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Résumé

Lors de I'utilisation de lentilles de contact (LC), I’adhérence microbienne et la formation de biofilms sont des
menaces cruciales pour la santé oculaire en raison du développement de biofilms matures sur les surfaces LC
associées a des infections oculaires graves tels que la kératite. Le but de ce travail est le développement d’une
approche novatrice pour inhiber efficacement les biofilms, en mettant 1’accent sur ’utilisation d’agent antimicrobien
tel que I’acide citrique. Dans cette étude des isolats de bactéries Gram positives ont été dépsitées a partir des LC des
porteurs asymptomatiques. Des modéles de biofilms ont été créé in vitro sur LC non porté stérile. Ensuite une
évaluation de I’effet de la solution d’acide citrique et la solution d’entretien de lentille de contact Biotrue sur la
capacité a inihiber et éradiquer le biofilm. La concentration d’acide citrique a 1% et 2% était nécessaire contre la
forme planctonique des bactéries. Une concentration de 3% pour éradication complete du biofilm. Quant a la
solution Biotrue, une concentration 100% était suffisante pour inhiber la croissance bactérienne et le biofilm. Les
solutions ont démontré une grande efficacité dans inhibition de I’installation et 1’élimination du biofilm sur les LC

souple.
Mots clés : Lentille de contact, acide citrique, Biotrue, biofilm
Summary

When using contact lenses (LC), microbial adhesion and biofilm formation are critical threats to ocular health due to
the development of mature biofilms on LC surfaces associated with serious ocular infections such as keratitis. The
aim of this work is the development of an innovative approach to effectively inhibit biofilms, with emphasis on the
use of antimicrobial agent such as citric acid. In this study, isolates of gram-positive bacteria were detected from the
LCs of asymptomatic carriers. Biofilm models were created in vitro on sterile unworn LC. Then the evaluation of the
effect of citric acid solution and Biotrue contact lens maintenance solution on the ability to inhibit and eradicate
biofilm. The concentration of citric acid at 1% and 2% were necessary against the planktonic form of the bacteria. A
concentration of 3% for complete biofilm eradication. As for the Biotrue solution, a 100% concentration was
sufficient to inhibit bacterial growth and biofilm. The solutions have demonstrated great efficiency in inhibiting the

installation and elimination of biofilm on soft contact lenses.

Key words: Contact lens, citric acid, Biotrue, biofilm
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L'ceil humain est I'un des organes les plus complexes du regne animal, et sa rétine I'un des
tissus les plus complexes. L'eeil humain peut étre capable de détecter un seul photon (Tinsley et
al., 2016). Cependant, les dysfonctionnements oculaires affectent un pourcentage important de la
population moderne. Selon I'Organisation Mondiale de la Santé (OMS), 1,3 milliard de personnes

dans le monde souffrent de déficience visuelle (Moreddu et al., 2019).

Les lentilles de contact (LC) sont des dispositifs médicaux utilisés par plus de 230 millions de
personnes dans le monde pour résoudre ces problemes fonctionnels ou optiques des yeux, ou
pour modifier I’apparence des yeux (Morgan et al., 2016). Mais, lorsque celles-ci sont insérées
dans les yeux, certaines substances telles que protéines, les glycoprotéines, les lipides de la
déchirure s’accumulent rapidement a leur surface (Dosler et al., 2020), combinées avec une
mauvaise manipulation et utilisation non hygiénique de ces lentilles, créent ainsi un
environnement propice aux microorganismes qui adhérent a la surface de celle-ci et d’en produire
un biofilm (Vijay et al., 2009).

Ainsi, le contact continu de I’ceil avec le cristallin infecté par le biofilm peut entrainer de graves
infections oculaires, comme la kératite, non traitée, peut entrainer une perte de la vision
(Schaefer et al., 2001). On estime que les deux tiers des infections humaines impliquent des
biofilms, y compris des infections impliquant les voies urinaires, les poumons, les oreilles, la

plaque dentaire, les implants et les lentilles de contact (Kimkes et Heinemann, 2020).

Les biofilms sont une préoccupation majeure dans le domaine des dispositifs médicaux en
général, et les bactéries Gram positives et Gram négatives peuvent former des biofilms sur les
dispositifs médicaux (Khatoon et al., 2018). L’accumulation de ces biofilms sur les lentilles de
contact est associée a des infections oculaires notamment la kératite microbienne (KM) qui est

une infection grave, menacant la vue (Ting et al., 2021).

Pour prevenir efficacement les infections oculaires, il est essentiel de développer des
méthodes de désinfection spécifiques qui permettent de minimiser la formation des biofilms sur

les lentilles de contact.

Notre étude vise, tout d’abord, a dépister les isolats Gram positifs formant a partir des

lentilles de contact souples utilisées et ensuite évaluer 1’activité inhibitrice et éradicatrice deux
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agents antimicrobiens, 1’acide citrique et la solution d’entretien de lentille biotrue, la plus utilisée

sur le marché, sur le biofilm bactérien.
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1 Historique des lentilles de contact

Léonard de Vinci a introduit le concept des lentilles de contact en 1508, suivi de René
Descartes en 1636. Cependant, les idées de Da Vinci et de Descartes étaient irréalisables
(Vincent, 2017).Les premiéres lentilles de contact modernes étaient de grandes lentilles sclérales
en verre soufflées inventées en 1887 et 1888, qui corrigeait la myopie et ne pouvait étre porté que
quelques heures a un temps (Campolo et al., 2022).
Par la suite, des lentilles sclérales (polyméthacrylate de méthyle, PMMA) en plastique ont été
formées dans les années 1930 et, en 1949, les premieres lentilles cornéennes ont été mises au
point, lesquelles pouvaient étre portées pendant 16 heures. Les lentilles cornéennes en PMMA
sont devenues les premieres lentilles de contact a gagner en popularité en les années 1960, mais
ces lentilles n'étaient pas perméables a l'oxygene et portaient une gamme de potentiel confort et
effets secondaires cliniques [(Bartschi, 2009);(Talu et al., 2011)].
Les lentilles cornéennes rigides perméables au gaz (RGP) sont apparues a la fin des années 1970
et sont rapidement devenues la norme de I'industrie pour les lentilles rigides (Terry et al., 1989).
En 1998 les premieres lentilles de contact en silicone hydrogel ont été lancées par Ciba Vision.
Ces lentilles souples combinent une perméabilité a I'oxygene élevé avec un confort et des
performances cliniques élevées et sont depuis devenu le type de lentilles de contact les plus
couramment distribué (Guillon, 2013).
Divers matériaux commerciaux aux propriétés similaires ont suivi peu apres. De nos jours, les
hydrogels de silicone et les matériaux RGP dominent le marché des lentilles souples et rigides,

respectivement.

2  Definition

Les lentilles de contact sont des dispositifs biomédicaux optiques transparents en forme de
disques, destinées a étre placées a la surface de I'eil, au contact de la cornée, pour corriger la
plupart des défauts visuels, leur diamétre est compris entre 12,5 et 15 mm (Berthélémy, 2015).
En effet, les lentilles de contact représentent une aide appréciable pour la vision en présence de
troubles de la réfraction et un irremplacable élément de traitement de certaines maladies
chroniques de I’ceil (Foucaud, 2012). Elles se composent d'une face postérieure en contact avec
le film lacrymal précornéen et d'une face antérieure ou optique qui détermine la puissance de la
lentille (Chaine, 2000).
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3 Classification des lentilles de contact

Les lentilles de contact interagissent avec la surface oculaire via le film lacrymal, I'épithélium
cornéen et I'épithélium conjonctival. La lentille de contact doit permettre un débit d'oxygene
suffisant pour maintenir I'aérobie métabolisme, homéostasie cornéenne et stabilité du film
lacrymal. Les lentilles de contact peuvent étre regroupées en trois catégories principales en
fonction sur leur composition : lentilles de contact souples, rigides et hybrides [ (Schalk, 2017) ;
(Moreddu et al., 2019)]. Elles peuvent étre classées en plus du matériau de construction, en
fonction de la conception, du calendrier d’usure, du réle et de la fréquence d’élimination (Donlan
et Costerton, 2002).

3.1 Types des lentilles de contact
3.1.1 Lentilles rigides

Autrefois appelé « lentilles dures », « semi-rigides », « semi-flexibles » ou encore «
lentilles rigides perméables a I’oxygene » (Schalk, 2017). Ces lentilles de contact sont fabriquées
en polyméthacrylate de méthyle et bougent a chaque clignement, permettant aux larmes

contenant de I'oxygéne de s'écouler sous la lentille (Donlan et Costerton, 2002).

La durée de vie de ces lentilles, qui conditionne leur renouvellement, est d’une a deux
années. Actuellement, le renouvellement fréquent n’est pas envisageable par les laboratoires pour
ces lentilles rigides en raison du co(t de fabrication (Pagot, 2009). Elles sont utilisées pour traiter
I'astigmatisme et irrégularités cornéennes avec une variété de conceptions et aussi indiquées dans
le cas d'une intolérance aux produits d'entretien (irritation ; allergie) ou lorsqu'on craint un
manque d'hygiéne ou bien on est face a une insuffisance lacrymale (van der Worp et al., 2014).
Les infections et les allergies sont beaucoup moins fréquentes en lentilles rigides qu'en lentilles
souples (Foucaud, 2012).

3.1.2 Lentilles souples

Les lentilles de contact souples sont faites d'hydrogel ou de silicone et sont congues pour
permettre a I'oxygene de se diffuser a travers le matériau de la lentille pour fournir de I'oxygéne a
la cornée (Donlan et Costerton, 2002).
Ces lentilles permettent un meilleur confort. Leur permeéabilité a lI'oxygene dépend de leur
contenu en eau qui peut s'étendre de 36 a 85%. Plus la lentille contient de I'eau plus la

perméabilité a l'oxygéne et bonne. Mais elle sera toujours inférieure a celle obtenue avec les
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lentilles rigides permeables a I'oxygene. Leur diamétre est de 12,5 a 16 mm. 1l est plus grand que
celui des lentilles rigides et ne permet pas de va-et-vient de la lentille lors du clignement des
paupiéres. Les larmes ont donc plus de mal a circuler sous la lentille ce qui expose la cornée
au risque d'hypoxie (Earith, 1996).
3.1.3 Lentilles hybrides

Les lentilles hybrides comportent une zone optique centrale constituée d'un matériau rigide
perméable a I'oxygene, entourée d'une zone d'ajustement périphérique constituée du silicone-
hydrogel. Elles ont un diamétre de 14,5 mm et combinent le confort du port des lentilles souples

avec l'optique plus claire des lentilles rigides perméables a I'oxygene (Pilskalns et al., 2007).

3.2 Fonctions des lentilles de contact

3.2.1 Lentilles correctrices

Ces lentilles de contact corrigent dans la plupart des cas I’hypermétropie, la myopie mais
également 1’astigmatisme et la presbytie. Les porteurs doivent généralement retirer leurs lentilles
tous les soirs ou tous les deux jours, selon la marque et le type de lentilles. Certaines lentilles
« Night & Day » peuvent étre portées sans interruption, elles sont congues pour pouvoir dormir

avec (Anonyme, 2023).

3.2.2 Lentilles thérapeutiques

Elle est employée pour traiter les maladies extérieures de 1'ceil ou pour accélérer la
cicatrisation de la cornée en assurant un role de barriére entre l'extérieur et l'eeil : en présence
ulcération cornéenne, les lentilles souples agissent comme un pansement et accélérent la ré-
épithélialisation de la cornée.

Elle permet aussi I'administration locale de médicament car elle peut stocker et libérer les
molécules actives de facon lente. Enfin, elle permet aussi de donner un aspect normal a un ceil

non fonctionnel (exemples : albinisme ; cataracte inoperable) (Lang, 2002).

3.2.3 Lentilles cosmétiques

Les indications des lentilles a but esthétique sont purement esthétiques. Changer la couleur
des yeux est un souhait fréquemment exprimé (Guyomarch et al., 2009). Elles sont parfois
prescrites ou distribuées en dehors des réseaux habituels, souvent chez des adultes, jeunes

emmeétropes, non porteurs habituellement de lentilles de contact correctrices. Il est tout a fait
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évident qu'elles exposent, comme toutes lentilles, & la survenue de complications infectieuses
(Colin et al. 2006).

4  Environnement des lentilles de contact

4.1 Film lacrymal

Le film lacrymal est le film de larmes situé sur la face antérieure de 1’ceil. Il est localisé sur la
cornée. Il est en contact direct avec I'épithélium cornéen, ils sont méme indissociables. Forte
adhérence du film sur I’épithélium cornéen par le glycocalyx. (Laétitia, 2016). Il nourrit les
tissus de la surface oculaire et élimine les déchets du métabolisme cornéen. Le film lacrymal est
constitué de 3 couches (Moreddu et al., 2019) (Figure 1) :

» Une couche lipidique superficielle, qui est sécrétée par les glandes de Zeiss et de

Meibomius. Cette couche limite I'évaporation du film lacrymal et lisse la cornée.

» Une couche intermédiaire aqueuse, qui est sécrétée par les glandes lacrymales. Cette
couche protége et nourrit la cornée. Elle prévient de la kératinisation et donc de
I'opacification de la cornée. Elle véhicule des protéines protectrices.

» Une couche profonde mucineuse, qui est formée de cellules calciformes conjonctivales
et qui permet l'adhésion du film lacrymal a la cornée, ainsi que sa bonne répartition sur la
surface des cellules épithéliales. Elle participe a I'élimination des corps étrangers et des

micro-organismes (Laétitia, 2016).

Couche lipidique
Couche aqueuse

Couche mucinique

Glandes de Meibomius

Figure 1:Dessin du film lacrymal sur une cornée (Laétitia, 2016)
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4.2 Microbiote oculaire

La surface oculaire est un tissu muqueux qui est fréguemment exposé aux micro-
organismes car il se situe entre lI'environnement et le systeme immunitaire de I'ndte (Leger et al.,
2017). Ce sont le plus souvent des champignons ou des levures d’aspect filamenteux et les
amibes. Ils proviennent de I’environnement oculaire ou d’origine externe (étuis, mains,
poussieres) (Bloise, 2017).

Cependant, il existe une flore bactérienne utile qui existe sur la surface conjonctivale
cornéenne mais ne pénetre pas dans les cellules épithéliales et a pour effet d'empécher
l'implantation et la colonisation de I'ceil par des micro-organismes nuisibles. Trois principaux
types bactéries peuplent 1’environnement oculaire dans les conditions saines et ce sont
Staphylococcus a coagulase négative (SCN), Corynebacterium sp et Propionibacterium sp
(Willcox, 2013). Staphylococcus a coagulase sont les plus représentées dans la conjonctive, les
paupieres et les larmes (plus de 50%) (Graham et al., 2007).

Ce microbiote oculaire est si diversifié que lI'on peut trouver des cocci a Gram positif comme
Staphylococcus et Streptococcus, ainsi que des bactéries a Gram négatif comme Pseudomonas et
Escherichia coli... (Lily et al., 2004).
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L’utilisation des lentilles de contact comporte certains risques qu’il est important de prendre
en considération. En effet, une mauvaise hygiéne, telle que le non-respect des procédures de
nettoyage et de désinfection, peut favoriser la prolifération des bactéries et la formation de

biofilms sur les lentilles de contact provoquant ainsi des infections oculaires graves.

1 Keératites microbiennes

La kératite microbienne (KM) est une infection oculaire grave qui afflige la cornée et peut
potentiellement conduire a la cécité (Campolo et al., 2022). Les agents infectieux cornéens
comprennent un large éventail d’agents pathogénes tels que les bactéries, les champignons, les
protozoaires et les virus (Dosler et al., 2020).
Les facteurs de risques le plus important liés aux ports de lentilles, résultant de patients qui ne
nettoient pas correctement leurs lentilles de contact ou de solution d’entretien inefficace est la
survenue des kératites microbiennes (KM) (Campolo et al., 2022).
Ainsi, le développement de biofilms matures sur les surfaces de LC a été associé a la kératite
chez les humains et les modeles animaux [(Bispo et al., 2015);(Willcox, 2013)].

1.1 Kératites bactériennes

C’est est une infection de la cornée due a une ou plusieurs bactéries, le plus souvent dans
les suites de lesions de la surface oculaire (Souhail et Iferkhas, 2016). Elle est caractérisée
cliniquement par une zone d’infiltration cornéenne sous-jacente a un ulcére épithélial, d’origine
infectieuse et entraine une atteinte tissulaire secondaire a une réaction inflammatoire (Muraine et
Gueudry, 2015).

Dans les pays développés, 90 % des kératites chez les porteurs de lentilles de contact sont
d’origine bactérienne (Dyavaiah et al., 2015). Ces kératites peuvent étre graves avec au
maximum abces de cornée qui peut mettre en jeu le pronostic visuel (Feys, 2004). Les germes les
plus souvent responsables sont Pseudomonas aeruginosa, Serratia marcescens, Haemophilus
influenzae, plus rarement Bacillus. Les germes Gram positif, le Staphylococcus aureus, le
Staphylococcus epidermidis, le Streptococcus pneumoniae et les pyogénes (Tableaul et Figure 2)
(Bloise, 2017).
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Tableau 1: Germes responsables de la kératite bactérienne (Muraine et Gueudry, 2015).

Bactéries Aérobies Anaérobies

Cocci a Gram positif = Staphylococcus : aureus/epidermidis/autres = Ptococcus
= Streptococcus : pneumonia/ autres streptocoques | =Peptostreptococcus
= Micrococcus

Cocci a Gram négatif =Neisseria: gonorrheae/ meningitidis/ autres =Veillonella
= Branhamella

Bacilles a Gram positif | =Bacillus Propionibacterium
= Corynebacterium Actinomyces
= Listeria Clostridium
Bacilles a Gram négatif | # Pseudomonas : aeruginosa/non aeruginosa Fusobacterium
= Enterobacteriaceae : Klebsiella/Enterobacter/ Bacteroides
Serratia/Proteus/Escherichia/Citribacter Capnocytophaga
= Stenotrophomonas

= Burckholderia
= Acinetobacter
= Alcaligenes
= Azotobacter

= Haemophilus

Figure 2:(1) Kératite a Pseudomonas aeruginosa ; (2) Kératite a Staphylococcus aureus Bourcier
et al., 2020).
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1.2 Kératites fongiques

Les kératites fongiques ou kératomycoses sont de graves infections cornéennes, causées
généralement par des agents opportunistes sur une cornée lésée (Bourcier et al., 2011). Elles sont
essentiellement dues & des champignons filamenteux, des levures et exceptionnellement & des
champignons di-morphiques a composante mixte : levures et filaments. Elles représentent 5 a 20 %
des kératites microbiennes dans les pays en voie de développement, chez les porteurs de lentilles
de contact (Dyavaiah et al., 2015).

Les facteurs de risques sont essentiellement la mauvaise hygiéne, le port permanent, la
contamination de solutions d'entretien (Adil et Rajaa, 2014). Dans une kératite fongique sous-

verres, les champignons filamenteux les plus souvent blamés sont ceux du genre Fusarium et

Aspergillus (Figure 3) (Dyavaiah et al., 2015); pour les levures, ce sont les candida (Tableau 2)
(Feys, 2004).

Figure 3:(1) ceil atteint d’une kératite a Fusarium ; (2) Kératite a Aspergillus (Bourcier et al.,
2017).

Tableau 2: Groupe de champignons responsables de kératomycoses (Bourcier et al., 2017).

Champignons filamenteux Levures Champignons

Non pigmentés Pigmentés dysmorphiques
Fusarium* Curvularia Candida* Blastomyces
Aspergillus * Alternaria Cryptococcus Coccidioides
Acremonium Phialophora Geotrichum Histoplasma
paecilomyces Bipolaris Malassezia Sporothrix
Penicllium Exserohilum Rhodotorula Paracoccidioides
Pseudallescheria Cladosporium
Scedosporium Lasiodiplodia
Beauveria
* les champignons les plus fréqguemment isolés et rapportés dans la littérature. Les
champignons filamenteux pigmentés sont plus rares que les non-pigmentés.
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1.3 Kératites amibiennes

Elle est considérée comme une infection rare et grave, menacant le pronostic visuel dans
le monde entier. La précocité de la prise en charge condition ainsi le pronostic visuel final (Figure
4) (ElI Haddad et al., 2012). Son incidence a augmenté dans les pays occidentaux en méme
temps que le port de lentilles de contact (premier facteur de risque). La kératite amibienne est
également une pathologie immunologique, se caractérisant par une évolution lente et douloureuse
(Semaha, 2020).

Le principal facteur de risque des kératites amibiennes est le contact des lentilles avec une
eau contaminée. Ce contact peut survenir par exemple lors de 'utilisation de 1’eau du robinet
pour le nettoyage, le ringage ou la conservation des lentilles de contact ou encore en situation de
baignade avec les lentilles de contact (Boulanger et George, 2015).

Les kératites amibiennes sont dues a de petits protozoaires omniprésents dans 1’environnement
(sol, air, eau des réseaux de distribution, eau des piscines, eau de mer...) comme les
Acanthamoeba. Ces infections sont rares, leur incidence est d’environ 1% des kératites
infectieuses sous lentilles dans le monde. Toutefois, les kératites amibiennes sont une
préoccupation majeure a la fois pour les pays développés et pour les pays en voie de

développement en raison de leur gravité (Dyavaiah et al., 2015).

Figure 4: Keratite amibienne (Bourcier et al., 2013)
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1.4 Kératites virales

Les Kératites virales peuvent se rencontrer chez le porteur de lentilles. Les lentilles de
contact peuvent étre contaminées par différents virus comme le virus de 1’hépatite B, le virus de
I’herpés (Herpes Simplex Virus, HSV), le virus varicelle-zona (VZV), I’Adénovirus, le
Cytomégalovirus... (Figure 5) (Dyavaiah et al., 2015).

Le virus Herpés Simplex-1 (HSV-1) infecte la majorité de la population mondiale et fait
partie des principales causes de cécité infectieuses dans le monde développé. L’herpes oculaire
toucherait 90 000 personnes en France, et le risque de le développer est de 1’ordre de 1% au cours

d’une vie humaine (Semaha, 2020).

Lentille de centact Kératite bactérienne
Lenrille de contact
non contaminée

contaminée

1

Etui 2 lentilles de contact contaminé (Eil sain
par diffévents microbes (bactéries, N
champignons. amibes. virmas). A

Eératite virale

e

Eeératite amibienne

Figure 5: Différentes maladies oculaires résultant de la contamination des lentilles de contact et
étuis a lentilles (Khan et Lee, 2020).

2 Formation de biofilm sur les lentilles de contact
2.1 Définition du biofilm

les biofilms sont genéralement définis comme une communauté de microbes sessiles

maintenus ensemble par une matrice extracellulaire polymérique, adhérente a une surface, une
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interface ou & d'autres cellules qui sont phénotypiquement distinctes de leurs homologues
planctoniques (Donlan et Costerton, 2002).

La formation de biofilm microbien sur les LC et les étuis de stockage de lentilles peut étre
un facteur de risque d'infections cornéennes associées aux LC (Kackar et al., 2017). Cette
contamination des lentilles de contact provient essentiellement des mains, des solutions
d’entretien, des étuis, de ’eau et de I’environnement. Les micro-organismes pathogenes sont

principalement des bactéries Gram négatif, des champignons et des amibes (Bloise, 2017).

2.2 Etapes de formation de biofilms sur lentille de contact

2.2.1 Conditionnement de surface des lentilles de contact

Les minutes qui suivent ’immersion d’une surface dans un milieu, des molécules
organiques, inorganiques et des macromolécules (protéines, biopolymeéres) sont adsorbées sur la
surface, formant un film de conditionnement. Ce film entraine des changements de propriétés de
surface, telles que 1’énergie de surface, la charge mais aussi la rugosité, et affecte de maniere
positive ou négative les interactions cellule-surface (Chen et al., 2006).

Dans le cas des LC les dépdts présents ont une origine organique ou pas. lls proviennent
des composants du film lacrymal ou de ’environnement et sont quantifiés et classés selon la
classification du tableau (Tableau 3). Leur présence augmente le risque infectieux car ils servent

de matrice nutritive aux germes et sont responsables d’un inconfort de port (Bloise, 2017).

Tableau 3: Les dépdts, les plus fréquemment retrouveés sur les lentilles contact (Bloise, 2017).

Nature Organiques Non organiques
Origines
Protéines,
. Lipides,
Film lacrymal Vil
Colorations,
Autre composante des larmes
Meétal,
: Résidus de vétements,
Des mains et de X
Maquillage,
I’environnement Accumulation des composants

des solutions d’entretien,
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2.2.2 Transport des bactéries vers la surface LC

Les bactéries a 1’état planctonique sont transportées vers la surface par des processus de
transports passifs et/ou actifs (Scalabrini, 2019). En effet, Le transport dépend de plusieurs
facteurs dont la nature milieu (viscosité, force ionique), les mouvements de ce milieu
(sédimentation, mouvement de brownies) et le chimiotactisme qui est un facteur biologique est
défini comme un ensemble des mouvements des flagelles d’une cellule ou des récepteurs

specifiques sensibles aux variations de concentration des nutriments présents (Bezoui, 2016).

2.2.3 Adhésion

Le développement d'un biofilm est un processus dynamique qui implique plusieurs étapes,
notamment l'attachement a la surface cellulaire, la production de matrice et I'expansion de la
population(Jiang et al., 2021).

En général, le processus de fixation de bactérienne a n’importe quelle surface peut étre divisé en
deux étapes.

2.2.3.1 Adhésion réversible

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) (Haiby et al., 2011). Elles s’y attachent de maniére réversible des interactions non
spécifiques, électrostatiques et électrodynamiques. Cette étape est influencée par des conditions
environnementales impliquant le pH, 1’osmolarité, la température, la concentration en oxygeéne et
en nutriments et ’hydrodynamique de fluide. L adhérence des bactéries est également influencée
par la nature de la surface, notamment sa rugosité et son hydrophobicité. Les bactéries adhérent
facilement sur une surface rugueuse, hydrophobe et non polaire (Beloin et al., 2008).
L’adhérence est temporaire, au cours de laquelle les bactéries peuvent se détacher de la surface.
Cette étape est largement médiatisée par les forces de Londres, Van der Waals (Churaev et al.,
2013).
2.2.3.2 Adhésion irréversible : maturation de I’encrage bactérien

L’adhésion devient irréversible en raison de la production d’exopolysaccharides (EPS)
par les bactéries et surtout par des structures d’attachement variables selon les especes
bactériennes, par exemple les fimbriae et les curli pour E. coli, qui interagissent avec des récepteurs

spécifiques présents sur la surface (Figure 6) (Beloin et al., 2008).
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Figure 6: Résumé des stratégies d'adhésion (Campolo et al., 2022).

(A) Fixation de bactéries via des flagelles ou des pili, (B) Dépdts superficiels de protéines ou de lipides apres usure,
permettant la fixation bactérienne, (C) Production de protéines adhésives, de polysaccharides ou de substances
polymeres extracellulaires exposées a la surface cellulaire (D) Adhérence polaire.

2.2.4 Développement précoce du biofilm

Une fois solidement ancrées sur la surface, les bactéries commencent a proliférer sous
forme de clusters ou de micro-colonies et continuent de produire des exopolysaccharides
(Scalabrini, 2019). Au cours des divisions cellulaires, les micro-colonies se réunissent et forment
un tapis bactérien dense, qui sont protégées par la matrice exopolysaccharidique (Guzméan-Soto
etal., 2021).
2.2.5 Maturation du biofilm

Le biofilm adopte une structure tridimensionnelle dont la forme et les caractéristiques
dépendent de la matrice EPS, de I’environnement, des espéces qui le composent, des interactions
intercellulaires (quorum sensing), etc... On parle alors de biofilm mature (Scalabrini, 2019).
Cette architecture complexe du biofilm se met en place avec la formation de canaux aqueux et de
pores entre les microcolonies (Folkesson et al., 2008), permettant I’acheminement d’oxygéne et
de nutriments nécessaires a la croissance de micro-organismes, ainsi que 1’élimination des
déchets (Tenke et al.,2006). La production et la sécrétion d’enzymes ou de toxines provoquent la
dégradation des résidus présentes dans les surfaces environnantes et permet ainsi la libération de

nutriments (Jacolosen et al., 2008).

2.2.6 Détachement de bactéries
Le détachement des cellules bactériennes planctoniques du biofilm est un détachement

programmé, qui se produit de facon passive parfois, en raison de certains stress mécaniques
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(force de cissaillement) ou de fagon active, par des inducteurs tels que des molécules « signal »,
des fluctuations de nutriments, la présence d’enzymes dégradant certains exopolymeéres, dans la
plupart des cas, certaines bactéries arrétent de produire EPS (McDougald et al., 2011).

Les bactéries acquierent un mode de croissance, une physiologie et un métabolisme différent des
bactéries planctoniques. Ces changements phénotypiques résultent d’une révolution du profil
d’expression de leurs genes. Toutes ces transformations sont coordonnées grace a un systéme de
communication entre les bactéries d’une méme espéce au sein du biofilm, appelé quorum sensing
(Behlau et Gilmore, 2008). Ce systeme est fondé sur la production de molécules diffusibles par
les bactéries, par exemples les acyl-homoserine lactones chez les bactéries a Gram négatif, qui
donnent une indication de la densité cellulaire dans un environnement donné (Filloux et Vallet,
2003). Les cellules dispersées peuvent conserver leurs propriétés du biofilm (l'insensibilité aux

antibiotiques) et retrouve leur phénotype planctonique normal (Jamal et al., 2015).
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Figure 7: Présentation schématique des étapes séquentielles de la formation de biofilm sur les LC
(A) Adsorption des composants du film de conditionnement. (B) Transport microbien vers la surface LC. (C)
Adhésion initiale de micro-organismes uniques. (D) Adhésion entre micro-organismes adhérents. (E) Ancrage

et établissement d’une adhérence ferme et irréversible grdce a la production d’exopolymeéres. (F)
développement du biofilm par croissance (Bruinsma et al., 2001).

2.3 Facteurs favorisant la formation du biofilm

La formation du biofilm est un phénoméne complexe sous l’influence de plusieurs

facteurs caractéristiques du substrat sur lequel les bactéries vont se fixer, forces s’exercant dans le
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milieu aqueux (hydrodynamique du fluide), caractéristiques du milieu et propriétés de la surface
des cellules (Donlan, 2002).

2.3.1  Caractéristiques de la surface

L’attachement cellulaire est important sur les surfaces rugueuses, et les propriétés
physico-chimiques exercent une influence sur ce dernier, aussi les microorganismes se fixent plus
facilement sur les surfaces hydrophobes et non polarisées (verre, métaux.), la présence préalable
de films protéiques (sang, larme, I’urine...etc.) Influencent la fixation des bactéries et favorise la

formation du biofilm (Bezoui, 2016).

2.3.2  Caractéristiques du milieu

La formation et la dispersion d’un biofilm nécessite des équipements enzymatiques précis
et des entités structurales particuliéres, dont 1’activation dépend de facteurs environnementaux
clefs, tels que les changements dans les niveaux d'oxygéne qui peuvent affecter la formation de
biofilms dans diverses especes de bactéries, la température et les conditions de faible teneur en
nutriments qui créent un stress sur les micro-organismes et déclenchent la formation de biofilm.
Cependant, les biofilms ne sont pas capables de mdrir si les niveaux de nutriments sont

constamment bas (Samrot et al., 2021).

2.3.3  Propriétés des cellules

La fixation des cellules bactériennes est également influencée par production d’EPS ainsi
les flagelles, les pili, fimbriae et les adhérences non fimbriales qui aident les cellules bactériennes
a établir un premier contact physique avec les substrats. L hydrophobicité est un autre facteur qui
sert a réduire les forces répulsives entre la surface bactérienne et le substrat de colonisation, celle-
ci dépend du milieu, du taux de croissance et des espéces bactériennes (Muhammad et al.,
2020).
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1 Historique I’entretien des lentilles de contact

Les premiers systémes de nettoyage des lentilles de contact étaient basés sur la chaleur : une
pastille de sel était incorporée a de 1’eau distillée, portée a chaud entre 80 et 90 °C pendant 10
minutes (70). Par la suite I’eau distillée a rapidement été remplacée par du sérum physiologique
stérile prét a ’emploi. Ces systémes chauffants étaient efficaces contre les microorganismes,
mais présentaient 1’inconvénient d’étre encombrants et destructeur pour les lentilles de contact.
Les premiers systémes d’entretien « chimiques » contenant des agents antiseptiques et des
conservateurs ont été mis sur le marché. Plus tard ont a paru les produits désinfectants a base de
peroxyde d’hydrogéne. Dans les deux cas, une étape supplémentaire de rincage de la lentille par
une solution séparée était nécessaire. Au cours des années 1970, les premiers produits contenant
des conservateurs et antiseptiques combinées aux solutions de rincage sont apparus (premieres «
Multipurpose solutions » MPS) ; par la suite, des surfactants et des agents lubrifiants ont étés
ajoutés aux solutions existantes pour créer des solutions « tout-en-un ». En dehors du peroxyde
d’hydrogene, les premiers agents antiseptiques furent le Thimerosal, des dérivés de chlorure de
chlorexidine, des complexes contenant de 1’iode ou encore du chlorure de benzalkonium. Tous
ces produits se sont révélés irritants voire allergisants. 1ls ont désormais été remplacés par le
Polyhexamethyléne Biguanide (PHMB), le Polyquaternium-1 (PQ-1), le myristamidopropyl
diméthylamine et I’ Alexidine (Szczotka-Flynn et al., 2013).

2  Solutions d’entretien
Les solutions pour lentille de contact sont des mélanges trés complexes de biocides (agents

de conservation), de surfactants et d'autres agents congus pour:

» Désinfecter : détruire et retirer tous les micro-organismes des lentilles de contact dans
le but d’éliminer tous risquent d’infections oculaires et d’autres effets secondaires ;

» Nettoyer : retirer tous les autres contaminants biologiques ou pas ;

» Rincer et conserver : Maintenir la lentille dans 1’état jusqu’a une nouvelle utilisation
[(Bloise, 2017);(Zaki et al., 2019)].

Un bon entretien des lentilles de contact est important afin d’assurer le maintien du confort

des lentilles pendant le port et surtout de diminuer le risque infectieux par [’action
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décontaminante des solutions d’entretien. Elles se divisent en trois groupes: les solutions

multifonctions, les solutions oxydantes et les solutions uni-fonctions (Bloise, 2017).

2.1 Solutions multifonctions

Les solutions multifonctions ont simplifi¢ 1’entretien pour améliorer 1’observance. Elles
contiennent différents agents chimiques a des concentrations variables suivant qu’il s’agisse d’un
produit pour lentille souple ou pour lentille rigide. Avant 2012, elles ne contenaient qu’un seul
biocide qui les différenciait entre elles. Aujourd’hui, certaines contiennent deux biocides, un
biguanide et un ammonium IV pour augmenter I’efficacité sans augmenter les concentrations
(Jones et Powell, 2013). Ces solutions ont pour ambition de rassembler en un seul produit les
principales fonctions requises a I’entretien des lentilles. Les premiéres solutions multifonctions
apparues sur le marché permettaient le nettoyage, la décontamination et la conservation des
lentilles. De nos jours, les solutions modernes assurent en plus les fonctions de ringage, de

déprotéinisation et de lubrification (Bloise et al., 2009).

2.2 Solutions oxydantes

Les solutions oxydantes contiennent le plus souvent du peroxyde d’hydrogene (H202) a
une concentration de 3% a visée décontaminante. Les plus récentes contiennent en plus un agent
nettoyant ou lubrifiant. Le peroxyde d’hydrogéne étant cytotoxique pour I’ceil, il doit étre
neutralisé avant la pose de la lentille. Cette neutralisation consiste a transformer le peroxyde
d’hydrogene en eau et en oxygene par voie catalytique soit par utilisation d’une catalase en

comprimé ou grace a un disque de platine (Bloise, 2017).

L'efficacité biocide des systemes H»O: est basée sur la capacité de la molécule H.O; a
déstabiliser les cellules et les substrats organiques par des réactions oxydatives, produisant des
hydroxyles destructeurs radicaux qui attaquent les lipides membranaires et les composants

cellulaires essentiels (Nichols et al., 2019).

2.3 Solutions uni-fonction

Avant les solutions multifonctions, seules les solutions a fonction unique étaient disponibles.
Cette complexité de I’entretien peut réduire la bonne observance de 1’entretien par les porteurs de

lentilles de contact cependant, ces solutions monofonctions sont encore utilisées pour 1’entretien
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des lentilles classiques ou des lentilles rigides perméables aux gaz (LRPG), notamment pour des

fonctions de nettoyage en profondeur ou de déprotéinisation (Schalk, 2017).

3 Guide pour une bonne utilisation des lentilles de contact

Il est important d’inculquer les bons gestes de manipulation ainsi que les protocoles

d’entretien qui se rapportent a ses lentilles (Tableau 4). Il n’est pas inutile de rappeler ces notions

aux utilisateurs réguliers qui au fil des années relachent parfois leur vigilance.

Tableau 4: Protocole d’entretien de lentille de contact (Jones et Powell, 2013).

Avec les solutions multifonctions

Avec les solutions oxydantes

Lors de la pose

Lors du retrait

Lors de la pose

Lors du retrait

Etape commune : Se laver les mains avec du savon et les sécher

® Masser et rincer
les lentilles en
précisant bien avec la
solution d’entretien

O) Retirer les

lentilles

® Pas de massage ni
de rincage avec la
solution (risque de
détérioration du
matériau et de
toxicité oculaire) ;

@ Retirer les lentilles

@ Poser les lentilles ;

@ Masser et rincer

les lentilles en
précisant avec la
solution
d’entretien ;

@ Poser les lentilles ;

@  Déposer les
lentilles dans les étuis
spécifiques des
solutions oxydantes.

En cas de
neutralisation par
comprimeé de
catalase, ne pas

oublier de le mettre
dans I’étui

® Vider I’étui ;

® Remplir avec la
solution d’entretien
neuve et entierement
renouvelée ;

® Laisser sécher
I’étui ouvert et
retourné sur un
mouchoir en papier.

@ Laisser sécher
I’étui ouvert et
retourné sur un

mouchoir en papier ;

@ Fermer 1’étui.

® Respecter les temps
de neutralisation qui
varient en fonction de
la solution.
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1 Lieu d’étude

Cette étude a été réalisée au niveau du laboratoire de Microbiologie Appliquée a 1’Agro-
alimentaire, au Biomédical et I’Environnement (LAMAABE) de 1’Université Abou-Bekr Bekaid-
Tlemcen.

2  Prélevement
Un total de 20 échantillons de lentilles de contact souple (LC) de différentes marques ont été
collectés aupres des porteurs de lentilles de contact volontaires non atteints d’infections oculaires

ni de maladies oculaires dont I’age varie de 18-45 ans.

3 Enrichissement
Les différentes lentilles ont été mises en solution de 3 mL de bouillon ceeur-cervelle (BHIB)

pour étre enrichies et ont été incubées a 37°C pendant 24h.

4 Ensemencement et isolement

Aprés I’incubation, les tubes ont été placés dans 1’ultrason (WiseClean WUC-DO06H) pendant
3min pour faciliter le détachement des cellules qui se trouvent sur les lentilles puis un passage au
vortex avant d’étre ensemencé d’un volume de 100pL sur le milieu Chapman par épuisement.

Les boites ont été ensuite incubées a 37°C pendant 48h.

5 Identification des souches

Les souches ont éte identifiés aprés vérification de leurs puretés par :

» L’étude des caractéres macroscopiques: formes, taille, couleur et aspect.

» L’étude des caractéres biochimiques (la galerie API staph.)

> Recherche de la coagulase : Ce test de détection consiste a incuber pendant 4h jusqu’a
24h a 37°C un mélange de plasma de lapin et la souche a tester. L apparition d’un caillot
est observée en inclinant le tube a 90°. Ce test permet 1’identification de 99 % des

souches de S. aureus (Tableau 6).
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Tableau 5: La différence entre un résultat positive et négative d’un test de la coagulase

Coagulase positive Coagulase néegative
\ \
- Prise en masse du contenu du tube - le plasma reste liquide
- coagulation du plasma - absence de coagulation
- souche coagulase libre (+) Orientation | _ g5,che coagulase (-) orientation vers
Vers Staphylococcus aureus Staphylococcus & SCN

6 Conservation des souches

6.1  Conservation sur gélose nutritive

La conservation a court terme a été effectuée en préparant la gélose nutritive puis 1’incliner
dans les tubes a essai. Ensuite, les souches purifiées et identifiées obtenues ont été ensemencer a
partir de milieu Chapman sur la gélose inclinée par strie de la profondeur vers de surface et

conserver a 4°C.

6.2 Conservation dans le glycérol

Il s’agit de la conservation a long terme, dans des tubes Eppendorf stériles, 500 uL de
glycérol ont été pipete auquel ont été ajouter un volume de 500 pL de la suspension bactérienne
dans chaque tube. Les tubes Eppendorf ont été conservés a -20°C.

7  Evaluation de la formation de biofilms in vitro

Le potentiel de formation de biofilm des Staphylococcus a été évalué par les méthodes
suivantes ; la méthode qualitative de rouge Congo (RCA) et la méthode quantitative de plaque de
culture de tissus (TCP).

7.1 Méthode de Rouge Congo Agar (RCA)

La gélose Rouge Congo Agar est un milieu tres convenable pour la détection des souches

productrices de slime. Sur ce milieu les souches exprimant le PIA (Polysaccharide Intercellular
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Adhesion) donnent des colonies noires avec une surface rugueuse contre des colonies de couleur

rouge et a surface lisse pour les souches PIA négatives (Ziebuhr et al., 2001).

e Technique
La production de slime a été rechercheée sur le milieu Rouge Congo Agar(RCA). Selon
Freeman et al., (1989), le milieu a été préparé avec 37 g/L BHIB, 50 g/L de saccharose, 10 g/L
d’agar et 0,8 g/ du Rouge Congo Agar, puis autoclavé a 121°C pendant 15 minutes (Nasr et al.,
2012). Le milieu est ensemencé avec une anse d’une suspension de notre souche. La lecture a été faite

apres 24 heures a 37°C et (Jain et Agarwal, 2009).

e Lecture

Les souches productrices de slime donnaient des colonies noires a surface rugueuse contre
des colonies rouges a surface lisse pour les souches non productrices. Les souches de phénotype
variables donnaient des colonies a centre noir et a contour rouge ou a centre rouge et a contour
noir (Nasr et al., 2012).

Figure 8: Culture sur la gélose Rouge Congo (Hou et al., 2012).

(A) RCA-positive souche de S. epidermidis (colonies noires), (B) RCA-positive souche de S.
aureus (colonies noires), (C) RCA-négative souche de P. aeruginosa (colonies rouges).
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7.2 Meéthode de plaque de culture de tissu (TCP)
e Technique

Le test TCP décrit par pour la premiére fois Christensen et al, (1985) et modifier 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 (polystyrene) sont inoculés avec 150 uL 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 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 I'eau distillée et les
plaques sont laissées pour le séchage pendant quelque minute. les microplaques sont ensuite
remplis avec 150 puL d’une solution d’éthanol (95%) afin d’évaluer I’importance de la coloration

du biofilm (Stepanovic et al., 2000).

e |ecture

La classification des résultats obtenus présente sur la base du DO témoin. Les souches ont été
classées comme suit: DOx 2 < 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).

Figure 9: Les étapes de la méthode de TCP (photo personnelle)
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1: Mise en culture (18h-24h)

2: Coloration par CV.

3: Ringage par I’eau distillée stérile.

4 : Récupération de biofilm par I’éthanol.

5 : Lecture de microplaque par un lecteur ELISA (mesurer la DO).

8 Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI) de I’acide citrique

La détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI) a été réalisée suivant la
méthode de microdilution en utilisant les microplaques de 96 puits (Chraibi et al., 2021). La
CMI correspond a la plus faible concentration d’acide citrique (AC) qui produit une inhibition
complete de la croissance appréciable a 1’ceil nu du germe testé aprés 1’incubation. De ce fait, a
partir d’une solution mére d’acide citrique, une série de dilutions de AC est préparée en milieu
BHIB, a pour un volume final de 100 puL pour chaque concentration. Ensuite, 100 puL de
I’inoculum bactérien de concentration ajustée a une DO de 0.1 sont ajoutés aux différentes

concentrations de la série de dilutions. Ensuite, les puits sont incubés pendant 24 heures a 37 °C

9 Activité anti-adhésive de D’acide citrique et la solution biotrue contre sur de
Staphylococcus aureus et Staphylococcus epidermidis

Des lentilles de contact souples en silicone-hydrogel non portée et stérile sont mises dans
des tubes contenant 1 mL de la suspension bactérienne a une DO de 0.1 et 1 mL de la solution de
I’acide citrique preparer a 1%, 2% et 3% et de la solution d’entretien de LC a des concentrations
de 100%, 80 % 50%, 20% diluée a I’eau distillée sterile puis incubés a 37°C pendant 24H. Les
lentilles sont récupérées, lavées abondamment a 1’eau distillée stériles puis placées dans 1 mL de
I’eau physiologique. La sonication est effectuée 1 fois a 1’aide de ’ultrason (WiseClean WUC-
D06H) pendant 3 min puis par un passage de 20 secondes au vortex. Une série de dilutions est
effectuée pour chaque échantillon, puis ensemencée sur la gélose nutritive (GN). Le

dénombrement des colonies est réalis¢ apres 24h d’incubation a 37°C.

10 Activité de I’acide citrique et de la solution biotrue sur un biofilm préforme

Aprés la formation du biofilm sur les lentilles de contact non portées et stériles (Les lentilles
sont introduites dans des tubes contenant 1 mL d’une suspension bactérienne de chaque souche
ajustee a une DOsoo de 0,1 puis incubées a 37°C pendant 24H. Les supports sont récuperés, lavés
abondamment a I’eau distillée stérile et placé dans des tubes contenant de la solution d’acide

citrique & des concentrations 1%, 2% et 3% et de la solution d’entretien de LC a des
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concentrations de 100%, 80 % 50%, 20% diluée a 1’eau distillée stérile, puis incubés a 37°C
pendant 24h. Aprés incubation, les lentilles sont rincées, traitées par passage successif sur
I’ultrason et vortex pour détacher les bactéries adhérées sur la lentille de contact. Une série de
dilutions est effectuée pour chaque échantillon, puis un ensemencement sur la gélose nutritive. Le

dénombrement des colonies est réalis¢ apreés 24h d’incubation a 37°.

11 Calcul de Pefficacité de I’acide citrique et la solution d’entretien Biotrue (activité anti-
adhesive et éradicatrice)
Le pourcentage de reduction des solutions sur le biofilm préformé et 1’effet anti-adhesion est

calculé par la formule suivante:

(nombre de ufc du témoin ST)—(nombre de ufc apres traitement)

Le pourcentage de réduction= [ ] x 100

nombre de ufc du temoin ST

ST: Sans Traitement
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1 Prélévements
20 échantillons de lentilles de contact souple (LC) de différentes marques ont été collectes
aupres des porteurs de lentilles de contact volontaires non atteints d’infection oculaires ni de

maladies oculaires.

Apres encensement de chaque lentille sur le milieu Chapman dans 1’optique d’isoler les
bactéries a Gram positif. Au total 07 souches ont été récupérés a partir des 20 échantillons de LC

soit un pourcentage de 35 % (Figure 10).

65%

autres M Gram positif

Figure 10: Fréquences de prélévement bactériens

2 ldentifications des souches isolées
2.1 Etude macroscopique

Sur le milieu de Chapman, les colonies présentant 1’aspect macroscopique caractéristique
du genre Staphylococcus ont été prélevées, le développement bactérien sur le milieu de Chapman
ne constitue qu’une indication, d’autres bactéries (entérocoques) peuvent y cultiver.

Sur ce milieu, les colonies de Staphylococcus sont apparues souvent pigmentées et
entourées d’une auréole jaune dans le cas ou le mannitol est fermenté, si non les colonies sont de

couleur blanche.
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Les colonies sont arrondies a bords réguliers de 1 a 2 mm de diamétre aprés 48h d’incubation a
37°C (Figure 11).

/S,_,_epiderm idis
N =

Figure 11: Aspect des colonies sur Chapman apres plusieurs repiquages

(Photo Personnelle)
2.2 ldentification biochimique
2.2.1 Test de coagulase
La production de la coagulase libre par Staphylococcus aureus provoque une coagulase

du plasma humain qui se traduit par la formation de caillot de coagulation (Figure 12).

§ - )

Staphyloccocus a coagulase négative (SCN) Staphyloccocus aureus

Figure 12: Résultats du test de coagulase (photo personnelle)
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Sur I’ensemble des souches isolées, 05 étaient des Staphylococcus aureus et 02 étaient

Staphylococcus a coagulase négative.

2.2.2 ldentification biochimique par le systeme miniaturisé API

L’identification bactérienne réalisée par galerie API Staph (BIO Mérieux) ® nous a
permis de mettre en évidence les principaux caracteres biochimiques du genre staphylococcus et
de caractériser ainsi deux profils numériques différents : le biotype : 6724151 pour S. aureus et
6706111 pour S. epidermidis (Figure 13).

].,\

Figure 13: Résultats de 1’identification par la galerie API Staph (Photo Personnelle)

L’identification biochimique nous a permis de caractériser 05 souches Staphylococcus
aureus et 02 souches Staphylococcus epidermidis (figure 14).

Staphylococcus aureus et S. epidermidis sont les germes Gram positifs les plus
fréquemment isolés lors des kératites bactériennes (Moraglia, 2022). Ce sont des agents
commensaux de la peau et des muqueuses. IIs sont responsables d’infections aigués et chroniques
dont la plupart sont dues a sa capacité a adhérer a des dispositifs médicaux et a former un biofilm
(Liesse lyamba, 2012).
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Fréquences d'isolement des souches

S.aureus MW S.epidermidis

S.epidermidis

29%

Figure 14: Fréquences d’espéces Gram positif isolées

Des résultats similaires ont été observés dans I’étude de EI-Ganiny et al., (2017) sur "
Prévention de la formation de biofilms bactériens sur les lentilles de contact souples a I’aide de
composés naturels ", avec une fréquence d’isolement de 39,6% des Gram positifs. Dans cette
étude Staphylococcus aureus était majoritaire suivi de Staphylococcus epidermidis,
Staphylococcus saprophyticus. Par contre d’autres études ont trouvé une importante fréquence de
bactérie Gram positive (cocci) avec un pourcentage de 83 % (Inoue et al., 2007).

Ces résultats peuvent s’expliquer par le non-respect des régles d’hygiéne par les porteurs
de lentille de contact. En effet les Staphylocoques sont présents dans le microbiote oculaire
externe et peuvent se retrouvés dans les lentilles de contact et dans les étuis de lentille de porteurs
asymptomatiques lors des manipulations de ces derniéres (Wu et al., 2015). Elles sont des causes
majeures des infections oculaires car elles possedent une meilleure capacité d'adhésion, ce qui
explique leur fréquence élevée qui peut conduire a des kératites infectieuses (Bourcier et al.,
2004).

La flore microbienne trouvée sur les lentilles de contact de porteurs asymptomatiques
peut provenir de I’environnement, de 1’eau ou de pratiques de manipulation de lentilles de contact

non hygiéniques des porteurs asymptomatiques (Patel et al., 2022).
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3 Evaluation de la formation de biofilms in vitro

Les lentilles de contact favorisent la formation du biofilm en fournissant une surface sur
laguelle les microorganismes peuvent adhérer. Cette adhérence varie selon les conditions de
stockage, la souche bactérienne, la température, le milieu utilisé, le moment, la fréquence de
lavage des lentilles...etc (Vivero-Lopez et al.,, 2021). Les facteurs de virulence de ces
microorganismes résident dans leur capacité a produire une matrice extracellulaire. Cette
production de matrice extracellulaire peut rendre le traitement clinique extrémement difficile
(Fitzpatrick et al., 2002).

Plusieurs techniques sont utilisées pour mettre en évidence la capacité de formation de
biofilms in vitro. L’ensemble des souches isolées ont été testées par deux techniques : une
technique qualitative : méthode de Rouge Congo (RCA) et une technique quantitative : méthode
de plague de Culture de Tissus (TCP).

3.1 Technique Rouge Congo

La recherche de la production de slime sur milieu rouge Congo a révélé que 7/7 souches
isolées de LC avaient un phénotype positif ou variable. Parmi les 07 souches, 03 avaient un

phénotype positif et 04 variable (Tableau 7).

Tableau 6: Résultats de la production de slime par la méthode RCA

Nombres Positif Variable Négatif

N % N % N %
S. aureus 5 3 60% |2 40% |0 0
S. epidermidis | 2 0 0 2 100% | O 0

Selon la technique RCA, les isolats étaient considérés comme phénotype positif lorsqu'il y
avait présence de colonies noires a consistance cristalline séche. Un assombrissement des
colonies avec l'absence d'une morphologie coloniale cristalline séche indique un producteur de
slime modérément positif (phénoype variable). Les colonies restées roses ont été désignées

comme non productrices de slime (phénotype negatif) (Figure 15).
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Ces résultats sont différents de celles observés chez Raksha et al., (2020) ou les 100 % de
Staphylococcus aureus et 83,33 % Staphylococcus a coagulase négative étaient de bonnes

formatrices du biofilm positif par la technique RCA.

Figure 15: Phénotype de production de slime sur RCA (photo personnelle)

A : formatrice de slime, B : formatrice variable de slime
3.2 Technique de plaque de Culture de Tissu (TCP)

La technique TCP décrite par Christensen et al, (1985) est la plus largement utilisée et elle

est considérée comme la norme pour la détection de la formation de biofilm.

Tableau 7:Résultats de technique de TCP

Nombres Formatrices Modérément Non formatrices
biofilms biofilms de biofilms
N % N % N %
S. aureus 5 0 0 5 100% | O 0
S. epidermidis | 2 2 100% | 0 0 0 0

Selon, la valeur du témoin, la technique TCP a montré que 100% des souches de
Staphylococcus epidermidis sont de bonnes formatrices de biofilms avec une D.O comprise entre
0,449 et 0,589. Quant aux S. aureus 100% se sont avérées modeérement formatrices de biofilm

avec une D.O comprise entre 0,242 a 0,350 (Figure 16).
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Figure 16: Formation de biofilm par les souches de S. aureus et S. epidermidis par TCP

Dans notre étude I’ensemble des souches isolées étaient de bonnes formatrices du biofilm
(100 %). Des résultats inférieurs ont été trouvés par Patel et al., 2022 ou la formation de biofilm
in vitro de Staphyloccocus aureus et Staphylococcus a négative étaient respectivement de 42,9 %
et 40 %.

Plusieurs auteurs, affirment que la méthode rouge Congo semble étre moins efficace pour
détecter la formation du biofilm in vitro. La détection du biofilm par la méthode TCP semble plus
fiable que celle de Rouge Congo [(Bellifa et al., 2013) ; (Kara Terki et al., 2013)].

4 Etude de I’activité de la solution d’entretien Biotrue et de I’acide citrique sur la
formation biofilm sur les lentilles de contact

Pour cette partie, on a choisi S. aureus 1 et S. epidermidis 1 les plus formatrices de biofilms.

Les formes planctoniques des pathogenes opportunistes contaminent les surfaces biotiques et
abiotiques en formant un biofilm mature difficile a éradiquer (Lauderdale et al., 2010). Un
biofilm n’est pas seulement un abri pour les micro-organismes mais aussi une sorte de

mécanisme de défense qui leur permet de persister plus longtemps dans des environnements
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stressés, tels que des environnements recevant une antibiothérapie ou un traitement biocide
[(Joshi et al., 2010; Lauderdale et al., 2010)].

Des biofilms microbiens se forment sur divers dispositifs médicaux et jouent un role
important dans les infections récurrentes et chroniques (Lebeaux et al., 2014). Une désinfection

efficace et 1’éradication des biofilms sur les surfaces sont fortement recommandées.

4.1 Activité de la solution multifonctionnelle d’entretien Biotrue

L’approbation réglementaire des solutions multifonctionnelles (MPS) nécessite la
démonstration de I’efficacité antimicrobienne par le respect des exigences minimales du test
autonome 14729 de I’organisation internationale de normalisation (ISO). Ce test évalue les
caractéristiques d’efficacité microbienne de toutes les solutions multifonctions, mais ne prend pas
en compte les interactions potentielles entre le biocide et les lentilles de contact, les étuis a
lentilles ou les matiéres organiques contaminantes. Plusieurs études ont démontré que les
biocides MPS sont absorbés par les lentilles de contact, réduisant ainsi [’efficacité
antimicrobienne [(Clavet et al., 2012; Shoff et al., 2012)]. Pour résoudre ce probleme, pour
mieux refléter I'utilisation des MPS par les consommateurs, Food and Drug Administration des
Etats-Unis a proposé de tester les solutions d’entretien avec les lentilles de contact et étuis a
lentilles sur des organismes (bactériennes et fongiques)[(Rosenthal et al., 2002);(Gabriel et al.,
2013)].

4.1.1 Activité anti-adhésive de la solution Biotrue sur le biofilm
Les cultures bactériennes ont été traitées en présence de lentille souple de contact pour
évaluer D’effet anti-adhésive de la solution d’entretien Biotrue sur le taux de croissance de S.

aureus et S. epidermidis.

Les cultures bactériennes ont été traitées avec 4 concentrations différentes (100%, 80%,
50% et 20%) pendant 24 heures (Tableau 8).
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Tableau 8: Activité anti-adhésive de la solution Biotrue

aureus

Concentration Biotrue

100% | 80% | 50% | 20%

S. aureus
Oui Oui | Non | Non
Efficacité

S.
epidermidis | Oui Oui | Non | Non

Figure 17: Résultats de dénombrement sur la gélose nutritive apres traitement avec la solution a
100% et 80% (photo personnelle).

Les résultats des tests menés sur 1’efficacité de la solution d’entretien Biotrue contre
I’installation de Staphyloccocus epidermidis et Staphylococcus aureus sont trés satisfaisant a une
concentration de 100 % et de 80% (Tableau 8 et Figure 17). En effet, les tests ont montré que
cette solution était hautement efficace pour prévenir la formation de biofilms sur les lentilles de
contact souples. En particulier, les tests réalisés a la concentration de 100 % ont démontré une
efficacité anti-adhésive trés importante en inhibant complétement 1’installation de ces deux types

de Staphylocoques.

De plus, les tests menés a une concentration de 80 % ont également montré des résultats
prometteurs. Bien que ’efficacité anti-adhésive de la solution soit 1égerement inférieure a celle
obtenue avec une concentration de 100 %, elle reste de tout méme significative. Cela montre que
la solution Biotrue est trés efficace a une concentration réduite, ce qui peut étre utile pour les

personnes ayant une sensibilité accrue aux solutions d’entretien.
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Des résultats similaires ont été observés dans 1’étude de Artini et al., 2015 sur le test

d’efficacité de trois solutions multifonctions (OPI-FREE, Biotrue et Regard) & une concentration

de 100% et 75%. La solution d’entretien Biotrue a montré une inhibition compléte de la

croissance bactérienne a ces différentes concentrations.

4.1.2 Activité éradicatrice de la solution Biotrue sur le biofilm préformé

Une fois le biofilm est installé sur les lentilles de contact souples, son inhibition devient
difficile. Dans notre étude nous avons montré une bonne efficacité de solutions d’entretien
Biotrue a 100 % contre le biofilm bactérien du genre Staphyloccocus formés sur les lentilles de

contact en silicone hydrogel, prévenant ainsi le risque d’infections oculaires (Tableau 9).

Tableau 9 : Activité éradicatrice de la solution

Concentration Biotrue

100% | 80% | 50% | 20%

S. aureus
Oui Non | Non | Non
Efficacité
> 2 ..
epidermidis [ Oui | Non [ Non | Non 3. aureus 3. epidermidis

Figure 18: Résultats de dénombrement sur la gélose nutritive apres traitement avec la solution

Biotrue a 100 % (photo personnelle).

Des études antérieures ont montré que différentes solutions d’entretien des lentilles de
contact avaient une efficacité réduite contre les biofilms formés sur les surfaces des lentilles de
contact et dans les étuis de stockage de lentilles de contact [(Szczotka-Flynn et al., 2009; Wu et
al., 2011)]. Ces chercheurs ont comparé la capacité de quatre solutions d’entretien contre les
bactéries planctoniques et les biofilms formés sur les lentilles. Les bactéries planctoniques étaient

susceptibles d’étre tuées par les solutions d’entretien des lentilles de contact couramment utilisées
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alors que les bactéries présentes dans le biofilm ont montré une résistance accrue a ’activité

bactéricide testée (Szczotka-Flynn et al., 2009).

Nos résultats de 1’efficacité de la solution Biotrue sont en accord avec 1’étude de
Hinojosa et al., (2017) ou la solution avait démontré une tres bonne efficacité de réduction de 7

Log (99,99 %) contre le biofilm de Staphyloccocus aureus.

4.2  Activité de I’acide citrique

4.2.1 Détermination de la concentration minimale inhibitrices de I’acide citrique

Apres une incubation, la détermination de la CMI est basée sur 1’observation de la
présence ou non d’une croissance microbienne. L’absence d’une croissance indique une
inhibition du développement microbien. Etant donné que la CMI est la plus petite concentration
du produit testé qui ne présente pas une croissance microbienne.

Les CMI déterminées pour toutes les souches microbiennes testées sont rapportées dans le
tableau ci-dessous.

Tableau 9: La concentration minimale inhibitrice (CMI)

AC 8% [72% |64% |56% |48% |4% [32% |24%|16% |0,8%

Souches

S. aureus - - - - - - - - - -

S. epidermids | - - - - - - - - - -

(-) : Inhibition de la croissance

Les résultats de la CMI montrent une sensibilité des souches a 1’acide citrique sur toutes
valeurs de la CMI utilisées. La CMI de deux souches de staphylocoques se situe en dessous ou
est égale a la concentration de 0,8 % (0,008g/mL).
4.2.2 Activité anti-adhésive de I’acide citrique sur le biofilm

Les résultats expérimentaux de I’activité anti-adhésive montrent que toutes les souches
testées sont sensibles a I’acide citrique aux différentes concentrations : 3%, 2% et 1% (Tableau
11, Figure 19 et annexe 2). Cependant, I’effet inhibiteur de 1’acide citrique a différentes
concentrations sur la croissance microbienne observées est variable selon la souche étudiée a

savoir S. epidermidis et S. aureus.

44



Résultats et discussions
(5

Tableau 10: Résultat de 1’activité anti-adhésive de 1’acide citrique

Test Concentration d’acide citrique
1% 204, 3% Temoin
Souches
Reduction en % (No)
S. aureus (UFC/ml) 99,59 % 99,9 % 99,99 % 5,36 Log
S. epidermidis (UFC/ml) 99,95 % 99,99 % 99,99 % 5,07 Log

99,59 999 9999 9995 9999 9999
100
S 80 /
E
= 60 /
S 40 /
x /
=)
8 20
0
S.A S.E
| m1% m2% 3% |

Figure 19: Activité anti-adhésive de I’acide citrique sur les souches bactériennes
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Figure 20: Résultats du dénombrement de 1’activité anti-adhésive (photo personnelle).

(A) S.aureus; (B) : S épidermidis

Nous avons évalué 1’effet anti-adhésive de I’acide citrique sur les souches de S. aureus et
S. epidermidis les plus formatrices du biofilm. Les résultats obtenus indiquent que I’acide citrique
a 1%, 2 % et 3 % est actif sur les deux souches bactériennes avec des taux d’inhibition allant de
99,59% a 99,99 % sur S. aureus et de 99,95% a 99,99 % sur S. epidermidis (Tableau 11 et
Figure 19).

L’acide citrique reste efficace sur toutes les concentrations testées contre 1’installation de
S. epidermidis sur les lentilles de contact. 1l est également efficace sur les S. aureus sauf a la

concentration de 1 % (Figure 20).

4.2.3 Activité éradicatrice de ’acide citrique sur biofilm préformé

Les résultats de 1’évaluation de 1’activité éradicatrice de la formation du biofilm sur des
lentilles de contact souple en silicone-hydrogel de ’acide citrique a des différentes concentrations
sont mentionnés dans le tableau 12, figure 21 et annexe 2.

Ces résultats montrent que toutes les souches testées sont sensibles a 1’acide citrique aux
différentes concentrations : 1%, 2% et 3%. L’acide citrique présente une activité éradicatrice
allant de 98,83 % a 99,98% sur S. aureus et de 99,24 % a 99,99 % S. epidermidis.
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L’acide citrique présente un seuil d’efficacité maximal de 99,99 % de reduction contre le
biofilm de S. epidermidis aux concentrations 2 % et 3 %. Alors qu’il était efficace uniquement a

une concentration de 3 % contre le biofilm de S. aureus.

Tableau 11: Résultat de I’activité éradicatrice de I’acide citrique

Test Concentration d’acide citrique
1% 2% 3% Témoin
Souches
Réduction en % (No)
S. aureus (UFC/ml) 99,88 % 99,6 % 99,98 % 5,36 Log
S. epidermidis (UFC/ml) | 99,61 % 99,99 % 99,99 % 5,07 Log

Q998 00 ¢ fa¥aWa¥al Q061 09000 QQ QQ
v T II,90 g 7 v

100
80
60
40

20

Taux (%) réduction

S.A S.E
m 1% u 2% m 3%
Figure 21: Activité éradicatrice de I’acide citrique sur les souches bactériennes
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Figure 22: Résultats du dénombrement de 1’activité éradicatrice
(A)S. aureus ; (B) : S épidermidis

Des résultats de travaux similaires ont été réalisé par le Coréen Kim et al., (2020), sur
I’utilisation de I’acide citrique & 1% sur le biofilm de Staphylococcus aureus résistant a la
méticilline (SARM). Ces résultats ont montré une faible réduction de biofilm a cette
concentration.

Des concentrations élevées d’acide citrique étaient nécessaires pour 1’éradication du
biofilm des deux Staphyloccocus en raison de la présence de la matrice exo-polymérique
provoquant une pénétration limitée des agents antibactériens et le changement de phénotypes.

A la différence des acides forts jouant un réle uniquement sur le pH externe de la cellule,
les acides faibles sont capables de traverser la membrane et ainsi d’agir directement sur le pH
cytoplasmique. A ce titre, les acides organiques sont généralement des acides faibles qui agissent
plus efficacement pour inhiber les microorganismes. L’effet acidifiant se manifeste lors de 1’ajout
d’acide, ceci provoque une diminution du pH externe qui va entrainer une baisse du pH interne
des micro-organismes et ainsi inhiber leur développement. L’acide a non seulement diminué le
pH des suspensions, mais jouer un rdle dans le mécanisme antimicrobien (Kundukad et al.,
2020).

Nos résultats ont relevé que ’acide citrique était efficace contre la forme planctonique par
rapport a la forme biofilms. A différentes concentrations, L’AC a montré une capacité
remarquable a inhiber la croissance des microorganismes et empécher la formation de biofilms

indésirables.
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L’utilisation de lentille est devenue courante dans la société moderne. Cependant, cette
utilisation presente certains risques, notamment la formation de biofilms, ce qui peut entrainer
des infections oculaires. Ces biofilms se forment en raison d’une mauvaise hygiéne ou d’une
négligence des procédures de nettoyage et de désinfection. lls offrent un environnement propice a
la prolifération de microorganismes pathogénes, augmentant, ainsi le risque d’infections oculaires

chez les porteurs de lentille de contact.

Dans notre étude, les souches isolées a partir de lentilles de contact contaminées, a savoir
Staphylococcus aureus et Staphylococcus epidermidis étaient de trés bonnes formatrices de
biofilms in vitro par la méthode Rouge Congo (RC) et la méthode Technique de Culture de
Tissus (TCP), mettant en évidence 1’importance de développer des approches de prévention et de

traitement spécifiques pour contrer ces biofilms.

Concernant, I’inhibition de la formation de biofilms, la solution d’entretien Biotrue était
efficace aux concentrations de 100 % et 80 % sur I’inhibition de I’installation du biofilm de S.
aureus et S. epidermidis sur les lentilles de contact souple. Quant a I’acide citrique des
concentrations 2 % et 3 % étaient nécessaires pour inhiber 1’installation des deux Staphylocoques
et ces concentrations pouvaient allées jusqu’a 1 % pour S. epidermidis. La concentration
nécessaire de la solution Biotrue pour éradiquer un biofilm mature de S. aureus et S. epidermidis
était de 100%.

L’acide citrique était efficace pour éradiquer les biofilms de S. epidermidis a des
concentrations de 2 % et 3 %.En ce qui concerne les S. aureus une concentration de 3 % d’acide

citrique était nécessaire pour obtenir des résultats satisfaisants contre le biofilm.

L’utilisation de I’acide citrique comme agent antimicrobien sur les lentilles de contact
offre des avantages potentiels, tels que sa disponibilité, son faible colt. Cependant des recherches
supplémentaires sont nécessaires pour affiner les protocoles d’application, les concentrations
optimales et évaluer ’efficacité de I’acide citrique sur une large gamme de biofilms bactériens
spécifiques aux lentilles de contact. En combinant ces efforts, il est possible de développer des
stratégies d’entretien de lentilles de contact plus efficaces pour prévenir la formation de biofilms

et minimiser les risques d’infections oculaires associées.
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Annexe 1 : résultats du dénombrement de 1’effet de la solution biotrue sur Staphyloccocus aureus
et Staphyloccocus epidermidis.

e Lasouches Staphylococcus epidermidis

Activité anti-adhésive

Activité éradicatrice du biofilm

Concentration de Biotrue

Concentration de Biotrue

Dilution | 100% 80% 50% 20% 100% 80% 50% 20%
10t - - id id - id id id
102 - - 22 75 - id id id
103 - - - - - - 52 id
10 - - - - - - - -
10° - - - - - - - -
Id : indénombrable
e Lasouches Staphylococcus aureus
Activité anti-adhésive Activité éradicatrice du biofilm
Concentration de Biotrue Concentration de Biotrue
Dilution | 100% 80% 50% 20% 100% 80% 50% 20%
10! - - Id Id - id id Id
1072 - - Id Id - 92 Id Id
103 - - 109 Id - 52 - Id
10+ - - - - - - -
10° - - - - - - -

Id : indénombrable
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Annexe 2 : Résultats du dénombrement et de la réduction en log de I’effet de I’acide citrique sur
Staphyloccocus aureus et Staphyloccocus epidermidis.

> Anti-adhésive

Concentration d’acide citrique Témoin
1% 2% 3% No
Dénombrement
S. aureus 900 (2,95 Log) | 220 (2,34 Log) | 10 (1 Log) 2,24.10°(5,36 Log)
(Ufc/ml)
S. epidermidis | 60 (1,77 Log) | 10 (1 Log) 10 (1 Log) 1,2.10° (5,07 Log)
(Ufc/ml)
Concentration d’acide citrique Reduction en Log= Log ST — Log AT
1% | 2% | 3%
Reduction en Log ST: Sans traitement
S. aureus 2,41 3,02 4,36 AT: Avec traitement
(Ufc/ml)
S. epidermidis 3,24 4,01 4,01
(Ufc/ml)

> Eradicatrice du biofilm

Concentration d’acide citrique Témoin
1% 2% 3% No
Dénombrement

S. aureus 2600 (3,41Log) | 920 (2,96 Log) | 40 (1,6 Log) | 2,24.10%(5,36 Log)
(Ufc/ml)
S. epidermidis | 910 (2,95 Log) | O 0 1,2.10° (5,07 Log)
(Ufc/ml)

Concentration d’acide citrique

1% | 2% | 3%
Reduction en Log

S. aureus 1,95 2,04 3,76
(Ufc/ml)
S. epidermidis 2,41 5,07 5,07
(Ufc/ml)
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Annexe 3 : Tableau de lecture Api Staph

api® Staph 07468 M - fr - 2017/03
TABLEAU DE LECTURE
QTE RESULTAT
TESTS COMPOSANTS ACTIFS /e REACTIONS / ENZYMES
(mglcup.) NEGATIF POSITIF
o Aucun Témoin négatif rouge —
GLU D-glucose 1,56 (Témoin positif) (D-GLUcose)
FRU D-fructose 1.4 acidification (D-FRUctose)
MNE D-mannose 1.4 acidification (D-ManNosE)
MAL D-maltose 1.4 acidification (MALtose)
D-lactose Ao : P T
LAC (origine bovine) 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)
NIT1+NIT2/10 min
NIT nitrate de potassium 0,08 Réduction des NiTrates en nitrites incolore-rose pale l rouge
ZYM A + ZYM B / 10 min
PAL . 0,0244 | Phosphatase Al caline incolore, beige-rosé, Violet
B-naphtyl phosphate violet trés pale
VP 1+VP2/10 min
VP sodium pyruvate 1,904 R;z‘;:‘;"g"rog:::;!; méthyt-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
méthyl-aD- acidification (Méthyl-aD-
MbG glucopyranoside 1,28 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 jJaune rouge-violet

Les tests d'acidification doivent étre lus comparativement aux témoins négatif (0) et positif (GLU).

* Les tests MNE et XLT peuvent étre oranges, lorsqu'ils sont entourés ou précédés de tests positifs.
considérer comme négatifs.

= Les quantités indiquées peuvent étre ajustées en fonction des titres des matiéres premiéres.

« Certaines cupules contiennent des composants d'origine animale, notamment des peptones.
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