RUPUPLIQUE ALGERIENNE DEMOCRATIQUE ET POPULAIRE

MINISTERE DE I’ENSEIGNEMENT SUPERIEUR ET DE LA RECHERCHE
SCIENTIFIQUE
UNIVERSITE SAAD DAHLEB BLIDA 1

&

Faculté des Sciences de la Nature et de la vie

Département De Biologie

Mémoire de Fin d’études

En vue de I’obtention du dipléme de Master dans le domaine SNV
Filiere Sciences Biologique

Option : Microbiologie

Théme

Etude de Pefficacité des biocides vis-a-vis des bactéries
multirésistantes

Présenté par : Date de soutenance : 13/07/2023

e Mlle Badaoui Hasnaa
e Mille Nemdil Fethia

Devant le jury:

Mme OUAHCHIA C. MCB/USDB1 Présidente
Mme BOKRITAS. MCB/USDB1 Examinatrice
Mme HAMAIDI-CHERGUIF. Professeur/USDB1 Promotrice
Mme BOULESNAM S.L. Doctorante/USDB1 Co-promotrice

Promotion 2022/2023




REMERCIEMENTS

En premier lieu, nos profonds remerciements vont au bon Dieu de nous avoir donné
la volonté et le courage de réaliser ce travail
Comme nous fenons a remercier :

Noftre promotrice Protesseur HAMAIDI pour avoir inspiré ce sujet et dirigé notre
fravail avec efficacité. On est satistaite de votre qualité exceptionnelle de bonne
ensejgnante. Nous voulons sincérement vous exprimer

notre respect et notre gratitude.
Un grand et respectueux remerciement a4 Mme OUAHCHIA pour avoir accepté de
presider le jury de notre soutenance. Recevez ici, foute notre gratitude
ef reconnaissance.
Un grand ef respectueux remerciement a Mme BOKRETA pour avoir accepté
d’examiner notre modeste travail. Vous nous faites I'exemple avec vofre compétence.
Noftre remerciement s’adresse également a notre Co-promotrice Mme BOULESNEM

pour son encadrement, son aide et surfout pour fous ses conseils et ses remarques.

Nous remercions beaucoup le responsable de laboratoire d’hygiéne de Blida M Tefahi

Pour son bon accueil et foute I'équipe de laboratoire pour son aide et son soutien.

Enfin, nous tenons 4 remercier fous les enseignants pour leurs formations depuis

notre premiére année universitaire Jusqu’a ce jour de soutenance.

HASNAA et FETHIA



Dédicace

Jai le grand plaisir de dédier ce modeste travail accompagné d’un profond amour .

A mon tres cher pere BACHIR, pour ses encouragements, son soutien, surtout pour

son amour et son sacrifice afin que rien n’entrave les déroulements de mes études.

A ma tres chere mere ASSIA, qui me donne toujours Iespoir de vivre, qui m’a appris,
m’a supporté et qui n’a jamais cessée des prier pour moi.

A mes adorables sceurs ILHEM, SABRINA et HOURIA que jaime du fond du cceur.
A toutes mes cheres amies . IKRAM, SELMA et WAFA pour leur présence a4 mes cofés.
A Toutes I'équipe de laboratoire Dr Zemouli
Et enfin 4 ma trés chére binome ef ma sceur HASNAA, que je suis heureuse et fiere

d’avoir partagé avec moi ce modeste travail.

FETHIA



Dédicace

Du profond de mon coeur, je dédie ce modeste travaille a tous ceux qui me sont
chers,
A mon pere Toufik qui m’a aidé a devenir ce que je suis aujourd’hui, ’homme de ma
vie, mon exemple éternel, mon soutien moral et source de joie et de bonheur, celui
qui s’est toujours sacrifié pour me voir réussir, que dieu le garde et le protege
A ma mere Sarah qui a souffert sans me laisser souffrir, qui n’a jamais dit non a mes
exigences et qui n’a épargné aucun effort pour me rendre heureuse, pour toute son
assistance et sa présence dans ma vie que dieu la procure bonne santé et longue vie
A mes grands-parents paternels et maternels, que DIEU garde leurs ames dans son
vaste paradis.
A mes sceurs SOUHILA et FELLA, mes frere MOHAMED et ISHEK qui n’ont pas cessé
de me conseiller, encourager et soutenir tout au long de mes études. Que Dieu les
protege et leurs offre la chance et le bonheur.
A toutes mes cheres amies : ZINEB et SELMA qui méritent tout le bonheur.
Et bien str a ma trés chere bindme FETHIA pour son soutien moral, sa patience et sa

compréhension tout au long de ce projet.

HASNAA



Liste des tableaux

Tableau I. Taxonomie des entérobactéries .............cooovriiiiiiiiiiii e 04
Tableau I11. Taxonomie de genre ACINetobaCter SP.........oovvviviiiiiiiii e 06
Tableau IV. Les caractéres biochimiques d’Acinetobacter baumannii........................... 06
Tableau VII. Lecture quantitative de formation de biofilm........................... 23
Tableau VIII. Résultat d’identification de Souche 1...........ccoooiiiiiiiiiiii i, 27
Tableau IX. Résultat d’identification de SOUChe 2........ ...t 28
Tableau X. Résultat d’identification de SOUChE 3........ ..o 30
Tableau XI. Résultat d’antibiogramme.............coovuiitiitiiiit et e e e 31
Tableau XII. Résultat des concentrations minimales inhibitrices d’Ammoniums
quaternaires sur les souches k. pneumoniae. ............oiiiiiii i e 34
Tableau XIIl. Résultat des concentrations minimales inhibitrices d’Ammoniums
quaternaires sur les souches E Cloacae...........c.oovvniiiiiiiiiiii e 34
Tableau XIV. Résultat des concentrations minimales inhibitrices d’Ammoniums
quaternaires sur les souches A. baumannii.............cooooiiiiiiiii i 34
Tableau XV. Résultat des concentrations minimales inhibitrices de chlorhexidine sur les
SOUCNES K. PNBUMONIAE. ... ettt ettt et et e e e e e e e e e e e e e e 39
Tableau XVI. Résultat des concentrations minimales inhibitrices de chlorhexidine sur les
SOUCNES E ClOBCAE. ... . et 39
Tableau XVII. Résultat des concentrations minimales inhibitrices de chlorhexidine sur les
SOUCNES A. DAUMANNIT. ...t e e e e e 39
Tableau XVIII. Résultat des concentrations minimales inhibitrices de glutaraldéhyde sur les
SOUCNES K. PNBUMONIAE. ... ettt ettt ettt e erie e e ne s 43
Tableau XIX. Résultat des concentrations minimales inhibitrices de glutaraldehyde sur les
SOUCNES E ClOBCAE. ... ..t e 43
Tableau XX. Résultat des concentrations minimales inhibitrices de glutaraldéhyde sur les
SOUCNES A. DAUMANNIT. ...t e e e e e 43
Tableau XXI : Détermination de la  concentration minimale d’éradication de biofilm
(MBEC) aprés traitement avec les biocides par les souches de k
PNBUMONIAE. . ..ttt e e e e, 49

Tableau XXII: Détermination de la  concentration minimale d’éradication de biofilm
(MBEC) apres traitement avec les biocides par les souches
QP E.ClOBCAE. . ...t 50

Tableau XXIII : Détermination de la  concentration minimale d’éradication de biofilm
(MBEC) apres traitement avec les biocides par les souches

AL DAUMANNIT . L 51

Tableau Il. Caractéres d’indentification des genres le plus fréquemment rencontrés des
ENterODaCtEIIACEAR. .. . et 70
Tableau V. Quelques biocides utilisés dans les milieux hospitaliers.............................. 70

Tableau VI. Liste des antibiotiques utilisés pour 1’évaluation de 1’ Antibiorésistance..........70



Liste des figures

Figure 01 : Représentation schématique des differentes étapes du mécanisme d’action des

DIOCIUES. .. .o e 08
Figure 02 : Resumé des différents mécanismes de résistance aux antibiotiques................ 11
Figure 03: Schéma des différents mécanismes de résistance antimicrobienne chez
A DAUMANNIT. L e e e 12
Figure 04 : Schéma illustrant les principales étapes du protocole expérimental réalisé dans
(0123 (== (0 = PPt 16
Figure 05 : Représentation schématique d’une gamme de dilution de biocide.................. 20
Figure 06 : Représentation schématique de la technique des microdilutions (CMI) des
biocides vis-a-vis des bactéries multirésistantes......... ... 21
Figure 07 : Puits de MiCrOplagUES. ........cviniiriii e, 24
Figure 08: Microplaque aprés 1’ajout des trois concentrations de biocides....................... 24
Figure 10 : Détermination des concentrations minimales inhibitrice d’ammonium quaternaire
sur les trois souches bacteriennes teStEES. .......ouir e 33
Figure 11: observation microscopique (état frais) aprés test CMI d’Ammoniums
QUALEINAITES (XA0) .. .ttt e et e et e et 35
Figure 12: Coloration de Gram aprés contact avec le biocide (X100)..............ccoevenen... 35
Figure 13: Détermination de la CMB d’ammonium quaternaire observée chez les trois
SOUCNES BIUAIBES. ...ttt e e e e e e 36
Figure 14 : Représentation graphique récapitulatif de la détermination de la CMI et CMB
pour I’ammonium QUAEEINAITE. .. ... ..ttt e et eaees 37

Figure 16:observation microscopique (état frais) apres test CMI du chlorhexidine (x40).....40
Figure 17 : Représentation graphique récapitulatif de la détermination de la CMI et CMB

pour le ChIOrheXITINg. ... .o e e 41
Figure 18 : Détermination des concentrations minimales inhibitrice de glutaraldéhyde sur les
SOUCNES de K. PNEUMONIAE. ...ttt e e 43

Figure 19:observation microscopique (état frais) apres test CMI du Glutaraldéhyde (x40)...44
Figure 20 : Représentation graphique récapitulatif de la détermination de la CMI et CMB

pour le Glutaraldéhyde. ............oiii i 45
Figure 21 : Production de slime chez k. pneumoniae isolé sur milieu rouge congo............ 46
Figure 22 : Evaluation d’efficacité de biocide sur le biofilm formé par la méthode

T 47
Figure 24: Pourcentage de 1’éradication du Biofilm....................ooooiiiiii 53
Figure 09: Evaluation de la densité optique du biofilm par lecteur ELISA...................... 73
Figure 15 : Détermination des concentrations minimales inhibitrice de chlorhexidine sur les
SOUChES A’E. ClACAE... .ov et 73

Figure 23 : Aspect des biofilms sur microplaque et lecture de (DO)...........ccovvviiniinnnn... 74



Liste des abréviations

ADH: Arginine déshydrogénase.

ADN : Analytical profil index.

API : Analytical profil index.

ARNM : acide ribonucléique messager
ATB : antibiotique

BHIB: Brain heart infusion broth.

BMR : bactérie multirésistentes

CHX : chlorhexidine

CIT: Citrate

CLSI: Clinical and laboratory standard institute
CMB : concentration minimale bactéricide
CMI : concentration minimale inhibitrice
CV : cristal violet

DDAC : Chlorure de didécyldiméthylammonium
D.O : densité optique

ELISA: Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay
EPS : exo-polysaccharides

GEL.: Gélatinase

GLU: Glucose.

GLU : glutaraldéhyde

GN: gélose nutritive

GSC : gélose au sang cuit

HK: gélose Hektoen

| : Intermédiaire

IND: Indole.

INO : Inositol.

LDC : Lysine décarboxylase.

LPS : les lipopolysaccharides.

MAN : Mannose.

MBEC : concentration minimale d’éradication de biofilm
MC: gélose Mac Conkey

MF: Mac Farland

MH: Mueller-Hinton

ODC: Ornithine décarboxylase.

PBP : protéines de liaison a la pénicilline
R : Résistant

RC : rouge congo

S : Sensible

TBS: Tris Buffered Saline

TM: methode tube

USI: unité de soins intensifs

TM: method tube

VP: Voges-Proskauer



RESUME

L’environnement hospitalier constitue un immense réservoir de bacilles a Gram
négatif résistants aux antimicrobiens qui peuvent ainsi atteindre les patients et provoquer de
graves infections.

L’efficacité antibactérienne et antibiofilm de trois biocides : ammoniums quaternaires,
glutaraldéhyde et chlorhexidine ont été testés sur des especes multirésistantes responsables
des infections hospitalieres au sein de service de réanimation.

Afin de déterminer la concentration minimale inhibitrice (CMI) des différents biocides
testés, nous avons utilisé une méthode de micro-dilutions sur microplaque. Une autre méthode
a été réalisée qui permet de quantifier I'habilité des molécules antimicrobiennes a détruire un
biofilm (MBEC). La biomasse totale a été mesurée de la densité optique (DO) par un lecteur
Elisa.

Les résultats obtenus ont révélé que les trois biocides possedent une activité inhibitrice
variable selon la concentration et la souche testée. Les concentrations minimales inhibitrices
de ces trois agents varient entre 32 a 512 mg/l pour I’ammonium quaternaire, entre 128 a 512
mg/l pour le chlorhexidine et entre 256 a 1024 mg/l pour le glutaraldehyde. En effet, la
MBEC etait beaucoup plus élevée et atteint a plus de 1024 mg/l pour la majorité de souches
traitées par ces biocides.

Apres analyse des résultats, la chlorhexidine a présenté ’activité la plus importante
sur les différentes souches testées suivis par I’ammonium quaternaire. Le troisieme biocide
glutaraldéhyde a montré le plus faible effet antimicrobien.

Mots clés: Bacilles Gram négatif, Résistance, Biofilm, Glutaraldéhyde, Ammonium
quaternaire, Chlorhexidine, CMI, MBEC.



Abstract

The hospital environment is a huge reservoir of antimicrobial-resistant Gram-

negative bacilli, which can reach patients and cause serious infections.

The antibacterial and antibiofilm efficacy of three biocides: quaternary ammoniums,
glutaraldehyde and chlorhexidine were tested on multi-resistant species responsible for
hospital infections in intensive care units.

In order to determine the minimum inhibitory concentration (MIC) of the various
biocides tested, we used a micro-dilution method on a microplate. Another method was used
to quantify the ability of antimicrobial molecules to destroy biofilm (MBEC). Total biomass
was measured by optical density (OD) using an Elisa reader.

The results showed that all three biocides have variable inhibitory activity, depending
on the concentration and strain tested. The minimum inhibitory concentrations of the three
agents ranged from 32 to 512 mg/l for quaternary ammonium, from 128 to 512 mg/l for
chlorhexidine and from 256 to 1024 mg/l for glutaraldehyde. In fact, MBEC was much
higher, reaching over 1024 mg/l for the majority of strains treated with these biocides.

After analysis of the results, chlorhexidine showed the highest activity on the different
strains tested, followed by quaternary ammonium. The third biocide, glutaraldehyde, showed
the weakest antimicrobial effect.

Key words: Gram-negative bacilli, Resistance, Biofilm, Glutaraldehyde, Quaternary
ammonium, Chlorhexidine, MIC, MBEC.
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Introduction

INTRODUCTION

L'émergence et la diffusion de la résistance aux antibiotiques représentent une menace
majeure de santé publique mondiale aussi bien dans les pays développés que dans les pays en
développement (Ouedraogo, 2016).

Les bactéries a Gram négatif (BGN) sont les plus préoccupantes, vu leur capacité a
acqueérir des genes qui codent pour des mécanismes de résistance aux antimicrobiens, en
particulier, en présence d'une pression de sélection.

L’environnement hospitalier peut étre la premiere source de propagation d’une
maladie épidémique; c’est un milieu susceptible d’étre contaminé directement ou
indirectement par des agents pathogenes nuisibles a la santé humaine. Afin de contrdler la
propagation de ces agents pathogénes, des efforts considérables, dont 1’utilisation des biocides
tels que des produits désinfectants et détergents, ont été déployés.

Ainsi, les biocides jouent un r6le primordial dans la prévention et la gestion des
infections. 1ls permettent de limiter l'utilisation des antibiotiques et donc de limiter
I'émergence de souches bactériennes resistantes. (Touria et al., 2010).Mais 1’utilisation
croissante et parfois injustifiée des biocides sur les surfaces pouvant exercer une forte
pression de sélection des mutants résistants et rond les bactéries s’adaptent aux ces molécules
(Boutarfi, 2021).De plus dans certaines conditions défavorables, les bactéries peuvent
développer une résistance en formant des biofilms, assurant leur protection contre les
antimicrobiens.

De nombreux travaux comme Ango et al., (2020) ; Debabza, (2015) ; Ruppé et al.,
(2015) ; Kaye et Pogue (2015) s’intéressent a la résistance aux antibiotiques, mais peu se
basent sur la tolérance aux biocides.

Dans le cadre de notre projet de fin d’é¢tude de master qui s’insere dans la thématique
de ‘I’équipe 2’ du laboratoire Biotechnologies, Environnement et santé, 1’objectif principal de
cette étude préliminaire est d’évaluer [1’efficacité de trois biocides: Chlorure
didécyldiméthylammonium, chlorhexidine et glutaraldéhyde de in vitro, largement utilisés en
Algérie, dans les milieux hospitaliers, pour la désinfection des différentes surfaces vis-a-vis
des bactéries Gram négatives multirésistantes suspectées d’étre incriminées dans la survenue

des infections nosocomiales.
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Pour cela, nous sommes fixés les objectifs suivants :

Realisation de la méthode de détermination de la concentration minimale
inhibitrice (CMI) en milieu liquide,

Détermination de la concentration minimale bactéricide (CMB),

Pour comprendre I’efficacité de ces biocides, nous avons calculé leur capacité

a éradiquer les biofilms formés par les bactéries testées.
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l. BACTERIES MULTIRESISTANTES (BMR)

Les BMR connaissent actuellement une émergence mondiale aussi bien en milieu
communautaire qu’hospitalier (Rahal, 2013).

Cet environnement est en effet un réservoir important d’éléments génétiques mobiles,
hébergés par différents types de bactéries, pouvant contribuer a la propagation et a
I’émergence des génes de résistance (Caselli et al.,, 2018; Weingarten et al., 2018 ;
Shamsizadeh et al.,2017).

.1 ENTEROBACTERIACEAE

Ce sont des bacilles qui font partie de la flore gastro-intestinale normale de I’héote. Ce
sont d’ailleurs les bactéries les plus fréquemment isolées dans les prélévements cliniques
(Bilavsky et al., 2010).

Chez I’homme, les entérobactéries sont responsables d’environ 50% des infections
nosocomiales et plus particulierement les entérobactéries suivants: Enterobacter spp,
Klebsiella spp, Escherichia coli, Proteus spp, providencia spp et Serratia marcescens
(Prescott et al., 2013 ; Prescott et al.,2003).

Selon la classification de la 2éme édition de Bergy’s manuel (2004) (Tableau I) :

Tableau | : Taxonomie des entérobactéries

Regne Bacteria
Embranchement Proteobacteria

Classe Gamma Proteobacteria
Ordre Enterobacteriales
Famille Enterobacteriaceae

Ils comprennent de nombreux genres bactériens répondant a la définition suivante :
- Bacilles a Gram négatif
- Ne possédant pas d’oxydase
- Aérobies anaérobies facultatifs
- Fermentant le glucose
- Réduisant les nitrates en nitrites

- Poussant sur milieu ordinaire (La culture est rapide : quelques heures a 30 et 37 °C)
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Leurs caracteres biochimiques sont résumés dans le Tableau 11 (Voir annexe)
Permet les Enterobacteriaceae on distingue :

+ Des especes a fort potentiel pathogene, considérées comme des pathogenes stricts.
Elles sont caractérisées par leurs facteurs de virulence (capacité d'adhesion aux
cellules de la muqueuse, capacité d'invasion, capacité de toxinogénése). Leur présence
dans l'organisme (intestin) est anormale et se traduit par des syndromes digestifs
(diarrhées).

+ Des espéces occasionnellement pathogénes, qui correspondent aux especes
commensales de notre organisme ou a des bactéries de I'environnement. Elles jouent
un réle pathogéne a l'occasion de la rupture d'une barriére immunologique, lors d'une
diminution des résistances de l'organisme ou lors d'un déséquilibre de la flore
commensale (antibiothérapie). (A GORO, 2021 ; Prescott et al., 2013 ; Prescott et
al., 2003).

Elles peuvent causer une variété d’infections et sont considéres actuellement comme
des bactéries pathogénes opportunistes les plus importants a l'origine d'infections
nosocomiales et communautaires, en particulier chez les personnes immunodéprimeées
(Podschun et Ullmann, 1998).

1.2.  BACILLES A GRAM NEGATIF NON FERMENTAIRE

Les bacilles Gram négatif non fermentaires sont ubiquitaires, ayant peu d'exigences
nutritives survivent et se multiplient dans les milieux humides, notamment dans
I'environnement hospitalier, et peuvent aussi contaminer des solutions antiseptiques. Ces
bactéries sont responsables d'infections nosocomiales d'origine exogene et endogene chez des

patients le plus souvent immunodéprimés (Barclay et al.,1996).

Acinetobacter baumannii(A.baumannii) represente plus de 90% des isolats cliniques dans
le monde entier. Considéerée comme ubiquitaire et peut étre isolée a partir d’échantillons
humains, animaux et environnementaux. (Uwingabiye, 2018).En environnement hospitalier,
les milieux d’isolement d’A.baumannii sont variables : le matériel d’assistance respiratoire
(respirateurs, humidificateurs d’air), dans les chambres des malades (matelas, thermomeétres,
laryngoscope, fenétres, tables de chevet), sur les objets humides (lavabo, savons), dans I’air,

sur le sol des services et sur le personnel soignant (Riviére, 2017).

Longtemps considéré comme un représentant de la famille des Neisseriaceae, le genre

5
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Acinetobacter est actuellement inclus dans la famille des Moraxellaceae.

Tableau I11 : Taxonomie de genre Acinetobacter sp
Domain Bacteria
Phylum Proteobacteriae
Classe Gammaproteobacteria
Ordre Pseudomonodales
Famille Moraxellaceae

(Doughariet al., 2011).
A. baumannii se cultive sur milieux usuels. C’est la seule espéce capable de croitre a 44
ou 45 °C (Avril et al.,2000 ; Flandrois, 1997).
Tous les membres de ce genre sont des aérobies stricts, oxydase négative, catalase
positive, a métabolisme respiratoire strict et non fermentaire.

Les caracteres biochimiques d’Acinetobacter baumannii sont résumés dans le tableau

suivant :
Tableau IV : les caractéres biochimiques d Acinetobacter baumannii
Tests Oxydase | Catalase Nitrate LDC OoDC H2S Indole
réductase
Reésultats - + - - - - -

(Bouvet et Joly-Guillou, 2000).
Acinetobacter baumannii est un pathogéne opportuniste responsable d’infections
nosocomiales séveres (Baron et al., 1995),d0 a la capacité de survie prolongée dans des
conditions environnementales variées. (Wendt et al., 1997)
Il est devenu I'un des principaux agents responsables des infections nosocomiales, en
particulier dans les unités de soins intensifs (USI) du monde entier (Shimose et al.,
2016;Greena et al., 2016).
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. BIOCIDES

L'hygiéne hospitaliére est une politique visant a prévenir, lutter et controler les
infections hospitalieres, Elle met en rapport les acteurs (malades, personnel médical et
paramédical, personnel administratif et technique, visiteurs et accompagnants) et leur
environnement (Maiga, 2003).

Essayer d'assurer un environnement sain pendant I'hospitalisation représente un
objectif vital de développement durable de ces dernieres années, pour tenter de faire face a la
préoccupation mondiale des infections nosocomiales. Les surfaces hospitaliéres peuvent
désigner un réservoir d'agents pathogenes, en effet la contribution des surfaces hospitalieres
contaminées est de plus en plus reconnue comme un facteur important dans I'acquisition
d'infections nosocomiales (Caselli, 2017). C’est pour cette raison, 1’utilisation des biocides est
trés largement répandue dans les hdpitaux.

11.1. DEFINITION

Les biocides désignent une famille de substances développées pour détruire, repousser
ou rendre inoffensives des espéces nuisibles ou, plus exactement, considérées comme telles
par les humains. lls comprennent des substances aussi diverses que les désinfectants, les
agents conservateurs ou les produits antiparasitaires (Chevre et al.,2011).

Les biocides sont largement utilisés au sein des établissements de santé pour
différentes applications : la stérilisation des dispositifs médicaux, la désinfection des surfaces
et de l'eau, comme antiseptiques cutanés et pour la préservation de diverses formulations
(Maillard, 2005).

En particulier, ils jouent un réle important dans le contrdle des infections, aident a
prévenir la propagation des organismes infectieux. Lorsqu’ils sont utilisés de manicre
appropriée, les biocides peuvent également influer sur I’incidence des infections nosocomiales
et réduire la nécessité d’une antibiothérapie (Murtough et al.,2001).

I11.2.  Notion antiseptique et désinfectant

Les antiseptiques et les désinfectants sont utilisés pour leurs propriétés antiseptiques,

désinfectantes et/ou préservatives (Russell, 2002).
+ Les antiseptiques

Les antiseptiques sont des biocides ou des produits qui détruisent ou empéchent-la
croissance des micro-organismes sur le tissu vivant. lls sont utilisés pour le traitement des
plaies et la préparation de la peau avant une intervention chirurgicale. Ce sont, pour la plupart,
les antimicrobiens de surface les moins puissants et les moins toxiques (Kahrs, 1995).
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+ Les désinfectants

Le terme désinfectant est réservé a l'utilisation d'agents antimicrobiens sur les surfaces
inertes. Ces agents appartiennent généralement a la méme famille chimique que les
antiseptiques (Martin et Gouin, 2000).

La concentration d'un biocide dans un produit est essentielle a son activité
antimicrobienne, mais un équilibre doit étre trouvé entre 1’efficacité et la toxicité (Maillard,
2005).

1.3. Mécanismes d'action des biocides

Les antiseptiques agissent sur les bactéries plus rapidement et plus brutalement que les
antibiotiques (Martin et Gouin, 2000).

Il existe également des similitudes dans les actions de certain antibiotiques et biocides.
(Russell, 2002).Selon Martin et Gouin (2000), le mécanisme d’action des biocides comporte

plusieurs étapes :

Adsorption de biocide suivie
d’une altération de la paroi
(changement de polarisation)

}

Fixation au niveau
de la membrane
cytoplasmique

Altération de la Inhibition de la
perméabilitétdela | | production d’énergie
membrane (altération de la
phosphorylation
Au niveau
l l cytoplasmique l l
Coagulation Altérations Des Des
irréversible des métabolique interactions interactions
constituants et avec les acides avec les
cytoplasmiques enzymatique nucléiques ribosomes

Figure 1 : Représentation schématique des différentes étapes du mécanisme d’action des

biocides (Russell, 2002; Martin et Gouin, 2000).
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I11.4. Facteurs agissant sur I’activité antimicrobienne des biocides

Plusieurs facteurs influencent I'activité antimicrobienne pour assurer qu’un biocide est
employé correctement, une partie est liée au biocide et l’autre partie dépend des
microorganismes (Maillard 2005).

4+ Facteurs liés aux biocides

. Concentration d’un biocide : C’est peut-&tre le facteur le plus important pour
affecter I'activité antimicrobienne.

o Temps de contact: Est également essentiel. La diminution de la durée
d'exposition est souvent associée a une diminution l'activité.

. Charge organique : Les substances interférentes (salissures, pus, sang,
sérosité, selles ...) peuvent entrainer une diminution de l'activité des antiseptiques.

e Température : Il est important de comprendre I'effet de la température sur l'activité
de biocide. (Maillard, 2005).

e Utilisation concourante : Ce sont essentiellement les phénomenes d'antagonisme et
de potentialisation rencontrés lors de l'utilisation de divers antiseptiques (Martin et
Gouin, 2000).

o Influence du pH: le pH font partie des facteurs les plus importants de l'activité des
biocides. (Mogoa, 2010).

+ Facteurs liés aux bactéries

e Présence de biofilm : Les biofilms constituent un facteur non négligeable dans la
résistance aux agents antimicrobiens, ils sont difficiles a éliminer et constituent une
source majeure d'infection hospitaliére (Amiyare et al, 2015).

e Influence de la membrane :La membrane est I'une des premieres cibles des biocides
et, de ce fait, constitue une propriété intrinseque de la résistance aux biocides (Mogoa,
2010).

e Type de micro-organismes : aura une incidence sur le choix de l'agent a utiliser
(Maillard, 2005).

e Taille de la population: Il faut plus longtemps pour détruire une population

importante, que pour une population plus petite (Prescott et al, 2003).
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I1.5. Classification des biocides
Ces agents antimicrobiens peuvent étre classés en deux groupes selon plusieurs
parametres, notamment la structure chimique et le domaine d’application (cliniques et non

cliniques) (Barah, 2013).

++ Les produits non létaux mais seulement inhibiteurs de croissance (agissant a faibles
concentrations) : Un effet bactériostatique est observé, empéchant la croissance et la
reproduction des bactéries, dépend essentiellement du temps de contact.

% Les produits potentiellement létaux (agissant a des fortes concentrations) : Un effet
bactéricide est observé, éliminant les microorganismes. La prolifération des bactéries
s’arréte mais elle reprend une fois que les conditions défavorables ont disparues (Putois,
2012 ; Allion, 2004). Le tableau V (Annexe) résume les caractéristiques de quelques

biocides les plus utilisés dans les milieux hospitaliers.

10
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1. RESISTANCE BACTERIENNES AUX AGENTS
ANTIMICROBIENS

I11.1 Meécanisme de résistances aux antibiotiques
#+ Les entérobactéries
Les entérobactéries résistent a 1’action des antibiotiques par différents facteurs (figure 2) :
¢ Inactivation enzymatique de 1’antibiotique

% Modification de la cible de I’antibiotique

*

% Efflux actif de I’antibiotique

«+ Perméabilité réduite

R/
o

Protection de la cible de I’antibiotique

0

¢ Piégeage de I’antibiotique, et ARNm : acide ribonucléique messager

Antibiotique

(=) o o
- o9 o0 o
o o Porine oo

Modification Protection \
K : de la cible * de la cible Piegeage g

. ¥ L= SgE Jp o
(5o s Bt s

ARN,, Ribosome o
e Inactivation Efflux actif 4
e enzymatique @
-
{ * 3 € ﬁ !
o9 o
o
o o > @ Périplasme
Permeabilite
Entree réeduite
L. Membrane externe dans la bactérie

s====m Couche de peptidoglycan

— Membrane cytoplasmique

Figure 2 : Résumé des mécanismes de résistance aux antibiotiques (Muylaert et Mainil,
2012).

+ Acinetobacter baumannii

A. baumannii résiste  facilement aux agents antimicrobiens par différents
mécanismes(Figure3):

% Augmentation de I’expression des pompes a efflux
% Expression réduite de la porine (diminution de I’entrée des antibiotiques)

¢ Inactivation enzymatique par les b-lactamases.

11
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¢

Les enzymes modifiant les aminoglycosides provoquent [’inactivation des

o
%

antibiotiques

>

K/
*

Les mutations de la topoisomérase IV et de 'ADN gyrase diminuent la liaison

)

desfluoroquinolones
% La modification des protéines de liaison a la pénicilline (PBP)
% La modification des lipopolysaccharides (diminution de la fixation de la colistine)
% La présence de polysaccharide capsulaire (barriere contre le stress environnemental)

« La capacite a former un biofilm entraine une résistance antimicrobienne élevée
(Subhasree et al., 2022).
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Figure 3: Schéma des différents mécanismes de résistance antimicrobienne chez A.

baumannii (Subhasree et al., 2022)

I11.2  Tolérance bactérienne aux biocides

Les bactéries a Gram négatif sont généralement plus résistantes a l'action biocide que
les bactéries a Gram positif. Ceci est principalement attribué a la membrane externe, ce qui
nuit a I'absorption de biocides, bien que I'efflux soit considéré comme un mécanisme de plus
en plus important (Murtough et al.,2001). La membrane externe des membres de la famille
des Enterobacteriaceae (et dautres bactéries a Gram négatif, en particulier P. aeruginosa)
agit comme une barriére limitant empéchant l'entrée de nombreux types d'agents
antibactériens (Ortega Morente et al., 2013).Les mécanismes de résistance ou de tolérance

bactérienne aux biocides ont été définis comme intrinséques et acquis par plusieurs auteurs
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dont (Ortega Morenteet al., 2013; Maillard, 2007; Murtough et al.,2001; Russell, 1995).
La dégradation enzymatique des biocides a été rapportée comme étant un mécanisme de
résistance bactérienne aux biocides chez plusieurs espéces de bacilles a Gram négatif, dont
I’hydrolase et la réductase chez E. coli et 1’aldéhyde déshydrogénase chez E. coli et P.
aeruginosa la catalase, la superoxyde dismutase et 1’alkyl hydroxypéroxydases chez E. coli
(Maillard,2005).

I11.3  Reésistance croisée entre biocides et antibiotiques

Actuellement, un débat est engagé sur la possible émergence de la résistance aux
biocides en milieu hospitalier et que cette résistance pourrait étre accompagnée de celle des
antibiotiques , bien que peu de travaux ont pu confirmer cette co-résistance (Wand et al.,
2017; Webber 2015).Des études génétiques et bactériologiques ont révelé I'implication de
biocides en tant que sélectionneurs et / ou inducteurs de mécanismes impliqués dans
I'émergence de souches a sensibilité réduite aux biocides et aux antibiotiques (Regli et Pages,
2012; Fraise, 2002).

Les modes d’action des antibiotiques et de biocides partagent de nombreuses
similitudes en dépit de différences dans leur activité, par exemple leur cible, leur
comportement et leurs caractéristiques cliniques (Regli et Pages, 2012).

En ce qui concerne les bactéries a Gram négatif, de nombreux rapports font état d'une
résistance croisée biocide-antibiotique (Poole, 2002).

13
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l. MATERIEL ET METHODES

La présente étude a été réalisée au laboratoire d’hygi¢ne de la wilaya de Blida, durant

une période s’étalant du mois de février jusqu’au mois de juin 2023.

1.1 Matériel
% Matériel biologique

Les préléevements ont été effectués durant la période qui s’étale du mois de Novembre
2021 jusqu’au mois de Janvier 2022 au niveau du service de réanimation a 1’hdpital Frantz
Fanon, CHU Blida.

Apres culture et isolement des bactéries Gram négatives, les préléevements sont
conserveés dans les milieux de conservation a -20°C.
La souche E.coli ATCC 25922 est utilisée comme témoin négatif.

®,

% Matériel non biologique

Représenté essentiellement par les milieux de cultures, les réactifs, les
colorants, les biocides (Chlorure de didécyldiméthylammonium (DDAC), chlorhexidine

(CHX), glutaraldéhyde (GLU)) et les appareillages (Voir annexe).

1.2 Méthodes
1.2.1.1solement et purification

Apres enrichissement des prélévements dans du bouillon BHIB + glucose pendant 24h
a 37°C, les bactéries ont été isolées sur 4 milieux de cultures : gélose nutritive, gélose
Hektoen, gélose Mac Conkey et gélose au sang cuit, puis l'incubation est effectuée a 37°C
pendant 24 heures. Afin de confirmer la pureté des souches, nous avons effectué des

repiquages successifs sur les mémes milieux.

La figure n° 4 résume les principales étapes du protocole expérimental réalisé au cours

de cette étude.
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Enrichissement

'

l Isolement
l v l

Gélose Hektoen Mac conkey Gélose au
nutritive sang cuit

'

Aspect
macroscopique

'

Aspect
l microscopique l

Catalase Oxydase

, ldentification biochimique

Antibioaramme

|

Planctonique = Activité antimicrobienne des | Sessile

l biocides l

Biofilm
CMI (RC)

| N
CMB 17 ntIIOIm—l

, MBEC
Méthode Lecture DO
tube

Figure 04: Schéma illustrant les principales étapes du protocole expérimental réalisé dans
cette étude.
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1.2.2. Identification bactérienne
+ Observation macroscopique et microscopique

Permet d'apprécier I'aspect des colonies, la couleur, la taille, la forme, la consistance et
leurs capacités a fermenter les glucides. La seconde, elle permet d'apprécier la morphologie
des bactéries, leur mode de regroupements (chainettes, diplocoques, tétrades).

== Caractéres enzymatiques
» Test de catalase : C'est une enzyme décomposant I'eau oxygénée en eau et en oxygene

gazeux. La méthode consiste a prélever une colonie sur I'extrémité d'une pipette Pasteur,

que l'on plonge ensuite dans un millilitre d'eau oxygénée.
Lecture : Le dégagement de bulles gazeuses signe la présence de I'enzyme.
> Test de ’oxydase : Ce test permet de mettre en évidence la production, d’une enzyme

I’oxydase par la bactérie étudiée,

Lecture : Dans le cas des entérobactéries, les bactéries sont non productrices d’oxydases, le
test doit étre négatif.

+ Caractéres biochimiques

L'identification des souches a Gram négatif a porté sur des tests biochimiques, en utilisant
les galeries API 20E et NE.

Le systtme didentification APl 20E est utilisé pour [lidentification des
Enterobacteriaceae et d'autres bacilles Gram négatifs. La galerie APl 20E contient 20

microtubes de substrat déshydraté.

X/
°

Préparation de la galerie

Réunir le fond et le couvercle d’une boite d’incubation et répartir Sml d’eau distillée

dans les alvéoles pour créer une chambre humide.

K/

% Inoculation de la galerie

e Préparer un inoculum bien homogéne dans de 1’eau physiologique stérile, a partir de
colonies de morphologie identique provenant d’une culture jeune de 18 a 24heures.

e Introduire I’inoculum dans les tubes de la galerie a 1’aide d’une pipette.

e Remplir la totalité des tubes et cupules des tests CIT, VP et GEL.

e Remplir d’huile de paraffine les cupules des 3 tests soulignés ADH, LDC, ODC, H,S,

urée afin de créer I’anaérobiose.

e Refermer la boite et incuber a 30°C pendant 24 heures.
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% Lecture et interprétation de la galerie
e Apres incubation, la lecture de la galerie doit se faire en se référant au tableau de lecture

e L’identification est obtenue a partir du profil numérique.

1.2.3. Antibiogramme

L’antibiogramme consiste a déterminer la sensibilité et la résistance aux antibiotiques
d’une bactérie a I’origine d’un processus infectieux. Cette technique consiste a utiliser des
disques d’antibiotiques différents par méthode de diffusion sur gélose de Mueller-Hinton et
interprété aprés mesure des diamétres d’inhibition selon les recommandations du (Clinical
and laboratory standard institute) CLSI (2020).

Pour ce test, nous avons utilisé les antibiotiques et leurs charges (Tableau VI, Voir
annexe)

% Préparation de I’inoculum

A partir d'une culture pure de 18h sur milieu d'isolement, des colonies parfaitement
identiques et bien isolées ont été raclées a l'aide d'une anse de platine puis déchargées dans 5
a 10 ml deau physiologique stérile a 0,9%, la suspension bactérienne est ensuite
homogénéisée. Son opacité doit étre équivalente a 0,5 Mc Farland ou a une D.O de 0,08 a
0,13 lue & 625 nm.

«» Ensemencement des boites

Les boites sont ensemencées par écouvillonnage en frottant 1’écouvillon sur la surface
du milieu en stries serrées 1’opération est répétée trois fois, en tournant la boite de 60° afin
d’avoir une culture en tapis homogene.

s Application des disques d’antibiotique

Les disques d’antibiotiques (ATB) ont été déposés sur les boites de Pétri, a I’aide
d’une pince stérile. Pour chaque boite de 90 mm de diameétre, un nombre ne dépassant pas
6disques a été déposé. Les disques d'ATB ont été espacés de 24 mm, centre a centre.

« Incubation

Les boites ont été ensuite incubées a 1’¢tuve a 37°C pendant 18 a 24heures.

++ Lecture

Les diameétres des zones d’inhibition provoquées par les disques d’antibiotique sont

mesurés avec précision a 1’aide d’un pied a coulisse et comparés aux valeurs critiques du
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CLSI afin de les classer dans 1’une des trois catégories sensible S, résistant R ou intermédiaire
l.

1.2.4 Etude de Pefficacité antibactérienne des biocides

Afin de déterminer I’efficacité des biocides vis-a-vis des bactéries multirésistantes,
nous avons suivi le protocole décrit par Lijia Ni et al.,(2022) avec quelques modifications
selon les conditions du travail, représenté par la méthode de détermination de la concentration
minimale inhibitrice (CMI). Ce protocole repose sur la dilution en bouillon selon les
directives du CLSI (CLSI, 2020), suivi d’un test complémentaire de détermination de la
concentration minimale bactéricide (CMB) des biocides qui ont permis de demontrer la
dilution la plus élevée pour une croissance bactéricide.

Les CMIs ont été déterminées par la technique de micro-dilutions et ont concerné les
produits suivants : (Chlorure de didécyldiméthylammonium (DDAC), chlorhexidine (CHX),
glutaraldéhyde (GLU) les plus utilisé en milieu hospitalier destinée au nettoyage et a la
désinfection des surfaces, des structures externes des équipements et des dispositifs médicaux.

» Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI) en milieu liquide

La concentration minimale inhibitrice(CMI) est la plus faible concentration de la
substance pour laquelle i1l n’y a pas de croissance visible a I’eeil nu aprés un temps
d’incubation de 18 a 24 h. Sa détermination a été faite par observation du trouble induit par la
croissance des germes étudiés dans chaque puits. Elle consiste a mettre un inoculum bactérien
standardisé au contact de concentrations décroissantes de biocides selon les étapes suivantes :

% Préparation de I’inoculum

% Préparation d’une gamme de dilution de biocide

A partir de la solution mere, on prépare 8 dilutions avec de la solution tampon TBS

comme suit : (Figure 5)
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Solution meére

(10 ml TBS+
Sml biocide) )
o 4
= Tml Tml 2ml Tml Tml 2ml Tml
\ / ‘ ‘
[2048] | | I
\ N N/ \ =/ \\
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Figure 05: Représentation schématique d’une gamme de dilution de biocide.
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Figure 06: Représentation schématique de la technique des micro-dilutions (CMI) des
biocides vis-a-vis des bactéries multirésistantes.
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®,

% Lecture
» Observation macroscopique
La lecture se fait selon le méme procédé utilisé pour I’activité antibactérienne.
» Observation microscopique
o Etat frais : se fait entre lame et lamelle, prendre une goutte du puits le plus claire qui
correspond a la CMI et du puits trouble (concentration 08) afin de mieux comparer
’activité antibactérienne du biocide.

» Détermination de concentration minimale bactéricide (CMB)

La concentration minimale bactéricide (CMB) correspond a la plus faible
concentration en biocide capable de tuer 99,9% de I’inoculum bactérienne initial (Soit moins
de 0,01% de survivants).

+ Technique

Réaliser a partir des puits de CMI, puis ensemencer chacun des puits par un milieu
solide gélose nutritif (GN) un volume de 10ul a 1’aide d’une pipette Pasteur par la technique
de rateau et laisser un témoin positif a partir du puits trouble (08) afin d’observer 1’effet
bactéricide puis incuber les boites dans 1’étuve a 37°C pendant 24h (Merghni et al., 2018) ;
(Ben Abdallah et al., 2020).

«» Lecture

Apres incubation le nombre des colonies apparu sur chacune des boites estcompté et
comparees avec le nombre des colonies observees sur les boites témoins positifs.
Les valeurs CMB et CMI permettent de caractériser le type d’activité d’un biocide
donné :
» CMB =CMI (activité bactéricide)
= CMB > CMI (activité bactériostatique)

1.2.5 Evaluation de la formation de biofilm in vitro

Cette partie est consacrée a évaluer le potentiel de formation du biofilm par méthodes
quantitatives et qualitatives de la formation du biofilm.

+ Méthode tube (TM)

C’est une technique qui permet une évaluation qualitative de la formation du biofilm

% Technique
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A partir d’une boite de culture 18-24 heures, ensemencer une colonie dans 1 ml de BHIB
supplémenté de 0.5ml de glucose puis incube a 37°C pendant 48 h. Les tubes ont été vidé et
remplir avec les concentrations des biocides qui correspond a la CMI de chaque souche
bactérienne pendant 20min, ensuite les tubes ont été lavé avec du tampon TBS (pH=7,4) puis
séchés.

Chaque tube a été ensuite coloré par le cristal violet, pendant 15 minutes. L’exces de
colorant a été enlevé et les tubes ont été lavés avec de 1’eau distillée, puis séchés en position
renversée.

®,

s Lecture

La formation du biofilm est considérée comme positive quand un film visible double
et recouvre le mur et le bas du tube. La formation d’un anneau a I’interface liquide n’est pas
indicative de la formation du biofilm. La lecture quantitative de la formation du biofilm est

notée dans le tableau suivant :

Tableau VII : Lecture quantitative de formation de biofilm

0 Absent de biofilms
+ biofilm modéré
+++ Biofilm fort

(Stepanovic et al., 2000).
+ Méthode du Rouge Congo Agar

La capacité des bactéries a produire un «slime», un polysaccharide formant une
couche diffuse facilement détachable de la paroi bactérienne est testée sur milieu solide au
Rouge Congo (Mariana et al., 2009). Le colorant rouge congo interagit directement avec ces
polysaccharides bactériens et donnent des colonies noires sur ce milieu. Nous avons suivi les
étapes suivantes :

» A partir d’une souche pure, une suspension bactérienne a été préparée de 0.5Mc

» Un ensemencement est réalisé sur gélose rouge Congo a 1’aide d’une pipette Pasteur
stérile

> Les boites de pétri sont par la suite incubées a 37°C pendant 24 heures.

7/

% Lecture
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Partie expérimentale

¢ Colonie noire avec un anneau clair au centre : bactéries possédant une forte production
de slime (présence de biofilm)

e Colonies rouges : bactéries non productrices de slime (absence de biofilm).

4 Meéthode de concentration minimale d’éradication de biofilm sur microplaque
(MBEC)

Ce test de concentration minimum d'éradication de biofilm (MBEC) permet de
quantifier I'nabilité de molécules antimicrobiennes a détruire un biofilm qui se forment sur
des surfaces abiotiques, nous avons suivi le protocole décrit par YuOkae et al., (2022).

« Enrichissement

L’enrichissement des souches bactériennes est réalisé en mettant une colonie pure et
jeune dans des tubes contenant 1ml de BHIB + 0.5ml de glucose et incubé pendant 24h a
37°C.

N.
1
v

Figure 07 : Puits de microplaques (photo originale)
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Figure 08:Microplaque apres 1’ajout des trois concentrations de biocides (photo originale).
%+ Coloration par le cristal violet

« Lecture

La classification des résultats obtenus est basée sur la densité optique (DO) du témoin
positif selon Christensen et al., (1985), les souches ont été classées comme suit :

DO < Dot(Témoin) : non formatrice du biofilm.

= Calcul de la concentration minimale d’éradication de biofilm
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Résultats et discussion

Il. RESULTATS ET DISCUSSION
Les principaux résultats sont présentés dans cette partie.
11.1  Résultats de I’identification

Apres isolement et purification des souches bactériennes sur les différents milieux
utilisées, les isolats bactériens ont montré divers aspects culturaux, permettant de suspecter
leur appartenance & un groupe bactérien ou a un autre Enterobacteriaceae, Pseudomonas ou
autre groupe bacteérien.

L’aspect des colonies, 1’observation microscopique, les caractéres enzymatiques et
biochimiques sont résumés dans les tableaux V111, IX, X.

Tableau VIII : Résultats de I’identification de la souche 1

Aspect Gélose Nutritive Gélose Hektoen Gélose Mac Conkey

macroscopique

Colonies rondes bombées, .
d’aspect plus ou moins Colonies de couleur Colonies
mugueux jaune orangeé. Lactose + roses (acidification du

milieu). Lactose+

Aspect

microscopique
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Test Oxydase Catalase
d’orientation
Réaction néegative (absence de coloration Réaction négative (absence de la
au-dela de 60 secondes.) formation des bulles)
Test
biochimiques Test | ONPG | ADH | LDC |ODC | CIT | H,S | URE | TDA | IND | VP
Résultat + - + - + - + - - +
Test GEL | GLU | MAN | INO | SOR | RHA | SAC | MEL | AMY | ARA
Résultat - + + + + + + + + +
Tableau IX : Résultat de I’identification de la souche 2
Aspect Gélose Nutritive Gélose Hektoen Gélose Mac Conkey

macroscopique

Colonie rond, légerement
plat avec des bords
irréguliers

Colonie de couleur

saumon, elles sont rond

irisées

Colonies sont rosée

(fermentation de lactose)
Iégérement bombées
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Aspect el xsﬁ =3
, : 3= S25ES
microscopique ?:;.E‘f’ 2128055
== Rt
s e
2EE = ST
e o
s o
== S
Sa=== :‘if-'-yl‘:s‘;i.
S2=E S
Des bacilles colorés en rose (Gram -) (GX100)
Test Oxydase Catalase
d’orientation
Réaction négative (absence de coloration Réaction négative (absence de la formation
au-dela de 60 secondes.) des bulles)
Test
o Test ONPG | ADH | LDC |ODC | CIT | H,S | URE | TDA | IND | VP
biochimiques

Résultat + + - + + - - - - +

Test GEL | GLU | MAN | INO | SOR | RHA | SAC | MEL | AMY | ARA

Résultat - + + - + - + - + +
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Résultats et discussion

Tableau X : Résultat de I’identification de la souche 3

macroscopique

Colonies petites vertes, convexes a
bord réguliere translucides d’une

Gélose Hektoen Gélose au sang cuit

Colonies blanchatres bombées

odeur désagréable muqueuses

Aspect

microscopique

- ~ -
- S s A £
o S & T B X

;e (Gram -) (GX100)

Des bacilles ainsi que des coccobacilles colorés en ro

Test Oxydase Catalase
d’orientation
Réaction négative (absence de coloration Réaction positive
au-dela de 60 secondes.) (la formation de bulles)
Test
biochimiques Test | ONPG | ADH | LDC |ODC | CIT | H,S |[URE | TDA | IND | VP
Résultat + - - - + - - - - -
Test GEL | GLU | MAN | INO | SOR | RHA | SAC | MEL | AMY | ARA
Résultat - + - - -
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Selon les caractéres macroscopiques et l’identification biochimique, nous avons
conclu que :

v Souche 1 : Klebsiella pneumoniae (K.p) (n=11)
v" Souche 2 : Enterobacter cloacae (E.c) (n=7)
v" Souche 3 : Acinetobacter baumannii(A.ba) (n=7)

Dans cette étude, notre choix s’est portée sur les entérobactéries comme Klebsiella
pneumoniae (k. pneumoniae), Enterobacter cloacae (E. cloacae) et de Acinetobacter
baumannii dus a leur fréquente présence sur les différents instruments et surfaces les plus
proches du patient. Ces bactéries sont souvent impliquées dans la survenue de différentes
infections nosocomiales.

Baba-Ahmed et Arlet, (2012) ont également identifié des souches d’E.coli, K.
Pneumoniae et Enterobacter cloacae sur les surfaces du CHU de Tlemcen. La souche
A.baumannii est essentiellement rencontrée aux services de réanimation. Cette bactérie
posséde une forte capacité a persister et a échapper aux actions de la désinfection dans
I’environnement pendant une longue période et sa présence dans le milieu hospitaliers est
souvent liée a des épidémies (Thom et al., 2011 ; Poirel et Nordmann, 2006).

1.2 Résultats de I’antibiogramme
Les résultants de la sensibilité des souches isolées aux antibiotiques testés selon les

diamétres critiques de chaque antibiotique sont résumés dans le tableau suivant :

Tableau XI : Résultats de I’antibiogramme

Antibiotiques K.p E.c Antibiotiques

(n=11) | (n=7)

Ampicilline Ticarcilline

Amoxicilline + Acide clavulanique Ticarcilline + Acide clavulanique

Céfazoline Pipéracilline
Céfoxline Pipéracilline + tazobactam
Céfotaxine Ceftazidime
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Imipéneme S S Imipéneme
Méropéneme S S Méropéneme
Amikacine Amikacine
Gentamicine Gentamicine
Acide nalidixique S Tobramycine
Ciprofloxacine S Ciprofloxacine
Fosfomycine Lévofloxacine

Triméthoprime + Sulfaméthoxazole

Selon les résultats de 1’antibiogramme présenté dans le tableau XI, les souches de
K. pneumoniae ont montré une sensibilité & deux antibiotiques (Imipéneme et méropéneme).
Sur les 14 antibiotiques utilisés pour Enterobacter cloacae, nous avons obtenu presque le
méme profil de résistance avec une sensibilité a quatre antibiotiques (Imipénéme,
méropenéme, Acide nalidixique et Ciprofloxacine).

Par contre, A. baumannii a montré une multi résistance vis-a-vis de toutes les familles
d’antibiotiques testés.

Lemmen et al., (2004) ont défini la multi résistance des BGN comme la résistance
due a au moins trois des classes d’antibiotiques suivantes : pénicillines, céphalosporines de
troisieme génération, carbapénemes, quinolones et aminoglycosides. Cependant selon Brun-
Buisson(2005), la majorité des souches résistantes sont isolées de service de réanimation.
Ceci est li¢ a la grande fréquence de prescription d’antibiotique pour traiter des infections
hospitaliéres motivant le transfert en réanimation.

11.3  Résultats de I’évaluation de ’efficacité antibactérienne des biocides
Trois biocides (Chlorure de didécyldiméthylammonium (DDAC), chlorhexidine
(CHX), glutaraldéhyde (GLU) les plus utilisés dans le milieu hospitalier ont servi pour

modele dans cette partie expérimentale.
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11.3.1  Ammoniums quaternaires

+ Détermination des concentrations minimales inhibitrice

La concentration minimale inhibitrice CMI différe selon I’espéce bactérienne et le
biocide testé (Figure 10). Les résultats sont classés selon les biocides testés respectivement

pour chaque souche bactérienne isolée (Tableaux XII, X111, XIV).

1 1 1
:Cpntr_ole: SN L CcMI :
; négatif | I I e
] | ---q---- i
[
\'4
\\4
A B
IR H
& ) CMI
! 1

Figure 10 : Détermination des concentrations minimales inhibitrice d’ammonium quaternaire

sur les trois souches bactériennes testées (photos originale)
A: CMIs de k. pneumoniae ; B: CMIs d’Enterobacter cloacae; C: CMIs d’A. baumannii
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Tableau XI1 : Résultats des concentrations minimales inhibitrices d’ammoniums
quaternaires sur les souches de k. pneumoniae

Souche Kipl | Kp2 | Kp3 | Kpd | Kp5 | Kp6 | Kip7 | Kp8 | Kp9 | Kpl0 | Kpll
k. pneumoniae
CMI (mg/l)

Tableau X111 : Résultats des concentrations minimales inhibitrices d’ammoniums

quaternaires sur les souches d’Enterobacter cloacae

Souche E.cl E.c2 E.c3 E.c4 E.c5 E.c6 E.c7
E cloacea
CMI (mg/l)

Tableau X1V : Résultat des concentrations minimales inhibitrices d’ammoniums

quaternaires sur les souches d’A. baumannii

Souche A.bal A.ba2 A.bad A.ba7 A.ba8 A.ball A.bal?
A. baumannii
CMI (mg/l)

+ Observation de I’état frais

Les résultats obtenus sont présentés dans

la figure 11.D’aprés I’examen

microscopique réalisé, on note la présence de nombreux bacilles mobiles et d’autre immobiles

a la concentration 08 des différentes souches bactériennes.

Par contre a la concentration qui correspond a la CMI, aucun bacille n’a pas été signalé.
9

33




Résultats et discussion

\ -

Figure 11:Observation microscopique (état frais) apres le test CMI d’ammoniums

quaternaires (x40) (photos originales)
A : Présence de nombreux bacilles a [8] ; B : Absence des bacilles a [CMI]

+ Observation microscopique aprés traitement par biocide
Pour voir I’effet antimicrobien des biocides sur les cellules bactériennes, une coloration de

Gram a été réalisée, les résultats obtenus sont représentés dans la figure 12:

Changement
i morphologique
. des bacilles ;

O

Figure 12:Coloration de Gram apres contact avec le biocide(X100) (photo originale)
La figure ci-dessus, montre une altération des bacilles aprés contact avec le biocide.

+ Détermination des concentrations minimales bactéricide CMB

Les dilutions correspondantes aux concentrations minimales bactéricides
d’ammonium quaternaire sont différentes selon les souches bactériennes testées. Les résultats
ont montré que les souches de K. pneumoniae sont tuées a une concentration de 64 mg/l alors
que A. baumannii, la CMB était a 256mg/l et pour E.cloacae, la CMB a atteint une
concentration de 512 mg/I.

Les resultats obtenus concernent la concentration minimale bactéricide

d’ammonium quaternaire et sont représentés par les figures 13 et 14.
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Figure 13: Détermination de la CMB d’ammonium quaternaire observée chez les trois

souches étudiées. (Photos originales)
A k. pneumoniae a [8] ; B :k. pneumoniae a [64] ; C :E cloacae a [8] ; D :E cloacae a [512] ; E :A.
baumannii & [8] ; F :A. baumannii a [128]

La figure ci-apres récapitule les concentrations minimales inhibitrices et
bactéricides respectives d’ammonium quaternaire utilisé dans cette étude. D’apres les graphes

de la figure 14, il s’est avéré que ce biocide est plus actif sur k. pneumoniae.
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Figure 14: Représentation graphique récapitulatif de la détermination de la CMI et CMB pour

I’ammonium quaternaire
A : CMI et CMB chez k. pneumoniae ; B : CMI et CMB chez Enterobacter cloacae; C : CMI et CMB chez A.
baumannii

La plus faible concentration minimale inhibitrice et bactéricide est observée chez la
souche k. pneumoniae. Tandis que la plus forte concentration minimale inhibitrice et
bactéricide est notée chez Enterobacter cloacae.

Les résultats montrent que, I’ammonium quaternaire (AQ) posséde un effet variable
sur les différentes souches bactériennes testées. On constate que les CMI étaient faibles pour
la majorité des souches de k .pneumoniae, comparant aux CMI d’Enterobacter cloacae et A.

baumannii.
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L’ Ammoniums quaternaires a un effet plus actif sur K. pneumoniae alors que son
activité antimicrobienne a réduit les souches E.cloacae et A. baumannii

D’aprés Lijia et al., (2022), les valeurs des CMI d’(AQ) vis-a-vis d’une souche
d’entérobactéries étaient entre 16-256 mg/l et sont comparables aux résultats de la CMI qui
sont plus élevés et varient entre ..... mg/l. La différence dans les résultats obtenus, peut étre
due a la résistance de certaines especes bactériennes aux désinfectants.

Il s’est avéré que la diminution de sensibilité aux (AQ) se traduit de facon différente
telle qu’une hyperproduction de pompes a efflux, ou une perméabilit¢ diminuée de la
membrane (modification des lipopolysaccharides, des phospholipides ou des protéines de la
membrane) (Hegstad et al., 2009).

Ainsi (AQ) s’avere étre plus actif sur k. pneumoniae, ou les CMB sont égales aux CMI
(a ’exception de la souche k.p7), cela veut dire que ce biocide a une activité bactéricide
tandis qu’une activité bactériostatique sur la majorité des souches d’E.cloacae et
d’A.baumannii ou les CMB sont supérieures aux CMI.

En effet, selon Russell (2000), les désinfectants a base (AQ) sont fréquemment
utilisés dans les hépitaux pour désinfecter et empécher la propagation des agents pathogénes
et cela suggere que I’utilisation extensive de ’ammonium quaternaire pourrait générer une
pression sélective et contribuer a 1’apparition de microorganismes résistants a la désinfection.

Bridier et al. (2011) montre que cette résistance est due d’une fagon directe ou
indirecte a ’architecture de la paroi bactérienne et sa résistance a 1’action des antimicrobiens.
En outre, d’aprés Russell (1991), les différences de composition de 1’enveloppe bactérienne
entre bactéries a Gram positif et a Gram négatif mais également au sein d’une méme espece
bactérienne entrainant une sensibilité variable des micro-organismes aux agents désinfectants.

Selon Reverdy (1995), les ammoniums quaternaires sont généralement plus

efficaces sur les Gram positif que les Gram négatif.
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11.3.2

Chlorhexidine
Les principaux résultats obtenus concernant la concentration minimale inhibitrice
du Chlorhexidine (CHX) sont représentés dans les tableaux (XV, XVI, XVII) et les figures
(15(voir annexes) ,16 ,17) :

Tableau XV : Résultat des concentrations minimales inhibitrices de chlorhexidine sur les

souches K. pneumoniae

Résultats et discussion

Souche

K. pneumoniae

K.pl

K.p2

K.p3

K.p4

K.p5

K.p6

K.p7 | K.p8

K.p9

K.p10

K.pll

CMI (mg/l)

Tableau XVI : Résultat des concentrations minimales inhibitrices de chlorhexidine sur les

souches Enterobacter cloacae

Souche
E cloacea

E.cl

E.c2

E.c3

E.c4

E.c

E.c6

E.c7

CMI (mg/l)

Tableau XVII : Résultat des concentrations minimales inhibitrices de chlorhexidine sur les

souches A. baumannii

Souche

A. baumannii

A.bal

A.ba2

A.bad

A.ba7

A.ba8

A.ball

A.bal2

CMI (mg/l)

+ Résultat de I’état frais

L’examen microscopique apres lecture de la CMI du Chlorhexidine sur la souche de

A. Baumannii a concentration 8 et a concentration qui correspond a la CMI ou aucun bacille

n’a été détecté (figure 16).
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Figure 16:Observation microscopique (état frais) apres le test CMI du chlorhexidine (x40)

(photos originales)
A : Nombreux bacille de "A. Baumannii [8] ; B : Aucune bactérie n’a été signalée [CMI]

4+ Détermination des concentrations minimales bactéricide

D'aprés les résultats obtenus, la concentration minimale bactéricide de
chlorhexidine sur les souches k. pneumoniae et A .baumannii ( mg/l) était supérieure a celle
de E. cloacae ( mg/l).

La figure 17 résume les concentrations minimales inhibitrices et bactéricides
respectives de chlorhexidine utilisé dans cette étude. Ce biocide s’avére plus actif sur E.

cloacae.
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Figure 17: Représentation graphique récapitulatif de la détermination de la CMI et CMB pour

le chlorhexidine.
A : CMI et CMB chez k. pneumoniae ; B : CMI et CMB chez E cloacae ; C : CMI et CMB chez A. baumannii

Le deuxieme agent antimicrobien testé appartient a la famille des biguanides, c’est
également un agent désinfectant qui agit sur la membrane bactériennes (McDonnel et
Russell, 1999). D’apres les résultats ci-dessus, les valeurs des CMI sont comprises entre mg/I
pour les trois souches bactériennes testées. On note que les CMI des souches d’4.baumannii
¢taient plus élevées par rapport aux CMI d’autres souches bactériennes testées.

Les valeurs trouvées dans notre étude semblent étre inférieures a ceux signalées par
Lijia et al., (2022) qui ont trouvé que la CMI de (CHX) avec une souche de référence ATCC
de k. pneumoniae était égale a 1024mg/I.

40




Résultats et discussion

Ainsi, le rapport CMB/CMI =1 pour toutes les souches d’E.cloacae et quelques
souches de A. baumannii, ce qui explique que la chlorhexidine a un effet bactéricide, alors
que toutes les souches de k. pneumoniae et quelques souches de A. baumannii avaient des
valeurs de CMB supérieures a la CMI, ce qui implique que la (CHX) est un bactériostatique
contre ces souches.

Selon ces résultats, ce désinfectant montre un effet marqué sur les différentes
souches bactériennes. Cette efficacité est probablement due a une altération de la perméabilité
de la membrane cellulaire. Il provoque le déplacement de Ca* et de Mg ?* et la perte de
K * de la paroi cellulaire a de faibles concentrations, entrainant donc un effet bactériostatique.
Par contre a des concentrations élevées, la (CHX) provoque une fuite de tous les principaux
composants intracellulaires hors de la cellule, entrainant un effet bactéricide (lyse et mort
cellulaire) comme 1’ont déja signalé certains auteurs (Cieplik et al., 2019 ; Gilbert et Moore,
2005).

Les résultats obtenus dans cette étude sont semblables a ceux de Hugo et Russell
(1992) qui montrent que la (CHX) en solution est active sur la majorité des bactéries Gram
négatif et positif et les formes veégétatives.

Par ailleurs, lorsqu’on compare les valeurs des CMI entre les deux biocides testés
précédemment, celles pour la chlorhexidine, se rapprochent a celles de I’ammonium
quaternaires. Ce rapprochement, peut étre expliqué par la similitude des mécanismes.

Selon Denyer (1995); Denyer et Stewartb (1998), les biguanides ont un mode

d’action similaire a celui des ammoniums quaternaires.
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Glutaraldehyde

Résultats et discussion

+ Détermination des concentrations minimales inhibitrice

Tous les résultats obtenus concernant la concentration minimale inhibitrice de

glutaraldéhyde sont représentés dans les tableaux (XVIII, XIX, XX) et les figures

suivants :

Figure 18: Détermination des concentrations minimales inhibitrice de glutaraldéhyde sur les

souches de k. pneumoniae (photo originale)

Tableau XVII1: Résultat des concentrations minimales inhibitrices de glutaraldéhyde sur les

souches k. pneumoniae

Souche

K. pneumoniae

K.pl

K.p2 | K.p3

K.p4

K.p5

K.p6

K.p7

K.p8

K.p9

K.p10

K.pll

CMI (mg/l)

Tableau XIX : Résultat des concentrations minimales inhibitrices de glutaraldéhyde sur les

souches E. cloacae

Souche

E cloacea

E.cl

E.c2

E.c3

E.c4

E.c

E.c6

E.c7

CMI (mg/l)

Tableau XX : Résultat des concentrations minimales inhibitrices de glutaraldéhyde sur les

souches A. baumannii

Souche

A. baumannii

A.bal

A.ba2

A.bad

A.ba7

A.ba8

A.ball

A.bal2

CMI (mg/l)
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4+ Résultat de ’état frais

L’examen microscopique apres lecture de la CMI du Glutaraldéhyde sur les
souches d’E.cloacae a concentration 8 et a concentration qui correspond a la CMI pour

laquelle aucun bacille n’a été signalé est représenté dans la figure 19.

Figure 19:observation microscopique (état frais) aprés test CMI du Glutaraldéhyde (x40)

(photos originale)
A : Nombreux bacilles d’E cloacae [8] ; B : Aucune bactérie n’a été signalée [CMI]

+ Concentration minimale bactéricide

Les résultats de notre étude ont révélé que la CMB de glutaraldéhyde était tres
élevée chez toutes les souches bactériennes testées et ont atteint une valeur de 1024 mg/l.

La figure ci-aprés résume les concentrations minimales inhibitrices et bactéricides
respectives de Glutaraldéhyde utilisé dans cette étude. Il s’est avéré que ce biocide est plus
actif sur A.baumannii.

Le troisieme biocide testé est le glutaraldéhyde qui appartient a la famille des
aldéhydes. 1l est largement utilisé dans les établissements de santé pour leurs propriétés
désinfectantes. Il agit principalement en surface et forme des liaisons croisées avec le groupe
amino des protéines exposées a la surface bactériennes (Svetlikova et al., 2009).

Les résultats trouvés montrent une augmentation exponentielle des CMI de ce
biocide sur les souches bactériennes testés allant jusqu’a mg/l en comparaison avec les CMI
trouvees par Lijia et al., (2022). Les valeurs étaient entre mg/l et égales & mg/l pour la

souche de référence, cela indique qu’il y a une résistance remarquable a ce biocide.
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A

Figure 20 : Représentation graphique récapitulatif de la détermination de la CMI et CMB
pour le Glutaraldéhyde.
A : CMI et CMB chez k. pneumoniae ; B : CMI et CMB chez E cloacae ; C : CMI et CMB chez A. baumannii

En effet, les résultats combinent les CMI et les CMB montrent que le
Glutaraldéhyde a un effet bactériostatique (% des souches) plus que bactéricide (%) sur les
trois especes bactériennes testees en particulier A.baumannii.

Tsuji et al. (1999) ont montré que la solution de glutaraldéhyde pouvait éliminer a
% de la contamination bactérienne des endoscopes aprés dix minutes d’exposition.
Contrairement a cette étude ou la solution désinfectante n’avait pas un grand effet.

Par ailleurs certaines souches bactériennes sont devenues actuellement résistantes
aux antimicrobiens traditionnels suite a 1’exposition subséquente aux désinfectants (Li et al.,
2011).
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1.4 Evaluation de ’efficacité des biocides sur la persistance des bactéries in vitro

11.4.1 La méthode du Rouge Congo Agar

Les souches isolées ont été testées pour mettre en évidence leur capacité a produire le
slime sur milieu rouge Congo.

Les résultats de cette étude ont montré que les souches étudiées sont fortement
formatrice de biofilms, présentant des colonies noires avec un cristallin de consistance séche
sur Gélose Rouge Congo. Cet aspect est di a la production des exo-polysaccharides (EPS)

(SLIME) qui reagissent avec le rouge Congo (Figure 21).

Figure 21 : Production de slime chez k. pneumoniae isolé sur milieu rouge congo (photos
originale)
A:Colonies rose k .pneumoniae (biofilm-); B:Colonies noires k .pneumoniae (biofilm+)

Cette technique n’a pas été prise en considération pour voir 1’effet de biocide sur les
bactéries car selon plusieurs auteurs la méthode de rouge Congo semble étre moins fiable
pour détecter la formation du biofilm in vitro. Taj et al., (2012) ont montré que le dépistage
par la technique de rouge Congo n'est pas recommandé pour I'étude de la formation de biofilm

et que les résultats obtenus par la technique (TM) se sont bien corrélés avec les résultats

obtenus par la microscopie électronique.
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11.4.2 La méthode tube (TM)
La méthode TM nous a permis d’évaluer ’efficacité des biocides testés sur les
biofilms formés pendant une courte durée apres un temps de contact de 20 min. Les résultats

sont illustrés dans la figure suivante:

Figure 22 : Evaluation d’efficacité de biocide sur le biofilm formé par la méthode TM (photo
originale)
A : Biofilm avant un contact avec le biocide ; B : Biofilm aprés un contact avec le biocide

Selon la technique (TM) et avant un contact avec le biocide, nous avons remarqué
la présence d’un film visible double recouvrant les parois et les fonds des tube formés par
certains souches qui sont fortement formatrices de biofilm avec certains d’autre qui sont de
biofilm modérée, bien que la masse bactérienne est réduit aprés un contact avec le biocide,
cela est d0 a une certain activité antibactérienne de biocide, mais malgré cette activité, les
anneaux bactériens formés restent toujours visibles. Cela explique une nette résistance de ces
souches bactériennes aux biocides.

Cette résistance pourrait étre liée & un temps de contact trop court entre les
molécules de biocides et les cellules bactériennes, ainsi qua la réactivité des agents
antimicrobienne avec les exopolymeres bactériens synthétisés suite a l'adhésion bactérienne
(samranki et al., 1997).
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11.4.3 Technique de détermination de la concentration minimale d’éradication de

biofilm (MBEC) sur microplaque
Suivi de cette technique, les biocides étudiés ont été testé pour leur capacité a éradiqué

des biofilms bactérienne formé in vitro.

Les valeurs des densités optiques (DO) obtenus sont classées dans les tableaux (XXI,

XX, XXT).
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Tableau XXI : Détermination de la concentration minimale d’éradication de biofilm (MBEC) aprés traitement avec les biocides par les souches

de k .pneumoniae

Biocide 1 Biocide 2 Biocide 3

Souche CMI MBEC CMI MBEC CMI MBEC

planctonique biofilm planctonique biofilm planctonique biofilm
Kp1 [64] >[128] [256] [256] [1024] >[1024]
Kp2 [64] [64] [128] [256] [512] [512]
Kp3 [64] [128] [128] [256] [1024] [1024]
Kp4 [64] > [128] [128] [256] [1024] <[256]
Kps [32] [128] [128] [256] [1024] [1024]
Kp6 [64] [64] [128] [512] [512] [512]
Kp7 < [08] <[32] [256] [256] [1024] <[256]
Kps [64] [64] [128] [256] [1024] [1024]
Kp9 [64] [128] [128] [256] [1024] <[256]
Kp10 [64] [64] [128] [256] [1024] <[256]
Kp11 [64] [64] [128] [256] [1024] [1024]
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Tableau XXII : Détermination de la concentration minimale d’éradication de biofilm (MBEC) aprés traitement avec les biocides par les

souches d’E.cloacae

Biocide 1 Biocide 2 Biocide 3
Souche CMI MBEC CMI MBEC CMI MBEC
planctonique biofilm planctonique biofilm planctonique biofilm

Ect [256] [1024] [128] >[256] [512] >[1024]
Ec2 [512] < [256] [128] >[256] [1024] [512]
Ec3 [256] <[256] [128] >[256] [512] [512]
Ec4 [256] >[1024] [128] >[256] [512] [512]
Ec5 [256] [512] [128] >[256] [1024] [1024]
Ec6 [512] <[256] [128] >[256] [1024] [1024]
Ec7 [512] [512] [128] >[256] [512] [512]
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Tableau XXII11 : Détermination de la concentration minimale d’éradication de biofilm (MBEC) aprés traitement avec les biocides par les

souches A.baumannii

Biocide 1 Biocide 2 Biocide 3
Souche CMI MBEC CMI MBEC CMI MBEC
planctonique biofilm planctonique biofilm planctonique biofilm
Aba 1 [128] >[1024] [256] >[1024] [512] >[1024]
Aba 2 [128] >[1024] [512] [1024] [512] >[1024]
Aba 4 [128] [1024] [512] [1024] [512] >[1024]
Aba 7 [256] >[1024] [512] >[1024] [512] >[1024]
Aba 8 [128] >[1024] [512] >[1024] [512] >[1024]
Aball [256] >[1024] [256] >[1024] [512] >[1024]
Aba12 [128] >[1024] [256] >[1024] [256] >[1024]
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L’analyse des résultats obtenus pour I’activité antibactérienne des trois biocides a
montré que le regroupement des microorganismes sous forme de biofilm s’avére plus
particulierement résistants vis-a-vis de traitements antibactériens, que ce soit des molécules

antiseptiques désinfectantes ou antibiotiques comme I’a déja souligné Fey (2010).

Nous avons remarqué qu’un meilleur produit contre les bactéries en suspension
(planctonique) n’est pas forcément le meilleur contre les bactéries structurées en biofilm. En
effet, une réduction de I’efficacité est observée. Elle peut s’expliquer par I’impossibilité du
biocide a traverser la matrice des bactéries adhérée. Ainsi Simoes (2011) a trouvé que les
concentrations antimicrobiennes nécessaires pour inhiber les biofilms bactériens (MBEC)
peuvent étre 10-1000 fois plus élevées que celles qui sont nécessaires pour inhiber les mémes

bactéries sous forme planctonique (CMI).

L’¢élimination de la formation du biofilm par les agents antimicrobiens se traduit par
une densité optique inférieure a celle de la DO témoin (Christensen et al., 1985). Dans
certains cas ou la DO des souches testées est supérieur aux DO témoin ceci pourrait
probablement étre expliqué par une protection aux stress extéerieurs. Selon Yannick et al.,
(2014),

L'effet anti-biofilm des biocides a montré des valeurs d’éradication de biofilm
différent selon les souches testées. Ainsi les souches de k .pneumoniae semblent étre toutes de
bonnes formatrices de biofilm et hautement adhérentes contrairement aux  souches
d’E.cloacae qui sont modérément formatrice. Ces deux souches nécessitent une valeur MBEC
supérieures ou identiques a la CMI pour les trois biocides. Tandis que les souches
d’A.baumannii étaient modérément formatrices et demandent constamment une valeur MBEC
supérieures a [] mg/l en comparaison a la CMI d’état libre,.......... du désinfectant aux

bactéries a ’intérieur du biofilm.
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Selon les résultats illustrés par la Figure 24, I’effet anti-biofilm des biocides a montré
un taux d’élimination variant. Nous avons remarqué que le taux d'¢limination du biofilm
augmente apres traitement avec (AQ) sur k .pneumoniae (%) et E.cloacae (%) alors qu’il
montre une faible réduction sur A.baumannii (%). En ce qui concerne le (CHX), il présente un
pourcentage maximum d’éradication de biofilm sur k .pneumoniae atteignant (%) et un taux
de (%) sur A.baumannii. Pour E.cloacae, il nous a été impossible de calculer le pourcentage
de réduction car les valeurs exactes de MBEC (> []) sont méconnues. En effet un taux de (%)
de réduction de biofilm sur k .pneumoniae et A.baumannii apres traitement par le (GLU) a été

observé. En revanche, il présente un taux plus élevé (%) sur E cloacae.

Figure 24: Pourcentage de 1’éradication du Biofilm

Ces résultats nous permettent de classer les biocides testés en fonction de leur
pourcentage de réduction des biofilms préformés du moins efficace au plus efficace. On
obtient ainsi la série suivante :

Glutaraldéhyde <ammoniums quaternaires < chlorhexidine.

L'explication raisonnable de l'efficacité réduite de ces agents contre les biofilms est la
pénétration incompléte dans le biofilm par ces biocides comme 1’ont déja souligné Huang et
al., (1995). Ainsi la résistance des bactéries incluses dans le biofilm vis-a-vis des
désinfectants est bien connue.

Plusieurs facteurs peuvent expliquer cette plus grande résistance: la matrice
polymérique qui agit comme une barriere réduisant ou empéchant la diffusion aux agents

antimicrobiens, la faible concentration de certains éléments nutritifs et le gradient en oxygene,
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certain cellules du biofilm seront peu actives métaboliquement et pourront méme étre sous
forme dormante. Ces cellules bactériennes dormantes sont d’ailleurs probablement
responsables d’une grande partie de la tolérance associée aux biofilms (Bridier et al., 2011).

L’exposition répétée a des concentrations du désinfectant peut générer certaines
adaptations physiologiques qui repoussent encore plus loin la tolérance ultérieure du biofilm
(Amiyare et al., 2015).
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CONCLUSION

Cette étude considérée comme préliminaire avait pour but 1’évaluation de 1’effet
antibactérien et antibiofilm de trois biocides: ammonium quaternaire, chlorhexidine et
glutaraldéhyde sur des espéces bactériennes Klebsiella pneumoniae, Enterobacter cloacae et
Acinetobacter baumannii, les plus frequemment isolées des infections nosocomiales au niveau
de la réanimation.

Elle met en évidence la tolérance des bactéries aux biocides sachant que les
nombreuses études ne se sont concentrees que sur la résistance bactérienne aux antibiotiques.

L'antibiogramme a montré que les souches bactériennes isolées sont résistantes ® a la
plupart des antibiotiques utilises selon la standardisation des tests de sensibilité aux
antibiotiques.

Le profil de la résistance / sensibilité bactérienne aux biocides réalise par la méthode
de micro-dilution sur microplague montre que la majorité des souches bactériennes présentent
une résistance importante au glutaraldéhyde allant jusqu'a mg/l, Par contre 1’ammonium
quaternaire présente un effet modéré sur toutes les souches testées, alors qu’une sensibilité
importante vis-a-vis de la chlorhexidine a été notée chez toutes les souches testées.

De plus, nous avons remarqué que les trois biocides testés agissent aussi bien sur les
entérobactéries que sur les bactéries d’Acinetobacter baumannii multirésistantes.

Les résultats obtenus pour les concentrations minimales inhibitrices (CMI) et les
concentrations minimales d’éradication de biofilm (MBEC), indiquent que les bactéries sous
forme de biofilm sont beaucoup plus résistantes aux biocides que la forme planctonique. Il
nous parait clair que I'équilibre bactérien peut étre facilement perturbé et peut au contraire
favoriser le développement et la résistance de certains germes pathogenes.

Le pourcentage de l'activité des trois biocides contre les biofilms des trois souches
testées était le suivant : le glutaraldéhyde ( %), I’ammonium quaternaire ( %) et le
chlorhexidine ( %).

Ces résultats traduisent a la fois une possible tolérance de certaines souches testées et
une probable inefficacité de ces biocides. Il est donc important que les résistances des
biofilms aux agents désinfectants soient prises en compte lors de la planification du processus
de nettoyage.
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Les résultats de notre étude nous orientent vers des perspectives suivantes :
+ Rechercher les genes de résistance aux ces agents antimicrobiens,
+ FEtudier les mécanismes de la résistance bactérienne aux biocides a 1’échelle

moléculaire,

Les résultats de cette étude devraient encourager la bonne pratique d’hygiéne et une
utilisation rationnelle des antimicrobiens afin de prévenir le développement et 1’émergence de

la résistance dans les services hospitaliers.
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4+ Tableau II: Caractéres d’indentification des genres le plus fréquemment

rencontrés des Enterobacteriaceae

E. | Citrobact | Enterobact | Klebsiell | Serrati | Salmonel | Shigell | Prote | Providenci | Yersini
coli | er er a a la a us a a
Glucos + + + + + + + + +
e
Lactos + + + + - - - - - -
e
ONPG + + + + + - +/- - - +
Indole | + - - +/- - - +/- +/- + -+
VP - - + + + - - - - *
(Acéto
ine)
Citrate | - + + + + +/- - +/- + B
Mobili | + + + - + + - + + *
té
Urée - - - + - - - + - +
TDA - - - - - - - + + -
H2S - +/- - - - + - +/- - -
(Kassama et Hamadis, 2013).
+ Tableau V : Quelques biocides utilisés dans les milieux hospitaliers.
Biocide Mode d’action Formule moléculaire
Ces molécules présentent une activité nettement
accrue contre les bactéries & Gram positif. Alors
que les bactéries a Gram positif possédent une seule R?
membrane cellulaire phospholipidique et une paroi
cellulaire plus épaisse composée de peptidoglycane, R1 N+ R3
Les ammoniums les bactéries a Gram négatif sont encapsulées par
quaternaires deux membranes cellulaires et une couche assez R4
(QAC) mince de peptidoglycane. C'est en raison de la
présence de cette seconde membrane que les QAC
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ont tendance a présenter une activité réduite sur les
Gram négatives (Jenningset al.,2016).

L’efficacité bactéricide est également dépendante
du pH, leur maximum d’activit¢ se situe a pH
neutre et sont inactives aux pH < 3.5
(Barbusiauxet al., 1993). Dans les hépitaux, ils
sont souvent utilisés en solution alcoolique (Allion,

2004).

(Knetsch et Koole, 2011).

Biguanides
Ex : chlorhexidine
(CHX)

La chlorhexidine (CHX) est 1’'un des
biguanides daction  est
(Maillard,

2002).Cette molécule cationique attirée rapidement

dont le  mode

particulierement  bien  documenté
sur la surface cellulaire bactérienne chargee
négativement, a une adsorption spécifique et forte
avec les composés contenant du phosphate. Cela
la membrane cellulaire

altere l'intégrité de

bactérienne et attire la chlorhexidine vers la
membrane cellulaire interne. La chlorhexidine se lie
aux phospholipides dans la membrane interne,
entrainant une augmentation de la perméabilité de
la membrane interne et des fuites de composants de
faible poids moléculaire, tels que les ions potassium
(Jones., 2000).A des concentrations plus élevées, la
CHX est bactéricide et provoque la précipitation et
la coagulation du cytoplasme (Hubbard et al
2017 ; Maillard,2002). La membrane externe des
bactéries Gram-négatives peut agir comme une
barriére de perméabilité pour la CHX et limiter son

efficacité antibactérienne. (Cheung et al., 2012)

(Kathuriaet al , 2018).
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Cet agent antibactérien inhibe les systémes

enzymatiques et de transport transmembranaire

entrainant ainsi la mort cellulaire ; il dénature
glutaraldehyde
Les aldéhydes également les acides nucléiques par alkylation. Son
S . R . O O
. . activité est optimale a pH alcalin (McDonnell et
Ex: glutaraldéhydes HJ\/\/U\H

(GLU) Russell, 1999). Il est a noter que la présence de

matieres organiques diminue son efficacité

bactéricide. Leur point faible résident dans leur (Svetlikovaet al., 2009)

forte toxicité, leur action lente et leur difficulté

d’¢élimination par ringage (Allion, 2004).

+ Tableau VI: Listes des antibiotiques utilisés pour 1’évaluation de

I’antibiorésistance
Entérobactéries Acinetobacter
Antibiotique Code Charge du Antibiotique Code Charge du
disque disque
Ampicilline (AMP) 10ug Ticarcilline (TIC) 7519
Amoxicilline + (AMC) 20/ 10ug Ticarcilline + Acide (TIC) 75/10ug
Acide clavulanique clavulanique
Cefazoline (C2) 30ug Pipéracilline PN 100ug
Céfoxline (CX) 30ug Pipéracilline + (TZP) 100/10ug
Céfotaxine (CTX) 30pg tazobactam
imipéneme (IMP) 10ug Ceftazidime (CA2) 30ug
meéropéneme (MRP) 10ug Imipénéme (IMP) 10ug
Amikacine (AK) 30ug Méropéneme (MRP) 10ug
Gentamicine (GN) 10ug Amikacine (AK) 30ug
Acide nalidixique (AN) 30ug Gentamicine (GN) 10ug
Ciprofloxacine (CIP) 5ug Tobramycine (TOB) 10ug
Chlorophénicol © 30ug Ciprofloxacine (CIP)
Fosfomycine (FOS) | 200pg Lévofloxacine (LEV) 5ug
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Triméthoprime + (SXT) 1,25 /
Sulfaméthoxazole 23,75ug

Figure 09:Evaluation de la densité optique du biofilm par lecteur ELISA (photo originale)
A : Coloration par cristal violet ; B : Ringage par I’eau distillé stérile ; C : Récupération de biofilm par I’acide

acétique ; D : Lecture de microplaque par technique ELISA (mesure la DO)

Figure 15: Détermination des concentrations minimales inhibitrice de chlorhexidine sur les
souches d’E.cloacae (photo originale)
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Figure 23 : Aspect des biofilms sur microplaque et lecture de (DO) (photos originales)

Materiel:
= \Verreries
e Api20%/ Api20"F
e Microplague
o Boite pétrie
e Ecouvillons
e Lames et lamelles
e Pied a coulisse
e Pipette pasteur stérile
e Portoir
e Tubes a essai stérile

e Tubes sec
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4+ Appareillage utilisé :

e FEtuve

e Bec benzéne

e Bain marie

e Four pasteur

e Microscope optique (micros AUSTRIA)
e Autoclave

e Spectrophotometre (Multiskan EX)

% Milieux de culture utilisée
Composition g/l :

+ BHIB
Digestion enzymatique de tissus animaux 10.0
Infusion De Cervelle De Veau Déshydratée 125
Infusion de coeur de boeuf déshydraté 5.0
Glucose 2.0
Chlorure de sodium 5.0
Hydrogénophosphatedisodique, anhydre 2.5

4+ Gélose nutritive
Peptone 10.0
Extrait de viande 5.0
Chlorure de sodium 5.0
Agar 10.0
PH 7.3

4+ Milieu Hektoen
Peptonepepsiquedeviande 15
Extrait de viande 3
Extrait de levure 3
Chlorure de sodium 5
Sels biliaires 4
Lactose 12
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Salicine 2
Saccharose 12
Fuchsine acide 0.1
Bleu de Bromothymol 0.065
Agar 18
PH 7.3
+ Mac conkey
peptonepancréatiquedegélatine 17
peptone pancréatique decaseine 1.8
peptonepeptiquedeviande 1.5
Lactose 10
chlorurede sodium 5
Selsbiliaires 1.5
Rougeneutre 0.03
Violetdegentiane 0.001
Agar 13.5
Ph 7.2
4+ Mueller-Hinton bouillon
Extrait de viande 2.1
Hydrolysat acide de caséine 17.5
Amidon soluble 1.5
Ph 7.4
+ Gélose au sang cuit
Peptone de caséine 7.5
Peptone de viande 7.5
Amidon de mais 1.0
Phosphate dipotassique 4.0
Chlorure de sodium 5.0
Hémoglobine 10.0
Supplément vitaminique comme le polyvitex 10.0ml
Agar 10.0
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PH 7.2

= Rouge congo

BHIB 37.0
Saccharose 50.0
Gélose 10.0
Rougecongo 0.8

= Solution tampons utilisée

Composition g/l :
= TBS (Tris Buffered Saline)
Chlorure de sodium 8
Chlorure de potassium 0.2
Phosphate de sodium dibasique 1.44
Phosphate de potassium monobasique 0.245

« Les biocides utilisés

ISURFA'SAFE

SURFA'SAFE

ape ot & ta absmimcine

LES INSTRUMENTS W
Cepti-inst 2 :

Inst2 — S

(Photos originale).
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+ Réactifs et colorants utilisé

e Violet de Gentiane

e Lugol
e Alcool 90°
e Fuschine

e Huile de vaseline stérile
e Huile a immersion

e [’cau oxygénée

e L’cau physiologique

e Disque d’oxydase

e Disques d’antibiotiques

e Acide acétique

(Photos originale).
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