,038
0,1124 £ 0,033
0,1252 + 00,1045
0,1316 £ 0,0935
0,1072 £ 0,101
0
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Résumé

Résumeé

Dans le milieu hospitalier, le personnel soignant pourraient véhiculer des germes
pathogénes suite a 1’utilisation du matériel non médical tels que les téléphones portables
personnels. Cette étude concerne 25 souches qui ont été prélevees et isolées a partir de ce
type de matériel dans ’EPH Nadma. L’identification des souches est réalisée par les galeries
API 20 E. Pour I’évaluation de la formation des biofilms, la méthode d’OToole, qui repose
sur la coloration des biofilms par le cristal violet, est utilisée. L’hydrophobicité des surfaces
des souches est évaluée selon la technique MATS. Le genre Pseudomonas est le plus
identifié par les souches isolées (48%), il est suivi par Enterobacter cloacae avec un taux de
20 %. Concernant la formation du biofilms, les résultats obtenus sont marqués par la
présence d’un cluster de trois groupes de bactéries. Le premier est celui des bactéries qui
forment fortement les biofilms, un autre groupe de celles qui les forment modérément et
celui de celles qui n’en forment pas. Quant a I’hydrophobicité des souches bactériennes, 40%

se sont présentées relativement hydrophobes.

Mots clés : Teléphones portables, EPH Nadma, Biofilm, Hydrophobicité.
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Résumé

Abstract

In the hospital environment, healthcare workers could carry pathogenic germs following the
use of non-medical equipment such as personal mobile phones. This study involves 25 strains
that were collected and isolated from this type of material in the hospital of Naama. The
identification of strains was carried out using API 20 E galleries. For the evaluation of biofilm
formation, the OToole method was used. It's based on the staining of biofilms with crystal
violet. The hydrophobicity of the surfaces of the strains is evaluated according to the MATS
technique. Pseudomonas spp. was the most identified (48%); Enterobacter cloacae with a rate
of 20% followed it. Regarding the formation of biofilms, the results obtained were marked by
the presence of a cluster of three groups of bacteria. Those that strongly form biofilms, another
group moderately forms biofilms and one that does not. As for the hydrophobicity of bacterial

strains, 40% were shown to be relatively hydrophobic.

Keywords: Mobile phones, the hospital of Naama, Biofilm, Hydrophobicity.
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