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Résumé

Les biofilms bactériens sont a ’origine de nombreuses infections nosocomiales (IN). Ils
peuvent se former sur des tissus vivants comme ils se forment sur des dispositifs médicaux. Ils
sont extrémement difficiles a éradiquer dont la capacité potentielle de certaines bactéries :
Escherichia coli, Klebseilla pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus a
former des biofilms, peuvent expliquer leurs grandes tolérances aux antibiotiques ainsi que

leurs survies dans I’environnement hospitalier.

L’objectif de notre travail vise a étudier par différentes méthodes qualitatives et quantitatives
I’évaluation de la formation de biofilm chez certaines bactéries isolées de sondes urinaires
provenant de patients hospitalisés plus de 48heures au service de réanimation, Traumatologie
et Chirurgie — CHU — Tlemcen, et en deuxiéme lieu on va s’intéresser a tester 1’effet anti biofilm
des huiles essentielles de trois plantes médicinales : Lavandula officinalis, Cinnamomum

zeylanicum et Zingiber officinale Roscoe.

Compte tenu aux conditions actuelles (COVID-19), la deuxiéme partie n’a pas été réalisé, donc
les résultats des travaux antécédents montrent d’une part que la capacité de souches a former
des biofilms est diversifiée en fonction des méthodes utilisés, Technique de microplaque 96
puits (TCP), méthode de rouge Congo agar (CRA) et la méthode en tube (TM). D’autre part,
I’huile essentielle et les extraits bruts de Cinnamomum zeylanicum et Zingiber officinale Roscoe
ont révélé une bonne efficacité vis-a-vis des souches formatrices du biofilm, suivi de Lavandula

officinalis.

Mots clés : Biofilm, Sondes urinaires, Cinnamomum zeylanicum, Zingiber officinale Roscoe,

Lavandula officinalis.



Abstract

Bacterial biofilms are the cause of many nosocomial infections (IN). They can form on living
tissue as it forms on medical devices. They are extremely difficult to eradicate, the potential
capacity of certain bacteria: Escherichia coli, Klebseilla pneumoniae, Pseudomonas
aeruginosa, and Staphylococcus aureus to form biofilms, which can explain their high

antibiotic tolerances as well as their survival in the hospital environment.

The aim of our work is to study by different qualitative and quantitative methods the evaluation
of biofilm formation in certain bacteria isolated from urinary catheters coming from patients
hospitalized for more than 48 hours in the service of resuscitation, trauma and surgery - CHU -
Tlemcen, and secondly we will be interested in testing the anti-biofilm effect of the essential
oils of three medicinal plants: Lavandula officinalis, Cinnamomum zeylanicum and Zingiber

officinale Roscoe.

Given the current conditions (COVID-19), the second part has not been completed, therefore
the results of previous work show on the one hand that the capacity of strains to form biofilms
is diversified according to the methods used, Technique 96-well microplate (TCP), Congo red
agar (CRA) method and the tube method (TM). On the other hand, the essential oil and the
extracts of Cinnamomum zeylanicum and Zingiber officinale Roscoe have shown good efficacy

against biofilm-forming strains, followed by Lavandula officinalis.

Key words: Biofilm, urinary catheters, Cinnamomum zeylanicum, Zingiber officinale Roscoe,

Lavandula officinalis
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Introduction

Dans I’environnement, les micro-organismes sont attachés a une surface et organisée en
communauté structurée et englobés dans une matrice d’exopolymeres qui les protége des
agressions extérieures [(Khalilzadeh, 2009) ; (Lebeaux et al., 2016)]. Ce mode de
développement, appelé biofilm, a pris une importance particuliére car ils sont associés a des
problémes majeurs de santé publique et impliqués dans un large éventail d’infections chez
I’homme. Environ 60 % des infections nosocomiales sont dues aux biofilms (Roux et Chigo,
2006). Ces derniers peuvent se former a la surface ou a I’intérieur des dispositifs médicaux
implantés dans 1’organisme (lentilles de contact, cathéter veineux central, sonde endotrachéale,
dispositifs intra-utérins, valves cardiaques artificielles, pacemakers, cathéters de dialyse

péritonéale, sondes urinaires, prothéses vocales...) (Bezoui, 2016).

L’infection urinaire nosocomiale (IUN) est un véritable probléme de santé publique. Elles
représentent a elles seules 40% des infections nosocomiales (Hounane, 2011). Elles sont a
I’origine de nombreux bactéries que ce soit Gram positives ou Gram négatives et sa capacité de
formé un biofilm sur les sondes urinaires. Il s’agit de nombreux genres (Escherichia, Klebseilla,

Enterobacter, Staphylococcus, Pseudomonas et autres.

L’éradication des biofilms pose un réel probléme dans le domaine médical a cause de sa grande
résistance face aux antibiotiques et aux antiseptiques. Alors, 1’efficacité de ces derniers est
fortement diminuée durant les 20 derniéres années et les bactéries sont devenues de plus en plus
résistantes (Matyar et al., 2008). Donc, a cause de 1’échec thérapeutiques et les cofits plus
¢élevés des traitements des infections dues aux bactéries résistantes, les chercheurs s’orientent
aujourd’hui vers de nouvelles alternatives thérapeutiques qui entrainent moins de résistances
bactériennes, et présentant moins d’effets indésirables sur la santé. Des produits d’origine

naturelle, issus de plantes médicinales sont parmi ces agents alternatifs.

Selon des statistiques de 2003 de 1’Organisation Mondiale de la Sant¢ (OMS), 80% de la
population mondiale a recours a la médecine traditionnelle pour satisfaire les soins de santé
primaire. Actuellement, la recherche des activités antimicrobiens des huiles essentiels (HE) et

differents composants des plantes médicinales est essentiellement mises en parallele.

Notre travail a pour objectif d’évaluer la formation de biofilm chez quelques bactéries isolées
de sondes urinaires par différentes méthodes et en suite de tester 1’effet anti-biofilm des huiles
essentielles de trois plantes médicinales : Lavandula officinalis, Cinnamomum zeylanicum et

Zingiber officinale Roscoe.
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Partie | : Partie bibliographique

Chapitre | : Les infections associées aux dispositifs médicaux
1. Définition

Une infection est dite associée aux soins si elle survient au cours ou au décours d’une prise en
charge d’un patient, et si elle n’était ni présente, ni en incubation au début de la prise en charge
(Coulibaly et al., 2020). le sens d’une IAS contractée dans un établissement de santé, leur
survenue est favorisée par de nombreux microorganismes appartenant a la flore hospitaliére
dont la majorité sont des staphylocoques et des bacilles a Gram négatif qui présentent parfois
des résistances aux antibiotiques et 1’on enregistre ainsi une forte prévalence de Staphylococcus
aureus résistant a la méthicilline (SARM), des Enterococcus résistant a la vancomycine (ERV),
et de Pseudomonas aeruginosa multirésistantes (Afle et al., 2018). Ainsi d’autres facteurs sont
impliqués, les facteurs liés aux malades, les expositions aux dispositifs médicaux invasifs et les

insuffisances dans la qualité des soins [(Durocher, 2005) ; (Espinasse et al., 2010)].
2. Le dispositif médical (DM)

On entend par dispositif médical « tout instrument, appareil, équipement, matiere, produit, a
I’exception des produits d’origine humaine, ou autre article utilisé¢ seul ou en association, y
compris les accessoires et logiciels nécessaires au bon fonctionnement de celui-ci, destiné par
le fabricant a étre utilisé chez I’homme a des fins médicales et dont ’action principale voulue

n’est pas obtenue par des moyens pharmacologiques ou immunologiques (Guillet, 2018).
2.1. La sonde urinaire

La sonde urinaire vésicale est un appareil tubulaire creux destiné a étre introduit dans la vessie
en passant par ’urétre pour évacuer ’urine (Feistl, 2016). Il consiste en un montage scellé de
la sonde urinaire et du sac collecteur destiné au recueil des urines. Ce systéme ne doit jamais
étre ouvert, il permet de réduire le nombre des infections urinaires. Il est tres fortement

recommandé de 1’utiliser quelle que soit la durée prévisible du sondage (Brousse et al., 2012).

A noter la partie proximale correspond a la partie de la sonde qui est maniée par le patient. La

partie distale est quant a elle la partie qui est introduite dans 1'urétre (Cazau, 2017).
2.2. Description générale d’une sonde urinaire

L’extrémité proximale : est la partie qui ne pénetre pas dans 1’organisme et qui est en contact

direct avec le patient lors du sondage. Grace aux godets, on peut adapter la poche un dispositif




de recueil des urines, une seringue de drainage ou un Fosset obturateur. Parfois, un dispositif

d’introduction de la sonde est présent, afin d’éviter le contact avec les germes située a I’entrée

de I'urétre (Villers, 2002) (Figure 01).
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Figure 01 : Forme de I’extrémité proximale ou embase (Villers, 2002).

La partie distale : c’est la partie de la sonde qui va dans la vessie. Cette extrémité est de forme
variable selon variable selon les indications et les fabricants (Villers, 2002). Les sondes peuvent
étre de longueur, de charriére et de matériaux différents. La taille de la sonde est choisie en
tenant compte de I’anatomie du patient et de la prescription médicale. Si des irrigations

vésicales sont prévues, la sonde est choisie a double courant. (Roriz, 2018).
2.3.Propriétés et Caractéristiques d’une sonde urinaire

Les sondes urinaires sont caractérisées par leur longueur, leur diamétre, leur nombre de voies,
leurs extrémités distale et proximale, les types de matériaux utilisés, leur systéme de

lubrification et leur stérilité. Elles peuvent présenter des spécificités (Cazau, 2017).
2.3.1. Longueur

Elle varie avec celle de ’urétre et est exprimée en centimétres (cm). On retrouve ainsi des tailles
de sondes variant environ de 15 a 50 cm. Pour le sondage intermittent, certaines sondes
compactes peuvent étre plus courtes (Tixier et Carré, 2014).

2.3.2. Diamétre

Le calibre extérieur d’une sonde urinaire est exprimé en charriéres (CH). Chaque numéro de
charriére correspond a 1/3 de millimétres (mm). Par exemple, la charriére 18 correspond a 18/3,
soit 6mm. Le diameétre des sondes varie entre 4 et 26 CH (Deville, 2010). Chaque taille de sonde

correspond a une couleur d’embout (Figure 02).
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Figure 02 : Les différentes charriéres et leurs couleurs (Feistl, 2016).
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2.3.3. Le Corps

Le corps de la sonde correspond au conduit de drainage de ’urine. Il posséde ou non I’ceil pour

I’élimination d’urine et dispose ou non d’un ballonnet (CCLIN, 2012) (Figure 03).

Le godet e d /"

Extrémité a ballonnet 7

— Le corps

Figure 03 : Forme d’une sonde urinaire [(Frédérique et Michel, 2010) ; (CCLIN, 2012)].
2.3.4. Nombre de voies
Il existe deux types de sondes urinaires vésicales selon le nombre de voies :

> la sonde a une seule voie a comme seule possibilité 1’élimination des urines. Elle est
utilisée pour les sondages intermittents (Tixier et Carré, 2014) (Figure 04).

» lasonde a deux voies permet par la premicre voie une élimination de 1’urine dans un sac
collecteur et par la deuxiéme voie de gonfler un ballonnet permettant de maintenir la
sonde en place. Ce type de sonde est utilisé pour les sondages permanents (Tixier et
Carré, 2014) (Figure 05).

> 1l existe également des sondes de Foley a double courant, également appelée sonde a
trois voies, permettant d’effectuer une irrigation vésicale continue (Tixier et Carré,

2014).
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2.3.5. Matériaux

Divers matériaux plastiques sont utilisés pour la fabrication des sondes urinaires vésicales

(tableau 01). Ils sont de deux origines possibles :

> semi-synthétique : le caoutchouc (peu utilisé), le latex (trés utilise), le latex enduction

téflon, le latex enduction silicone, le latex enduction polyuréthane hydrophile (ou

hydrogel).
> synthétique :

polychlorure de vinyl (PVC), les résines fluorocarbonées (téflon),

polyuréthane (PUR), silicone (Tixier et Carré, 2014).

Tableau 01 : Différents matiéres utilisées et leur complications (Feistl, 2016).

Matériaux

Latex

Latex enduite

PVC

Silicone

Durée de sondage

3a4jours

Sondage

intermittent

3 a4 semaines

——

Avantages
Peu couteuse
flexibilité

élasticité

Cout acceptable
Flexibilité
De risque d’irritation et

d’obstruction

Drainage efficace
Résistance
I’écrasement
Tolérance

Lumiéere interne
Résistance a la chaleur

vieillissement

inconvénients
Allergisant

porosité . irritation
muqueuse et obstruction
lumiere interne
Allergisant

Lumiére interne

Allergie
rigidité

Flexibilité moindre
Cout élevé
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3. Les infections nosocomiales associées a la présence d’une sonde

urinaire
L’arbre urinaire est normalement stérile, a I’exception des derniers centimeétres de 1’urétre distal
qui sont colonisés par une flore diverse d’origine digestive (entérobactéries, streptocoques,
anaérobies), cutanée (staphylocoques a coagulase négative, corynébactéries) et ou génitale
(lactobacilles chez la femme) [(Auger, 2012) ; (Ketz, 2016) (Raghu, 2016)].

Les femmes sont en général plus concernées par les infections urinaires que les hommes ; 40 a
50% des femmes ont au moins une infection urinaire au cours de leur existence. Ceci s’explique
notamment par la faible longueur de 'urétre et de la faible distance urétre-anus (Teissere,
2011). Si cet obstacle se trouve franchit, les caractéristiques physicochimiques de 1’urine
normale (osmolarité, pH, teneur en acides organiques) rendent difficile la croissance de la

plupart des germes colonisant 1’urétre (Caron, 2003).

On parle d’infections urinaires communautaires quand elles sont acquises hors établissement

de soins et non liées aux soins (Raghu, 2016).

Les infections liées aux sondes urinaires sont les infections nosocomiales les plus fréquentes

avec un impact majeur sur la morbimortalité et les colts de la santé (Miranda et al., 2017).
4. Etiologie des infections dues a la présence d’une sonde urinaire

Les germes impliqués dans les infections a la présence d'une sondes urinaires sont dans la
majorité des cas des bactéries Gram négatif a savoir des entérobactéries (Espinasse et al., 2010)
avec en téte E.coli (80%) (Ronald, 2002), Klebsiella (entre 2,6% et 3,2%) et Proteus mirabilis
(7,8%). Plus rarement, d’autres bacilles a Gram négatif peuvent étre impliqués (Pseudomonas
et Enterobacter notamment). Les germes de type cocci a Gram positif (streptocoque du groupe
B et entérocoque : 4,3%) sont surtout présents chez le nouveau-né et le nourrisson, alors que
Staphylococcus saprophyticus est identifié majoritairement chez 1’adolescente [(Mcgillivray et
al., 2005) ; (Etoubleau et al., 2009) ; (Habib, 2012)].

5. Les facteurs de risques liés a la présence d’une sonde urinaire

5.1. Facteurs intrinséques

sont essentiellement liés aux caractéristiques des patients pris en charge dans le service
[(Hounane, 2011) ; (Bruyere et Lafaurie, 2013) ; (Falcou et al., 2018) ; (Mrich, 2018)]. On

peut distinguer :
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o L’age : les patients hospitalises de plus de 60 ans semblent plus exposes au risque
d'infection urinaire nosocomiale (IUN).

o Lesexe: les femmes sont plus exposées au risque d’TUN.

o L'existence d'une pathologie neurologique : une vessie avec atteinte neurologique
(blessés médullaires BM, sclérose en plaque SEP, accident vasculaire cérébral AVC, ..)

o D’une insuffisance rénale.

o La présence des maladies sous- jacente (Diabéte, immunodépression, obésité, ...ect).

5.2. Facteurs extrinseques

Le sondage urinaire : est un geste invasif qui consiste a I’introduction aseptique d’une sonde
stérile par le méat urinaire, suivant I’urétre de fagon atraumatique, afin de permettre la vidange
vesicale (Roriz, 2018). C’est un acte courant en anesthésie-réanimation et en secteur de soins
intensifs ou la diurése constitue 1I’un des éléments du monitorage. Il représente sans doute le
premier facteur de risque de I’infection urinaire nosocomiale (IUN) (Sanou et al., 2012).
plusieurs facteurs de risque y sont liés, on peut citer : la durée de séjour d’hospitalisation
(Lukuke et al., 2017), non-respect des mesures préventives lors de la pose (Bruyére et
Lafaurie, 2013).

Outre ces facteurs, les sondes urinaires augmentent le risque d’TUN par altération des moyens

de défense vésicale, perturbation du transit urinaire et production d’un biofilm (Mrich, 2018).
6. Mécanismes d’acquisition en présence de sonde

La mise en place d’une sonde urinaire perturbe les défenses de I’hote contre les micro-
organismes et rend 1’infection ainsi possible. L’espace entre la face externe de la sonde et la

muqueuse urétrale est un lieu d’interactions, constituant une porte d’entrée pour les micro-

organismes [(Léone, 2000) ; (Zehiri, 2019)].

Quatre modes d'acquisition des IUN sur sonde ont été décrits, pouvant s'associer chez un méme
patient, avec deux modes nettement prééminents : la voie endoluminale et la voie extraluminale
périurétrale (Vilde et al., 2002).

6.1. Acquisition lors de la mise en place de la sonde

Méme lorsque les mesures d'asepsie sont strictement respectées, les bactéries colonisant le

périnée et l'uretre sur ses derniers centimétres peuvent étre introduites directement dans la




vessie lors du sondage, entrainées par la surface externe de la sonde. De ce fait, on peut qualifier

cette voie « d'extraluminale précoce » (Caron, 2003)
6.2. Acquisition par voie endoluminale

11 s’agit des IU ou colonisations survenant a cause des bactéries qui gagnent la vessie via la
paroi interne de la sonde vésicale. Ces bactéries proviennent du sac collecteur, dont la
contamination peut se produire lors des déconnexions de la sonde et du tuyau du sac collecteur
ou de la vidange des urines du sac (Kriouile, 2016). Il est plus fréquent avec les sondes de
Foley qu’avec les « systémes clos » (c’est a dire possédant un sac collecteur). La contamination
est le plus souvent manu-portée. Le non-respect de la déclivité du systeme de drainage et le
défaut dans les mesures d’asepsie lors des manipulations du sac collecteur d’urines sont des
erreurs fréquentes ; ces erreurs peuvent étre responsables de véritables micro-épidémies
(Gauthier, 2014).

6.3. Acquisition par voie extraluminale péri-urétrale

Les bactéries d’origine digestive issues de la flore fécale colonisent le méat urinaire puis
migrent au niveau de 'urétre et de la vessie par le biais du biofilm se formant a la surface

externe de la sonde urinaire. Ce mode d’acquisition est responsable de 70 % de bactériurie chez

la femme et 30 % chez I’homme (Gauthier, 2014).
6.4 Acquisition par voie lymphatique ou hématogéne

C’est la voie descendante qui reste rare, ’hypothése d’infections d’origine hématogeéne ou
lymphatique a partir d’une source endogene a distance a été formulée apres la constatation au
cours des études prospectives de suivi quotidien de la flore, que certaines bactériuries sur sonde

surviennent en I’absence de toute colonisation préalable de I’urétre et du sac collecteur, malgré

un parfait respect du systéme clos, et apres de nombreux jours de sondage innocentant la

procédure mis en place (Hounane, 2011) (Figure 07).




Figure 04 : Sondage vésical : principales voies d’acquisition des microorganismes (Espinasse,

2010).
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Chapitre 11 : Généralités sur le Biofilm

1. Historique et découverte des Biofilms

Les biofilms n'ont rien de nouveau. La premiére description remonte au 17éme siécle, quand
Anton Von Leeuwenhoek - I'inventeur du microscope, a vu des agrégats microbiens sur des
raclures de plaque de ses dents (Chandki et al., 2011). Ce n’est qu’en 1933, au cours d’une
expérience qui vise a observer la croissance des algues sur des lames de verre plagant dans un
aquarium, Arthur Henrici observa un dépot de microorganismes qui s’épaissit progressivement
sur ces lames, il démontra alors que la plupart des bactéries en milieux aqueux sont vivent sous
forme de communautés sessiles fixées a une surface et n’ont pas sous la forme planctonique

(Henrici, 1933).

En 1935, ZoBell et Allen ont étudié I'adhérence et la croissance des bactéries sur des lames de
verre immergeées dans I'eau de mer (Hgiby, 2017). Huit ans plus tard, Zobell a observé que le
nombre de bactéries sur les surfaces était considérablement plus élevé que dans le milieu
environnant (I'eau de mer) (ZoBell et Claude, 1943). Ensuite, en 1969, Jones mit en évidence
la présence d’une matrice saccharidique en colorant au rouge de ruthénium et au tétroxyde

d’osmium des filtres de stations d’épuration (Brian-Jaisson, 2014).

Dés 1973, Characklis a étudié les boues microbiennes dans les systéemes d'eau industriels et a
montré qu'elles étaient non seulement trés tenaces mais également trés résistantes aux
désinfectants tels que le chlore (Donlan, 2002), dont la matrice d’exopolyméres est responsable
a cette résistance (Brian-Jaisson, 2014).

En 1978, Costerton et al, a présenté une théorie des «biofilms» pour définir le mode de vie
sessile des microorganismes adhérant a une surface vivant et non vivant, par opposition a la vie
libre, planctonique en milieu liquide (Favre, 2017). Puis, il a introduit vers 1985 la croissance
du «biofilm» en microbiologie médicale et a démontré l'augmentation de la résistance
antimicrobienne de la croissance du biofilm par rapport aux bactéries a croissance planctonique
(Costerton et al., 1985).

Depuis ce temps, les études des biofilms dans des différents domaines : industriels, écologiques

et médical se sont essentiellement mises en paralléle.
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2. Qu’est-ce qu’un biofilm et pourquoi s’y intéresser ?

Etymologiquement, le terme biofilm, vient du grec «bios» (vie) et de I’anglais «film» (pellicule)
(Simain et al., 2010). Une définition communément admise pour les biofilms est celle établie
en 2002 par Donlan et Costerton : « Un biofilm est une communauté microbienne sessile
caractérisée par des cellules adhérées de maniére irréversible a un substrat, une interface ou
entre elles, enrobées d’une matrice de substances polymériques extracellulaires (EPS pour «
extracellular polymeric substances ») auto secrétées et qui présentent un phénotype particulier
en terme de taux de croissance et de transcription de génes. » (Bezoui, 2016). Il s’agit de
principale mode de vie des micro-organismes, par opposition a 1’état planctonique, libre et isolé
dans I’environnement (Espinasse et al., 2010). 1l se congoit comme une entité dynamique
constituée pour implanter, structurer et réguler la survie de communautés bactériennes dans un

environnement hostile (Kchich, 2018).

Les biofilms peuvent étre constitués d’une ou plusieurs especes de bactéries et se développer
sur des interfaces solides ou liquides variées, que l’on rencontre par exemple dans
I’environnement : fond de riviéres, cailloux, racines...et dans les organismes vivants : tube
digestifs, plaies ... (Medeiros, 2016). Donc, les recherches sur les bactéries devraient
s’intéresser a ce type de structure plutdt que les formes planctoniques (Karunakaran et al.,
2011) (Figure 08).

Figure 05 : Représentation schématique de la structure tridimensionnelle d’un biofilm
bactérien (Lagrafeuille, 2016). Les fleches bleues indiquent le sens de la circulation du fluide

a l’intérieur des canaux hydriques.




3. Structure des Biofilms (Composition et organisation)

L’utilisation de Microscope Confocal a balayage Laser (CSLM) permet de révéler que le
biofilm est composé principalement de micro-colonies de différentes espéces de cellules
microbiennes (plus de 15%) et de la matrice extracellulaire (plus de 85%) (Zubair, 2014)
(Figure 09).

Tout d’abord, Les micro-colonies forment la structure de base d’un biofilm, elles sont
incorporées dans la matrice EPS et dans la plupart des cas ont une forme de tige ou de
champignon et elles peuvent consister en un ou plusieurs types de bactéries (Mari¢ et Vranes,
2007). Elles sont séparés par des espaces libres, moins denses, dépourvus de bactéries et
parcourus par des courants aqueux appelés « canaux », ceux-ci y assurent la circulation de
fluides et permettent a la fois I’apport de nutriments et d’oxygéne qui sont nécessaire pour la
croissance des microorganismes, ainsi 1’élimination des déchets, ce qui crée des
microenvironnements tres hétérogénes et structurés qui présente souvent une architecture
complexe, trés variable d’un biofilm a I’autre selon les microorganismes qui le composent et

les conditions environnementales (Roux et Ghigo, 2006).
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Figure 06 : Structure et composition des biofilms bactériens (McDougald et al., 2012).

Ensuite, ’EPS est la caractéristique commune de tous les biofilms microbiens (Vidakovic,
2018), elle peut étre considérée comme ‘‘la maison’’ des cellules du biofilm au sein de laquelle
elles organisent leur vie (Flemming, 2011). Souvent, leur composition et leur quantité varient
en fonction du type de micro-organismes, de I'age des biofilms et des différentes conditions

environnementales dans lesquelles les biofilms existent (Vu et al., 2009). Elle est hautement
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hydratée et peut contenir en majeur partie d’eau (97%) mais aussi de polysaccharides (1 a 2%),
de protéines (2%), d’acides nucléiques (ADN : 1%, ARN : 1%), de lipides, de glycolipides et
des ions (liés et libres), dont un des exopolysaccharides le plus souvent retrouvés est un
polymeéres de b-1,6-N-acétyl-D-glucosamine (polyglucosamine, PGA
ou PNGA) [(Tremblay, 2014) ; (Jamal et al., 2018)]. Elle exerce différents réles : sert de
source de carbone et d'énergie pour le biofilm et peut adsorber et dégrader les composés
organiques du milieu environnant (Xiao et Zhao, 2017), elle intervient dans le développement
des biofilms en assurant I'adhésion aux surfaces et formant un réseau tridimensionnel de
polymeres qui fournit une stabilité mécanique aux biofilms et modele leur structure, elle
immobilise les cellules du biofilm et les maintiennent a proximité, permettant ainsi des
interactions intenses, y compris la communication cellule-cellule, elle joue également un réle
essentiel dans la protection des bactéries contre les stresses environnementaux y compris la
dessiccation, les biocides oxydants ou chargés, certains antibiotiques et les cations métalliques,

le rayonnement ultraviolet [(Flemming et Wingender, 2010) ; (Hall et Mah, 2017)].

4. Le cycle de vie d’un biofilm et sa régulation

4.1. Les étapes de la formation d’un biofilm

La formation des biofilms est souvent indésirable. Ils se forment d’une maniére difficilement
contrdlable dans les environnements industriels et hospitaliers mais aussi dans les systémes de
distribution d’eau potable (Jamal, 2015). Elle implique des mécanismes physiques, chimiques
et biologiques (Pierre, 2010) et se déroule en différents étapes qui permettent de différencier
les cellules planctoniques libres et isolés a des cellules sessiles fixées a une surface. Ces étapes

sont résumées dans la figure 07.
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Figure 07 : Etapes de formation d’un biofilm (Gilmore, 2011).

4.1.1. L’adhésion des cellules bactériennes a la surface

4.1.1.1.Mise en place d’un film conditionnant

L’adhésion des cellules bactériennes a la surface est précédée par la formation d’un film
primaire qui est le film conditionnant. Ce dernier se forme tres rapidement a la surface de
matériaux, il renferme des polymeres du milieu et des polymeres secrétés par les bactéries elles-
mémes (Donlan, 2002). Ce film conditionnant neutralise la charge de surface qui peut faciliter
I’adhésion des bactéries (Kordmahaleh et Shalke, 2013).

4.1.1.2.1.>adhésion réversible

Tout d’abord les bactéries s’approchent de la surface solide par des interactions physico-
chimiques, ou par le mouvement brownien qui provoque la désorption spontanée de particules
adsorbées a une surface si les forces d’adhésion sont faibles [(Van Oss, 1997) ; (Hoiby et al.,
2011)]. Cette approche conduit a un attachement transitoire pendant lequel la bactérie va
chercher a évaluer la surface sur laquelle elle se trouve. Les cellules bactériennes vont alors
intéragissent avec le film conditionnant (Filloux et Vallet, 2003). Cette adhésion réversible fait
intervenir des interactions faibles non spécifiques de type électrostatiques et les forces de van
der Waals, liaison hydrogenes, entre les bactéries et le support, dans ce cas les cellules qui

(1)



s’adsorbent sur la surface peuvent se détacher facilement [(Stoodley et al., 2002) ; (Haras,
2005) ; (Chalvet de Rochmonteix, 2009) ; (Pécastaings, 2010)].

4.1.1.3.L’adhésion irréversible

Cette phase correspond a I’ancrage définitif des cellules bactériennes sur la surface (Squinazi,
2013) par la mise en place des liaisons covalentes (les liaisons hydrophobes, interactions
acide/base (au sens de Lewis),...ect) (Doghri, 2015), et la production des exopolysaccharides
qui se complexent avec les matériaux de surface pour consolider 1’adhésion (Dunne, 2002).
Ainsi, des structures d’adhésion variables selon les especes bactériennes sont impliquées, il
s’agit des pili, des fimbriae, des curli pour les bactéries a Gram négatives et les acides
teichoiques, 1’acide mycolique, la capsule, le glycocalix pour les bactéries a Gram positives.
[(Van Houdt et Michiels, 2005) ; (Beloin et al., 2008)]. On parle alors de la phase d’adhésion
(figure 11).
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Figure 08 : Schéma descriptif des interactions impliquées dans 1’étape d’adhésion initiale

(Réversible, Irréversible) (Pierre, 2010).
4.1.2. Formation des micro-colonies

Suite a 1’adhésion irréversible, les bactéries commencent de se multiplier et continuent de
produire des EPS. Elles s’agrégent entre elles et forment des micro-colonies qui sont protégées

par EPS et qui vont recouvrir toute ou une partie de la surface selon les propriétés de surface

15

——
| —



Partie | : Partie bibliographique

des bactéries et des matériaux [(Jacobsen et al., 2008) ; (Bellifa, 2014)]. Ces micro-colonies

sont les unités élémentaires d’un biofilm.
4.1.3. Maturation de biofilm

Avec la multiplication bactérienne et la production des EPS, le biofilm augmente son epaisseur
jusqu’a former un film hétérogéne tridimensionnel (Clutterbuck et al., 2007). Il en résulte
I’¢élaboration d’une architecture complexe du biofilm qui se met en place avec la formation des
canaux aqueux et des pores entre les micro-colonies (Auger, 2012). Ces canaux ne contiennent
pas une matrice dense d’EPS et permettent la pénétration de facteurs nutritionnels et d’oxygene
nécessaire aux bactéries, ainsi le rejet des débris [(Tolker-Nielsen et Molin, 2000) ; (Sauer et
al., 2002)].

4.1.4. Dispersion des bactéries

C’est I’étape finale de la croissance de biofilm. Elle est caractérisée par 1’augmentation de
I’expression des flagelles (comme chez Pseudomonas aeruginosa) pour le détachement. Les
colonies peuvent aussi se disperser en altérant des liaisons de la matrice extracellulaire
environnante. Par exemple, Aggregatibacter actinomycetemcomitans, une bactérie a 1’origine
de maladies parodontales, synthétise une enzyme, la Dispersine B, qui hydrolyse les
exopolymeres du biofilm pour libérer les bactéries (Doghri, 2015). Lorsque 1’espace et les
nutriments deviennent limités, les bactéries se détachent du biofilm et se dispersent dans le
milieu environnant pour repasser dans un mode de vie planctonique afin de trouver des
ressources favorables a leur développement en colonisant de nouvelles surfaces et de reformer
un biofilm [(O’Toole et al., 2000) ; (Sauer et al., 2004) ; (Kaplan, 2010)]. Elle implique de
multiples signaux environnementaux, ainsi la communication entre les bactéries, notamment

par le phénomene mieux connu sous le nom de Quorum Sensing (Karatan et Watnick, 2009).
4.2. Les facteurs favorisant la formation d’un biofilm

L’attachement des micro-organismes a une surface est un processus complexe, sous 1’influence
de nombreux facteurs : caractéristiques du substrat sur lequel les bactéries vont se fixer, forces
s’exer¢ant dans le milieu aqueux (hydrodynamique du fluide), caractéristiques du milieu et

propriétés de la surface des cellules (Chalvet de Rochmonteix, 2009).

——
| —

16



Partie | : Partie bibliographique

4.2.1. Caractéristiques de la surface :

Plus une surface est rugueuse, plus la colonisation de cette surface par des micro-colonies est
importante, car les forces répulsives sont moindres et la surface de fixation est augmentée, gréace
a la présence d’aspérités (Donlan, 2002). De plus, les caracteres hydrophile/hydrophobe sont
considérées comme majeurs, €tant les plus influentes dans la phase d’adhésion bactérienne
initiale, dont les matériaux les plus hydrophobes (Par exemples, Silicone) favoriseraient
I’adhésion bactérienne de fagon statistiquement significative comparativement a d’autres
biomatériaux tels que 1’hydrogel ou ’acrylique hydrophile, polyméres les plus hydrophiles
(Baillif, 2010). D’autre part, la présence d’un film protéique qui modifie les propriétés
physicochimiques de surface (tension de surface, polarité, mouillabilité), ce qui favorise la
formation de biofilm (M’Hamedi, 2015).

4.2.2. Caractéristiques de milieu :

De nombreux facteurs environnementaux affectent 1’adhésion bactérienne et initient la

formation de biofilm :

Température : Elle affecte I’activité métabolique et enzymatique des bactéries, et influence
certains parametres physico-chimiques (pH, activité ionique, agitation thermique et solubilité

des gaz), ainsi que les propriétés de surface des microorganismes (Boutaleb, 2007).

PH : Il modifie la charge de surface des microorganismes ainsi que celle des supports solides
suite au déplacement des équilibres d’ionisation (protonation/déprotonation) des groupements
fonctionnels exposés selon leur pKa ce qui peut avoir comme conséquence une réduction ou
une augmentation des interactions électrostatiques répulsives défavorables a I’adhésion

(Bellifa, 2014).

Concentration en oxygene, concentration en fer, osmolarité, présence d’ions spécifiques,
sources de carbone disponibles, concentrations en nutriments [(Martinez et Casadevall, 2007)
; (Spormann, 2008)], la disponibilité de nutriments (excés ou carence), présence de calcium,

magnésium, phosphate (Marchal, 2010).
4.2.3.Propriétés des cellules :

Généralement, les bactéries sont chargées négativement et exercent dans leur paroi
extracellulaire de nombreuses protéines possédant des regions hydrophobes. Alors,

I’hydrophobicité de surface cellulaire joue un rdle important dans 1’adhésion cellulaire. Elle
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varie en fonction des espéces bactériennes, du stade de croissance et des conditions de culture.
Differents composes des parois cellulaires sont impliqués dans cette hydrophobicité
bactérienne. Il s’agit des fimbriae, des pili qui portent une forte proportion en acides aminés
hydrophobes, dont les pili de type IV sont des fimbriae particuliers retrouvés chez les bactéries
Gram négatives et positives et sont impliquées dans 1’attachement des bactéries aux surfaces.
Ainsi, les flagelles peuvent servir de structures adhésives. De plus, les polysaccharides de la
capsules peuvent aussi jouer un role dans I’adhésion de la cellule soit en accroissant ses
capacités adhésives s’ils sont hydrophobes, soit en les diminuant s’ils sont hydrophiles. Les
protéines de la membrane externe, protéines membranaires ou lipoprotéines, des bactéries Gram
négatives représentent environ 50% en masse de la membrane externe. Leur synthése et leur
nature affectent directement les propriétés de la surface cellulaire. Chez les bactéries a Gram
positif, I’acide lipotéichoique (LTA) est également impliqué dans les interactions hydrophobes
[(Otto et Hermansson, 2004) ; (Goulter et al., 2009) ; Pecastaings, 2010) ; (Marchal, 2010)].

4.3. Régulation d’un biofilm : Quorum sensing

4.3.1. Définition et mécanisme

Le terme de Quorum sensing (QS) utilisé pour décrire la signalisation intercellulaire des
bactéries (Parsek et Greenberg, 2005). Il a été initialement décrit par Nealson et ses
collaborateurs en 1970 chez une bactérie marine luminescente Vibrio fischeri (Nealson et al.,
1970), ou elle fonctionne comme mécanisme de contréle de la production de lumiére et de
nombreux autres traits (Antunes et al., 2010).

L’implication du QS dans la formation du biofilm a été mise en évidence pour la premicre fois
chez P. aeruginosa par Davies et al. (1998) (Pecastaings, 2010). 1l correspond un mode de
communication intra et inter espéces bactériennes qui repose sur la production de petites
molécules médiatrices appelées ‘autoinducteurs’ (Al), produites au cours de la croissance
bactérienne. Lorsque la concentration de ces petites molécules atteint un seuil critique dans le
milieu, ceux-ci pénetrent dans la cellule et interagissent avec un regulateur transcriptionnel qui
permet I’expression de genes spécifiques en réponse a la forte concentration de cet
autoinducteur. Ce systeme implique trois composants majeurs : L’Al, synthase et un récepteur
(Ayé, 2015).

Les autoinducteurs sont de nature peptidique chez les bactéries a Gram positives et de nature
acide gras (pour AHL : Acyl-Homoseérine Lactone) chez les bactéries a Gram négatives (Marié¢
et Vranes, 2007).

——
| —
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4.3.2. Le QS chez les bactéries a Gram négatives

Les bactéries a Gram négatif utilisent les AHL comme molécules de signal pour un systeme QS
qui implique deux protéines clés : Luxl et LuxR. Les AHL sont synthétisés par les enzymes
AHL synthase de type Luxl et traversent les membranes bactériennes en grande partie par
diffusion, et sont détectés et liés par des protéines régulatrices de type LuxR. Le complexe AHL
— LuxR se lie ensuite a un promoteur d'ADN et active la transcription de plusieurs génes QS
dans l'opéron lux. L'expression de genes de type lux entraine un large éventail d'activités dans
différentes bactéries, telles que la production de lumiére, la virulence, la sécrétion d'EPS, la

motilité et le transfert de plasmide (Decho et al., 2010) (figure 12).

Low cell density High cell density

* *AHL

t

AHL synthase

Figure 09 : mécanisme de QS exploité par les bactéries a Gram négatif (Czajkowski et Jafra,
2009).

4.3.3. Le QS chez les bactéries a Gram positives

Les peptides auto-inducteurs (AlIP) sont synthétisés ribosomiquement et présentent une variété
de structures linéaires et cycliques. L'événement clé impliqué dans la signalisation basée sur les
peptides est le traitement des signaux pro-peptidiques dans le cytoplasme. Ils peuvent
incorporer des acides aminés inhabituels et modifiés qui ajoutent a leur stabilité et
fonctionnalité. Les signaux peptidiques modifiés et entierement traités sont ensuite exportés de
la cellule via des transporteurs membranaires qui transmettent ensuite le signal a un régulateur
de liaison a I'ADN. Habituellement, les peptides sont sécrétés par des transporteurs associés a
la membrane, par exemple des transporteurs de cassettes se liant @ I'ATP. Un systeme de
transduction de signal régulateur a deux composants composé d'une kinase sensorielle située
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sur la membrane et d'un régulateur de réponse intracellulaire aide a la transduction et a I'auto-
induction du signal. Les peptides interagissent avec les kinases sensorielles associées a la
membrane qui traduisent un signal a travers la membrane cellulaire. Dans quelques cas, le
transport des AIP dans la cellule est assisté par des perméases oligopeptidiques, suivies d'une
interaction avec les récepteurs intracellulaires. La liaison du peptide a un récepteur peut
déclencher une serie d'événements de phosphorylation qui sont conclus par la phosphorylation
de la protéine régulatrice de la réponse apparentée. La phosphorylation active les régulateurs
de réponse qui se lient ensuite & I'ADN cible et régulent la transcription du ou des genes

contrélés par QS (Mangwani et al., 2012).
5. La tolérance aux antibiotiques

De nombreux problémes associés au développement des biofilms en milieu médical, ont pour
origine leur résistance extrémement élevée aux agents antibactériens (antibiotiques et
désinfectants) (M’Hamedi, 2015). Cette caractéristique, appelée tolérance (Lebeaux et al.,
2014) elle est multifactorielle et dépendante du type de bactérie, de 1’antibiotique et des
conditions de vie dans Le biofilm (hétérogénéité, accés aux nutriments, oxygene etc.) (Roux et
Ghigo, 2006).

Plusieurs hypothéses ont ¢été décrites afin d’expliquer la tolérance des biofilms aux

antibiotiques : (figure 13)

» La matrice d’exopolysaccharides pourrait constituer une barriere physique qui
expliquerait la pénétration lente et incompléte de certains antibiotiques (Kara Terki,
2014).

» Conditions défavorables a 1’action de certains antibiotiques, telles que, L’acces limité
aux nutriments, la faible concentration en oxygene et le pH élevé des couches profondes
du biofilm induisent un ralentissement de la croissance bactérienne qui pourrait
diminuer I’activité des agents antibactériens (Lebeaux et Chiogo, 2012).

> Différents mécanismes génétiques specifiques sont impliqués. Par exemples,
I’accumulation de glucanes qui inhibe la diffusion des antibiotiques chez Pseudomonas
aeruginosa et I’expression de pompes d’efflux d’antibiotiques (Lebeaux et Chiogo,
2012).

> laprésence d’une sous-population de bactéries en etat de dormance, appelées bactéries

persistantes, insensibles a 1’action des antibiotiques, explique une grande partie de la
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tolérance des biofilms aux antibiotiques (Lebeaux et al., 2014). Elles représentent

moins de 1 % de la population originale (Lewis, 2007).
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Figure 10 : Hypothéses pour expliquer le phénomeéne de tolérance du biofilm vis-a vis des
biocides (antibiotiques et antiseptiques) [(Lebeaux et al., 2016) ; (Lebeaux et Ghigo, 2013)].

6. Les principales bactéries formatrices de biofilm sur les sondes
urinaires

6.1. Klebseilla pneumoniae

Klebseilla pneumoniae est un agent classique et majeur d’infection nosocomiale en général et
néonatale particulierement. Elle fait partie du groupe KES (Klebseilla, Enterobacter, Serratia)
qui est d’une grande importance en clinique hospitaliére (Daffe, 2018). Elle est 1’une des
principales especes bactériennes impliquées dans les infections urinaires (1U), qui peuvent étre
due a sa capacité importante a former des biofilms en particulier sur les dispositifs médicaux
(Cathéters urinaires) grace a des fimbriae de type 1 et 3, sont des facteurs de virulence
importants qui contribuent a la formation de biofilm chez K. pneumoniae. Les fimbriae de type
3initient la formation de biofilm et sont principalement composées de sous-unités de la protéine
MrkA. Un autre composant, MrkD, qui est situé a l'extrémité des fimbriae, confere des
propriétés adhésives a I'appendice et détermine la capacité de liaison fimbriale (Chung, 2016)
(figure 14).




Figure 11 : Biofilm de 48h a Klebseilla pneumoniae formé sur lamelle de Thermanox en

microfermenteur (Lagrafeuille, 2016).
6.2. Escherichia coli

Escherichia coli est un hote normal du tube digestif de la partie distale de 1’iléon et du colon,
mais certaines souches sont dites pathogeénes et se différencient de la flore commensale chez
I’hdte normale par la présence de facteurs de virulence (Bingen, 1998). Elles sont responsable
d’une grande variété de pathologies, notamment les infections urinaires (80%) (Lagha et al.,
2019) et sont appelées «Les souches d’Escherichia coli uropathogenes (UPEC) » (Habib,
2012), qui possédent de nombreux facteurs de virulence, tels que : flagelle, curli, fimbriae P,
fimbriae de type 1, hémolysine, aérobactine, adhésine, etc... (Fanthou, 2016) qui lui
permettent de coloniser les surfaces muqueuses de I'hote, de blesser et d'envahir les tissus, de
surmonter les mécanismes de défense de I'h6te et d'inciter une réponse inflammatoire (Soto,
2007). De plus, des études épidémiologiques ont montrés que les souches d’E.coli possédant
des fimbriae P sont majoritairement a 1’origine du développement de 90 % des pyélonéphrites
en pédiatrie (Ronald, 2002). Leur migration le long des voies urinaires en dépit du flux urinaire
requiert I’attachement de structures spécifiques bactériennes ou fimbriae sur des récepteurs a la
surface des cellules épithéliales (Bingen, 1998). Non seulement celles-ci possedent différents
facteurs de virulence mais elles ont aussi la capacité de former un biofilm sur la paroi vésicale
(Mulvey, 2001) qui peut étre considérée comme un autre déterminant pathogéne, ce qui permet

aux souches de persister longtemps dans les voies génito-urinaires (Soto, 2011).
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6.3. Enterobacter cloacae

Enterobacter cloacae est un germe commensal chez ’homme présent au niveau de la flore
normale du tractus gastro- intestinal. Il est capable de passer a 1’état pathogeéne opportuniste
essentiellement chez les patients ayant une défense immunitaire faible. Il représente environ
7% des microorganismes responsable d’infections chez les patients hospitalisés et plus
particulierement ceux traités par antibiotiques ainsi que ceux en unités de soins intensifs (USI)
[(Guérin, 2015) ; (Boudjemaa, 2015)]. C’est I’un des pathogénes entériques nosocomiaux
importants qui causent des infections liées au biofilm telles que les infections des voies urinaires
associees au cathéter et les infections des voies biliaires. La formation et la morphologie de
biofilm chez cette espece est due a la présence des genes csgBAC. Ainsi une classe de protéines
extracellulaires appelées curli, fimbriae sont impliquées (Kim, 2012), lesquelles peut se fixer &
de nombreuses protéines de leur hote et ainsi favoriser leur expansion (Olsen, 1993). En 2012,
Kremer et al ont décrit un clone d’Enterobacter cloacae responsable d’une épidémie en
Allemagne porteur d’un plasmide de type IncHI codant pour des genes (sil) impliqués dans la
résistance aux désinfectants a base d’argent (Kremer et Hoffmann, 2012). La conséquence de
la présence de ces genes chez Enterobacter peut favoriser sa dissémination dans

I’environnement hospitalier et potentiellement au sein de leur hote (Guérin, 2015) (figure 15).

Figure 12 : Analyse au microscope électronique a balayage (MEB) de biofilms produits sur les
lamelles en plastique par des isolats cliniques d'E. Cloacae apres incubation 37 ° C pendant 48h
a un grossissement de 1 000 x (a), 5 000 x (b), 10 000 x (c) et 15 000 x (d) (Kim, 2012).
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6.4. Pseudomonas aeruginosa

P. aeruginosa est 1’espéce type la plus importante du genre Pseudomonas qui représente a lui
seul 90% des bactéries de ce groupe isolées en clinique humaine (Nyaledome, 2016). Le
troisieme principal agent des infections nosocomiales, juste aprés Escherichia coli et
Staphylococcus aureus (Sefraoui, 2015). C’est un germe ubiquitaire, vivant dans les sols et en
milieu humide (éviers, robinets et bouchons), fréquent en milieu hospitalier, entrainant
I'apparition de véritables souches d'hopital. Il peut survivre dans de I'eau distillée ou salée, voire
se développer dans certaines solutions antiseptiques ou antibiotiques. L’exploration
instrumentale lors d’examens médicaux (cathéter veineux, sondes, endoscopies) favorise la
pénétration de ce germe dans I’organisme (Touhami, 2017). Il est considéré comme un micro-
organisme opportuniste dont la pathogeénicité est multifactorielle et de régulation complexe. Il
constitue un important pathogene nosocomial et hospitalier responsable d’infections aigués et
chroniques de localisations diverses et fréiguemment impliqué dans les infections en biofilm
[(Kerr et Snelling, 2009) ; (Moradali et al., 2017)] comme par exemple, les infections des
voies urinaires et des voies respiratoires (You Essoh, 2013). La formation de biofilm chez cette
espece dépend de structures bactériennes impliquant dans la mobilité des bactéries, les pili,
flagelles et fimbriae. De plus, la matrice extracellulaire qui englobe tois exopolysaccharides
contribuent particulierement au développement et au maintien de la structure tridimensionnelle

du biofilm en favorisant les interactions cellule-cellule (Soares, 2019) (figure 16).

Figure 13 : formation de biofilm par Pseudomonas aeruginosa au niveau d’une sonde urinaire
(Mittal et al., 2009) .
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6.5. Staphylococcus aureus

S. aureus est responsable de nombreux types d’infections chez ’homme et compte parmi les
agents pathogenes les plus souvent isolés des infections hospitaliéres et communautaires
(Bissingou, 2019). La pathogénicité de cette espece est surtout reliée a 1’expression de facteurs
de virulence. En plus de facteurs structuraux, il a en effet la capacité de sécréter, apres invasion,
des facteurs d’adhésion, des toxines ou encore des enzymes (Rebiahi, 2012).Cette pathogénie
de l'infection & Staphylococcus aureus commence par la fixation de ce microbe sur la peau et
les muqueuses. Ces sites comprennent des surfaces revétues de fibronectine, de cellules

endothéliales et de cellules épithéliales nasales (Khadir, 2014).

Staphylococcus aureus est capable d’exprimer de nombreuses protéines qui vont permettre
I’adhésion qui représente la deuxieme étape de la formation du biofilm. Ces adhésines sont
regroupées sous 1’appellation de MSCRAMMs pour Microbial Surface Components
Recognizing Adhesive Matrix Molecules, elles ont la capacité de lier de nombreuses protéines
humaines comme la fibronectine ou le fibrinogene ce qui permet a S. aureus de se lier de

maniere covalente aux surfaces biotiques (Guillaume, 2014) (figure 17, figure 18).

s ‘o
T4 3‘-‘

Figure 14 : Biofilm de Staphylococcus spp. a la surface d’un implant médical. Image obtenue
par microscopie confocale (Chalvet De Rochemonteix ,2009).
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Figure 15 : Images obtenues par microscope électroniques de cellules de S. aureus adhérentes

et format des biofilms chez I’hdte sur valves cardiaques (2 gauche) un tube endotrachéal (a
droite) (Oubekka, 2012).

—
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Chapitre 111 : traitement des biofilm par les plantes médicinales

1. Cinnamomum zeylanicum

1.1. Nomenclature

Cinnamomum zeylanicum est également connue sous le nom de cannelle de Ceylan ou «vraie
cannelle». Son nom latin est : Cinnamomum zeylanicum Nees, synonymes Cinnamomum verum
Presl., Cinnamomum aromaticum J.Grah. On trouve aussi sous le nom de Kurundu [(Edet,
2004) ; (Ranasinghe et Galappaththy, 2016)]. Elle connue en arabe sous le nom « El Qarfa »
(El Azzouzi et Zidane, 2015).

1.2. Description botanique

C. zeylanicum est un arbre et arbuste tropical, peut atteindre 8 a 17 métres de haut. Il posséde
des propriétés aromatiques a la fois dans les feuilles, 1’écorce et les racines desquelles peuvent
étre extraites les huiles essentielles. Les fleurs sont de petite taille, généralement vert jaunatre
ou blanchatre, en panicules. Ensuite, les feuilles de Cinnamomum sont tres aromatiques, du fait
de la présence d’huiles et de mucilages dans 1’épiderme. Elles sont typiquement trinervées,
souvent elliptiques et peuvent étre opposées ou alternes, ayant une couleur vert jaune, avant de
devenir a maturation complete, verte brillante. Le fruit est de couleur bleu-noir & mésocarpe
mince, charnu et endocarpe mince, dont la floraison est en janvier et les fruits mdrissent 6 mois
plus tard. L'écorce du tronc, rugueuse et épaisse, est d'abord verdatre puis devient grisatre a
I’extérieur et brun rougeatre a ’intérieur [(Edet, 2004) ; (Hoff et al., 2017)] (figure 19).

Figure 16 : les différentes parties de Cinnamomum zeylanicum : (A) : Lécorce, (B) : Fleurs,
(C) : fleurs et fruits (Barbier, 2014).
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1.3. Usages thérapeutiques

La poudre de I’écorce, en infusion, est indiquée dans le traitement des maladies de foie et la
décoction de 1’écorce, est administrée contre les douleurs menstruelles (EI Azzouzi et Zidane,
2015). Ainsi, I'huile essentielle de cannelle écorce a des propriétés antibactériennes tres
puissantes a tres large spectre, antivirales, antifongiques et antiparasitaires dont le
cinnamaldéhyde fait partie des aldéhydes les plus actifs contre les bactéries Gram positives et
Gram negatives (Barbier, 2014).

2. Lavandula officinalis

2.1. Nomenclature

La lavande est le terme, qui vient du mot latin "lavare” qui signifie "se laver" (Menaceur,
2015). Son nom latin est Lavandula angustifolia L. ou L. officinalis Chaix = L. vera DC. Elle

connue en arabe sous le nom de «Khezama» [(Elharas et al., 2013) ; (Benyagoub et al., 2014)].

Noms vulgaires : Lavande vraie, Lavande officinale, Lavande fine, Lavande commune,
Lavande femelle, Nard d’Italie, Faux Nard, Garde robes (Belmont, 2013).

2.2 Description botanique

Lavandula officinalis ou encore lavande vraie, est une plante herbacée vivace de la famille des
Lamiacées, étant I'une des plantes aromatiques et medicinales les plus appréciées au monde
(Babaee Khalajee et al., 2017). Elle pousse a 1’état sauvage, sur les terres rocailleux et
ensoleillés et s’adapte bien aux hivers plus froids des régions tempérées si le sol est bien drainé.
La floraison s’épanouit de Juillet 2 Aout, en dégageant un parfum agréable, frais, 1éger et fleuri

(Vialard, 2008) (figure 20).
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Lavandula
angustifolia
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Figure 17 : (A) les feuilles (Grand, 2009), (B) Les fruits (Anonyme) de Lavandula officinalis.
2.3 Usages thérapeutiques

Les fleurs et les huiles essentielles de lavande sont principalement utilisées dans les industries
des cosmeétiques et des soins personnels (Sadraei et al., 2019). Cette belle plante est
couramment utilisée de nos jours dans les parfums, les savons, bain et les poudres de talc, les
bougies et les parfums. De petites quantités sont parfois utilisées pour aromatiser les thés et les
aliments (Chu, Kemper, 2001). Elle est utilisée aussi dans les médecines traditionnelles et dans
différentes parties du monde pour le traitement des troubles gastro-intestinaux, nerveux et
rhumatismaux (Hajhashemi et al., 2003). En médecine arabe, la lavande est utilisée pour le
traitement des maux d'estomac et des problémes rénaux. Dans les recherches pharmacologiques
et biologiques, les extraits, les fractions et les huiles essentielles de L. angustifolia auraient des
effets relaxants, hypnotiques, anticonvulsivants, antioxydants, anesthésiques locaux (Sadraei
et al., 2019). De plus, elle est employée comme expectorant, antispasmodique, désinfectant des
plaies, contre les problémes dermiques, posséde des propriétés antimicrobiennes et anti-
carcinogenes, sédatif, antidépresseur, antioxydant, antiinflammatoire et insecticide
(Boughendjioua, 2017).

3. Zingiber officinale Roscoe

3.1. Nomenclature
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Le nom Zingiber officinale et sa traduction francaise « gingembre » proviennent du mot sanskrit
shringavera, qui signifie « en forme de bois de cerf », en allusion a la forme des jeunes pousses

sortant de son rhizome (Butin, 2018).

Apparait ensuite le nom grec ziggiberis, qui découlerait du nom arabe zangabil. Le terme latin
zingiber apparait plus tard, et est a I’origine du nom de genre botanique Zingiber. Il est adapté
en vieux frangais en « gingibre », pour finalement s’écrire « gingembre » a partir du XIlle siecle

(Butin, 2018).

Le gingembre ou rhizome de Zingiber officinale roscoe, est I’une des épices les plus prisées
mondialement du fait de son caractére aromatique et de son acreté (N’GG et al., 2004) . Il a
une saveur légérement épicée, savoureuse et rhizome peut étre utilisé comme l'un des

ingrédients de la médecine traditionnelle (Khuriati et al., 2018).

On le retrouve présent dans le Coran sourate « Gesi¥» 1 versets 17 ... Leal e OIS LulS b ) sy
Juai (17)..

3.2 .Usages thérapeutiques

Le Zingiber officinale est largement utilisé comme ingrédient dans les industries alimentaires,
pharmaceutiques, cosmétiques et autres. Les propriétés médicinales ont été principalement

utilisées pour traiter les symptdémes de vomissements, de diarrhée, d'étourdissements, de vision

trouble, de dyspepsie, de tremblements, de diminution de la température corporelle et
d'hypertension artérielle (S A- N guanpuag et al., 2011). Il est utilisé traditionnellement pour
traiter le rhume, les céphalées, les troubles musculaires et rhumatismaux (Mostafa, 2018). Il
est utilisé depuis des siecles pour lutter contre les infections. Les composés de gingembre sont
actifs contre une forme de diarrhée qui est la principale cause de décés infantile dans les pays
en développement (Sebiomo et al., 2011). Il stimule les centres vasomoteur et respiratoire ainsi
que la fonction cardiaque. Il aurait une action benéfique sur la migraine et aurait des effets anti-
hyperlipémiant (in vivo) (Nicolas, 2012). 1l est également actif sur les déséquilibres du Vata :
ballonnements, gaz, douleurs abdominales, mais aussi douleurs articulaires. Enfin, ses
propriétés vasodilatatrices et antitoxines permettent de maintenir un feu digestif efficace, et
donc un bon fonctionnement de I’organisme.il possede également de nombreuses actions au
niveau du tube digestif : a la fois spasmolytique, carminatif et protecteur gastrique, il est aussi
et surtout employé contre les nausées et vomissements, causés aussi bien par le mal des

transports (les marins chinois machaient son rhizome afin de prévenir la cinétose) (Butin,
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2018). 1l a éte utilisé en médecine ayurvedique et chinoise pour le traitement de lI'asthme, du
diabéte, des nausées et de la douleur. Aux Etats-Unis, 38% des adultes utilisent des traitements
médicaux complémentaires et alternatifs (CAM), souvent pour améliorer ou traiter les troubles
musculo-squelettiques et autres douleurs (Black et al., 2010). Il possede u e activité
antimicrobienne contre Mycobacterium avium et Mycobacterium tuberculosis par leur
composant : 10-gingerol.il est active également sur Aspergillus qui sont productrice des
aflatoxines (Singh et Singh, 2019).

Le gingembre possede de multiple activités biologique 1l a une activité antioxydant,
anticancéreuse, antiobeisité, neuroprotective, protege le systeme cardiovasculaire et le systéeme
respiratoire (Mao et al., 2019). Il Inhibe de la biosynthese des prostaglandines et leucotriénes

ce qui augmentant ainsi l'aspect anti-ulcéreux et anti- inflammatoire (Faivre et al., 2006).
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Partie

expeérimentale



1. Lieu d’étude
Ce travail a été réalisé au laboratoire de Microbiologie Appliquée a I’ Agroalimentaire, au
Biomédical et a I’Environnement (LAMAABE) de I’Université Abou- Bekr Bel kaid-Tlemcen.
2. Prélévements

Les sondes ont été collectées au niveau de service de réanimation, Traumatologie et Chirurgie
du CHU de Tlemcen, sur une période allant du 23/02/2020 au 01/03/2020.

Les sondes ont été soigneusement prélevées dans des conditions d’asepsie, placées
individuellement dans des tubes en verre stériles. Les échantillons sont transportés au

laboratoire en glaciére et leurs analyse a été aussi rapide que possible (tableau 03).

Tableau 02 : Préléevement des sondes urinaires.

Services Patients / L age La durée Maladies /sous
d’hospitalisation traitement
Réanimation Femme / 19 ans 3 jours Diabétique, choc

septique, résistance

aux antibiotiques

Femme /53 ans 5 jours Aucune maladie
Homme / 22 ans / Tienam, amiklin
Homme / 32 ans / Ertapénéme/amiklin
Traumatologie Femme / 61 ans 5 jours Aucunes maladies
Femme / 61 ans 15 jours céphacédine
Femme / 86 ans 5 jours céphacédine
Homme / 59 ans / Aucune maladie
Chirurgie A Homme / 47 2 jours Aucune maladie
Homme / 49 2 jours Aucune maladie
Homme / 50 5 jours Aucune maladie

3. Ensemencement et isolement
Durant une période de 3semaines, 10 sondes urinaires ont été soigneusement prélevés de
patients hospitalisés plus de 48heures aux services de réanimation du CHU de Tlemcen, dans
des conditions d’asepsies.
Selon la technique quantitative de Brun Buisson, (1987). L’extrémité distale est coupée puis

mise dans un tube contenant Sml de sérum physiologique. Apres un traitement avec ['ultrason
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et un passage au vortex pendant Iminute, un volume de 0,1ml est ensemencé par étalement en
surface sur les milieux sélectifs suivants :

e Mac Conkey : est un milieu d'isolement ordinaire, lactosé et sé¢lectif des bacilles a Gram
négatif non exigeants. Le désoxycholate de sodium et le cristal violet inhibe la
croissance des bactéries a Gram positif.

e Chapman : La gélose Chapman est le milieu sélectif des bactéries halophiles et plus
particulierement fermentant le mannitol. C'est un milieu semi-synthétique. Il est utilisé
pour l'isolement des Staphylocoques

e Cetrimide : La gélose au cetrimide est utilisée pour I’isolement et 1’identification de
Pseudomonas aeruginosa. Le cétrimide est un ammonium quaternaire qui inhibe la
croissance de la plupart des autres especes bactériennes. Pseudomonas aeruginosa

colore ce milieu en bleu-vert par production de pyocyanine.
4. Identification

L’identification des souches est controlée apres vérification de leur pureté par :

» L’étude des caractéres macroscopiques (aspects des colonies sur milieux gélosés)

» L’¢étude des caractéres microscopiques (forme des colonies, mobilité, coloration de

Gram)
» ldentification par galerie API 20 E et API Staph :

La galerie API est un systéme standardisé pour l'identification des Enterobacteriaceae et autres
bacilles a Gram négatif et les staphylocoques, elle comporte 20 microtubes contenant des
substrats déshydratés. Les microtubes sont inoculés avec une suspension bactérienne qui
reconstitue les tests. Les réactions produites pendant la période d'incubation se traduisent par
des virages colorés spontanés ou révélés par I'addition de réactifs. La lecture de ces réactions
se fait a l'aide du Tableau de Lecture et 1'identification est obtenue a l'aide du Catalogue

Analytique ou d'un logiciel d'identification (Biomérieux, 2010).

» Test d’oxydase : La recherche d'oxydase est une technique d'identification
en bactériologie concernant les bactéries a gram négatif. Les bactéries possédant
'enzyme oxydase peuvent oxyder le N- diméthyl- paraphénylene diamine, ce qui donne
des produits violacés.

» Test de coagulase : La coagulase ou staphylocoagulase est une enzyme capable de faire

coaguler le plasma sanguin. La mise en évidence d'une activité coagulase libre chez une
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souche de Staphylococcus est un des critéres d'identification de Staphylococcus
aureus en médecine humaine. Dans un tube a hémolyse stérile :
e Verser 0,5 ml de bouillon cceur-cervelle ;
e Verser 0,5 ml de plasma oxalaté ;
e Homogénéiser et incuber a 35 - 37 °C.
5. Conservation des souches
Toutes les souches identifiées sont conservees en double réplique :

Gélose nutritive inclinée : c’est une technique de conservation a court terme. Une fois que les
tubes sont ensemencés et placer dans I’étuve a 37°C pendant 24h, ils sont conservés dans le
réfrigérateur a 4°C. La vitalité de la souche se maintient pendant des durées variables, selon la
température et I'espéce microbienne.

Le glycérol : c’est une technique de conservation a long terme. Elle consiste a 1’ajout du
glycérol aux suspensions bactériennes. Le glycérol est un cryoprotecteur permettant d’éviter au
maximum les altérations cellulaires dues au refroidissement.

6. Evaluation de la formation du biofilm in vitro
6.1. Méthode de plaque de culture de tissus (TCP)
Le test TCP décrit par O'Toole et al., (2000) permet une évaluation quantitative de la formation
du biofilm. A partir d’une culture de 24 heures dans le milieu TSB, les puits d’une microplaque
de 96 puits (polystyréne) sont inoculés avec150 pL de la suspension bactérienne ajustée a une
DO de 0,1. Les microplaques sont incubées pendant 24 heures a 37°C. Les puits sont lavés trois
fois avec I’eau distillée stérile afin d'éliminer les bactéries libres (planctoniques). Les biofilms
formés par 1’adhérence des organismes sessiles sont colorés avec du cristal violet (0,1%)
pendant 15 min. L'exces de colorant est ensuite rincé par un lavage en profondeur avec de I'eau
distillée et les plaques sont laissées pour le séchage pendant quelque minute. les microplaques
sont ensuite remplis avec 150 uL. d’une solution d’éthanol (95%) afin d’évaluer I’importance
de la coloration du biofilm (Stepanovic et al., 2000).
6.1.1. Lecture

La classification des résultats obtenus présente sur la base du DO témoin. Les souches ont été
classées comme suit : DO < DOt (Témoin) : non formatrice du biofilm. DOt x 2 < DO <DOt x
4 : Modérément formatrice du biofilm. DOt x 4 < DO : Fortement formatrice du biofilm

(Christensen et al., 1985).
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Partie Il : Matériel et méthodes

6.2. Détection de la production de slime sur milieu Rouge Congo Agar (RCA)
Cette technique qualitative consiste a I’ensemencement des souches testées pour leurs capacité
a produire un biofilm sur milieu Rouge Congo (Chaieb et al, 2005). C’est une méthode
indirecte qui permet de distinguer entre les souches productrices de slime de celles qui n’en
produisent pas, en se basant sur la composition de la couleur de leurs colonies.
Les souches sont ensemencées par stries en surface du milieu Rouge Congo coulé en boites
pétri et incubé a 37° pendant 24h a 48h (Mathur et al., 2006).
Evaluation de couleur des colonies, selon Satorres et Alcaraz en 2007, les colonies des souches
non productrices sont de couleur rose rouges tandis que celle qui ont la capacité a produire un
slime sont de couleur noires a surface ou presque noire (Nasr ef al., 2012).
Les colonies des souches de phénotype variable donnaient des colonies a centre noir et & contour
rouge a centre rouge et a contour noir (Touati et al., 2007).

6.3. La méthode en tube (TM)
C’est une technique qui permet une évaluation qualitative de la formation du biofilm décrite
par Christensen et al., (1982).
A partir d’une boite de culture 18-24 heures, ensemencer une colonie dans 10 mL de BHIB
supplémenté de 2% de saccharose puis incube a 37°C pendant 24 h. Les tubes ont été lavés avec
du PBS (pH=7,3) puis séchés. Chaque tube a été ensuite coloré par le cristal violet (0,1%)
pendant 15 minutes. L’exces de colorant a été enlevé et les tubes ont été lavés avec de 1’eau
distillée, puis séchés en position renversée (Mathur et al., 2006).

6.3.1. Lecture

La formation du biofilm est considérée comme positive quand un film visible double et recouvre
le mur et le bas du tube. La formation d’un anneau a I’interface liquide n’est pas indicative de
la formation du biofilm. La formation de biofilms est notée comme de 0 pour absent, + pour

modéré et +++ pour fort (Stepanovic ez al., 2000).

7. Activité anti biofilm d’Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae,

Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus
Des morceaux de 1 cm2 de sondes urinaires préparés et stérilisés sont mis dans des tubes
contenant 1ml de la suspension bactérien a une DO de 0.1 et 1ml des substances de huile de
Lavandula officinalis, Cinnamomum zeylanicum et Zingiber officinale Roscoe a des
concentrations de 50%, 40%, 30% et 10% dilu¢ dans le diméthylsulfoxyde (DMSO) (Ugur et
al., 2016) puis incubés a 37°C pendant 24H. Les morceaux sont récupérés, lavés abondamment

a I’eau distillée stérile puis placés dans Iml de 1’eau physiologique. La sonication est effectuée
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3 fois a I’aide de I’ultrason model WiseClean WUC-DO06H pendant Smin intercalée par un
passage de 20sec au vortex. Une série de dilutions est effectuée pour chaque échantillon, puis
ensemencée sur gélose de Mac Conkey. Le dénombrement des colonies est réalisé apres 24h
d’incubation a 37°C.

8. L’effet de quelques huiles essentielles sur un biofilm préformé

Apres la formation du biofilm sur des morceaux de sonde urinaire (Des coupes de 1ecm2 sont
introduites dans des tubes contenant ImL d’une suspension bactérienne de chaque souche
ajustée a une DO=600 de 0,1 puis incubés a 37°C pendant 24H). Les supports sont récupérés,
lavés abondamment a I’eau distillée stérile et placés dans des tubes contenant de substance
d’huiles de la Lavandula officinalis, Cinnamomum zeylanicum et Zingiber officinale Roscoe
des concentrations de 50% 30% 20% et 10% dilué dans le DMSO, puis incubés a 37°C pendant
24h. Apres I’incubation, les morceaux sont rincés, traités par passage successif sur ’ultrason et
vortex pour détacher les bactéries adhérées sur le morceau de la sonde. Une série de dilutions
est effectuée pour chaque échantillon, puis un ensemencement sur gélose de cétrimide. Le

dénombrement des colonies est réalisé aprés 24h d’incubation a 37°.
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1. Prélevements

Durant une période d’un mois, un total de 11 prélévements de sondes urinaires a été recueilli
chez 11 patients hospitalisés plus de 48 heures dans trois services, le service de réanimation, de
chirurgie et de traumatologie du CHU de Tlemcen (Algérie) (figure 18).

B réanimation  ® Traumatologie u chirurgie A

Figure 18 : Répartition des prélevements selon les services.

2. ldentification des souches
2.1. Aspect macroscopique

L’aspect macroscopique des souches isolées de sondes urinaires est regroupé dans le tableau 4.




Tableau 03 : Résultats de 1’aspect macroscopique de 05 souches bactériens isolées des sondes

urinaires.

Souches Milieu L’aspect macroscopique

bactériennes d’identification

Klebsiella Mac Conkey Toutes les souches de

pneumoniae K. pneumoniae
présentent les
caractéres  généraux
des entérobactéries.
Elles sont cultivées
sur des milieux usuels
non-enrichis.  Apres
24h a 37c°, elles
forment des colonies
arrondies, muqueuses,
généralement
bombées et brillantes
de couleur rose a
rouge brique et de
croissance visqueuse
et confluente.

Enterobacter Mac Conkey Sur gélose Mac

cloacae Conkey, E. cloacae
forme des colonies
rondes avec un
diamétre de 2 8 3 mm
et légérement plates
avec  des  bords

irréguliers.




Escherichia coli

Pseudomonas

aeruginosa

MacConkey

Citrimide

Elle  forme des
colonies  arrondies,
lisses, séches a bords
réguliers, de 2 a3 mm
de  diametre, de
couleur rose caliére

avec un voile violet.

Elle développe de
grandes colonies
plates en tapis a bord
irregulier avec un
pigment bleu-vert
brillant ~ caractérise
cette espece : il est di
a la production de la
pyocyanine (Pigment
bleu spécifique de P.
aeruginosa). De plus,
une odeur
caractéristique de
raisin ou seringa est
souvent présente in

vitro.




Staphylococcus ~ Chapman Aprés 24 a 48h

aureus d’incubation a 37C°
sur la gélose
Chapman, les

colonies se disposent
en amas irréguliers
polyédriques

évoquant I’aspect
caractéristique de
« grappes de raisin ».
elles sont apparues de
petite taille, souvent
pigmentées (Pigment
doré) qui dd a la
fermentation de
mannitol avec le
virage de milieu du

rouge au  jaune

orangé.

2.2. Caractéeres biochimiques par le systeme miniaturisé API

L’identification bactérienne réalisée par galerie API 20 E nous a permis de mettre en évidence
les principaux caractéres biochimiques des souches bactériennes et de caractériser les profils

numériques (les biotypes).
2.2.1. Klebseilla pneumoniae

K. pneumoniae est souvent la cause d’infections urinaires associées aux soins, cette bactérie
possede des pili de type | et |11 responsable de colonisation de la vessie et par conséquence la
formation de biofilm (Zouirchi, 2018). Elle posséde les caractéristiques chimiques suivantes :




Figure 19 : identification de klebsiella pneumoniae par la galerie API 20 E (biotype 5217772).
2.2.2. Escherichia coli

Escherichia coli est la principale espéce bactérienne impliquée dans les infections urinaires

(Lemor ,2006). Elle est caractérisée chimiquement par :

Figure 20 : identification d’Escherichia coli par la galerie API 20 E (biotype 7545532).
2.2.3. Enterobacter cloacae

Enterobacter cloacae est une bactérie pathogéne opportuniste impliquée dans des infections
nosocomiales chez des patients fragilisés : principalement bactériémies, infections respiratoires
et urinaires (Weitz, 2017). Dans cette étude deux biotypes ont été identifié :

Figure 21 : Identification d’Enterobacter cloacae par la galerie API 20 E (biotype 3305573).




Figure 22 : Identification d’Enterobacter cloacae par la galerie API 20 E (biotype 5345532).
2.2.4. Staphylococcus aureus

S. aureus est responsable de nombreux types d’infections chez ’homme et compte parmi les
agents pathogenes les plus souvent isolés des infections hospitalieres et communautaires .elle

est responsable de méningites, des infections respiratoires et urinaires (Bissingou, 2019).

s i
i~ als | N ~\b—-~‘

Figure 23 : Identification de S. aureus par la galerie API Staph (biotype 7715461).
2.3. Reésultat de test Coagulase chez S. aureus

Apreés un temps d’incubation de 01 heure a 37°C de mélange (culture de 24h & 48h de la souche
S. aureus + plasma sanguin) nous avons remarqué 1’apparition d’un caillot qui est observée en

inclinant le tube a 90°C ce qui se traduit par la libération d’enzyme « coagulase ».

Coagulase + Témoin -

Figure 24 : Résultat du test staphylocoagulase.




2.4. Résultat de test Oxydase chez Pseudomonas aeruginosa

La présence d’oxydase se traduit par ’apparition d’une coloration violacée aprés 30 a 50

secondes, puis elle devient noire.

Figure 25 : résultat du test oxydase chez Pseudomonas aeruginosa.

3. Résultat de I’évaluation de la formation de biofilm chez les souches

isolées

les circonstances actuelles( COVID-19) ont empéché la réalisation de cette deuxieme partie
expérimentale qui porte sur I’évaluation de la formation du biofilm in vitro par différentes
techniques, et 1I’étude de ’effet de quelques huiles essentielles sur I’installation du biofilm et
un biofilm préformé. Ce travail reste préliminaire et mérite d'étre reconduis. Pour cela dans
cette partie on va essayer de justifier notre choix de cette étude, en discutant les résultats de

quelques travaux antécédents.

Des méthodes classiques de la détection de la production de biofilm in vitro ont été établies,
telles que la méthode quantitative de la microplaque 96puits et la méthode qualitative du Rouge
Congo et la technique en tube TM (Mathur et al., 2006).

3.1. Laméthode TCP (Technique de microplaque 96 puits)

Plusieurs chercheurs ont étudié la technique en microplaque pour I’évaluation de la formation

du biofilm in vitro.

Gad et al., (2009) ont trouvé que les souches de S. aureus isolées de segments de sondes

urinaires étaient des producteurs de biofilm dont 12 souches (66,7%) étaient fortement

—
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formatrices de biofilms, 3 (16,7%) étaient modeérément productrices et3 (16,7%) étaient

considérés comme faiblement productrices du biofilm.

D’aprés (Kaur et al., 2015), sur 62 souches de Staphylococcus aureus ils ont trouve que 32
(51,61%) étaient fortement formatrices de biofilm, 18 (29.03%) faiblement formatrices et 12

(19,35) non formatrice.

Sur un total de 37 de sondes urinaires prélevés, plusieurs souches ont été isolées, une forte
formation de biofilm a été révélée par E.coli (50%), suivi de Klebsiella pneumoniae (33,3%)
(Deotale et al., 2015).

Une autre étude réalisée par (Mahmood et Abdullah, 2015) dont 17souches (58,8%) souches
de Klebsiella pneumoniae étaient fortement formatrices de biofilm, et 2souches (11,8%)
faiblement formatrice de biofilm et 5souches (29,4%) non formatrice de biofilm. Pour E coli,
parmi 28 isolats ils ont trouvé que 14souches (50%) étaient fortement formatrices de biofilm, 9

(32,1%) faiblement formatrices de biofilm et 5 (17,9%) non formatrices de biofilm.

Selon (Bellifa et al., 2016), La technique TCP a révélé que 69 souches sur 100 (69%) étaient
productrices du biofilm avec une DO comprise entre [0,56 - 2,5] ,21 souches (21%)
modérément formatrices avec une DO comprise entre [0,28 - 0,56], suivi de 10 souches (10%)

faiblement productrices avec une DO allant de 0,15 a 0,28.

Verma et Patil, 2016 ont trouvé a partir de 168 isolats, I’espéce dominante et pathogéne est E
coli qui représente (57%). Sur un total de 96 souches d’ E coli ,56 sont formatrices de biofilm
alors que 40 non formatrices de biofilm. Suivi par Klebsiella pneumoniae dont 30 souches
étaient formatrices de biofilm. Alors que (3%) de souches d’Enterobacter cloacae étaient
formatrices du biofilm. Pseudomonas aeruginosa représente 4 % (7/5) formatrices de biofilm

et 2 non formatrices de biofilm.

Selon (Lobo et al., 2018) parmi 80 isolats de K. pneumoniae 55 (68,75%) étaient formatrices
de biofilm ,19 parmi eux produisent les BLSE (béta-lactamases a spectre étendu). Parmi les
productrices de BLSE, 14 (73,68%) étaient de fortes formatrices de biofilm et 5 (26,31%)

étaient modérément formatrices.

D’aprés (Karigoudar et al., 2019) sur un total de 100 isolats d” E. coli , 49 souches(49%) et
51souches (51%) provenaient respectivement de patients sondés et non sondés. Parmi les 49
(49%) patients sondés, 44 (89,7%) étaient formatrices du biofilm. Ces chercheurs ont trouvés

une corrélation significative entre la production de biofilm et le cathétérisme. De méme
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(Maharjan et al., 2018) ont trouvés qu’Escherichia coli est la plus productrice de biofilm avec
un pourcentage de (33,33%) , Klebsiella pneumoniae ( 30%), Pseudomonas aeruginosa (20%),

et Staphylococcus aureus (10%).

3.2. Evaluation de la formation de biofilm par la méthode RCA

Cette méthode qualitative se base sur le caractere phénotypique des souches ensemencées sur
le milieu Rouge Congo.

D’apres (Kara Terki, 2014) la recherche de la production de slime sur milieu rouge Congo a
révélé que 111 souches sur 200 isolées de sondes urinaires sont productrices de slime, soit
56,8% souches de Staphylococcus aureus, 53,5% souches de Staphylococcus epidermidis et
63.4% souches de Staphylococcus saprophyticus. Ces résultats se concordent avec ceux
retrouvés par Arciola et al., 2001 ou la production de slime est beaucoup plus importante chez
les S.aureus (60.8%).

Ponnusamy et al., 2012 ont trouve que parmi 100 souches d'E. Coli isolées de 166 échantillons
d’urine de patients hospitalisés a Coimbatore et I’Inde de sud, 23 souches (23%) se sont révélées
tres productrices du biofilm, 37 souches (37%) se sont révélées modérément productrices et 40
souches (40%) étaient faiblement productrices.

Pour P. aeruginosa, Sambyal et al., 2017 ont trouvé que sur 142 isolats de P. aeruginosa, 81
souches sont productrices de biofilm (57.04%) alors que 61 souches étaient non productrices
de biofilm (42,9%).

Donc la formation de biofilms est une stratégie importante utilisée par de nombreuses bactéries
pour survivre a l'exposition aux composés antimicrobiens et aux réponses immunitaires de
I'néte (EI-Ganiny et al., 2017 ; Jabalameli et al., 2012) grace a une substance polymeére
extracellulaire (EPS) qui est la principale matrice de biofilm sécrétée par les bactéries (Hou et
al., 2012).

Le biofilm pose un probléme de santé publique surtout pour les personnes qui ont besoin de

dispositifs médicaux a demeure (Niveditha et al., 2012).

3.3. Evaluation de la formation de biofilm par la méthode TM

Selon (Karigoudar et al., 2019), parmi les 100 isolats d’E. coli, 49 (49%) souches provenaient
de patients sondés étaient productrice du biofilm par la méthode en tube. Ce résultat est en

accord avec celle rapporté par Umamageswari et Priya, 2019 qui ont étudié 180 souches d’E.
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coli isolées a partir de patients sondés et non sondés pour mettre en évidence leurs capacité a
produire de biofilm par la méthode en tube, les 80 souches provenaient de patients sondés

étaient des productrices de biofilm et 20 étaient non productrices du biofilm.

La méthode TCP détecte mieux les bactéries productrices de biofilm par rapport d’autres
méthodes, et plus précisément celle du Rouge Congo agar. C’est une technique pratique et
économique pour I’identification des facteurs et des conditions de cultures optimales pour la

formation du biofilm (Castro et al., 2013).

4. Résultats de DPeffet de quelques huiles essentielles sur un biofilm
préformé

4.1. Lavandula officinalis

Selon (Chaouche et al., 2018) les résultats expérimentaux montrent que les huiles essentiels de
Lavandula officinalis inhibent les biofilms (4gé de 24 heures) formés par Klebseilla

pneumoniae a une concentration de 1/4 et les polyphénols sont actifs a partir de 7.5 mg/ml.

Chez S. aureus et E. coli, Budzynska et al., 2011 ont montrés que la concentration minimale
d'éradication du biofilm de deux composés (Linalyl acetate et linalool) et I’huile essentielle de
Lavandula officinalis entrainant une réduction >90% de I'activité métabolique de la biomasse,

mesurée apres 4 ou 24 h d'application de composeés sur la culture de biofilm

4.2. Cinnamomum zeylanicum

Chez K. pneumoniae, Sweedan, 2018 a montré que I'extrait d'écorce de C. zeylanicum a une
bonne activité contre la production de biofilm chez cette espéce avec des différences
significatives (p < 0.05). De plus Sambyal et al., 2017 ont montré que parmi 40 isolats de S.
aureus, 24 souches sont sensibles a I’huile de Cinnamomum zeylanicum et 16 souches (66.66%)

étaient résistantes.

Plusieurs chercheurs ont conclu que l'activité antibactérienne de cet extrait d'écorce
méthanolique de cannelle pourrait é&tre utilisée dans le traitement des maladies infectieuses

induites par des bactéries (Keskin et Toroglu, 2011).

D'un autre c6té, ces résultats ne concordent pas avec les résultats de (AL Shahwany et al.,
2016) qui ont rapportés que I'extrait phénolique de cannelle n'avait pas d'activité antibiofilm
contre K. pneumoniae et S. aureus, cela peut étre attribué au fait que (AL Shahwany et al.,

2016) utilisé des concentrations d'extrait de plante inférieures a celles utilisées dans I’ étude

([ 4 )
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précédente , ou peut-étre di a 1’utilisation d’un autre solvant pour I’extraction, ce qui a conduit
a des résultats différents. Le type de solvant utilisé pour extraire les herbes et les épices semble

avoir un impact majeur sur leur activité antimicrobienne.

Ensuite pour P. aeruginosa et E. coli, Kim et al., 2015 ont montré que I'huile d'écorce de
cannelle a inhibé la formation de biofilm de P. aeruginosa dans les microplaques de polystyréne
a 96 puits. Plus précisément, I'huile d'écorce de cannelle a 0,05% a diminué la formation de
biofilm chez P. aeruginosa de 96%. Ces résultats suggérent que le cinnamaldéhyde, qui
composait environ 65% d'huile d'écorce de cannelle, était largement responsable de son activité
antibiofilm. Par contre, L'huile d'écorce de cannelle, le cinnamaldéhyde et I'eugénol ont inhibé
la formation de biofilm chez E. coli entérohémorragique (EHEC) en fonction de la dose,

contrairement au limonéne, au linalol et a I'a-pinene.

Dans la méme étude et a 1’aide de Confocal laser microscopy (CLM) Kim et al., 2015 ont
confirmé que I'huile d'écorce de cannelle, le cinnamaldéhyde et I'eugénol ont clairement réduit
la production de fimbriae, qui sont importants pour la formation du biofilm chez EHEC.

Ces résultats concordent avec celle rapporté par Condo et al., 2020 qui ont observé une
réduction significative de la DO a 570 nm pour des biofilms matures de 18, 24, 48, 72 heures
chez E. coli, contrairement au P. aeruginosa et K. pneumoniae dont I’ 'activité de I'huile

essentiel (HE) n'a été observée que sur le biofilm mature de 72 heures.

Amalaradjou et al., 2011 ont montré que le trans-cannamaldéhyde (composon de la cannelle)
a inhibé la formation de biofilm chez Escherichia coli uropathogéne (UPEC) isolé des
cathéters. Dans une autre étude menée par les mémes chercheurs en 2010, le
transcinnamaldéhyde a permis de prévenir les facteurs de virulence des cellules uro-épithéliales
en régulant les genes de formation du biofilm. Ces résultats ont montré que le trans-

cinnamaldéhyde peut étre utilise comme antibactérien pour les infections urinaires.

4.3.  Zingiber officinale

L’étude réalisée par (Bezalwar et Shuddhalwar, 2013) a montré que 1’extrait éthanolique de
Zingiber officinale présente une activité anti-biofilm maximum contre P. aeruginosa par

I’inhibition du quorum sensing.

Selon (Kumar et al., 2013), L'effet de Zingiber officinale et de la ciprofloxacine a été déterminé
sur des biofilms de 1 a 7 jours. Zingiber officinale et la ciprofloxacine ont pu éradiquer

efficacement les biofilms formé du 1 au 3éme jour ce qui indique que Zingiber officinale a une

[ 7]



activité anti biofilm puissante et peut offrir une stratégie pour réduire le développement du
biofilm. Zingiber officinale peut inhiber ou retarder le processus de biofilm. La ciprofloxacine
pourrait pénétrer plus facilement dans les biofilms, est donc devenu plus efficace pour éradiquer
les biofilms de P.aeruginosa.

Selon (Aghazadeh et al., 2016) les taux les plus faibles de I’extrait de gingembre a un effet

anti-biofilm contre K. pneumoniae, S. aureus, P. aeruginosa et E. coli respectivement.

(Das et al., 2019) ont montré que I’huile essentielle de gingembre possédent un pourcentage

plus élevé d'inhibition de biofilm contre S. aureus suivi par, K. pneumoniae et E. coli.

Cette activité anti biofilm est due a la présence de terpenes totaux qui représente 99,7% de leur

composition chimique.

Une autre eétude de Hamasalihet et Abdulrahman, 2019) a montré un pourcentage éleve
d'inhibition du biofilm (61,4)% a une concentration de 16% contre Staphylococcus aureus alors

qu'il n'y a aucun effet sur la formation de biofilm aux concentrations 4, 2, 1 et 0,5%.

——
| —
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Cornclusion



L’utilisation des dispositifs médicaux est accompagnée a un risque infectieux, puisque ils
offrent un environnement approprié a la colonisation bactérienne. La physiopathologie de ces
infections est liée principalement a la formation de biofilm, qui est un probleme de santé
publique et qui constitue un facteur de virulence chez de nombreuses especes bactériennes

isolées de dispositifs médicaux.

Suite a I’apparition des bactéries multi-résistantes aux antibiotiques, la phytothérapie a pris une

place dans le monde.

L’objectif de ce travail était I’étude de la formation de biofilm par trois techniques (TCP, TM,
RCA) et de tester I’effet de quelques plantes médicinales sur des bactéries formatrices du

biofilm isolées de sondes urinaires.

A la lumiere de cette étude, nous pouvons dire que le sondage urinaire expose a 1’infection

nosocomiale chez tous les patients étudiés.

Durant une période de 3 semaines 12 souches ont été isolé dont 04 souches d’Enterobacter
cloacae, 02 d’Escherichia coli, 02 de klebsiella pneumoniae, 02 de Pseudomonas aeruginosa

et 02 de staphylococcus aureus.

Les travaux antécédents ont montré que la méthode des microplaques était la plus efficiente et
la mieux indiquée pour une évaluation quantitative de 1’adhésion bactérienne sur une surface

abiotique.

Plusieurs chercheurs ont prouvé une bonne efficacité de Cinnamomum zeylanicum, Lavandula
officinalis et Zingiber officinale contre le biofilm formé par les bactéries uropathogenes soit

seule ou en combinaison avec les antibiotique afin d’élargir leurs activité.
En perspective de ce travail, il serait intéressant de :

v’ Tester leur effet « in vivo »a des fins thérapeutiques ;

v D’approfondir nos connaissances sur le mécanisme d’action afin d’inhiber I’installation
de biofilm ;

v' En outre, fabriquer des médicaments a base huiles essentielles en remplacant les
antibiotiques.
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Annexe 01 : Les milieux de cultures

1. Le milieu de Mac Conkey

Composition théorique (en g/l d’eau distillée).

Peptones bacteriologiqUES..........covrererireiiiiieire e 20 g
SelS DIAINES. ..o 15¢g
Chlorure de SOdiUM........ccceeiiieiiiiece e 59
Lactose 10 ROUGE NEULIE........ccvveriirieiierieeeeee e 0.03g
Cristal VIOIEL..........cooeiieecece e 0.001g¢
A AT o 1359

PHfinal 7,1£0, 2

La préparation : 51.5g par 1L d’eau distillée Stérilisation a 1’autoclave : 15 minutes a 120°C.
2. Le milieu Chapman

Composition :

La formule théorique de ce milieu de culture en g/l d’eau purifiée est :

PEPIONE. ...t 10 g
Extrait de viande de beeuf...........cooovviviiieiiiiie lg
Chlorure de SOdiUM........ccoveiieiice e 759
MaANNTEOL. ... 10¢g
Rouge de phenol............cocooiiiiii e 0.025¢g
N0 T | PR TPRTPR 15¢

PH final: 7.4 £ 0.2

La préparation : 111g par 1L d’eau distillée Stérilisation a 1’autoclave : 15 minutes & 120 °C.



3. Gélose au Cétrimide
Composition :

Ingrédients en grammes par litre d'eau distillée ou déminéralisée.

PEPIONE. ... 20.00 g
Chlorure de magnesium..........ccccovereieinenenee e 1.40¢g
Sulfate dipotasSiQUE.......ccvcveeiereeie e 10.00 g
Cetrimide (cetyltrimethylammonium bromide).................. 0.30¢g
GIYCAIOL....eiee e 10 ml
AT it 13.60¢

PH final 4 25°C : 7.2+ 0.2
La préparation : 389 par 1L d’eau distillée Stérilisation a I’autoclave : 15 minutes & 120°C.

4. Gélose Nutritive (GN)

Composition

PEPLONE.....coeee e 10 g
EXtrait de VIande.........ccoceveiiiiniiicceec e 30
EXtrait de leVUre........ccocovviieii e 30
Chlorure de SOdiUM.........coeiiiiiiiii e 50
AAGAT e 189
pH=7.3+0.2

Stérilisation & 120°C/15 min

La preparation : 289 par 1L I’eau distillée Stérilisation a I’autoclave : 15 minutes a 120°C.



5. Bouillon cceur cervelle (BHIB)

Composition :

EXtrait d€ COBUT......oovuiiiiieiieiie ettt 5.00 g
Extrait de cervelle ... 1250 g
PEPLONE ... 10.00 g
GIUCOSE. ....cveeie ettt 2.00 ¢
Chlorure de SOAIUM .......ccviiiiiice s 5.00¢
Phosphate diSOdIQUE ........cceeveiieiieeiecce e 2509

PH final a 25°C : 7.4 £ 0.2

La préparation : 259 de BHIB par 1L d’eau distillée Stérilisation a I’autoclave : 15 minutes a
120°C.



Annexe 02 : Lecture de la plaque API 20 E

TABLEAU DE LECTURE DE LA GALERIE MINIATURISEE API 20E

Microtube Substrat : Caractire recherché Riviiateur | Lacture. diosots ouindirecte Résultat Résultat +
est (si nécessaire) -
ONPG = Ortho- . :
ONPG Nitro-Phényl- Béta Lecture directe
Galactoside galactosidase
ADH Araini rginine Dihydrolase
L[[J)C L;g::::e B DeE)a; borﬁylas;e Rougede |} o tyre directe
oDe Ormithine mithine Decarboxylase | phénol
CITy | citrate Utilisation du citrate BBT Lecture directe P
y
H,S I:é?jﬂfate e Production d'H,S Felll Lecture directe F
2
URE Urée Uréase Bﬁggglde Lecture directe 9
Lecture inqirecte
Tryptophane
TDA Tryptophane drgsaminase 9
Tryptophanase ou Lecture indirecte
IND Tryptophane production d'indole 9 H
production d'acétoine Lecture indirecte
VP Sgé:;\:gte e (3-hydroxybutanone
Kl gélatinase Particules de ;
@EL| Gélatine chaibon Lecture directe
GA‘FEJ A | Substrat Utilisation de substrats . ()
B carbone carbonés (glucides) BBT Lecture directe
zymogramme (glucide) .
Lecture indirecte
NO, /N, | Nitrates (NO;?) Nitrate réductase




Annexe 03 : Lecture de la plaque APl STAPH

TABLEAU DE LECTURE
QTE RESULTAT
TESTS | COMPOSANTS ACTIFS REACTIONS / ENZYMES
(mgicup) NEGATIF POSITIF
0 Aucun Témoin négatif rouge —
GLU D-glucose 1,56 | (Témoin positif) (D-GLUcose)
FRU D-fructose 14 |acidification (D-FRUctose)
MNE D-mannose 14 |acidification (D-ManNosE)
MAL D-maltose 14 |acidification (MALtose)
LAC " ﬁg;lfm‘?n ) 14 |acidification (LACtose) rouge * jaune
TRE D-tréhalose 1,32 |acidification (D-TREhalose)
MAN D-mannitol 1,36 | acidification (D-MANnitol)
XLT xylitol 14 |acidification (XyLiTol)
MEL D-mélibiose 1,32 |acidification (D-MELibiose)
NIT 1+ NIT 2/10 min
NIT nitrate de potassium 0,08 |Réduction des NiTrates en nitrites incolore-rose pale rouge
ZYM A+ ZYM B /10 min
PAL B-naphtyl phosphate 0,0244 |Phosphatase ALcaline inc:ilglr:i, gg?::;lgsé. Violet
VP 1+VP2/10 min
VP sodium pyruvate 1,904 R‘,rz‘;‘égﬁg?og::fg méthy-carbinol incolore-rose pale violet-rose
RAF D-raffinose 1,56 | acidification (RAFfinose)
XYL D-xylose 1,4 |acidification (XYLose)
SAC D-saccharose 1,32 |acidification (SACcharose) rouge jaune
MDG méth)d-ch-_ 128 acidification {Métnyl-uD-
glucopyranoside ’ Glucopyranoside)
NAG N-acétyl-glucosamine 1,28 | acidification (N-Acétyl-Glucosamine)
ADH L-arginine 1,904 | Arginine DiHydrolase jaune orange-rouge
URE urée 0,76 |[UREase jaune rouge-violet




Résumé

Les biofilms bactériens sont a ’origine de nombreuses infections nosocomiales (IN). Ils peuvent se former sur des tissus vivants comme il se
forme sur des dispositifs médicaux. Ils sont extrémement difficiles a éradiquer dont la capacité potentielle de certaines bactéries uropathogéenes
: Escherichia coli, Klebseilla pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus a former des biofilms, peuvent expliquer leurs

grandes tolérances aux antibiotiques ainsi que leurs survies dans 1’environnement hospitalier.

L’objectif de notre travail vise a étudier par différentes méthodes qualitatives et quantitatives 1’évaluation de la formation de biofilm chez
certaines bactéries uropathogenes isolées de sondes urinaires provenant de patients hospitalisés plus de 48heures au service de réanimation,
Traumatologie et Chirurgie — CHU — Tlemcen, et en deuxiéme lieu on va s’intéresser a tester I’effet anti biofilm des huiles essentielles de trois

plantes médicinales : Lavandula officinalis, Cinnamomum zeylanicum et Zingiber officinale Roscoe.

Compte tenu aux conditions actuelles (COVID-19), la deuxiéme partie n’a pas été réalisé, donc les résultats des travaux antécédents montrent
d’une part que la capacité de souches a former des biofilms est diversifiée en fonction des méthodes utilisés, Technique de microplaque 96
puits (TCP), méthode de rouge Congo agar (CRA) et la méthode en tube (TM). D’autre part, ’huile essentielle et les extraits bruts de
Cinnamomum zeylanicum et Zingiber officinale Roscoe ont révélé une bonne efficacité vis-a-vis des souches formatrices du biofilm, suivi de

Lavandula officinalis.
Mots clés : Biofilm, Sondes urinaires, Bactéries uropathogenes, Cinnamomum zeylanicum, Zingiber officinale Roscoe, Lavandula officinalis.
Abstract

Bacterial biofilms are the cause of many nosocomial infections (IN). They can form on living tissue as it forms on medical devices. They are
extremely difficult to eradicate, the potential capacity of certain uropathogenic bacteria: Escherichia coli, Klebseilla pneumoniae,
Pseudomonas aeruginosa, and Staphylococcus aureus to form biofilms, which can explain their high antibiotic tolerances as well as their

survival in the hospital environment.

The aim of our work is to study by different qualitative and quantitative methods the evaluation of biofilm formation in certain uropathogenic
bacteria isolated from urinary catheters coming from patients hospitalized for more than 48 hours in the service of resuscitation, trauma and
surgery - CHU - Tlemcen, and secondly we will be interested in testing the anti-biofilm effect of the essential oils of three medicinal plants:

Lavandula officinalis, Cinnamomum zeylanicum and Zingiber officinale Roscoe.

Given the current conditions (COVID-19), the second part has not been completed, therefore the results of previous work show on the one
hand that the capacity of strains to form biofilms is diversified according to the methods used, Technique 96-well microplate (TCP), Congo
red agar (CRA) method and the tube method (TM). On the other hand, the essential oil and the extracts of Cinnamomum zeylanicum and

Zingiber officinale Roscoe have shown good efficacy against biofilm-forming strains, followed by Lavandula officinalis.
Key words: Biofilm, urinary catheters, Cinnamomum zeylanicum, Zingiber officinale Roscoe, Lavandula officinalis.
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