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Introduction

La plupart des micro-organismes (bactéries et gigmons) dans la nature favorisent
un mode de vie en communautés ou se trouvent figgesun support plutdét que libre et
isolées dans le milieu environnemental.

L’attachement sur une surface est une « stratégisudvie » qui permet a la bactérie de
s’'installer et de coloniser un environnement.

L’état planctonique (libre) pourrait se réduire passage de la bactérie d’'une surface a
l'autre. Aprés attachement sur un support, leséves vont mettre en place et développer une
communauté organisée a laguéNdliamCosterton a donné le nom debiofilm » (Fillox et
Vallet, 2003).

Les biofilms bactériens jouent un rdle majeur dphs de 80% des infectior{dlational
institutes of Health, 2007)Soixante pour cent des infections nosocomiales atribués a la
formation des biofilms sur les dispositifs médicaumplantables. En outre, elles sont

nombreuses les maladies réfractaires associédsafims.

Les infections urinaires nosocomiales sont lesciidas les plus fréquenteJiélen et al,
2011), elles surviennent tres souvent chez des patienteyse de sondes urinaires ; cette

derniere est le premier facteur responsable ddagwement d’'une infectiofColoby, 2007).

Pseudomonas aeruginosgprésente un des germes qui S’intervient souvems dces

infections(Amzian etal., 2010).
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Le but de mon travail consiste a :

Isoler lePseudomonas aeruginoagpartir des sondes urinaires prélevées de psitient

hospitalisés dans différents services du CHU denéa.

Evaluer la capacité des soucheddaeruginosasolées de sondes urinaires a la

formation de biofilmin vitro par différentes méthodes.

Suivre la cinétique de la formation de biofilm adte bactérién vitro.
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l. Généralités sur les infections urinaires nosocomia$

L’hopital est un des lieux a risque d’infectioe, legroupement dans un méme lieu des
malades atteint des maladies souvent graves d'ame pt les techniques invasives utilisées
pour les soigner d’autre part, de la simple inf@ct la chirurgie, font de I'hdpital un lieu ou
le risque de contracter une infection est import@intite infection contractée a I'hépital est
appelée infection « hospitaliere » ou « nosocomal&lle peut toucher les malades, leur

famille, ou le personnel.

1- Infection nosocomiale :

Une infection est dite nosocomiale IN si elle apjitaaprés la sortie de I'établissement et si
elle était absente a I'admission a I'hopital ; Wail d’au moins 48 heures apres lI'admission
(ou un délai supérieur a la période d’incubatiasdoe celle-ci est connue) est communément
accepté pour distinguer une infection d’acquisitictosocomiale d'une infection

communautair¢Rossignol, 2007)

2- Infections nosocomiales sur dispositifs médicaux

L’Organisation Mondiale de la Santé OMS estime gue5 et 12 % des patients hospitalisés
dans le monde développent une infection associkesains (IAS) dont plus de 60 % sont

associées a I'implantation d’un dispositif médicalchirurgicalEspinasse eal., 2010)

3- Infection urinaire nosocomiale :

L’infection urinaire est un terme consacré pardges, il est contestable car il laisse supposer
gue la maladie se situe seulement au niveau dessueiles-mémes ce qui n’'est pas la réalité,
elle s’apparaitre apres la#8heure d’hospitalisatio(Rakotoarivony et al., 2009) alors que
'examen cytobactériologique des urines ECBU cleszdatients avec infection urinaire est
souvent trompeuiDjeribi et al., 2012),

L’infection urinaire UN) est définie par une multiplication microbienne sein des voies
urinaires, associée a une réaction inflammatoicaléotémoignant d’un processus infectieux,
les bactéries et les cellules de linflammation re¢rouvent dans les urines qui sont
normalement stérileR{egel, 2003 ; Jouanny, 202
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Le cathétérisme de l'appareil urinaire le facteur le plus commun, qui prédisp:
I'h6te a ces infectiondittal et al., 2009).
Autre que les porteurs de sondes urini; les diabétiques, les blessés médullaires
porteurs du virus d’immunodéficience humaine ams les patients soufnt de sclérose en
plagues sont également des populations a risqofedtion urinaire et de complications, ai
les femmes sont plus touchées que les hon(Thirion et Williamson, 2003)

Une bactériurie > TOUFC (Unité Formant Colonie) par mLestseuil admis pour le conclu
la présence d’une IUN chez les patients non soaliés elle est environ ?chez les patients
porteur d’une sonde urinai(fPavese, 200:

II.  Infections urinaire a la présence d’'une sonde urinige :
1- Colonisation de I'arbre urinaire :

La mise en place du dispositif par voie invasivexdiot a la colonisation ©
I'appareil urogénital du patient alors qu’elle déite stérile
Une flore hospitaliere remplace la flore endogenepdtient(figure 1), elle est constitué
surtoutde bacilles a Gram négatif et de levures. Cetteifination de flore provient d'un
exposition inhabituelle a des germes pathogenesluetdéficit immunitaire du patie
(Alfandari, 2003).

Figure 1 : Observation par microscope €lectronique prouprésence des bactéries

sonde urinair (Conort et Pariente, 2005).
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2- Voies de colonisation de la sont urinaire:

L’arbre urinaire est normalement stérile a I'exgaptde la partie distale de l'urétre, qui
diverse et reflete a la fois la flore estive (entérobactéries, streptocoques, anaér ; la
flore cutanée (staphylocoques a coagulase négatorgnébactéries) et la flore géniti

(lactobacilles chez la femmg)lfandari, 2003).

Les bactéries peuvent coloniser la vessie de fmg@ns(figure 2):

e Par la voie extralminale ou des bactéries colonifespace séparant le cathéter
I'épithélium de l'uretre pour y former un biofilrmtourant le cathéter, entre la pe
externe de celuti et I'épithélium de l'uretre

* Au moment de I'inserdn de la sonde urinail

» Par la voie intraluminale, ou des bactéries enexusipn dans I'urine provenant du
de drainage, cette voie de contamination est pléguénte chez I'homme que

femme(Jamil et al, 2001.

Extraluminal
® Farly, at insertion
® [ ate, by capillary action

i

Intraluminal

® Break in closed drainage

e Contamination of
collection bag urine

Figure 2 : Voies decontamination d’'une sonde urina{idaki, 2001)
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II. Formation de biofilm par Pseudomonas aeruginossur sonde urinaire :

1- Biofilm
1.1- Historique :

On attribue la découverte des biofilms a I'invemtéu microscope Antoni Van Leeuwenhc
(1632-1723) qui observa vers 1683 avec cet appareil des corauiés de microorganism
au niveau de ses derfBonlan, 2002)

En 1932 ; Henerici observa des commuutés bactériennes fixées sur ces lames
'expérience visant a observer la croissance dgsgealsur des lames de verre placées da
aquarium. Il délivrait I'hypothese que la plupagisdactéries vivant en milieu aqueux ne :
pas sous la forme pilatonique, mais plutét elles sont organisées smumsd de communautt
sessiles fixées a une surfgekenerici, 1932; Trautner etal.,2009).

Le terme « biofilm» a été utilisé pour la premiere fois par Zobelll8a: (figure 3).

Figure 3: Schématisation de biofilm patobell, 194:

1.2- Définition de biofilm :

Le terme de biofilm désigne une counauté de microorganismes enrs d’'une matrice
hydratée, riche en polymeéres extracellulaires, retcentact avec une surfa(Filloux et
Vallet, 2003).L’organisation, la forme, et la densité de ces mbdages ne sont pas liées
hasard, cette construction est une réponse awatioms des conditions écologiqt

(Melchiour et al.,2006).Ce sont des communautés hétérogenes, peuvent p@sEmd’une
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seule espece de bactéries ou de champignons osl, frdlguemment, ils peuvent étre
polymicrobiengPhillips et al., 2011).
Ce comportement des bactéries apparait commeépoage adaptative a un environnement
plus ou moins hostile, il conduit a des modificatides fonctions métaboliques et de
'expression des facteurs de virulence, ainsi ge'wensibilité diminuée aux moyens de
défense naturels ou non de [I'hGte, favorisant aimsix bactéries de nombreux
avantageg¢Davey et O'Toole, 2000)
> Protection, grace a la matrice d’exopolymeres adilm assurant une homéostasie du
milieu,
> Nutrition et coopération métabolique : des canagueax permettent I'échange de
nutriments et de métabolites entre les especemiilimbet avec I'extérieur,

» Echange de matériel génétique : pour une staldisde la structure du biofilm.

1.3- Différentes étapes de formation d’un biofilm hctérien :

On observe plusieurs étapes lors du développenesridfilm :

1.3.1- Adhésion réversible:
C’est le contact entre la bactérie et le substrangattant en jeu les forces attractives de Van

Der Waals, et les forces électrostatiques répudgivbamielewski et Frank, 2003).

1.3.2- Adhésion irréversible :
Grace a la sécrétion d’exopolyméres par les bastdavorisant leur fixation a un support et
conduisant a des fortes interactions avec desohliaisovalentes entre les bactéries et la

surface, grace a la présence des flagelles, deepdes adhésin@&llet et al, 2001).

1.3.3- Formation de microcolonies :
Une fois I'attachement des bactéries est irrévkrslbs bactéries commencent a se diviser et
a former des microcolonig€hmielewski et Frank, 2003)qui vont recouvrir toute ou une

partie de la surfadStanley etal., 2003).

1.3.4- Maturation du biofilm :
Au sein du biofilm mature, les microorganismes sse@parés par des canaux agueux qui

forment un réseau de circulation permettant d'uret gl’acheminer I'oxygéne et les
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nutriments dans les régions enfuies du biofilm’atide part d’évacuer les déch(Filloux et
Vallet, 2003). le développement de ces microcies traduit le stade de maturation
biofilm et la colonisation de nouvelles surf{Roux etal., 2006).

1.3.5- Dispersion du biofilm :
Le détachement des bactéries se fait selon traeé(Kaplan, 2010)
- Détachement des cellules de la coloniiofilm
- Translocation des cellules vers un nouvel emplact

- Fixation des cellules a un substrat dans le noewgllacemen

Le schéma suivant explique les différents stadesds un biofilr(figure 4).

—

Bacteéries
planctoniques

Dispersion
passive / @20
\ (agrégats) ( Q&

Adhérence Adhérence
réversible irréversible

Microcolonie Biofilm mature

Figure 4 : Représentation schématiquedéveloppement d’'un biofilm bactér (Lebeaux
et Ghigo, 2012).
2- Formation de biofilm par Pseudomonas aeruginosa

P. aeruginosaa fait I'objet d’études assez complétes et infoiveat sur les mécanism

moléculaires qui interviennent lors développement d’un biofilm.
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2.1-Pseudomonas aeruginosa

P. aeruginosaest une bactérie a Gram négatif que l'on trouvesdde nombreux
environnements comme le sol, 'eau ou la végétdlimst également un pathogene
opportuniste capable d’infecter une multitude ddsdtomme les nématodes, les insectes,
’lhomme et méme les plant@Rahme etal., 2000)

Chez I'homme,P. aeruginosaest la cause majeure d’infections nosocomiales dbgsz
patients immunodéprimés. Parmi les affections l|&ss pcourantes, on peut citer les
pneumonies, les infections du tractus urinaire, li€dures, des plaies ou bien encore les
septicémies. De pluf,. aeruginosast directement responsable du taux de mortaktéédt
précoce chez les patients atteints de mucovisqBiieeix et Vallet, 2003).

2.2-Formation de biofilm parP. aeruginosa

Les biofilms formés palP. aeruginosaont caractérisés par un complexebactérien, tres
structuré. lls sont initiés par l'attachementd'eeBule planctonique unique sur une surface
(vallet etal., 2001)

La capacité deP. aeruginosa former un biofilm lui confére plusieurs caracd@ques
importantes, dont uneaugmentation importante dédestance aux antibiotiqu@& ooun et

al., 2000)ainsi que aux meéecanismes de défense de I'hoter etopaéquentsont difficiles a
éradiquer. Les biofilms contribuentvers la pathagiéh de P. aeruginosaet conduisent
souvent a des infections persistantes et récugg@teroissance de. aeruginosa&commence
sous la forme de microcolonies,qui fusionnent @éasubur former des biofilniMittal et al.,
2009).

3- Régulation de la formation de biofilm :

3.1- Le Quorum Sensing :
La formation d’un biofilm est contrélée par des mrismes de quorumsensing (QS). Il s’agit
de meécanismes de contrble ayant lieu au sein delesl optimiséespar des signaux de
cellules a cellules, et dépendant de la quantitéetlalesprésentes : on parle de mécanismes
de perception du quorum. Ces mécanismes sontbaséke principe de masse critique
(Costerton 1999).Une fois que les signaux atteignent une valeuill §ealeur critique), des
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régulateurstranscriptionnels sont actives et exércen contrble sur des geéenes

spécifiqgueéTomlin, Malott et al., 2005).

3.2- Les molécules impliquées dans le quorum sengin
Les molécules du quorum sensing sont differentéenskes types de bactérig¢lie and
Parsek 2008) En général, on trouve desacylhomosérines lact@hidk) chez la plupart des
bactéries Gram négatives. Lamajorité des bact&nam-positives utilisent des peptides auto-
inducteurs (Al), dont lataille est tres variable &la 87 acides aminés).
Les molécules du quorum sensingsont dégradéesparntymes. On obtient par conséquent
une ségrégation spatiale des molécules du quornsingeau sein d’unbiofiln(irieet Parsek,
2008). Le systeme de communication intercellulaire, lasptonnu est retrouvé chéx

aeruginosaest utilisé afin de réguler une grandevariétéatesg.

3.3- Réle du quorum sensing
Le quorum sensing régule la physiologie du biofdmmodulant la taille dela population du
biofilm. Il initie les phénomeénes de dispersion Bastéries planctoniques a partir du biofilm
(Irieet Parsek, 2008).Le quorum sensing auraitaussi un role dans larm@tation de
'épaisseur du biofilm. Il peut réprimer ou stimulBexpression de certains caracteres,
commepar exemple la motilité ou certains facteursvitulence extracellulaires, comme

lesprotéasefrieet Parsek, 2008).

3.4- Altération du quorum sensing :
L’altération des mécanismes de quorum sensing @eotitir a d'importantesmodifications
phénotypiqgues des micro-organismes du biofilm,gx@mple unesensibilité augmentée a des
antibiotiques ou a des antiseptiques, ou des amesdahs le cycle de développement du

biofilm, surtout lors des étapes de formation eligigersion(lrieet Parsek, 2008).
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Matériel & méthode

Ce travail a étéréalisé au laboratoire de Microbiologie Appligua I'Agro-
alimentaire, Au biomédical et a 'Environnement (MAABE).

1. Préléevements:

Cinguantsondes urinaires ont éprélevéef-igure 5)au niveau duCHU de Tlemcen
(Tidjani DAMERDJI)durantla période allant du 23/03/2013 au 03@®BL3 dansdifférents
services.

Les sondes urinairesretirédss patients sont coies a leurs extrémitédistales(3 a 5 Cm de

longueur environ) a l'aide un bistouri stérile et mis dictement dans un tukstérile,
acheminéslirectement au laborato.

1: Sondes urinaire a analyser
2 : Présence de pus sursiande urinair.
3: Noircissement et détérioration de la sonde umx.

Figure 5: Prélevements (sondes urinaires).

2. Traitement aux Ultrasons :

* Principe :
Le traitement aux ultrasonsermet de détacheren douc les biofims de la surface de

dispositifsous l'effet de miccourant§Djeribi et al., 2012) sans que les structur
cellulaires ne soient détruif@schermann etal., 2010)

13
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Lesmicroorganismes recueillis dans le liquide de saiion sont ensuite mis en cultu

* Technique:
La sonde urinaire eglongé« dans un liquide (solution de Ringer stéike de I'eau distillé
stérile). Dans un bain a ultrasons spécialement ¢ pour cette méthode, lesondes sont
brievement soumis a des ultras@ 100% pendant 3 minafin qu'itgissent sur I'ensemble
la surfacéFigure 6).

Figure 6 : Traitement aux Ultrasons.

Une agitation mécaniquear le vortex est nécessaire powntogénéiser le contenu
tube.

3. Ensemencementes milieuy:

. Dénombrement sur Gélose Nutritivi :

Un volume de 25.0 puL est versé sur gélose nutrifiv€aide d’'une micropipette,
I'ensemencement de la boRétri se fait par rateau.

. Isolement surMueller-Hinton :
Un des milieux favorisant la culture Pseudomonas aeruginokaMueller-Hinton Agar.
Plus a sa composition enric ; le développement de. aeruginosasur Mueller-Hinton rend
ce dernier en couleur verte.

L’incubation se fait a 37+°C a I'étuve pendant 18 a 24 heures.

14
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4. Purification:

On procede une purificatiovia un réisolementpar la méthode des str(Figure 7)afin

d’obtenir des souchgsires pouentreprendre I'étape d’identification.

SN A

Figure 7 : Méthode d’ensemencent par stries.

5. ldentification par galerie API 20 NE :

5.1- Principe :
La galerie APl 20 NEBio Mérieux®)se compose d’'une galerie constituée de 20 micrei
contenant milieux et substrats sous forme déshéel
Les tests conventionnels sont inoculés avecsuspension bactérienne saline qui recons
les milieux. Les réactions produites durant la qu®i d’'incubation se traduisent par 1
virages colorés spontanés ou révélés par 'additereactifs
Les tests d’assimilation sont inoculés avec unemilirinimum et les bactéries cultive

seulement si elles sont capables d'utiliser le tsabsorrespondat
5.2- Technique :
a) Préparation de la galerie

* Réunir fond et couvercle d’'une boite d’'incubatidrrépartir de I'eau dans les alvéo

pour créer unatmosphere humic
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» Déposer stérilement la galerie dans la boite dbation.

b) Préparation de l'inoculum :

» Préparer une suspension bactérienne, dans une EmggoNaCl 0,85% Medium ou dans

-----

c) Inoculation de la galerie :

* Homogénéiser la suspension bactérienne par uneslégéation.

« Remplir les tubes (et non les cupules) des test8 MOPNPG avec la suspension
précédente d’une maniére d'éviter la formation dkeb.

» Transférer 20QuL par micropipette de la suspension préparée daesampoule aux
Medium et homogénéiser.

* Remplir les tubes et les cupulesdes tests GLU a. PAC

* Recouvrir d’huile de paraffine les cupules dessttests GLUADH, URE

* Incuber a 37+ 1°C pendant 18 a 24 heures.

5.3- Lecture etinterprétation:
La lecture de la galerie ne doit se faire qu'apésaliser les tests nécessitant I'addition de
réactifs. La galerie est donc préte pour lecture: so
v' Par le tableau d’identification

v' Par le catalogue analytique

v' Par un logiciel d’identification

6. Evaluation de la formation de biofilm :

Il existe différentes méthodes pour détecter lalpetion d'un biofilm. Il s'agit notamment de
la plaque de culture en Tissue(TC@ordon et al., 1985) la méthode de Tube (TM)
(Christensen etal., 1982),et la méthode de Rouge-Congo Agar (AREjeeman etal.,
1989, ledosage bioluminescents, capteurs piézo-élecsi(iaffereyet al., 1987t par

examen microscopiquefluorescent.
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Dans leprésent travailles techniques qui sont ont été utilisés pour @rala

formation de biofilmpar une collectiode souchesidentifiées saria TCP & RCA

6.1-Détection de la production de slime sur milieu RougiCongc Agar (RCA):
La culture sur gélose Rouge Corest tés convenable pour mettre en évideres souches
productrices de slime.Suce milieu, les souches exprimant le Pl/Polysaccharide
Intracellulair Adhesin)donnent des colonies noires avec une surface rggueontre de

colonies de couleur rouge et a surface lisse msusduches PIA néga(Chaieket al., 2005).

< Technique :
Le milieu a été préparé en additionnant 0,8 g dgedCong((Sigma)et 50 g deaccharose a
1L deBouillon cceur cervelle et 1(d’Agar, puis autoclavé a 12C@ pendant 15 minute
Le milieu est ensemencé avec une anse d’'une suspeaessouche testé (une colonie dan
ml d’eau distillée.La lecture a été fee aprés une nuit d’incubation3 °C et 24 heure

supplémentaires a température ambii(Nasr etal., 2012).
+ Lecture:

Evaluation de couleur des coies, selonSatorres et Alcaraz en 2007; les souches
productrices de slime donnaient des colonies nairesirface ou presque noire contre
colonies rouges, non productrices de sl(Nasr etal., 2012).

Les souches de phénotype variable donnaient desiesla centre noir et a contour rouou

a centre rouge et a contour I(Touati et al., 2007) (Figure 8).

Figure 8 : Culture sur la gélose Rouge Cor(Hou etal., 2012)
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(A) CRA-positive souche d8. epidermidi(colonies noires)
(B) CRA-positive souche ds. aureu(colonies noires)
(C) CRA-négative souche de aeruginos(colonies rouge)

6.2-Méthode de Plaque de Culture de Tissus (TC :
Elle été décrit ed985par le groupe de recherche Christensen qui a pour but d’évalue

semi quantitativement la formation de biofi

« Technique :
A partir d’'une culture pure et jeune (de 24h) oseznence 5 mL de BHIB et on l'incube
37+ 1°C pendant 18 a 2@fré-Hardy et al., 2007) Ensuite; via un densitomeétre on ajuste
densité optique (DO) a 0.1 I'équivalent d€ UFC/mL.
On remplit s puits avec de la solution juste apres faire#dsuls nécessaire en laissan

premiére ligne par le BHIB stérile comme témo(Figure 9).

™

-

S

A 5
ee
4

Figure 9 : Technique de formation de biofilm sur microplaqestitration

la couche de biofilnadhérente dans chaque tube olorée avec du Crystal violet (0.1%).L
puits sont ensuite lavavec de I'eau distillée stériet laisser la plaque se séctoute la nuit

a température ambiarf&hristensen etal., 1982 ;Hola et Ruzicka, 2011
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s Lecture:
Les puits sont remplide I'éthanol et le passage par le lecteur ELISAésessaire pol
donner directement la DO de chaque puits par rappoiémoir(Figure 1C).
La formation de biofilm est considéré comme positirsqu’ un filmvisible borde le mur et
le fond du tube.
Les souches sont classées dans les catégorieatst : (Stepanovic efal., 2000).
La lecture de la capacité des souches testéemarfte biofilm sur microplague se fait
comparaison de la DO de témoin avec celle souche@Hola et Ruzicka, 2011.

Absent : OD< OD;
Faible : OQ<x OD< 2x OD
Modérée : 2x OB OD< 4x OD
Fort : 4x OQ< OD
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Figure 10: Détection et lecture de biofilm par méthode T
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7. Diffusion de biofilm sur gélose au sar :

Les sondes urinaires utilisg® aux services d’Urologie, Réanimation et Chiripour plus
d'unesemaine ont été soigneusement recueillis dansothelitions aseptiqueses sondes ont
été placées individuellement dans tubesen verre stériles ettransportés immeédiatemu
laboratoire pour analyse.

Le traitement se fait patésinfection de la surface extérieure avecuneisald’hypochlorite
de sodium

Apres ce traitement, la sondeété coupée soigneusement de fagon ase en disques de 3 a
4 mm d'épaisse(ffigure 11).

Les disques somnsuite placés sur la surface de gélose au(Djeribi et al., 2012 ; Storti
etal., 2005) L'incubation se fa a 37 ° C pendant 48-72 heures.

Figure 11: Contact direct de la sonde urinaire avec la géhossan

1 : Désinfecter l@onde urinair.
2 : Couper en disque la sonde
3, 4: Déposer les disques siélose au sang.
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8. Cinétique de la formation de biofilrr :

Une sonde urinaire stérile de type Foley a étéisatilpour étudier |

cinétiqugDjeribi et al., 2012 pendant 15 jours d’incubation.

Le principede cette technique est couper la sonde urinaire stérim disques de 1 c
d’épaisseur.

Contaminer la sonde avec une suspension bactéritmme densité optique de |

Incuber a 37°C pendatbjour

Suivre la DO tous les 24Rigure 12

N.B :la souche qui a été choisi est celle a pouvoir a@tendtion de biofilm élevepar la
méthode TCP.

Figure 12: Cinétique de formation de bilm sur sonde stéri.
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1. Fréquence de prélévements:
Un total de48 prélevements des sondes urinaires a été analyagtdine période d’étude de
deux mois. Ces prélevements ont été collectés tir plar differents services du CHU de

Tlemcen(figure 13).

Neurochirugie;
Neuromédical Réanimation; 9
' 9
Urologie; 21
Médecine
interne; 1

Figure 13 : Répartition de 'ensemble des prélevements (sondeaires) par service.
CHU Tlemcen.

Notre travail a été réalisé sur une populationifférdnts ages y’compris 33 hommes,
11 femmes et 2 enfants. Le tableau récapitulatif rggroupe tous les préléevements est

élucidé dans Annexe 1
2. Dénombrement et confirmation de I'IN sur sonde :
Des cultures indénombrables ont été retrouvéesiassirsondes prélevées de patients dans

plusieurs servicesT@bleau 1),

Tableau 1 :Dénombrement des bactéries aprés traitement &asanhs.

. Dilutions décimales (UFC/ml)
Prélévements

10" 10? 10° 10* 10° 10°
Urologie Ind Ind Ind Ind Ind 1.64 *10™
Réanimation Ind Ind Ind 4.4*10°

Ind : indénombrable.
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Ces résultatssoregn accord avec ceux retrouvésPavese, 2003 et Thirion, Williamson
2003Une bactériurie > POUFC (Unité Formant Colonie)par est le seuil admis pol
conclure la présence d’'uirgection urinaire nosocomialdUN) chez les patients non sonc

alors elle est environ f€hez les patients portes d’une sonde urinaif@avese, 2002

Figure 14 : Culture des microorganismes sur GN (formation gestaindénombrabls

3. ldentification :

Pseudomonas aeruginosmi a été identifié présente une cultparticuliére dans le milie

Muller-Hinton Agar, lacouleurce dernier a viré auvert dda production du pigme(Figure
15).

Figure 15 : Culture dePseudomonas aeruginosar boite Pétr
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Nous procédons l'identification par la galericApi 20 NE quiest réserve pour les non

entérobactérie@~igure 16).

¥ L5 i
R i

| Hi Hl ,.:It"ll l-l‘-‘;

Figure 16: Identification dePseudomonas aeruginopar la plaque Api 20 NI

4. Répartition des résultats :

Vingt-neuf sondes urinaires contiennent Pseudomonas aeruginc (Tableau 2
représentent un pourcentage60% (n= 48).

Tableau 2: Résultats des prélevements effectués au CHU He

Résultats Prélévements
Présence dd>seudomonas aerugino 29
Absence dePseudomonas aerugino 19
Total 48

Les infections des voies urinairreprésenteries infections nosocomiales les plus fréque
(Tambyah, 2004 ; Tielen e#l.,2011).Elles constituent un probleme de santé grave tou«
des millions de personnes chaque anMittal et al., 2009).

Ces infections présentedD% des infections nosocomiales, ce qui rend la caasplus

fréquente d'infection nosocomiale seMittal et al., 2009.

Nos résultats ont été en accord aRiegel (2003)ui a estimé qui20 a 50% des

infections urinairemosocomialesont dues a la présence de samtleaire.
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L'étude faite paHassaineen 2008 a démontré que les infections urinaires représéenten
42.37% de I'ensemble des infections nosocomiales ¢ CHU de Tlemcen, dont 61.11%
sont dues a la présence d’'une sonde urinaire.

Le sondage des voies urinaires est le facteur mageu prédispose I'héte a ces infections
associé a la sonde urina{i@jeribi et al., 2012).

De méme, I'étude &mzian etal.en2010a montré que les infections urinaires nosocomiales

sont trés fréquentes dans le bassin méditerranéen.

L’étude microbiologique des prélevements de sonctdkectées des patients du
service d'Urologie, a révélés 15 souchesRdeaeruginosén=21), 7 patients en service au
Réanimation portent lIBseudomonas aeruginasa un total de 9Figure 17).
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Figure 17 :Répartition des souches Beaeruginosaolées des sondes urinairespar service.

Selon Thirion et Williamson (2003), les personnes &agées sont les principaux patients
touchés ;et leprolongement de la durée du sondagrait comme un facteur essentiel dans

le risque de développer une infectidrafnbyah P., 2004).

Le service des soins intensifsreprésente un pantrethcontreentre les patients les plus
gravement malades recevant un traitement agresgsifedgents pathogenes les plus résistants,
qui sont sélectionnéspar l'utilisation d'un traggmantimicrobien a large spectre. La plupart

des patients qui sonthospitalisés en réanimatipoivent une sonde urinaire pour surveiller la
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production d'urine. Lemfectionsdes voies urinairessaociees aux cathéters (CAUTI) rint
une cause majeure desectiorsnosocomialed_gone etal., 2004).

Le pourcentage de présencePseudomonas aeruginag& sondes urinaires est légeremn
dominant chez lsexe féminin (65%) par rapport au masculin (62%\r@rement a I'étud
de Paves (2003) qui trouve dans son étude que le sexe féminin est le plushéopar

I'infection urinaire que le sexe masculin présence de la sonde urindifeggure 18).

Homme Femme

mlm2 ml m2

1: présence de. aeruginosa

2 : absence de. aeruginosa

Figure 18 :Pourcentage dP. aeruginosasolés chez les deux se
A travers cette étudeous confirmons certains facteurs de risques guoi susceptibles de
provoquer et de maintenir 'lUN sitsonde, ces facteurs sont debete (18/29), le HT,

(13/29). Ces facteurs ont été confirmés par I'étudeButreau-Lemaire M. et Botto H.
(1997)le Tableau 3résumgtableau N°
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Tableau 3Patients infectés et porteurséleaeruginosa

Tableau clinique

Service
Antécédents Age | sexe
Patient 1| Tumeur de prostate 78 Homme
Urologie Patient 2| HTA, Diabete 90 Homme
Patient 3| HTA, Diabete, Tumeur de Prostate 84 Homme
Patient 1| AVC 20 Homme
Réanimation Patient 2| Mal formation des os (*) 12Homme
Patient 3| AVC 27 Femme
Chirurgie A Patient 1 Brdlure 30 Femme
Médecine interne | Patient|Amputation (gangrene gazeuse) 63 Homme

(*) : Déces du patient (3 mois d’hospitalisation).

AVC : Accident Vasculaire Cérébral

HTA : Hyper Tension Artérielle

Les sujets brilés et les sujets qui ont des dégeinsmunitaires affaiblies sont aussi exposésa

'acquisition dPseudomonas aeruginogans les établissements de s¢Berthelot, 2005).

5. Evaluation de la formation de biofilm :

Les 29 souches d@. aeruginosdsolées ont été testées pour mettre en évidencedpacité

a former le biofilm par deux techniques : méthodeRbuge Congo (RCA) et méthode de
Plaque de Culture de Tissu (TCP).

Les résultats sont montrés dans le tableau suf{Vabieau 4).
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Tableau 4 :Résultats de la production de slime par la métia@a.

Nombre de souches tes

Souches positif variable négatif

0 0 29

Pseudomonas aeruginc

Total 29

Toutes les souches testées préser unphénotype négatiflans le milieu Rouge Cong
géloséFigure 19).

Figure 19 : Culture diP. aeruginosaur gélose Rouge Coni

Contrairenent, la méthode de TCP a do des résultats pluBables que celle de RCA
(Figure 20).
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Figure 20 : Evaluation de la formation de biofilm par la métaddCF

La densité optique (DO) des souctétudiées est 4 fois plus élevée que cell témoin.Ce
qui impligueque toutes les souchPseudomonas aeruginosastées sont detrformatrices

de biofilm.

La méthode TCP est la méthode fiable pour quantifrebiofilm in vitro que la méthode de
RCA(Hou et al., 2012) Dans ce contexte plusieurs travaux ontabaute méme résultat,
citant Filloux et Vallet en 2003 qui ont essayé d’étudide biofiim de Pseudomonas
aeruginosa in vitro

Coban etal. (2009) a testé la capacité des isolatsP. aeruginosaala formation de biofilrr
chez des patid¢s atteints de fibrose kystiqula production de biofilm a été déteepar la
méthode TCP dar83,3% des échantillons testeé

L’étude dOncel etal.(2010) a révélé qué0% des isolats de. aeruginos de rhinosinusite

chronique produit des biofilms bactéri par la méthode de TCP.
6. Diffusion de biofilm sur gélose atsang :
La gélose au sang utilisé a été préparée a badauellerHinton Agar. Elle a donr des

résultats positifs pour toutes les sondes urina@rgtges par cette technicou on constate une
bonne diffusion du biofilm au bout de 24 her(Figure21).
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1 et 3: Sonde urinaire étudiée prélevée du service didyie

2: Sonde urinaire étudiée prélevée du service deuttfié

Figure 21 : Diffusion de biofilm sur gélose au sang

Selon la technique décrite pDjeribi et al, (2012). Le détachement et diffusion
du biofilm formé a’intérieur de la sonde urinaire est détecté gélose au sal.
Les biofilms détachen’ont pis le méme diametre de diffusiarelles qui ont été collectée:
partir des patients du service de Réanimation ptéseun diametre moirimportant que
celui formé par les sondes urinaires collectées a phsipatients du service d’Urolog
sachant que la durée du sondage déit les 21 jours dans ce derni@nnexe 1)

7. Cinétique d’adhésior sur sonde urinairein vitro :
Les différentes étapes de formation de biofilmitnovde la :ouche deP. aeruginos choisie

sur une sonde urinaire stérile a été élucidé darfigure 22. En effet, I'étude de cett

cinétique d’adhésion montre clairement les difféesretapes de la formation de biof
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Figure 22 : Cinétique de la formation de biofilparPseudomonas aerugincsur sonde

urinairein vitro (suivie de la densité optique en fonction de tel

L’étude de la cinétique d’adhés montreclairement les différentes étapes d
formation de biofilm.
Pseudomonas aeruginosda capacité d’adhérer a une surface in(Roux et Chigo, 200€

tel quela sonde urinaire et de former un biofilm dans reaa24H.

La Figure 22, présente les valeurs de la DO et résume lesstipka formation de biofilm ¢
la souche d®. aeruginosahoisie

Dans les premiéres heures (18h), 'adhésion énitlce qupeut correspondre a I'adhési
initiale de la souche avec une entrée en contaet & surface (DO=0), le nombre des
bactéries associées a la surface augmente et $iathdevient irréversibl(Roux et Chigo,
2006) Dans notre cas, la DO augmentatteint une DO=1.8¢ pic de son adhésion se si
vers la 72™heured’incubation.Cette étape correspond & la maturatiobiofilm.

Le second@ériode (a partir de la 96h) correspond dispersiordu biofilm.

Cette cinétigue montre gueseudomonaaeruginosaa la capacité d’adhérer a une surf

inerte telleque la sonde urinaire et de former un biofilm deyesns de 24+
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Enfin nous dirons que, La mise en place d'une samuhaire perturbe les défenses de

I’h6te contre les micro-organismes et rend l'infectpossible.

L’espace entre la face externe de la sonde et ueuse urétrale est un lieu d’interactions,
constituant une porte d’'entrée pour les micro-ograas et essentiellement pour le

Pseudomonas aeruginasa

Chez le patient sondé deux types de germes sepbnsable des IU : le premier type,
Escherichia coliqui se développe dans l'urine (croissance plangtm)i alors que le

Pseudomonas aeruginogaroliféere sur la surface du cathéter par I'intédiaire du biofilm.

Les souches deéseudomonas aeruginogsolées sont des tres bonnes formatrices de biofilm
ce qui augmente sa pathogeénicité et son implantatsur les sondes urinaires et par

conséguence des IUN.

La cinétique d’adhésion a révélé que le biofilmR¥eudomonas aeruginosae forme dés les
premieres heures de sondage, ainsi lI'organisatidicpliere de ces bactéries en biofilm au
niveau des surfaces jouera certainement un rdlaopdial en urologie en raison de

l'utilisation croissante de matériel prothétique.

Son role dans la pérennisation de linfection prtitjue est actuellement reconnu, mais la

prévention et le traitement du biofilm en infeabigie urinaire demeurent un probleme crucial.

La durée de sondage et maladies chroniques sonfagésurs majeurs dans infections

urinaires nosocomiales.

Afin de limiter la colonisation de la sonde urimajrdes mesures de prévention doivent étre
prises en considération. Un sondage urinaire régulapplication stricte des regles d’'asepsie

et mesures d’hygiéne et le bon choix des biomatéria
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Annexe

Annexe 1 :Tableau récapitulatif des patients

Prélevement Service Sexe Age (ans) Durée de sorfjpangs)

P1 Réanimation E 16 1
P2 Réanimation E 1p 3
P3 Médecine interng H 613 6
P4 Urologie H 85 21
P5 Urologie H 90 21
P6 Urologie H 87 21
P7 Urologie H 78 21
P8 Urologie H 72 21
P9 Urologie H 64 21
P10 Urologie H 90 21
P11 Réanimation H 20 4
P12 Urologie H 65 21
P13 Urologie H 84 21
P14 Réanimation H 20 3
P15 Neurochirugie H 50 48
P16 Urologie H 52 21
P17 Chirugie A H 60 3
P18 Chirugie A H 32 4
P19 Chirugie A H 55 4
P20 Urologie H 82 21
P21 Urologie H 68 21
p22 Urologie H 80 21
P23 Neurmédicale F 64 7
P24 Neurmédicale H 80D 6
P25 Neurmédicale F 71 10
P26 Urologie H 85 21
p27 Neurmédicale F 68 15
P28 Urologie H 75 21
P29 Urologie H 73 21
P30 Neurmédicale F 60 10
P31 Neurmédicale F 93 7
P32 Urologie H 81 21
P33 Neurmédicale F 62 8
P34 Chirugie A H 35 3
P35 Chirugie A F 3( 3
P36 Réanimation H 40 3
P37 Urologie H 70 21
P38 Urologie H 76 21
P39 Urologie H 9@ 21
P40 Urologie H 65 21
P41 Neurmédicale H 84 5
P42 Réanimation H 45 3
P43 Neurmédicale F ap 9
P44 Réanimation F 40 3
P45 Chirugie A H 35 3
P46 Chirugie A F 35 4
P47 Réanimation F 27 3
P48 Réanimation H 28 3
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Résume
Un biofilm est une communauté de micro-organismessi@dherent a la surface. Ce biofilm
peut se former sur des tissus vivants comme ibsad sur des dispositifs médicaux. Le but
de cette étude est de tester la capacitésdeidomonas aeruginogslées a partir des sondes
urinaires du CHU Tlemcen a former un biofilm pauxenéthodes. Méthode de Plaque de
Culture de Tissus (TCP) et la méthode de Rouge &€&gar (RCA). Sur les 48 sondes
urinaires étudiées ; 29 contiennenPkeudomonas aeruginasboutes les souches collectées
sont des fortes productrices de biofilm. Les sondewires implantées pour plusieurs jours
donnent une diffusion importante dans la gélossaag, et la formation de biofilm vitro se
fait dans moins de 24 heures et ne se dispersprgs’éa 56™heure.

Mots clés Pseudomonas aerugingdaiofilm, sonde urinaire, infection urinaire nosatiale

Abstract

A biofilm isacommunity of microorganismsthatadhéoethe surface. This biofilm mayform

on living tissue as itforms on medicaldevices. Phepose of thisstudyis to test the ability of
Pseudomonas aeruginasalatedfromurinarycatheters -Tlemcen Universitypltad- to form

a biofilm by twomethods. Method of Tissue Culturat® (TCP) and the method of Red
Congo Agar (RCA). Of the 48 urinarycathetersstudi@® contained Pseudomonas
aeruginosa. All collectedstrains are strongprodsiogébiofilm. Urinarycathetersimplanted for
severaldaysprovide an important distribution indolcagar and biofilm formation in vitro

isdone in lessthan 24 hours and not dispersedtetb0th hour.

keywords : Pseudomonas aeruginosa biofilm, urinarycatheter, urinarycatheter

tractinfection.






