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Résumé
Les biofilms sont des communautés structurées de micro-organismes fixées a une surface
biotique ou abiotique grace a la sécrétion d’une matiere exo-polysaccharidique. Ces derniers
semblent étre I’élément clé de nombreuses infections. Malgré la mise en oeuvre de mesures
préventives, les biofilms sont difficiles a éradiquer en raison de leur tolérance caractéristique
a des doses ¢levées d’antibiotiques.
L’objectif de notre travail vise a ¢tudier par différentes méthodes qualitatives et quantitatives
I’évaluation de la formation de biofilm des bactéries isolées de sondes endotrachéales au
niveau de service de réanimation, CHU Tlemcen, et en deuxiéme lieu on va s’intéresser a
tester 1’effet anti biofilm des huiles essentielles de quelques plantes médicinales : lavandula
officinalis et d’Ecalyptusglobulus sur les souches isolées formatrices du biofilm.
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). D’une autre part les
travaux réalisés sur le potentiel antibiofilm des huiles essentielles (HE) de lavandula
officinalis et d’Ecalyptusglobulus sur les souches formatrices de biofilms ont montré une
meilleure activité antibactérienne de 1’huile essentielle d’E. globulus suivie de Lavandula
officinalis. Les derniéres avancées montrent que les HE posseédent un intérét sans équivoque
dans la lutte future contre les biofilms.
Mots clés

Biofilm, dispositifs médicaux, sondes endotrachéales, huiles essentielles.



Abstract
Biofilms are structured communities of microorganisms attached to a biotic or abiotic surface
through the secretion of exo-polysaccharide material. These appear to be the key to many
infections. Despite the implementation of preventive measures, biofilms are difficult to
eradicate due to their characteristic tolerance to high doses of antibiotics.
The objective of our work aims to study by different qualitative and quantitative methods the
evaluation of the biofilm formation of bacteria isolated from endotracheal tubes at the level of
resuscitation service, CHU Tlemcen, and secondly we will be interested in testing the anti
biofilm effect of the essential oils of some medicinal plants: lavandula officinalis and
Ecalyptusglobulus on the isolated strains that form the biofilm.
Given the current conditions (COVID-19), the second part has not been carried out, 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 well microplate (TCP), Congo red
agar (CRA) method. On the other hand, work carried out on the antibiofilm potential of
essential oils (HE) of lavandula officinalis and Ecalyptusglobulus on biofilm-forming strains
has shown better antibacterial activity of essential oil of E. globulus followed by Lavandula
officinalis The latest advances show that HE has an unequivocal interest in the future fight
against biofilms.
Keywords

Biofilm, medical devices, endotracheal tubes, essential oils.



Introduction

Depuis le début de son existence, I’homme se bat pour sa survie dans un environnement ou
la compétition est rude et doit affronter des menaces, bien souvent invisibles a 1’ceil nu,
conférées par de multiples agents infectieux. Pour cela, il est doté d’un systeme immunitaire
dont D’efficacité est redoutable, mais il arrive parfois que ce dernier soit affaibli. Il a été
pendant de nombreuses années admis, a tort, que les microorganismes responsables de ces
infections se présentaient exclusivement sous forme libre et isolés dite planctonique, or, ce
mode de vie ne serait que transitoire et ne correspondrait qu’a 1 % seulement du monde
bactérien en milieu naturel, et que 99% des espéces bactériennes ne vivent individuellement,
mais en communautés complexes adhérant a des surfaces, autrement dit le mode de vie
dominant des bactéries est probablement en biofilm [(Garrett et al., 2008) ; (Medeiros,
2016) ; (Dupin, 2017)].

Les biofilms sont ubiquitaires, ont un impact dans des secteurs trés variés, tel que le
domaine médical (Lagrafeuille, 2016). En effet 60% des infections bactériennes chez
I’homme impliquent des biofilms.

Les ¢épidémies de ces infections bactériennes sont presque toujours associées a la
contamination des dispositifs médicaux (sonde urinaire, sonde endotrachéale, cathéter...)
[(Olivares, 2017) ; (Hajoubi, 2019)]. Parmi les infections les plus courantes a 1’hopital les
pneumopathies acquises sous ventilation mécanique (PAVM) associées aux sondages
endotrachéals. Ces infections représentent aujourd’hui un probléme majeur de santé publique
a I’échelle mondiale, étant responsable d’une lourde morbidit¢ (Hamza, 2010) de mortalité et
de surcolt important, elles restent une préoccupation croissante au niveau de 1’hopital par leur
impact humain.

La thérapeutique des pathologies infecticuses se base principalement sur 'usage des
traitements nettoyants, désinfectants et des médicaments de synthése (antibiotiques,
antifongiques). Si I’élimination des cellules a 1’état planctonique semble satisfaisante, elle est
moindre et non normalis¢ dans le cas des cellules sous forme de biofilm. La prescription , a
grande échelle et parfois inappropriée, de ces agents a entrainé 1’émergence de souches
résistantes ou encore |’apparition de certains effets indésirables et de contre-indications
limitant I’usage de ces médicaments, d’ou I’importance d’orienter les recherches vers de
nouvelles voies et surtout vers des végétaux qui ont toujours constitu¢ une source
d’inspiration de nouvelles thérapeutiques [(kaloustian et hadji Minaglou, 2012) ; (Marwan,

2019)].



Introduction

Connue et appliquée bien avant d’avoir été étudiée, la thérapeutique par les plantes, est
sans doute, aussi ancienne que I’est la maladie, transmise en tous lieux de génération en autre
(Debuige, 1984). Jusqu’a nos jours, en dépit des progres considérables de la chimie, de
L’industrie pharmaceutique et de la médecine, ces plantes n’ont rien perdu de leur
importance. La pharmacie moderne continue a les utiliser comme matiére premicre pour les
préparations de certains médicaments (Bekhechi, 2002).

La pharmacologie utilise ces molécules car elles ont un effet spécifique sur d’autres
organismes, parmi ces substances les huiles essentielles qui caractérisent les plantes
aromatiques et qui ont un champ d’action trés large et une efficacité extraordinaire sur le plan
de la santé (Remmal ez al., 1993).

Afin de mieux connaitre les propriétés antimicrobiennes des huiles essentielles des plantes
médicinales, notre travail va s’intéresser principalement a tester 1’effet des huiles essentielles
de lavandula officinalis et d’Eucalyptus globulus sur 1’inhibition de la formation de biofilms
sur les sondes endotrachéales.

Ce travail est réparti en trois parties principales, a savoir :
Une synthese bibliographique ;
Le matériel et méthodes utilisés ;

Les résultats obtenus ainsi qu’une discussion et en fin une conclusion et perspectives.



Synthése bibliographique

Chapitre 1 : Les Biofilms bactériens

En conditions naturelles, les microorganismes peuvent vivre sous forme libre ou
planctonique, mais le plus souvent sont retrouvés en communautés pluricellulaires, plus ou
moins complexes, a un ou plusieurs types d’organismes. De telles communautés microbiennes
peuvent éventuellement adhérer a une surface. La coexistence de ces microorganismes et leurs
comportements coopératifs entre eux, ont pour effet ’apparition de nouvelles fonctions au
sein de la communauté microbienne. On appelle ces organisations ; des biofilms [(Moons ef
al., 2009) ; (Klein, 2011) ; (Bezoui, 2016) ; (Tasse 2017)].

Le biofilm, une stratégie de survie, permet aux microorganismes de s’installer et de
coloniser un environnement, plutdt que libres et isolés dans le milieu environnemental. En
effet, les transitions entre ces modes de vie mettent en jeu des processus dynamiques et
complexes [(Filloux et Vallet, 2003) ; (Roux et Ghigo, 2006) ; (Klein, 2011)].

Ce mode de vie, dit sessile (a I’opposé de mode de vie planctonique), est retrouvé dans tout
type d’environnement. Il est la principale forme de vie microbienne et la capacité a former un
biofilm est maintenant reconnue comme une caractéristique microbienne universelle, et par
conséquent il est de plus en plus étudie en tant qu’un systéme d’organisation communautaire

pour ces microorganismes [(Tremblay et al., 2014) ; (Medeiros, 2016) ; (Tasse, 2017)].

1. Historique et découverte de biofilm

Dtapres les recherches les plus récentes, les bactéries seraient apparues sur Terre il y a
environ 3,6 milliards d'années, soit bien avant l'apparition de 1‘homme lui-méme, il y a
environ 100 000 années. L'homme ne se doutait pas de I'existence méme des microorganismes
jusqu'au 17eme siecle que le biologiste néerlandais Antoni van Leeuwenhoek (1632-1723) a
développé le premier microscope. Il a visualisé et illustré graphiquement des «animalcules»
(bactéries) trouvées dans sa propre plaque dentaire [(Stickler, 2008) ; (Bezoui, 2016) ;
(Hajoubi, 2019)]. Ces données corrélées a nos connaissances actuelles montrent qu’il
s’agissait d’un biofilm bactérien (Bjarnsholt ez al., 2013).

La théorie du mode de vie des bactéries non pas libres mais adhérées sur une surface fut
avancée par Henrici en 1932 (Henrici, 1936). Il observa sur des lames de verre plongées dans
un aquarium, le développement de bactéries sur la surface des lames. Le lavage sous un
robinet était insuffisant pour décrocher les bactéries. Il constata aussi, que les bactéries étaient
abondantes et diverses. Ses observations des micro-organismes dans 1’eau lui permirent

d’établir une évidence acceptée seulement depuis quelques décennies : les bactéries sont
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majoritairement adhérées sur une surface pour croitre et non libres dans leur environnement
(Henrici, 1933).

Le concept de « biofilm » est né, mais le terme en lui méme n’est pas encore utilisé. En
1943, Claude Zobell, considéré comme le peére de la microbiologie marine, a examiné les
populations marines par microscopie directe et démontra que, dans un récipient rempli de
liquide, les bactéries colonisant les parois sont plus nombreuses que celles en suspension.
ZoBell et Anderson en 1936 ont noté que les bactéries sont généralement plus actives dans les
petits que dans les grands récipients de forme similaire. Etant donné que les petits récipients
présentent une surface relativement plus solide par unité de volume d'eau stockée que les
grands récipients, ils ont conclu que les surfaces solides sont bénéfiques pour les bactéries
dans les solutions nutritives diluées [(Zobell, 1943) ; (Bezoui 2016) ; (Lagrafeuille, 2016)].

Ce résultat ne sera expliqué qu’en 1978 lorsque le microbiologiste John W. Costerton
démontra pour la premiére fois 1’existence des biofilms, en suggérant que ce serait le mode de
vie naturel adopté par la plupart des micro-organismes [(Costerton et al., 1978) ; (Lappin-
Scott et al., 2014)].

Enfin, dans les années 1980, les travaux de William Costerton mettent en évidence que
I’essentiel de la biomasse microbienne est fixée sur des surfaces et constitue des populations
hétérogenes englobées dans une matrice extracellulaire riche en eau, en sucres et en protéines,
présentes dans tous les environnements et associées a des surfaces minérales, végétales
(surfaces des feuilles) ou animales (surfaces des muqueuses, surfaces dentaires etc.), elles sont

appelées biofilms (Roux et Ghigo, 2006).

2. Définition de biofilm

Etymologiquement, le mot vient du grec «bios», la vie, et de I’anglais «film» qui signifie
pellicule. Un biofilm est donc, étymologiquement parlant, « une pellicule de vie » (Jouenne,
2008).

Le biofilm est communément défini comme des populations de microorganismes adhérées
a une surface biotique ou abiotique par D’intermédiaire d'une matrice extracellulaire
autoproduite. Cette matrice extracellulaire prend la forme d’un réseau de structure
tridimensionnelle complexe, composé d’exopolysaccharides, d’ADN extracellulaire, de
protéines et est susceptible de piéger des €léments provenant de I’environnement tel que des
particules inorganiques (Pessereau, 2015).

Les biofilms sont des communautés hétérogénes dynamiques en constant changement

(Hall-Stoodley et Stoodley, 2009). Ils peuvent se composer d’une seule espéce de bactéries,
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de champignons ou, plus fréquemment, ils peuvent étre polymicrobiens, c¢’est-a-dire qu’ils
contiennent de multiples espéces variées. Au niveau le plus élémentaire, un biofilm peut étre
décrit comme des bactéries englobées dans une barriere fine et visqueuse composée de sucres
et de protéines. La barriére du biofilm protége les micro-organismes contre les menaces

externes [(Trengove et al., 1996) ; (Dowd et al., 2008)].

3. Les principaux constituants du biofilm

Les constituants essentiels d’un biofilm sont les micro-organismes agglomérés et la
matrice qu’ils synthétisent. Les micro-organismes représentent 2 a 15 % du matériel du
biofilm alors que la matrice extracellulaire représente 50 a 90 % de la masse organique
carbonée d’un biofilm. La composition des EPS est treés différente d’un biofilm a I’autre. Elle
dépend de la nature des microorganismes présents dans le biofilm, de I’age du biofilm et des
différents facteurs environnementaux comme les forces hydrodynamiques, la température et la

disponibilité de nutriments et leurs natures (Bezoui, 2016) (Tableau 1).

Tableau 1 : Composition typique d'un biofilm bactérien (Hajoubi, 2019).

Composés Fraction
Eau 87299 %
Bactéries 1a2%
Polysaccharides 40295 %
Protéines <1a60%
EPS 2a5%

Acides nucléiques <1al10%
Lipides <1a40%

4. Le cycle de développement d’un biofilm

La formation de biofilm a été proposée comme étant un processus de développement et de
changement radical de mode de vie de microorganismes, dans lequel les bactéries
planctoniques s'adaptent a la vie sur une surface (Kuchma et al., 2005).

La transition des bactéries d’un état planctonique vers une forme sessile résulte de
modifications profondes de I’expression génique [(Rumbo-Feal et al., 2013) ; (Guilhen ez
al., 2016)]. Bien que les mécanismes en jeu varient en fonction des especes et des conditions
environnementales, les biofilms partagent tous les mémes étapes de développement.

Afin de lutter contre la formation de biofilms, il est nécessaire d’en connaitre les étapes.
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Celles-ci sont résumées en figure 1.

— \Dispersion active

Bactéries
planetonigues

Dispersion 8. )
passive o220 L%O/ \
(agrégats) & - i

Microcolonie Biofilm mature

Adhérence Adhérence
reversible irreversible

Figure 1 : représentation schématique montrant le développement d’un biofilm en cinq étapes
(Lebeaux et al., 2014).
On retrouve notamment :
1. Fixation initiale des cellules a la surface (attachement réversible des bactéries).
Adhésion irréversible et production d’EPS.

2
3. Développement précoce de 1’architecture de biofilm (formation de micro colonies).
4. Maturation de biofilm (structure tridimensionnelle).

5

Détachement de biofilm.

a. Adhésion initiale aux surfaces « attachement réversible »

L’adhésion est une étape clé (Pantaleon, 2015). Les bactéries planctoniques sont
confrontées a un choix dans I’environnement : nager ou adhérer (Belas, 2013). L’adhésion
initiale est une étape primordiale pour la mise en place d’un biofilm.

La surface sur laquelle les bactéries vont adhérer peut étre biotique (tissus, peaux,
muqueuses, yeux, poumons, etc.) ou abiotique (implants médicaux, coques de bateau, rochers,
etc.) ou, dans un premier temps, 1’adhésion est dite réversible (Tasse, 2017).

L’adhésion réversible a lieu lors des premiers contacts entre la bactérie et surface, sa durée

est de l'ordre de quelques secondes (Pessereau, 2015). Les bactéries planctoniques,



Synthése bibliographique

déclenchant leur passage d’un état unicellulaire nomadique a un état multicellulaire sédentaire
grace a plusieurs changements phénotypiques. En milieu liquide ou exposé a I’humidité, les
bactéries planctoniques s’approchent d’une surface solide par mouvement brownien, par
sédimentation ou par mobilité active (présence de flagelles). Elles s’y attachent de maniére
réversible par des interactions non spécifiques, €lectrostatiques et électrodynamiques. Les
pilis ou les flagelles, peuvent également contribuer a la fixation des cellules microbiennes a la
surface. Cette étape est influencée par des conditions environnementales impliquant le PH,
I’osmolarit¢ du milieu, la température, la concentration en oxygeéne et en nutriments et
I’hydrodynamique du fluide et par la nature de la surface elle-méme, sa rugosité et son
hydrophobicité. Les bactéries adhérent facilement sur une surface rugueuse, hydrophobe et

non polaire [(Nudleman et Kaiser, 2004) ; (Beloin et al., 2008) ; (Lopes, 2019)].

b. Adhésion irréversible aux surfaces

La fixation a la surface solide devient irréversible grace a la sécrétion d’exo
polysaccharides par les bactéries et conduisant a des fortes interactions avec des liaisons
covalentes entre les bactéries et la surface, et surtout grace a des structures d’adhérences
variables selon les espéces bactériennes, par exemple pour les bactéries Gram négatives, il
s’agit des pili des fimbriae et des curli, qui interagissent avec des récepteurs spécifiques
présents sur la surface, et pour les bactéries Gram-positives, ce sont les acides teichoiques,
I’acide mycolique, la capsule et le glycocalix. Ces molécules d’adhésions permettent d’établir
des contacts cellule- surface et des contacts cellule-cellule [(Vallet et al., 2001) ; (Van Houdt

et Michiels, 2005) ; (Beloin ez al., 2008) ; (Lemon et al., 2008)].

¢. Formation de microcolonies « maturation précoce »

Apres avoir adhérées, les bactéries vont croitre et se multiplier horizontalement et
verticalement. Les bactéries forment des microcolonies qui vont continuer de se développer
jusqu’a former des macrocolonies. En grossissant, les espaces entre les microcolonies se
réduisent, formant ainsi des canaux aqueux qui permettent le transport des nutriments et de
I’oxygene. Ces canaux contribuent aussi a I’évacuation des déchets bactériens qui peuvent
étre néfastes pour la communauté microbienne. Différents facteurs comme la disponibilité des
nutriments, le pH interne du biofilm, la pression partielle en oxygene, 1’osmolarité, la source

de carbone vont contrdler la croissance du biofilm (Pantaleon, 2015).
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d. Maturation de biofilm

La phase de maturation du biofilm se caractérise par une augmentation de la taille de la
structure via la multiplication cellulaire et la synthése d’exopolysaccharides (Picard, 2011).
L’architecture complexe du biofilm se met en place avec la formation de canaux aqueux et
des pores entre les microcolonies, permettant d’une part d’acheminer 1’oxygeéne et les
nutriments nécessaires a la croissance des microorganismes dans les régions enfuies du
biofilm et d’autre part d’évacuer les déchets (Filloux et Vallet, 2003).

Le développement des microcolonies traduit le stade de maturation du biofilm et la
colonisation de nouvelle surface (Roux et Ghigo, 2006). Par la suite le biofilm a une
croissance exponentielle se traduisant par une augmentation importante de son épaisseur
jusqu’a formation d’un film hétérogéne tridimensionnel. Dans cette structure
tridimensionnelle les colonies se trouvent normalement séparées les unes des autres par des
canaux ou circule le flux du milieu qui permet la diffusion des nutriments, d’oxygéne et
parfois d’agents antimicrobiens [(Costerton et al., 1995) ; (Donlan, 2002)].

Les bactéries acquirent un mode de croissance, une physiologie et un métabolisme
différent des bactéries planctoniques. Ces changements phénotypiques résultent d’une
évolution du profil d’expression des genes. Toutes ces transformations sont coordonnées
grace a un systeme de communication entre les bactéries d’une méme espece au sein du
biofilm, appelé le quorum sensing. Ce systéme est fondé sur la production des molécules
diffusibles par les bactéries. Par exemple les acyl-homosérine lactones (AHL) chez les
bactéries a gram négatif qui donnent une indication de la densité cellulaire dans un

environnement donné [(Filloux et Vallet, 2003) ; (Behlau, 2008)].

e. Le détachement des bactéries

Le détachement d’un biofilm mature constitue une étape essentielle dans la dissémination
bactérienne et la colonisation de nouvelles surfaces. Ce processus de détachement dépend de
la mobilit¢ des bactéries, de la taille des micro-colonies, mais également des conditions
environnementales (disponibilité en nutriments, en acides aminés) et internes (limitation en
oxygene, carences métaboliques) du biofilm (Lagrafeuille, 2016). Ce processus implique
¢galement des signaux environnementaux et une communication entre les bactéries,
notamment par le quorum sensing. Lorsque la densité bactérienne sur une surface devient tres
élevée (107 cellules/cm), des bactéries se détachent du biofilm et se dispersent dans le milieu

environnant apres un retour a 1’état planctonique.
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Traditionnellement, le détachement des bactéries est considéré comme un phénomene
passif, dépendant notamment des forces du flux du milieu dans lequel le biofilm se trouve. Le
détachement des bactéries se fait selon trois étapes : (Kaplan, 2010).

e Détachement des cellules de la colonie de biofilm.
e Translocation des cellules vers un nouvel emplacement.
¢ Fixation des cellules a un substrat dans le nouvel emplacement.

La dispersion est considérée comme duelle : dispersion active et dispersion passive. La
dispersion active est initiée par les bactéries mémes du biofilm afin de s’échapper de celui-ci.
I1 s’agit donc d’une dispersion relevant de mécanismes biologiques [(Morgan et al., 2006) ;
(Baudin ef al., 2017)]. La dispersion passive est quant a elle relayée par des forces externes
appliquées au biofilm qui décrochent les bactéries du biofilm. Il s’agit donc d’une dispersion

relevant de mécanismes physicochimiques [(Flemming, 2011) ; (McDougald et al., 2012)].

5. Les facteurs influencant la foramtion de biofilm
La formation d’un biofilm est un phénomene complexe, sous I’influence de nombreux
facteurs

e Propriétés des surfaces : Texture, rugosité, présence d’aspérités, hydrophobicité et la

présence préalable d’un film protéique recouvrant la surface.

e Propriétés du milieu : Vitesse du flux, pH, température, cations (Ca*", Na**, Fe**..)), le

fer, les nutriments, sources de carbone disponibles, disponibilit¢ du milieu en oxygene et la
présence d’agents antimicrobiens.

e Propriétés des cellules : Hydrophobicité de la surface des cellules, présence de fimbriae,

de flagelles et roles des exopolysaccharides.
a. Propriétés de surfaces
N’importe quelle surface en contact avec un fluide contenant des bactéries est un support
potentiel pour la formation d’un biofilm. La rugosité, les propriétés chimiques d’une surface
et la présence préalable de films protéiques sur une surface jouent une influence sur
I’attachement des bactéries a cette surface et a la formation d’un biofilm (Hajoubi, 2019).
L’attachement a lieu préférentiellement sur des surfaces rugueuses (présence d’aspérités),
hydrophobes et préalablement recouvertes d’un film protéique (Donlan et Costerton, 2002).
Plus une surface est rugueuse, plus la colonisation de cette surface par des microcolonies est
importante. Les surfaces rugueuses sont colonisées de facon préférentielle car les forces

répulsives sont moindres et la surface de fixation est augmentée, grace a la présence
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d’aspérités. Néanmoins, certaines souches sauvages des bactéries colonisent aussi des
surfaces lisses [(Martinez et Casadevall, 2007) ; (Hajoubi, 2019)].

Les propriétés physico-chimiques de la surface peuvent exercer une influence sur le taux
d’attachement et sur son ampleur. Les microorganismes se fixent plus facilement a des
surfaces hydrophobes et non polarisées comme le téflon ou d’autres mati¢res plastiques, que
sur des matériaux hydrophiles comme le verre ou les métaux. (Bendinger et al., 1993).

La présence préalable sur un biomatériau d’un film protéique comme le sang, les larmes,
I’urine, la salive, et les sécrétions respiratoires influence I’attachement de bactéries a sa
surface, et favorise la formation de biofilm. La nature de ces films protéiques est différente

selon les milieux (Mittelman, 1996).

b. Les caractéristiques du milieu
La formation d’un biofilm nécessite des facteurs environnementaux clefs. Ces facteurs sont

les suivants [(Donlan, 2002) ; (Martinez et Casadevall, 2007) ; (Goller et Romeo, 2008)].

e La température de croissance peut avoir un effet significatif sur la mobilité cellulaire et la
production de flagelles et, ainsi sur 1’adhésion (Dumas, 2007).

e Le pH conditions optimales de formation de biofilms en situation de neutralit¢ (Martinez
et Casadevall, 2007).

e La concentration en oxygene, concentration en fer, osmolarité, présence d’ions
spécifiques. Les sources de carbone disponibles : elles ont une influence sur la formation
d’un biofilm et sur sa maturation (Martinez et Casadevall, 2007).

e Les concentrations en nutriments : dans un milieu statique, la concentration en nutriments
doit étre élevée pour qu’il puisse y avoir formation d’un biofilm ; ce n’est pas le cas pour
un milieu hydrodynamique (Spormann, 2008). L’augmentation de la concentration de
plusieurs cations (calcium, magnésium) entrainé une augmentation de I'attachement
bactérien.

e Hydrodynamique du fluide : selon la position du matériau dans un fluide, il sera plus ou
moins exposé a des turbulences. La zone de moindres turbulences a I’écart des flux
laminaires, est appelée zone de fixation. C’est précisément dans cette zone qu’il est plus
facile pour les micro-organismes de se fixer sur une surface, puisqu’ils sont moins soumis

aux forces exercées par le fluide (Donlan, 2002).
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c. Propriétés des cellules

L’hydrophobicité de la surface de la cellule, la présence de fimbriae et de flagelles, et la
production d’exopolysaccharides influencent 1’attachement des bactéries sur une surface.
L’hydrophobicité d’une surface est importante dans 1’adhésion des micro-organismes a cette
derniére. Moins les matériaux sont polarisés, plus les liaisons hydrophobes deviennent
importantes. La plupart des bactéries sont chargées négativement et présentent a leur surface
des zones hydrophobes. Plusieurs éléments structuraux des bactéries interviennent dans leur
attachement a une surface : flagelles, fimbriae, polysaccharides...

Il peut y voir des compétitions ou des coopérations entre cellules lorsque plusieurs especes
de bactéries sont concernées. Les polymeres apolaires situés a la surface des cellules comme
les fimbriae, certaines protéines, et les acides mycoliques (composants de certaines bactéries
Gram positives) semblent s’attacher de facon prédominante a des surfaces hydrophobes. Les
exoploysacchardies et les lipopolysaccharides sont plus importants dans les mécanismes

d’attachement a des surfaces hydrophiles (Donlan, 2002).

6. Le Quorum Sensing : régulation de la formation des biofilms

La formation d’un biofilm est contrdlée par des mécanismes de quorum sensing. Il s’agit
de mécanismes de contréle ayant lieu au sein de cellules, optimisées par des signaux de
cellules a cellules, et dépendant de la quantité de cellules présentes : on parle de mécanismes
de perception du quorum. Ces mécanismes sont basés sur le principe de masse critique
[(Costerton, 1999) ; (Tomlin ez al., 2005)]. Une fois que les signaux atteignent une valeur
seuil (valeur critique), des régulateurs transcriptionnels sont activés et exercent un contrdle
sur des genes spécifiques [(Costerton 1999) ; (Clutterbuck ez al, 2007) ; (Irie et Parsek,
2008)]. Des mutations des geénes impliqués dans les mécanismes de quorum sensing
entrainent des répercussions sur les stades tardifs de formation des biofilms. Ces geénes
exercent un contrdle sur une grande partie de 1’expression du transcriptome et du protéome,
avec un contrdle de I’expression des facteurs de virulence comme les protéases par exemple

(Tomlin et al., 2005).

a. Les molécules impliquées dans le quorum sensing

Les molécules du quorum sensing sont différentes selon les types de bactéries.
En général, on trouve des acylhomosérines lactones (AHL) chez la plupart des bactéries
Gram-négatives. La majorit¢ des bactéries Gram-positives utilisent des peptides auto-

inducteurs, dont la taille est treés variable (de 5 a 87 acides aminés). Les molécules du quorum

11
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sensing sont dégradées par des enzymes : AHL-lactonases et AHL-acylases. On obtient par
conséquent une ségrégation spatiale des molécules du quorum sensing au sein d’un

Biofilm (Irie et Parsek, 2008).

b. Roles du quorum sensing

Le quorum sensing régule la physiologie du biofilm en modulant la taille de la population
du biofilm, et en prenant en compte les conditions environnementales. Il initie les
phénomenes de dispersion des bactéries planctoniques a partir du biofilm. Le quorum sensing
aurait aussi un role dans la détermination de I’épaisseur du biofilm. Il peut réprimer ou
stimuler I’expression de certains caractéres, comme par exemple certains facteurs de virulence
extracellulaires, comme les protéases [(Clutterbuck et al., 2007) ; (Irie et Parsek, 2008)]..
Les molécules du quorum sensing jouent aussi un role dans la lutte contre 1’attaque d’autres
organismes vivants, comme les protozoaires (exemple de Serratia marcescens) (Queck et al.,
2000).

Les synergies observées au sein des biofilms constitués de différentes especes de micro-
organismes sont permises grace aux molécules intervenant dans le quorum sensing
(Bjarnsholt ez al., 2005). Les biofilms composés de plusieurs communautés de bactéries
d’especes différentes ont de fortes concentrations en molécules du quorum sensing, compte-

tenu de la densité élevée de cellules présentes.

7. Biofilm dans le domaine médical

En santé humaine, il a été montré que les biofilms sont associés a des problémes majeur de
santé publique et sont impliqués dans un large éventail de maladies infectieuses qui touchent
majoritairement les personnes légérement ou fortement immunodéprimés ou porteurs de
dispositifs médicals (Tasse, 2017). Les biofilms sont aussi impliqués dans 60 % des
infections nosocomiales. 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...), cela sera détaillé dans le chapitre suivant [(Olivares, 2017) ;

(Hajoubi, 2019)].
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Chapitre 2 : Biofilms et infections sur les dispositifs médicaux
1. Généralités

Les matériaux d’implantation sont de plus en plus utilisés dans de nombreux domaines de
la médecine moderne, a des fins diagnostiques ou thérapeutiques (Archibald et Gaynes,
1997).

L’Organisation Mondiale de la Sant¢ (OMS) estime qu’entre 5 et 12% des patients
hospitalisés dans le monde développent une infection associée aux soins (IAS) dont plus de
60% sont associées a I’implantation d’un dispositif médical ou chirurgical (Espinasse et al.,
2010).

Tout dispositif peut devenir le site d’une éventuelle infection : les sondes endotrachéales,
urinaires, les valves cardiaques artificielles...etc. Ils contribuent de facon significative a des
affections caractérisées par une infection bactérienne sous-jacente.

Un dispositif médical implantable est une surface lisse et stérile, souvent composée de
divers polymeéres appelés biomatériaux.la physiologie de ces infections est généralement li¢e
a la constitution d’un biofilm sur ces corps étrangers. Immédiatement apres son insertion, le
dispositif entre en contact avec divers fluides biologiques tels que le sang, 1’urine ou les
sécrétions oropharyngées en fonction de sa localisation. Des protéines présentes dans ces
liquides biologiques (albumine, fibronectine, fibrinogéne...) vont s’adsorber trés rapidement
sur la surface du dispositif et entrainer la formation d’un film muqueux : on parle de film de
conditionnement. Ce film muqueux va favoriser I’attachement initial des bactéries et donc le
développement de biofilm [(Trautner et Darouiche, 2004) ; (Tenke ez al., 2006) ; (Phillips
et al., 2010)].

On va traiter un exemple d’implants médicaux sur lequel se forme le biofilm, il s’agit de

« sonde endotrachéale »

2. Définition d’un dispositif médical

On entend par dispositif médical tout instrument, appareil, équipement, matériel 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
différentes fins de santé, notamment, de diagnostic, de prévention, de contrdle, de traitement
et d’atténuation d’'une maladie ou d’une blessure (Marchal, 2018).

Tout dispositif, implanté a titre provisoire ou permanent, peut devenir le site d'une

¢ventuelle infection (Espinasse et al., 2010).
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2.1 Définition de la sonde endotrachéale

La sonde endotrachéale ou tube endotrachéal est une sonde destinée a étre insérée par la
bouche ou les narines dans la trachée pour assurer le maintien de la perméabilité des voies
aériennes et permettre la ventilation mécanique (Deprugney, 2011) lors d’une intubation
endotrachéale qui est la méthode de référence pour le controle des voies aériennes (Goldstein
et al., 1999).

Selon le mode d’introduction de la sonde d’intubation, on distingue deux types

=  Lorsque I'extrémité de la sonde d’intubation est accessible au niveau de la bouche, on

parle d’intubation orotrachéale.
= Lorsqu’elle est accessible au niveau des narines, 1’intubation est dite nasotrachéale

(Figure 2) (Traoré, 2013).

Laryngoscope

Cordes vocales

Trachée

(Esophage

Voie nasale Voie orale

Figure 2 : Représentation schématique des différents types d’intubation

(Gresser, 2010).
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La sonde endotrachéale est composée de plusieurs parties (Tableau 2) :
Tableau 2 : les différentes parties de la sonde endotrachéale avec le matériel utilis¢ [(Vazel et
al., 2004) ; (Deprugney, 2011)].
Un connecteur diamétre standard
Un tube -Le plus souvent constitué¢ de
plastique transparent thermo-
sensible de fagon a favoriser la
tolérance.
-1l existe également des sondes
armées composées d’un tube
plastique équipé d’un ressort en
Matériels de la sonde endotrachéale métal ou nylon qui rigidifie la

sonde.

un ballonnet barrique situ¢ a I’extrémité distale de la
ou conique sonde assure 1’étanchéité.
Pextrémité distale droite ou biseautée, avec ou sans

ceil, avec ou sans ballonnet.

2.2, Types de sondes

Les différents types de la sonde endotrachéales sont regroupés dans le tableau suivant :
(Tableau 3, figure 3)

Tableau 3 : les différents types de sonde endotrachéale [(Konate, 2006) ; (Félix, 2006)].

Sondes standard (avec ballonnet) Sondes sans ballonnet

les plus utilisées a ’heure actuelle sont en | Utilisées souvent en pédiatrie,
chlorure de polyvinyle (PVC) ou plus | recommandées spécialement chez les enfants
rarement en silicone. Elles ont remplacé | qui présentent une région sous glottique plus

celles en caoutchouc Elles sont, pour la | étroite qui assure I’étanchéité.

plupart d’entre elles, a usage unique.
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Valve de gonflage Ra|ccord 15 mm
v
Ballonnet _ P
témoin .‘\ ;':
Biseau———» \ I

Ballonnet Courbe rayon 12 a 16 cm

Figure 3 : Représentation schématique d’une sonde endotrachéale standard (Gresser, 2010).

Le matériau doit répondre a plusieurs critéres, parmi les quels :
e ¢tre transparent, afin de faciliter la surveillance de 1’accumulation des secrétions
bronchiques et de la condensation des gaz expirés.
e avoir une surface interne et externe lisse et glissante, douce, non mouillante, pour
faciliter I’insertion de la sonde et limiter les frottements et I’adhésivité des secrétions.
e posséder une rigidité, une solidité et thermolabilité suffisantes pour empécher plicature

et compression et favoriser 1’adaptation de la sonde a ’anatomie du patient (Konate,

20006).

3. Biofilm et pneumopathies sous ventillation mécanique

Une pneumopathie acquise sous ventilation mécanique (PAVM) correspond a toute
pneumonie associée aux soins, survenant chez un malade dont la respiration est assistée par
une machine, par I’intermédiaire d’une sonde endotrachéale, dans les 48 heures précédant la
survenue de I’infection (Benmahdi, 2017). On distingue parmi les PAVM les pneumonies
précoces (apparition dans un délai inférieur a 5 jours aprés I’initiation de la ventilation
mécanique) et tardives (supérieur ou égal a 5 jours). Les pneumopathies associées aux soins
représentent environ 15 % des infections nosocomiales et occupent, avec les infections du site
opératoire, le deuxieéme rang des sites infectés. Leur incidence varie entre 0,5 a 1 cas pour 100
admissions, et augmente de 6 a 20 fois chez les patients, adultes ou enfants, sous ventilation

mécanique. Ce qui place les pneumopathies acquises sous ventilation au ler rang des
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infections nosocomiales en réanimation avec une incidence variant entre 1 et 4 épisodes pour
1 000 jours de ventilation [(Nyunga, 2011) ; (Hajoubi, 2019)].

Les patients atteints de ces pneumopathies nécessitent une ventilation mécanique et un
séjour prolongés ainsi que des antibiothérapies souvent lourdes, responsables d’un surcott
non négligeable. La mortalité attribuable aux PAVM pourrait excéder 10 % [(Chastre et
Fagon, 2002) ; (Coffin et al., 2008)].

3.1. Physiopathologie des pneumopathies acquises sous ventilation mécanique

La pneumopathie acquise sous ventilation mécanique (PAVM) pourrait aussi bien étre
nommeée pneumopathie liée a la sonde d’intubation. Le biofilm bactérien qui se dépose dans la
sonde d’intubation est un des mécanismes de développement des pneumonies acquises sous
ventilation mécanique. Ce biofilm peut se détacher spontanément sous 1’effet de la ventilation
par un effet d’aérosolisation ou détachement induit par le passage de la sonde d’aspiration
endotrachéale de trachée vers le poumon qui mobilise alors un agrégat de biofilm (Espinasse
et al., 2010).

Le principal facteur de risque d’acquisition d’une infection pulmonaire au cours de la
ventilation mécanique est la présence de la sonde d’intubation favorisant la colonisation des
voies aériennes a partir des microorganismes présents dans 1’oropharynx (Bertholet et al.,
2010) la sonde d’intubation est placée a travers la cavité oro-pharyngée jusqu’au dans la
trachée ou se trouvent de nombreuses bactéries résidentes. D’autres bactéries peuvent les
rejoindre en migrant de la sphere oropharyngée en suivant soit la surface externe de la sonde,
via le ballonnet, soit la surface interne lors des aspirations (Bezoui, 2016).

Sur le plan physio-pathogénique, les pneumopathies résultent généralement de la
pénétration et du développement des micro-organismes dans les voies aériennes inférieures
qui, aprés une phase de colonisation, vont conduire a une infection du parenchyme
pulmonaire par dépassement des capacités de défenses mécaniques, cellulaires (macrophages,
lymphocytes, cytokines) ou humorales (anticorps et complément) de 1’hote.

Les pneumopathies peuvent étre causées par un large spectre de pathogenes bactériens, les
germes responsables d’une pneumonie nosocomiale sont plus difficiles a prédire. Cependant,
les bactéries sont les plus fréquemment incriminées. Prés de 80,16% de PN sont dues a des
bactéries aérobies a Gram négatif (Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeroginosa,
Klebsiella pneumonie et les Entérobactéries). Plus récemment, les auteurs rapportent que les

PN a bactéries a Gram positif sont de plus en plus fréquentes, le staphylocoque doré
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(Staphylococcus aureus), étant alors le plus prédominant [(Guidelines for the Management

of Adults with HAP and VAP, 2005) ; (Chénfir, 2016)].

Chapitre 3: Lutte contre les biofilms

Par les dommages qu’ils causent dans les milieux médicaux, les biofilms ont un impact
trés important. Il est nécessaire de développer des moyens de lutte efficaces et pérennes contre
leur formation.

La prévention et la lutte contre la formation des biofilms dans le secteur médical est la
source de nombreux travaux, notamment ceux qui concernent la prévention des infections
associées aux implants médicaux. En effets les infections nosocomiales associées au
développement d’un biofilm sur un dispositif médical sont plus difficiles a traiter (Ghellai,
2016).

11 existe des mesures préventives a fin d’empécher la formation de biofilms et des mesures

curatives a I’encontre des biofilms déja formés (Dupin, 2017).

1. L’hygiéne

La formation de biofilms sur des implants médicaux est liée a la durée de présence de
I’implant dans 1’organisme. Plus I’implant est 1a depuis longtemps, et plus il y a un risque de
formation de biofilms. La pose de I'implant doit se faire dans des conditions d’hygi¢ne

strictes, afin d’éviter au maximum toute contamination bactérienne. (Maki, 1994).

2. L’antibiothérapie

Quelques soient les mécanismes de résistances, lorsqu’on traite une infection bactérienne
chez ’'Homme ou chez I’animal, il est important de sélectionner I’antibiotique (ATB)
adéquat, non seulement au début du traitement mais de facon continue, afin d’éviter la
sélection de mutants résistants a 1’antibiotique utilisé (De Chalvet De Rochemonteix, 2009).

La tolérance intrinséque des biofilms aux antibiotiques et au systéme immunitaire est
devenue un probléme majeur. Méme si certains antibiotiques comme la rifampicine
conservent une activité raisonnable a 1’encontre des biofilms, la majorité des antibiotiques
conventionnels sont inefficaces aux doses habituelles (Romling ez al., 2014).

La résistance des biofilms aux antibiotiques est responsable d’une grande partie des

difficultés rencontrées au cours du traitement des infections associées aux biofilms, car
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I’antibiothérapie active habituellement sur les bactéries a 1’état planctoniques se révele bien

souvent moins efficace sur des structures organisées en biofilm (Bellifa, 2014).

3. Elimination mécanique du biofilm
Le nettoyage mécanique est 1’un des moyens efficaces pour lutter contre les biofilms. Il
permet de les éliminer en détachant les micro-organismes de leur support, grace aux forces de

cisaillement importantes créées (De Chalvet De Rochemonteix, 2009).

4. La désinfection

Le but de cette derniére est de détruire les bactéries du biofilm, qui n’auraient pas été
¢liminées préalablement par le nettoyage. Toutes les molécules n’ont pas la méme efficacité.

L’usage de chlorexhidine comme antiseptique n’est pas efficace pour réduire le nombre
d’infections dues a des bactéries Gram-négatives et sélectionne des individus résistants a de
nombreux agents anti- microbiens. L utilisation de triclosan peut se révéler efficace (Stickler,
2002). La plupart des antiseptiques et désinfectants ont du mal a pénétrer au sein de biofilm,
et les bactéries des biofilms sont résistantes a leur action. Cette méthode se révele peu

efficace.

5. Ultrasons et potentialisation de I’action des antibiotiques

Il existe une synergie entre antibiotiques comme la gentamicine et ultrasons qui permettent
d’¢liminer des bactéries Gram-négatives planctoniques ou sous forme de biofilms. On parle
d’effet bio-accoustique ou d’effet bio-électrique. Le mécanisme de cette synergie est mal
connu, on peut penser qu’il résulte d’une perturbation de I’organisation membranaire de
bactéries permettant ainsi une meilleure diffusion de I’antibiotique au sein du biofilm
(Donlan, 2008).

L’action synergique des ultrasons et de la gentamicine dans la réduction des biofilms
d’Escherichia coli a ét¢ mise en évidence sur des modeles animaux. Les résultats de 1’étude
montrent de fagon tres significative que 1’association d’ultrasons et de gentamicine est plus
efficace que 1’administration de gentamicine seule dans le traitement contre les biofilms

(Carmen et al, 2005).

6. Ultilisation d’enzymes dégradant les exopolysaccharides de la matrice
L’inhibition ou la perturbation de la formation du biofilm peut s’effectue par certaines

molécules et enzymes.
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L’utilisation d’enzymes dégradant des polysaccharides de la matrice et désorganisant
totalement 1’architecture du biofilm, pour enfin aboutir a sa destruction, peut fournir des pistes
de recherche pour I’éradication des biofilms. Prenons 1’exemple des biofilms de Pseudomonas
aeruginosa. Ces derniers produisent un exopolysaccharide, 1’alginate, aux propriétés
intéressantes : il retarde la diffusion des aminosides au sein du biofilm et inhibe leur activité
anti-microbienne. Si on ajoute au milieu une enzyme dégradant 1’alginate, 1’alginate lyase, on
augmente le pouvoir de pénétration et D’activité anti-microbienne de 1 antibiotique

(gentamicine, tobramicine) dans le biofilm (Donlan, 2008).

7. Les vaccins

Pour inhiber 1’adhésion des micro-organismes, on peut utiliser la vaccinologie. Des
vaccins sont actuellement en cours de développement, comme par exemple les vaccins contre
les caries, dirigés contre Streptococcus mutans (De Chalvet De Rochemonteix, 2009). Le but
de la vaccinologie est de former des immunoglobulines A qui vont inhiber les phénomenes
responsables de ’adhésion des micro-organismes (Donlan, 2008). Certains vaccins ont été
efficaces sur des modeles animaux, mais beaucoup reste encore a prouver (Otto, 2008).

Lutter contre ces biofilms est par conséquent un objectif majeur. Malheureusement, les
désinfectants, les antiseptiques et les antibiotiques classiques, s’ils s’avérent actifs a
I’encontre des formes planctoniques, deviennent bien souvent inefficaces aux doses usuelles
contre les biofilms, obligeant I’utilisation de concentration des ATB 100 a 1000 fois plus
¢levée, ce qui les rend toxiques et donc pratiquement inutilisables pour I’Homme (Dupin,
2017). En effet La résistance des bactéries aux ATB est devenu une véritable préoccupation,
ce phénomene de résistance est général et concerne toutes les especes bactériennes et ne cesse
d’augmenter (Toure, 2015).

Face a la menace récurrente de 1’antibiorésistance, de nouvelles stratégies thérapeutiques
sont aujourd’hui indispensables pour lutter contre les infections microbiennes. C’est
principalement dans ce contexte d’impasse thérapeutique que les huiles essentielles (HE)
pourraient avoir toute leur importance et pourraient ainsi étre une piste intéressante dans la
lutte contre les biofilms (Dupin, 2017).

Actuellement, une augmentation de l'utilisation de composés d'origine naturelle est
observée, justifiant 1’accroissement de la production de certaines plantes aromatiques et
médicinales (PAM). Parmi ces plantes de nombreuses, sont utilisées pour leurs propriétés

antimicrobiennes de leurs huiles essentielles (HE) (Benabdelkader, 2012).
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8. Les huiles essentielles
a. Définition

Chaque fois que, apres avoir écrasé un pétale de fleur, une feuille, une branchette, ou une
quelconque partie d’une plante, un parfum se dégage, cela signifie qu’une huile essentielle
s’est libérée (Bekhechi, 2002).

Le terme «huile essentielle» a été inventé au 16ieme siecle par le médecin Suisse
Parascelsus Von Hohenheim pour désigner le composé actif d’un remede naturel
(Bouchaala, 2019).

Les huiles essentielles, appelées aussi essences, sont des mélanges de substances
aromatiques produites par de nombreuses plantes et présentes sous forme de minuscules
gouttelettes dans les feuilles, la peau des fruits, les branches. Elles sont présentes en petites
quantités par rapport a la masse du végétal : elles sont odorantes et tres volatiles, c'est-a-dire
qu’elles s’évaporent rapidement dans I’air (Bekhechi, 2002).

Les huiles essentielles sont des produits complexes, contenant pour la plupart plus d'une
centaine de constituants (phénols, alcools, aldéhydes, esters, terpénes, cétones). Elles sont
issues de plantes dites aromatiques et médicinales (PAM). Ces plantes (PAM) sont
employées, soit sous leur forme naturelle comme aromate et en pharmacopée traditionnelle,
soit pour en extraire les principes actifs recherchés par les industries pharmaceutiques,

cosmétiques et alimentaires [(Chahboun ef al., 2015) ; (Fahed, 2016)].

b. Pouvoir anti microbien des huiles essentielles de « Lavandula officinalis » et

« d’Eucalyptus globulus »

Depuis des millénaires, les huiles essentielles sont exploitées pour leurs propriétés
antiseptiques et antimicrobiennes car elles s’opposent au développement des germes et les
tuent. Leur pouvoir antiseptique est général bien qu’elles aient des compositions chimiques
trés différentes. L’huile essentielle de Lavande officinale (Lavandula officinalis) ou de
Lavande vraie est incontournable en aromathérapie, tant son spectre d’action est large et son
innocuité reconnue. De nombreuses études cliniques ont en effet validé a la fois son efficacité
et sa sécurit¢ d'emploi. Dans certaines indications, elle s’est avérée tres efficace (Couic-
Marinier et al, 2014). Elle était utilisée par les médecins qui la considéraient comme
tonique, résolvante et carminative. Ils la prescrivent pour lutter contre des infections
pulmonaires et les infections urinaires. Lavandula officinalis a une activité antibactérienne
sur Esherichia coli, Acinetobacter sp., klebsiella pneumoniae., staphylococcus aureus

(Audrey, 2016).
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En phytothérapie, 1’essence d’Eucalyptus globulus pourra trouver une place comme
désinfectant atmosphérique en milieu hospitalier afin de lutter contre les infections
nosocomiales (Boukhatem er al, 2017).Traditionnellement, 1I’Eucalyptus est un anti
infectieux et antiseptique des voies respiratoires, il est utilisé dans le traitement de I’infection
aigue et chronique des voies respiratoires supérieures ou inferieures.

Eucalyptus globulus est particuliérement active contre les bactéries suivantes : Listeria
monocytogenes, Bacilus subtilis, Staphylococcus aureus, Enterococcus spp, Shigella flexneri,
Klebsiella pneumoniae, Salmonella choleraesuis (Lobstein et al., 2018). En revanche, elle
n’est pas active sur Escherichia Coli ou Pseudomonas aeruginosa (Koziol, 2015).

Des études ont également testés le pouvoir antimicrobien des huiles essentielles de
Lavandula officinalis et d’Ecalyptus globulus a fin de déterminer leur action antibactérienne

sur des souches formatrices de biofilm.
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1. Lieu d’étude
Ce travail a été réalisé au laboratoire de Microbiologie Appliquée a 1’Agroalimentaire, au
Biomédical et a I’Environnement (LAMAABE) de I’Universit¢é Abou- Bekr Bel kaid-

Tlemcen.

2. Préléevements

Les sondes endotrachéales ont été collectées au niveau de service de réanimation 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 4).

Tableau 4 : Préléevements des sondes endotrachéales

Date de
prélévements Service Patients Codes

23/02/2020 Réanimation Femme diabétique, choc septique, P1:E2BR4.
résistance aux antibiotiques (19 ans).
Homme (20 ans) P2 : E2BR1

27/02/2020 Réanimation Femme P3:E2BLA
Femme (24 ans) P4 : E2BRS
Homme P5:E2BL.A.1
Homme P6 : E2BL.A.2

01/03/2020 Réanimation Homme (21 ans). P7: E2BR2
Homme (23ans). P8: E2BR3
Femme diabétique, choc septique, P9 :E2BR2.V.C
résistance aux antibiotiques P10 : E2B.L.A3
(19ans).

3. Ensemencement et isolement
Durant une période de 3semaines, 10 sondes endotrachéales ont été soigneusement
prélevés de patients hospitalisés plus de 48heures au service de réanimation du CHU de

Tlemcen, dans des conditions d’asepsies.
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Selon la technique quantitative de Brun Buisson, (1987). L’extrémité distale est coupée
puis mise dans un tube contenant Sml de sérum physiologique. Aprés un traitement avec
’ultrason et un passage au vortex pendant 1minute, 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 sélectif 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 Staphylococcus

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 leurs pureté par :

[J L’étude des caractéres macroscopiques (aspects des colonies sur milieux gélosés).

[J L’étude des caractéres microscopiques (forme des colonies, mobilité, coloration de

Gram).

(] Identification par galerie API 20 E et API Staph:

La galerie API est un systeme standardisé pour l'identification des Enterobacteriaceae et
autres bacilles a Gram négatif et les staphylocoques, elle comporte 20 micro tubes contenant
des substrats déshydratés. Les micro tubes 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 l'identification est obtenue a l'aide du Catalogue
Analytique ou d'un logiciel d'identification (Biomérieux, 2010).

[ITest d’oxydase : Test d’oxydase
Ce test permet la mise en évidence de la production de la bactérie étudi¢ de ’enzyme «

oxydase ». Les bactéries possédant une chaine respiratoire compléte sont dotées d’une
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enzyme cytochrome oxydase. L’oxydation de Tétraméthyl-p-phénylénediamine indique la
présence d’une oxydase chez la bactérie oxydase (El1 Bouamri, 2017).

Sur une lame de verre propre, déposer un disque imprégné de solution d’oxydase fixée par

I’eau distillée a ’aide d’une pipette pasteur stérile flambée, et déposer la colonie a étudier et
observer immédiatement. Le résultat positif se traduit par une coloration rose violette.
[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
souche de Staphylococcus est un des criteres d'identification de Staphylococcus aureus en
médecine humaine.

Dans un tube a hémolyse stérile verser 0,5 ml de bouillon cceur-cervelle et 0,5 ml de

plasma oxalaté, homogénéiser et incuber a 35 - 37 °C.

5. Conservation des souches

Toutes les souches identifiées sont conservées en double réplique :
[0Gélose 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 1'espéce microbienne.

[J Le glycérol : c’est une technique de conservation a long terme (-80°C). Elle consiste a
I’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
a. Meéthode 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 1’eau distillée stérile afin d'éliminer les bactéries libres
(planctoniques). Les biofilms formés par I’adhérence des organismes sessiles sont colorés
avec du cristal violet (0,1%) pendant 15 min. L'exceés de colorant est ensuite rincé par un
lavage en profondeur avec de l'eau distillée et les plaques sont laissées pour le séchage

pendant quelque minute. les microplaques sont ensuite remplis avec 150 uL d’une solution
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d’éthanol (95%) afin d’évaluer I’importance de la coloration du biofilm (Stepanovic ef al,
2000).
b. 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 et al., 2012).

Les colonies des souches de phénotype variable donnaient des colonies a centre noir et a
contour rouge a centre rouge et a contour noir (Touati et al., 2007).
c. 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).

7. Activité anti biofilm de quelques huiles essentielles sur les souches isolées de sondes

endotrachéales

Des morceaux de 1 cm? de sonde endotrachéale préparés et stérilisés sont mis dans des
tubes contenant 1ml de la suspension bactérien a une DO de 0.1 et Iml des substances de
huile de Lavande et d’Eucalyptus a des concentrations de 50%, 40%, 30% et 10% dilué dans
le diméthylsulfoxyde (DMSO) (Ugur et al., 2016) puis incubés a 37°C pendant 24H. Les
morceaux sont récupérés, lavés abondamment a ’eau distillée stérile puis placés dans Iml de
I’eau physiologique. La sonication est effectuée 3 fois a 1’aide de ’ultrason model WiseClean
WUC-D06H pendant 5min 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 réalis¢ apres 24h d’incubation a 37°C.
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8. L’effet de quelques huiles essentielles sur un biofilm préformé

Apres la formation du biofilm sur des morceaux de sonde endotrachéale (Des coupes de
lcm? sont introduites dans des tubes contenant 1mL 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 1’eau distillée stérile et placés dans des tubes contenant de
substance d’huiles de la Lavande et d’Eucalyptus 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 1’ultrason et vortex pour détacher les bactéries
adhérées sur le morceau de la sonde. Une série de dilutions est effectuée pour chaque
¢chantillon, puis un ensemencement sur gélose de cétrimide. Le dénombrement des colonies
est réalis¢ apres 24h d’incubation. Le dénombrement des colonies est réalisé aprés 24h

d’incubation a37°.
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1. Prélévements et analyse microbiologique

Sur une période de trois semaines, dix sondes endotrachéales ont été recueillies chez des
patients hospitalisés plus de 48h dans le service de réanimation, CHU de Tlemcen. Ces
patients présentent les signes d’infection (Fi¢vre, douleurs,...), dont I’age des patients varie
de 19 ans a 24 ans.

Sur la totalit¢ des sondes endotrachéales analysées 15 souches bactériennes étaient
identifi¢ soit: 7 Staphylococcus auresus, 4 Klebsiella pneumoniae, 3 Acinetobacter

baumannii, et 1 Pseudomonas aeruginosa (Tableau 5).

Tableau 5 : Résultats des souches obtenues sur les différents milieux de culture

Codes Résultats
Chapman Mac conkey Cetrimide Souches identifiées
Klebsiella pneumoniae
E2BR4 + + -
Staphylococcus aureus
Acinetobacter baumannii
E2BR1 + + -
Staphylococcus aureus
E2BR2 - + - Klebsiella pneumoniae
Acinetobacter baumannii
E2BR3 + + -
Staphylococcus aureus
Klebsiella pneumoniae
E2BR2.V.C + + + Pseudomaonas aeruginosa
Staphylococcus aureus
E2BL.A + - - staphylococcus aureus
Staphylococcus aureus
E2BR5 + + -
Klebsiella pneumoniae
Staphylococcus aureus
E2BL.A.1 - + -
E2BL.A.2 ; i ] /
E2B.LA3 + - - Staphylococcus aureus
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a. Aspect macroscopique de souches obtenues sur les milieux sélectifs :

Staphylococcus aureus : Sur milieu Chapman et aprés 24 a 48 heures a 37°C en
aérobiose les colonies de Staphylococcus apparaissent souvent pigmentées et
entourées d’une auréole jaune dans le cas ou le mannitol est fermenté. Les colonies
sont arrondies a bords régulier de 1 a 2 mm de diamétre, semi-bombé et avec un

aspect de la surface lisse et brillante (Figure 4).

Figure 4 : Aspect macroscopique des colonies de S. aureus sur milieu chapman

(Photo personnelle).

K. pneumoniae : présente tous les caractéres généraux des entérobactéries. C’est une
bactérie aéro-anaérobie facultative, qui cultive sur milieux usuels non-enrichis. Aprés
18-24 heures a 37°C, elle forme des colonies arrondies, muqueuses, généralement

bombées et brillantes sur gélose Mac Conkey (Figure 5).

Figure 5 : Aspect macroscopique des colonies de K.pneumoniae sur milieu Mac conkey

(Photos personnelle)
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e Pseudomonas aeruginosa : sur le milieu cetrimide on a observé de grandes colonies isolées,

bombées a contour irrégulier, a aspect métallique (Figure 6).

Figure 6 : Aspect macroscopique des colonies de Pseudomonas aeruginosa sur milieu
cétrimide.
e Acinetobacter baumannii: sur milieu mac conkey on a observé des colonies
convexes, luisantes, blanchatres translucides ou légérement opaques, muqueuses

(Figure 7).

Figure 7 : Aspect macroscopique des colonies d’Acinetobacter baumannii sur milieu

Mac conkey.

b. Caractéres biochimiques :
L’identification bactérienne réalisée par galerie API 20F nous a permis de mettre en
¢vidence les principaux caractéres biochimiques des souches obtenues caractérisant et

confirmant ainsi un profil numérique:
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» K. pneumoniae : avec le biotype : 5215773 (Figure 8)

Figure 8 : Résultat de I’identification de K. pneumoniae par la galerie API 20F
(Photo personnelle).

» Pseudomonas aeruginosa: avec le biotype 2216006 (Figure 9)

Figure 9 : Résultat de I’identification de Pseudomonas aeruginosa par la galerie API 20°

» Acinetobacter baumanii : avec le biotype : 0204042 (Figure 10)

Figure 10 : Résultat de I’identification d’Acinetobacter baumanii par la galerie API 20F

» Staphylococcus aureus
L’identification par la galerie API Staph nous a permis de mettre en évidence les
principaux caractéres biochimiques de Staphylococcus aureusavec le biotype: 673611

(Figure 11)
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Figure 11 : Résultat de I’identification de Staphylococcus aureus par la galerie API Staph

e Test coagulase

Le test de confirmation de staphylococcus aureus (test de coagulation) a permet
d’identifier 5 souches. Le plasma est converti en un gel rigide qui reste en place lorsque le
tube est incliné ou inversé, cela veut dire que les souches possédent une coagulase positive

(Figure 12).

Figure 12: Résultat de I’identification de S.aureus par le test de coagulation

(Photo personnelle).

Klebsiella pneumoniae est un pathogeéne opportuniste fréquemment impliqué dans des
infections séveres (Berrazeg, 2013). I est responsable de plus de 10% des infections
nosocomiales. Il résiste a la majorité des antibiotiques utilisés et rend ainsi difficile le
traitement. Ceci pose un probléme de santé publique.

En Europe, environ 8 % des infections nosocomiales sont dues a I’espece de
K.pneumoniae. En France le rapport de ’ONERBA (observatoire national de 1’épidémiologie
de la résistance bactérienne aux antibiotiques) indique que cette espéce est responsable
respectivement de 4.8 % et 4.5 % des infections nosocomiales, ce qui la place au 3°™ rang
des bacilles a gram négatif apreés Echerichia coli et Pseudomonas aeruginosa (Kassis-
Chikhani, 2012).

Les bacilles a Gram négatif sont en cause dans 60 a 70% des cas et les cocci a Gram

positif dans 25%. Des résultats montre que Staphylococcus aureus est un leader de l'infection
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hospitaliére derriére Escherichia coli, mais devant Pseudomonas aeruginosa et Klebsiella ; il
est le genre le plus souvent impliquer dans les infections nosocomiale (Zeroual, 2012).
Staphylococcus aureus est I’'une des causes majeures des infections nosocomiales. Ce germe
est responsable d’infections aigues et chroniques dont la plupart sont dues a sa capacité a
adhérer sur les implants médicaux et a former des biofilms. D’apres le Centre de coordination
de lutte contre les infections nosocomiales, 65% des infections bactériennes sont dues a la
présence des biofilms (CCLIN, 2014).

Lors d’une ¢tude menée par (Shehata et al., 2012) sur la formation de biofilm a la surface
de sondes endotrachéales, ces auteurs ont trouvé qu’il existe une corrélation entre la durée
d’intubation et 1’dge du biofilm en montrant que la formation de biofilm est de stade III au
bout de 3 a 9 jours d’intubation , de stade II au bout de 3 a 6 jours et de stade I au bout de 2 a
3 jours.

2. Evaluation de la formation de biofilm chez les souches isolées de sondes
endotrachéales

les circonstances actuelles (COVID-19) ont empéché la réalisation de cette deuxiéme
partie expérimentale qui porte sur 1’évaluation de la formation du biofilm in vitro par
différentes techniques, et I’é¢tude de I’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.

a. Technique de TCP

Plusieurs chercheurs ont étudié les stratégies employées par les micro-organismes pour
produire des biofilms, Ils ont montré que les bactéries productrices de biofilm sécretent
certaines substances chimiques qui les protégent contre les désinfectants, les agents
antimicrobiens et des systemes immunitaires de 1'hote (Saitou ez al, 2009). Des méthodes
classiques de la détection de la production de biofilm in vitro ont été établies, telles que la
méthode quantitative de la microplaque 96puits et la méthode qualitative du Rouge Congo
(Mathur et al., 2006).

Des souches de Staphylococcus ont été¢ incubées en atmospheére humide a 35°C dans les
puits d’une microplaque a 96 puits. La formation du biofilm a été mesurée apres 1, 2, 3 ou4 h
en utilisant la méthode de coloration au cristal violet. Les résultats ont ét¢ exprimés en
absorbance mesurée a 540 nm du colorant incorporé par les cellules formant un biofilm et par

les composants de la matrice. D’apres des différentes valeurs moyennes de la densité optique
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(DO) obtenus, Une augmentation significative de 1’absorbance a été observée aprés 3 h
d’incubation pour toutes les souches (Liesse Ilyamba, 2012).

Une autre étude montre que sur un nombre total de 50 souches de S. aureus, il s’est avéré
que 34 (68%), étaient biofilm positif dont 20(40%), 10 (20%) et 4(8%) étaient faiblement
adhérentes, modérément et fortement adhérentes, respectivement. Les autres souches 16
(32%) étaient non adhérentes (Namvar et al., 2013).

Bellifa et al., (2013) ont montré que sur 115 souches de K. pneumoniae, 30 sont fortement
formatrices du biofilm, 65 modérément formatrices de biofilm et 25 souches sont non
formatrices de biofilm

Ces résultats concordent avec ceux retrouvés par Nirwati et al., (2019) ou ils ont montré
que parmi les 167 isolats de K. pneumoniae, 143 (85,63%) étaient formatrices du biofilm et
24 (14,37%) ne forment pas du biofilm. Parmi les producteurs de biofilm, 45 souches
(26,95%) étaient de trés bonnes formatrices du biofilm, 48 (28,74%) étaient modérément
formatrices de biofilm et 50 (29,94%) étaient faiblement productrices du biofilm.

Une étude similaire a indiqué que 37.6 % des souches de K.pneumoniae étaient
productrices du biofilm (Nirwati et al., 2019).

La capacité des souches cliniques étudi¢es de K.preumoniae a former des biofilms favorise
certainement des infections associées aux dispositifs médicaux implantables.

Coban et al., (2009) et Oncel et al., (2010) ont utilisé¢ technique TCP pour étudier la
capacité des P. aeruginosa isolées de fibrose kystique a produire un biofilm dont la majorité
de souches étaient de bonnes formatrices du biofilm.

La capacité a former un biofilm étaient différentes de chaque isolats car, en général,
plusieurs facteurs influencent cette capacité tels que les caractéristiques physico-chimiques de
souches, I’interaction physique entre les constituants, type de surface, le pH, la température

etc (Nirwati et al., 2019).

b. Technique du rouge Congo agar (RCA)

Cette méthode qualitative se base sur le caracteére phénotypique des souches ensemencées
sur milieu rouge Congo, afin de mettre en évidence d’éventuelle production de slime par les
staphylocoques.

Dans une ¢tude réalisée par Ghellai, (2016), sur 50 souches de S. aureus seules 10 (20%)

¢étaient susceptibles de produire du slime (Figure 13).
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Figure 13 : Aspect des colonies de S. aureus sur milieu RC (Rouge Congo).

A : souche slime (+), B : souche slime (-) (Ghellai, 2016).

Selon certains auteurs, la classification des staphylocoques ensemencés sur milieu rouge
Congo est rendue possible, en comparant la couleur des colonies : une couleur rose indique
I’absence de biofilm et une couleur noire avec une consistance séche indique la présence de
biofilm ; tandis qu’une couleur rose avec un noircissement au centre de la colonie correspond
aux souches faiblement productrices de biofilm alors que les colonies d’une couleur noire et
lisses indiquent que les souches sont intermédiairement productrices de biofilm [(Freeman et

al., 1989)] ; (Mathur et al., 2006)].

La formation d’un biofilm de S. aureus est un processus qui se déroule en deux phases. La
premiere phase consiste en 1’attachement initial des cellules sur une surface, et la seconde a la
multiplication et a la formation d’une communauté structurée, mature et multicouche des
cellules bactériennes. Ces deux phases sont physiologiquement différentes 1’une de 1’autre et
requierent chacune des facteurs spécifiques. Le détachement de cellules du biofilm mature
permet la dissémination des bactéries et la colonisation de nouveaux sites d’infection chez
I’homme (Otto, 2008).

Les biofilms a §. aureus sont a 1’origine d’infections nosocomiales, le plus souvent en
rapport avec 1’utilisation des implants médicaux. Ces infections sont plus difficiles a traiter et

nécessitent un remplacement plus fréquent des implants médicaux (Von Eiff ez al., 2005).

La technique de microplaque 96 puits semble étre la méthode de criblage la plus fiable,
sensible, précise et reproductible, pour la détection de la formation de biofilm [(Hassan et al.,
2011) ; (Mathur et al., 2006)].

De méme Bellifa en 2013 et Kara-Terki en 2014 montrent que la technique TCP en
comparaison avec d’autres méthodes de détection du biofilm présente plus de fiabilité.

Cette technique, bien qu’elle est tres utile pour montrer que les souches sont biofilm-positif

ou biofilm-négatif et distinguer entre celles qui sont faiblement, modérément ou fortement
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adhérentes, il est important de reconnaitre que les niveaux absolus de biofilm produit par une
souche peuvent varier considérablement entre les expériences ce qui signifie que le protocole

utilisé devrait €tre strictement respecté (Waters et al., 2014).

3. Etude du Peffet de Lavandula officinalis et Eucalyptus globulus sur la forme biofilm

des souches isolées de sondes endotrachéales

On rencontre plusieurs problémes associés au développement des biofilms dans le milieu
médical, surtout la résistance ¢élevée aux agents antibactériens (antibiotiques et désinfectants).

Au cours des vingt dernieres années, les études sur le terrain ont porté sur 1'élaboration de
stratégies préventives plutot que sur des approches qui tuent les micro-organismes apres leur
colonisation en surface ; Cependant, de tels traitements ne sont pas totalement efficaces car
les microorganismes a biofilm ont des caractéristiques qui offrent des conditions de vie
microbienne réussies, y compris une résistance accrue aux traitements antibiotiques et
biocides (Catto et Cappitelli, 2019).

Pendant les derniéres années, les chercheurs utilisent des extraits des plantes pour inhiber
les mécanismes de virulences et lutter contre les agents pathogénes

Aujourd’hui ou la résistance des germes aux antibiotiques devient de plus en plus
préoccupante, les huiles essentielles (HE) montrent leurs efficacit¢ (Chahboun et al., 2013).

(Chahboun et al., 2015) ont montré que I’huile essentielle de lavandula officinalis a une
activité antibiofilm sur les souches de Klebsiella pneumoniae comme elle a un effet important
contre Acinetobacter baumannii et le Staphylococcus aureus. L’activité antimicrobienne
observée est due essentiellement a la richesse de I’huile en constituants suivants : L’ a-pinene,
le camphre, le bornéol et les esters. Ces composés sont connus pour leurs propriétés
antimicrobiennes. Il est clair alors que 1’huile essentielle de la lavande peut étre trés efficace
contre des germes résistants aux antibiotiques de synthese.

Parmi toutes les HE, celle de la Lavande est certainement la plus universellement connue.
Elle a fait I’objet d’une centaine d’études scientifiques validant ses nombreuses propriétés
liées a sa richesse en linalol et en acétate de linalyle. Contenant trés peu de camphre, sa
toxicité est quasiment nulle, d’ou 1’usage sécuritaire de cette HE, devenue incontournable
dans le conseil pharmaceutique (Lobstein et Couic-Marinier, 2017).

Ghellai en 2016 a déterminé I’effet d’huile essentielle d’ Eucalyptus globulus sur la forme
planctonique et sessile des souches de S. aureus hautement adhérentes. Les résultats des

valeurs de CMI et CMB obtenus de cette huile qui ont ¢té¢ déterminées par la méthode de
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micro dilutions sur plaque 96 puits, ont permis d’attribuer une meilleure activité
antibactérienne a I’huile essentielle d’E. globulus (CMI : 0,06 a 1 g/L)) contre la croissance
planctonique des souches de S. aureus. Les valeurs des concentrations minimales inhibitrices
du biofilm (CMIB) ¢étaient significativement supérieures (0,25 a 1 g/L) que les CMIB
obtenues contre les mémes souches lorsqu’elles étaient cultivées sous forme planctonique.
Dans la méme étude (Ghellai, 2016) a combiné entre la povidone iodée qui apparait souvent
parmi les composés antiseptiques les plus employés dans le milieu hospitalier en raison de son
efficacité antibactérienne approuvée vis-a-vis un bon nombre de microorganismes et 1’huile
essentielle d’Eucalyptus globulus. Les résultats permettent d’attribuer une meilleure efficacité
antibactérienne. Ceci indique un effet synergique contre le biofilm a S. aureus.

Samoussa ef al en 2018, indique que I’huile essentielle d’ Eucalyptus globulus est efficace
sur les S. aureus.

Les propriétés de ’eucalyptus sont dues principalement a un éther-oxyde terpénique
contenu dans I’HE produite par les feuilles. Anciennement nommée eucalyptol, cette
substance porte désormais le nom de 1,8-cinéole. Le composé, qui représente 55 a 70 % de
lacomposition de 1’essence, est un fluidifiant des sécrétions ORL et bronchiques.

Il est reconnu que les huiles essentielles sont, généralement, plus efficaces contre les
bactéries de type Gram positif dont fait partie S. aureus (Delaquis et al., 2002).

Ait-Ouazzou et al en 201lont mis en évidence une bonne activité bactériostatique et
bactéricide,contre sept bactéries pathogeénes et d’altération dont S. aureusformatrice du
biofilm.

Par ailleurs, 1’effet inhibiteur des huiles essentielles contre les bactéries selon leur type de
Gram est controversé¢ (Ehivet er al, 2011). Généralement et selon certains auteurs, les
bactéries Gram positif sont plus susceptibles a I’action des huiles essentielles que les bactéries
Gram négatif (Delaquis, 2002).

Les huiles essentielles, a I’image des antiseptiques, sont susceptibles d’agir sur les
microorganismes pendant toutes les phases de la multiplication microbienne (Thormar,

2011).

37



Conclusion générale

A la fin de ce travail nous pouvons dire, que la mise en place des sondes endotrachéales
chez les patients hospitalisés perturbe les défenses de I’hote et constitue trés souvent une porte
d’entrée pour les microorganismes pathogenes, responsables de la formation de biofilm.

Lors de I’'implantation de dispositif médical, le développement de biofilm est rapide sur
I’implant utilis¢, par ailleurs la technique d’évaluation TCP, reste la méthode la plus fiable
pour la détection de la formation de biofilm.

Klebsiella pneumoniae et staphylococcus aureus, sont de trés bonnes souches formatrices
de biofilm, qui favorisent leur pathogénicité et leur adhésion sur les surfaces des sondes
endotrachéales et par conséquent une infection associées aux soins. Elles résistent a la
majorité des ATB utilisés et rendent ainsi le traitement difficile. Ce qui pose un grand
probléme de santé publique.

Les traitements des infections a biofilms sont complexes car ils sont responsables de la
tolérance aux antibiotiques. Si ’effet antibactérien de nombreuses huiles essentielles est
depuis quelque décennies largement étudi€, ce n’est que récemment qu’un certain nombre
d’étude s’intéressent aux propriétés anti-biofilm, dont sont doté¢ des HE, 1a ou un bon nombre
d’ATB demeurent inefficaces. C’est précisément 1’objet de la seconde partie de ce travail a
propos de I’activité des HE de la Lavande et d’Ecalyptus sur les biofilms.

A la lumiére des résultats obtenus par 1’étude de pouvoir antimicrobien des huiles
essentielles de Lavandula officinalis et d’Ecalyptus globulus, on constate qu’elles sont plus
actives sur les souches de Klebsiella pneumoniae, d’Acinetobacter baumanii et le
Staphylococcus aureus car ces plantes renferment une teneur en huile essentielles treés élevées.

Quoi qu’il en soit, les HE possedent un intérét sans équivoque pour la lutte future contre
les biofilms bien que les études cliniques chez ’homme nous font défaut a 1’heure actuelle,
certains ont bien compris I'intérét des huiles essentielles et leur efficacité dans le secteur
médical. De méme, il serait intéressant de mener des études plus approfondie et de voir
I’effet des ces huiles sur d’autres microorganismes pathogenes.

Enfin, nous espérons par cette étude donner de I’importance aux plantes, car ces dernieres

nous réservent encore assurément beaucoup de secrets et de surprises.
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Annexel



Préparation des milieux

Préparation des Géloses

Gélose Mac Conkey

Peptone de caséine. . . ........ ... i (17g/)
Peptonede viande. . . ... ... .. 3 g
Sels biliaires. . . ... oot (1.5 g/l
Cristal Violet. . . ... . (0.001g/1)
LaCtOse. . . vt (10 g/l
Rouge neuter. . . ... (0.03g/1)
NaCl . .. (5g/)

A AT o (13.5g/1)

pH final =7.1
Pour la préparation de 1L on prend 52g de Mac conkey en poudre

Gélose Nutritive

Extraitde viande . . ... ... (1 g)
Extraitde levure. . . ... ... (2g)
Peptone trypsique . ... ..ottt (5g/1)
NaCL(0u KCl) . .o e (5g/1)
AGAr-AAT . . ot (15a20g/1)
BaU. . oottt (1dm?)
pH=74
Pour la préparation de 1 L on prend 23 g de Gélose Nutritive en poudre
Cetrimide
Peptonede gélatine . . ... ... .. (16 g)
Peptonede caséine. . .......... . i (10 g)
Bromure de tétradonium . . . ... ... ... 0.2 g)
Acide nalidiXique . . . ... oot (15mg)
Sulfate de potassium . . . ... .. (10g)
Chlorure de magnésium. . .. ... ...ttt 14 g
AT, . o e (10g)
pH=7.1

Pour la préparation de 1 L on prend 51.1g de gélose de Cetrimide en poudre



Chapman (1 g)

Extrait de viande de beeuf. . . ... ... ... (10 g)
Peptones. . . .o (10 g)
Mannitol. . . ... . (75g)
Chlorure de sodium. . . .. ... ..t (0.025 g)
Rougedephénol. .. ... ... .. . . (15g)
AT, . e e

pH=7.4

Pour la préparation de 1 L on prend 111 g de Chapman en poudre

Milieu de culture liquide

Bouillon Cceur —Cervelle (10 g)
Protéose- peptone. . . . ..ot (125 g
Infusionde cervellede veau. . ........ ... ... . (5 g)
Infusionde coeurdebaeuf. . ... ... . (2 g)
GIUCOSE. . . ot (5g)
Chlorure de Sodium . ... ... .. . 2.5¢g)
Hydrogénophosphate de Sodium . ............ ... ... .. .. ... ... .. .....



Annexe2



Enrichissement de sondes




Aspect macroscopique des colonies de S. aureus sur milieu chapman

Test de coagulase




Conservation des souches dans la gélose nutritive
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Résumé

Les biofilms sont des communautés structurées de micro-organismes fixées a une surface
biotique ou abiotique grace a la sécrétion d’une matiere exo-polysaccharidique. Ces derniers
semblent étre 1’¢lément clé de nombreuses infections. Malgré la mise en oeuvre de mesures
préventives, les biofilms sont difficiles a éradiquer en raison de leur tolérance caractéristique
a des doses ¢€levées d’antibiotiques.

L’objectif de notre travail vise a étudier par différentes méthodes qualitatives et quantitatives
I’évaluation de la formation de biofilm des bactéries isolées de sondes endotrachéales au
niveau de service de réanimation, CHU Tlemcen, et en deuxiéme lieu on va s’intéresser a
tester 1’effet anti biofilm des huiles essentielles de quelques plantes médicinales : lavandula
officinalis et d’Ecalyptusglobulus sur les souches isolées formatrices du biofilm.

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). D’une autre part les

travaux réalisés sur le potentiel antibiofilm des huiles essentielles (HE) de /avandula



officinalis et d’Ecalyptusglobulus sur les souches formatrices de biofilms ont montré une
meilleure activité antibactérienne de I’huile essentielle d’E. globulus suivie de Lavandula
officinalis. Les derniéres avancées montrent que les HE possédent un intérét sans équivoque
dans la lutte future contre les biofilms.
Mots clés
Biofilm, dispositifs médicaux, sondes endotrachéales, huiles essentielles.

Abstract
Biofilms are structured communities of microorganisms attached to a biotic or abiotic surface
through the secretion of exo-polysaccharide material. These appear to be the key to many
infections. Despite the implementation of preventive measures, biofilms are difficult to
eradicate due to their characteristic tolerance to high doses of antibiotics.
The objective of our work aims to study by different qualitative and quantitative methods the
evaluation of the biofilm formation of bacteria isolated from endotracheal tubes at the level of
resuscitation service, CHU Tlemcen, and secondly we will be interested in testing the anti
biofilm effect of the essential oils of some medicinal plants: /avandula officinalis and
Ecalyptus globulus on the isolated strains that form the biofilm.
Given the current conditions (COVID-19), the second part has not been carried out, 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 well microplate (TCP), Congo red
agar (CRA) method. On the other hand, work carried out on the antibiofilm potential of
essential oils (HE) of lavandula officinalis and Ecalyptus globulus on biofilm-forming strains
has shown better antibacterial activity of essential oil of E. globulus followed by Lavandula
officinalis The latest advances show that HE has an unequivocal interest in the future fight
against biofilms.
Keywords

Biofilm, medical devices, endotracheal tubes, essential oils.



