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IKCSume

Les antiseptiques jouent un role principal dans la prévention et la lutte contre les infections.
La bonne gestion de ces produits permet de limiter 1'utilisation des antibiotiques et donc
limiter I’émergence de souches microbiennes résistantes qui constitue un véritable probleme
de santé publique.

Notre travail consiste a une étude in vitro de I’activité bactéricide, sporocide et fongicide de
quatre antiseptiques cutanés : Polyvidone iodée PVPI, Digluconate de Chlorhéxidine , Alcool
chirurgical 90° et Eau oxygénée 10V. Nous avons basé sur des normes Européennes (Afnor
et CEN) : NF T72-150 / NFEN1040 (bactéricidie : P.aeruginosa, E.coli, S.aureus), NF T 72-
230/ NF EN14347 (sporocidie : spores de Bacillus.subtilis) et NF T 72-200/ NFEN 1275
(fongicidie :Candida.albicans ) , édition 1989 / révisé en 1997, 2005 et 2006.

L’établissement de ces procédures ,nous a permet d’une part une mise au point des
différents techniques et une appréciation de la standardisation des méthodes pour I’évaluation
d’autre antiseptiques, et d’autre part 1’étude de [D’activité antimicrobienne des quatre
antiseptiques cutanés, nous a permet d’étudier facilement le comportement des souches testés
en terme de sensibilité et de résistance et déterminer les concentrations minimales germicides,
et cela nous a conduit a conclure que la polyvidone iodée est le meilleur antiseptique
antimicrobien, suivie de digluconate de chlorhexidine, d’Alcool chirurgical 90° et I’Eau

oxygénée 10V.

Mots clés : Antiseptique, Activité antimicrobienne, concentration minimale, Résistance






L iinary

The disinfectants play a part principal in the prevention and the fight against the
infections. The good management of these products makes it possible to limit the use of
antibiotics and thus to limit the emergence of resistant microbial stocks which
constitutes true public health problems.

Our work consists has an in vitro study of the bactericidal activity, sporocide and
fungicide of four cutaneous disinfectants: Polyvidone iodéePVPI, Chlorhéxidine,
surgical Alcohol 90°et the Hydrogen peroxide 10V, One was based on European
standards (Afnor and CEN) : NF T72-150/ NFEN1040 (bactéricidie), NF T726230/NF
EN14347 (sporocidie) and NF T72-200 NFEN 1275 (Fongicidie), édition 1989/
revised in 1997, 2005 and 2006.

The establishment of these procedures, has allows to us on the one hand a settling of
different the techniques and an appreciation from the standardization of the methods for
the evaluation of another disinfectants, and on the other hand the study of the
antimicrobic activity of four cutaneous disinfectants, has enables to us to easily study
the behavior of the stocks tested in term of sensitivity and resistance and to determiny
the microbicide minimal concentration , that has us conduit has to conclude that the
iodized polyvidone is the best antimicrobic disinfectant, followed chlorhexidine, of

surgical alcohol 90° and hydrogen peroxide 10V.

Key words:: Disinfectant, antimicrobic Activity, Minimal concentration, Resistant.



( Y=o,

Aol e a3 o (S clasiall slgd Aadull 5IY1 (s sl AailSay pie b Lty | s ol il jeladl)
LM\M%MG&} e glaall YL )}@_LOA.J;.“ L;tm_u Ag gaall labiadll

3 gall u}m}.\ﬂ;ﬂu\)@_i“ @j‘}( Q\_J)Lﬂ\}‘ 1 Ll sal Jataall )M\L_g:\u\)dcgh\_fm@_a
Ay sY) Lalad) e a st OS5 V10 Gisouell 2S5 s dual jall © 90 Jsasl 5 e SIS (PVPI)
2006 52005 & Jaal <1997 ale i3 Al (NFEN (1275) sNF EN14347 «NFEN1040 (

Wil oA @l jeaall apil codlal a5 i g ddlise LSy pdaty Yl W eansy Ciled pa ) 28 oL,
leali il g sSaall abimn jedan Judl g8 25l (pasn O glisiul Ly (ool 8 OIS ¢ Aaglaally dpubuall Cus
0 Vorosovnd) 1S 5Hmsda n 90l all JsasSllopnunss 4Kl

LS oY) 5l ¢ el sliadll Lalill ¢ jedas ; maalial] chlaS)



L iste des abreviations

ADN : Acide désoxyribonucléique

AFNOR : Association Francgaise de Normalisation.

AMM : Autorisation de Mise au Marché

API : Appareil et procédés d’identification

ATCC : American Type Culture Collection

CAAP : Contact Avis Pharmalogique et Pharmaceutique
CEN : Comité européenne de normalisation

CCLIN : Centre de Coordination de Lute contre les Infection Nosocomiales
CMB : Concentration Minimale Bactéricide

CMF : Concentration Minimale Fongicide

CMS : Concentration Minimale Sporocide

D O : Densité optique

IPA : Institut Pasteur d’ Algérie

LPS : Lipopplysaccharide

MSRH : Ministere de la santé et de la réforme hospitalicre
NF EN : Norme francaise European Norm

PCA : Plate Count Agar

PH : Potentiel d’hydrogene

PVP-I : Polyvidone iodée

TSA : Tryptocase Soja Agar

SAB : Sabouraud

SFHH : Société Francaise d’hygiene d hospitalier






Glossaire

Antifongique : Substance active contre les champignons ou levures parasites de I’homme ou
des animaux (Glossaire biologique., 2012). Et selon Russel et al, Le mot antifongique,
qualifie un produit ou un procédé dont on ne précise pas si son activité est fongicide ou
fongistatique (Russel et al., 2004).

Bactéricide : Produit ou procédé ayant la propriété de tuer les bactéries dans des conditions
définis (Norme Afnor et EN, NF EN 1040., 2006).

Bactériostatique : c’est un produit ou un procédé ayant la propriété d’inhibé momentanément
des bactéries dans des conditions définies (Norme Afnor, et NF 1040., 2006).

Bio film : Est une communauté plus ou moins complexe, de microorganismes (bactéries,
champignons, algues ou protozoaires), adhérent entre eux et a une surface, caractérisé par un
comportement coopérative et marqué par la sécrétion d’une matrice adhésive et protectrice
(Costerton et al., 1994).

Fongicide : C’est un produit ou un procédé ayant la propriété de tuer les champignons, y
compris leurs spores dans des conditions a préciser (Norme Afnor et EN, NF EN 1275.,
2006).

Fongistatique : Produit ou procédé ayant la propriété d’inhiber momentanément le
développement des champignons dans des conditions définies (Norme Afnor et EN, NF EN
1275., 2006).

Intertrigo : atteinte inflammatoire des plis cutanés (aisselle, aine, espaces entre les doits ou
les orteils, nombril) (Larousse médical., 2011).

Sporostatique : Produit ou procédé ayant la propriété d’inhiber momentanément le
développement des spores dans des conditions définies (Norme Afnor et EN, NF EN 14347.,
2005).

Sporocide : Produit ou un procédé ayant la propriété de tuer les spores bactériennes dans des
conditions définies (Norme Afnor et EN, NF EN 14347.,14347).

Virostatique : Produit ou procédé ayant la propriété d’inhiber momentanément le
développement des virus dans des conditions définies (Rihn et al ., 2001).

Virucide : Produit ou un procédé ayant la propriété de tuer les virus dans des conditions

définies (Rihn et al ., 2001).



Rémanence : La rémanence désignera la persistance de 1’effet antimicrobien de 1’antiseptique
sur la peau ou de la persistance de I’effet antimicrobien du désinfectant sur une surface ou
sur la peau (Masson., 2009).

Hydrophyle : Se dit des molécules ou substances ayant une affinité pour I’eau (Dictionnaire
Scientifique., 2012).

Hydrophobe : Se dit des molécules ou substances ayant une répulsion pour I’eau (exemple :
les lipides) (Dictionnaire Scientifique., 2012).

Gingivite : c’est une inflammation de la gencive, associée ou non a des phénomenes
dégénératifs, nécrotiques ou prolifératifs et causé par la plaque bactérienne (Larousse
médical., 2011)

Parodontie : branche de I’odontologie consacré a I’étude du parodonte, ensemble des tissus
de soutien de la dent (Larousse médical ., 2011

Morbidité : Terme désignant le caractere de ce qui est propre a une maladie.

En épidémiologie, c’est le nombre de malade dans une population et dans un temps donné

(Larousse médical., 2011).
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Introduction

La lutte contre les maladies infectieuses transmissibles a été depuis le temps une
préoccupation majeure de tous ceux qui €taient en charge de la santé. Ce combat s’appui sur des
méthodes curatives telle que la vaccination et 1’antibiothérapie (chimiothérapie) et aussi sur des

méthodes préventives telle que 1’antisepsie et la désinfection (Dieng., 1998).

Cependant, dans ce domaine et en Algérie, le ministere de la santé et la réforme
hospitaliecre MSRH, informe en Mai 2012, que les enquétes réalisées au niveau des structures de

la santé sur les infections nosocomiales donnent un taux de prévalence national variant entre 12 et

15%( MSRH., 2012).

Mai selon les professionnels de la santé, précisent que ce taux dépasse largement les 30%,
cela en raison de la non disponibilité des statistiques fiables sur la question de I’hygiene

hospitaliere NOSOCLEAN., 2012).

De ce fait, et devant I’incidence croissante des infections nosocomiales qui constituent un
véritable probleme de santé publique, et le développement de souches microbiennes résistantes
aux antibiotiques, ont entrainé, entre autre, un regain d’intérét pour [’antiseptique et la

désinfection (Amazianet al., 2010)

Cependant, I’emploi fréquent d’antiseptiques est le maillon primordial de la chaine
d’hygiene a I’hopital car c’est la contamination manuportée qui représente la premiere cause de

surinfection hospitaliere (Druilles ef al. , 1986, Atif et al., 2006).

Donc d’une fagon générale, a 1’hopital, dans 1’industrie ou dans la vie quotidienne, la lutte

contre les foyers microbiens impose la connaissance de 1’efficacité réelle des Antiseptiques et

désinfectants (Allion ., 2004).

Mai la difficulté que 1’on rencontre actuellement se situe dans I’évaluation de 1’activité des
agents antimicrobiens attestée par la multiplicité des méthodes proposées dans ce but: Méthode

d’étude in vitro et méthode d’étude in vivo (Essayagh et al., 2010).

-



Dans ce domaine, et dans le cadre de ces prestation, le laboratoire de contrdle de qualité a
I’Institut Pasteur d’ Algérie, veut s’assurer en mettant un ceuvre des techniques pour déterminer

I’activité bactéricide, sporocide et fongicide des antiseptique et désinfectants.

Nous avons utilisé une technique in vitro, suivant la méthodologie des normes Européennes
(AFNOR et le Comité Européen de Normalisation CEN), dont le principe de la technique est la

dilution — neutralisation.
Le but de notre travail a trois objectifs :

1- Etude in vitro de l’activité bactéricide, sporocide , fongicide et détermination des
concentrations minimales germicides de quatre antiseptiques cutanés reconnus pour leur
efficacité in vivo sur des souches référenciées de collection ;

2- Etude du comportement des souches microbiennes du point de vue sensibilité et
résistance vis-a vis des produits testés ;

3- Standardisée les différentes méthodes mises en ceuvres au niveau de ['unité de
microbiologie du laboratoire de controle de qualit¢ de I'Institut Pasteur d’Algérie,

concernant 1’activité antimicrobienne (germicide) des antiseptiques et désinfectants.

Nous espérons que ce fascicule vous guidera dans la pratique quotidienne. Une
démarche qualité dans le choix et l'utilisation des produits antiseptiques améliore la

sécurité des soins, en participant a la lutte contre les infections transmissibles.

)
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I.1.Généralités sur les Antiseptiques

I.1.1. Asepsie :

Ensemble des mesures propres a empécher tout apport exogene de micro-organismes ou de
Virus (Afnor NF T72-101,1989).
I.1.2. Antisepsie

Selon Afnor, I’antisepsie est une opération au résultat momentané permettant au niveau des
tissus vivants, dans la limite de leur tolérance, d’éliminer ou de tuer tous les micro-
organismes et / ou d’inactiver les virus, en fonction des objectifs fixés. Le résultat de cette
opération est limité aux micro-organismes et / ou Virus présents au moment de 1’opération
(Placet et al,2001).

L’antisepsie fait appel a 'usage des antiseptiques, qui doivent répondre a des criteres

d’activité mais aussi d’innocuité. Les antiseptiques sont utilisés :

e Dans un but curatif lors des infections de la peau ou des muqueuses ;

e Dans la prévention des infections hospitalieres (Marck., 2010).

e Selon I'objectif souhaité, 1’antisepsie prophylactique utilisera des produits et des
méthodes tres différentes (Kaestli et al., 2007).
L’antiseptique idéal doit répondre aux qualités suivantes :

e Effet bactéricide

e Large spectre d’activité ;

e Non —sensibilité aux substances interférentes

e Rémanence

e Faible toxicité et bonne tolérance dans les conditions habituelles d’emploi (Marck.,

2010).

1.1.3. Désinfection :

Selon Afnor, la désinfection est définie comme une opération, au résultat

momentané permettant d’éliminer ou de tuer les micro-organismes et /ou les Virus

indésirables portés par des milieux inertes contaminés, en fonction des objectifs
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fixés. Le résultat de cette opération est limitée au micro-organisme présents au

moment de I’opération (Placet efal., 2001).

Selon le Comité Européen de Normalisation C E N, le terme Antisepsie devrait tre réservé
au cas ou l'opération est destinée au traitement d’une infection constituée (Billast et al.,
2000).

Le terme désinfection désignant une opération visant a prévenir une infection. On parle ainsi
de la désinfection de la peau saine, de désinfection des mains, mais d’antisepsie de la plaie

(Placet et al.,2001)(Tableau I).

Tableau I : Distinction entre I’antisepsie et la désinfection selon le comité Européen de

Normalisation CEN.

Opérations Désinfection Antisepsie
Objectifs Eliminer et / ou détruire tous les micro-organismes et virus
Durée de D’effet obtenu Momentanée

apres application

Action au niveau de| Prévention pour la peau saine traitement pour la peau 1ésée
Pinfection
(Placet et al., 2001).

1.1.4.Stérilisation :

La stérilisation est 1’opération qui a pour but de tuer les micro-organismes contenus dans
une préparation. Le matériel traité est dit stérile lorsque le résultat est acquis, c'est-a-dire
lorsque aucun micro-organismes n’est revivifiable ou n’est capable de se développer. Le
résultat devrait &tre permanent ce qui requiert un emballage imperméable a tout
recontamination avec une tolérance de non — stérilité de 10 (un objet non rigoureusement
stérile sur un million).Les difficultés d’éviter la recontamination conduisent a définir une

date de péremption (Russel., 2004).

Les agents utilisés pour assurer la stérilisation sont des :
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= Agents physiques : La chaleur (seéche ou humide), les radiations... ;
= Agents chimiques: les aldéhydes, oxyde d’éthylene, glutaraldéhyde, acide
péracétique...... (Abbara., 2004).

L’antisepsie et la désinfection, ainsi que la stérilisation sont des composantes de 1’asepsie
dont I’objectif est en s’appuyant sur un ensemble de procédures médicales et chirurgicales

rigoureuses afin d’éviter la pénétration des microbes dans 1’organisme (Thiam., 2000).

I .1.5. Définitions complémentaires

a) Antiseptique
Un Antiseptique est un produit ou procédé utilis€ pour I’antisepsie dans des conditions
définies. Si le produit on le procédé est sélectif, ceci doit &étre précisé exemple :
Antiseptique a action fongicide, si cette action est limitée aux champignons (Placet et al.,
2001).
Un Antiseptique est un produit chimique ayant des propriétés antimicrobiennes et
toxicologiques adéquates pour un usage sur les tissus vivants(Gautier ef al., 2013).
Du point de vue réglementaire un antiseptique avec autorisation de Mise sur le marché
(A.M.M) est un médicament possédant des propriétés curatives ou préventives a 1’égard des

maladies humaines ou animales (Billastet al., 2000).

b) Désinfectant

C’est un produit ou un procédé utilisé pour la désinfection ou la décontamination dans des
conditions définies. Si le produit est sélectif, ceci doit étre précisé. Exemple : Désinfectant a
action bactéricide, si cette action est limitée aux bactéries.(Afnor et EN., 1998, Placet ef al.,
2001).

Un désinfectant est un produit chimique antimicrobien, utilisé sur des supports inerte
exclusivement (sols, matériels) et ne doit ni dégrader le matériel par un pouvoir corrosif
excessif, ni présenter un risque de toxicité pour le personnel et les malades lors de son

utilisation (Gautier et al., 2013).
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I.2. Mode et mécanismes d’action des antiseptiques Sur les bactéries et les

champignons
I.2.1. Mode d’action :

Les antiseptique sont capable d’inhiber la croissance des micro-organismes (action
bactériostatique, fongistatique, virostatique) ou d’avoir une action létale (bactéricide, virucide,
sporocide, fongicide)(Allion., 2004).

Certains antiseptiques présentent ces deux modes d’action en fonctions des doses utilisées et
des germes rencontrés, généralement plus la concentration est élevée, plus I’effet est de type
1étal, sauf exception : I’Ethanol a 70° est plus actif qu’a 96°(Kaestli et al., 2007).

L’idéal pour répondre aux objectifs de I’antisepsie est avoir un effet 1étal en un temps tres bref

(Billast et al ., 2000).

1.2.2 Mécanisme d’action :

Selon leur nature et la concentration, les antiseptiques ont un ou plusieurs sites d’action surles
micro-organismes (Figure 1).Quelque soit I’entité microbien considéré et la molécule
d’antiseptique utilisée, on sait aujourd’hui que I’action des antimicrobiens peut se caractériser
par les trois phases suivante (Allion,2004) :

e Adsorption d’antiseptique a la surface de I’enveloppe microbienne, phénomene de
nature physico-chimique dépendant notamment de la concentration et du mouvement
brownien des micro-organismes,

e Pénétration de I’argent antimicrobien dans la cellule. la solubilité, I’ionisation et
I’encombrement stérique des molécules antibactériennes sont des facteurs clé de cette
phase,

e Action proprement dite du principe actif. Elle peut avoir lieu au niveau de différentes
cible cellulaire possible, telle que la membrane cytoplasmique dont I’altération de
structure provoque une désorganisation du métabolisme, une fuite de substances, la
dégénérescence de la cellule et finalement sa mort ; ou encore le cytoplasme et plus
précisément les protéines cytoplasmiques, les acides nucléiques, ou les ribosomes

(Russelet al., 2004).

Ainsi pour étre actif, I’agent antimicrobien doit pouvoir s’adsorber sur 1’enveloppe

microbienne et la traverser. Ces phénomenes sont donc fortement dépendants d’une part de la
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composition de la paroi des micro-organismes et d’autre part de la structure de la molécule

d’antiseptique (Maillard, 2002).
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Figure 01 : Mode et mécanisme d’action des antiseptiques et désinfectants (D’apres Russel

et al., 2004).

L.3. Principaux groupes d’antiseptiques et leurs caractéristiques :

Les propriétés des différentes familles d’antiseptiques, ainsi que leurs spectres d’activité sont

présentées successivement dans les tableaux II et I11I :

Tableau II : Propriétés des principales familles d’antiseptiques.

Famille Mécanisme d’action et | Indication Exemple

d’antiseptique | autre caractéristique

Alcools - Dénaturation des | -antisepsie de la peau saine pour | -Ethanol
protéines cytoplasmiques | actes peu invasifs  (sites | Isopropanol

et membranaires par leur | d’injection, prélevements
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coagulation

Inhibition de la synthese
des acides nucléiques et
des protéines

-Diminution de I’activité
par matieres biologique
-Délai d’action : 2

minutes in vivo (si peau

sanguin)
- désinfection hygiénique ou
mains

chirurgicale des

préalablement savonnées

(produits hydro-alcooliques)

humide)
Halogenes - Destruction de protéines | Antisepsie de la peau, des | Solution de
chlorés par pouvoir oxydant muqueuses et des plaies Dakin
-Délai d’action : 1 minute stabilisé
- Inactivation avec
d’autres antiseptiques
Halogenes - Destruction de protéines | - antisepsie de la peau, des |-
iodés enzymatique et | muqueuses saines ou lésées Polyvidone
membranaires par pouvoir | - douche préopératoire iodéePVP-1I
oxydants - détersion du champ opératoire | (solution
- Instable a la chaleur, a la aqueuse,
lumiere et a PH alcalin solution
- Inactivé par thiosulfate alcoolique)
de sodium
- Délai d’action : 5 minute -Alcool
in vitro,1 minute in vivo 10dé
Oxydants -Production de radicaux | Nettoyage a visée antiseptique | Peroxyde
libres qui interagissent | de la peau érodée et des petites | d’hydrogen
avec les lipides, protéines | plaies e (Eau
et ADN oxygénée
-Action mécanique de 10V)
nettoyage grace a
effervescence

- Inactivation par les
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matieres biologiques
Biguanides -Liaisons aux acides gras | Nettoyage et antisepsie de la | Di
et aux groupes phosphates | peau saine, des  plaies | gluconate
de la membrane cellulaire | superficielles et peu étendues de
— fuite des constituants Chlorhexidi
cellulaires ne
-Rapidité d’action: 2-5
minutes
-Inactivation  par les
matieres biologiques et
les savons.
Ammoniums | -Déstabilisation de la | -Traitement  d’appoint  des | Benzalkoni
quaternaires paroi par liaison aux | affections primitivement | um
groupes phosphates et aux | bactériennes ou susceptible de se
acides gras surinfecter.
-Dénaturation des | - Ne pas utiliser sur les
protéines mugqueuses.
-Rapidité d’action: 2-5
min
- Inactivation par les
matieres biologiques et
les oxydants
Diamidine Présente des propriétés | - Traitement d’appoint des | Hexamidin
tensio-actives affections dermato e
-Délai d’action : 5 min in | logiques
Vitro
Carbanilide Toxicité si dilution avec | Détersion de la peau et de la | -Dérivé

eau chaude
Incompatibilité avec les

dérivés cationiques

muqueuse vaginale trichloré
(septivon®)

triclocarban
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Colorant -propriétés  insuffisantes | Traitement d’appoint de | -Eosine
pour le milieu médical I’érytheme fessier des | - violet de
- action desséchante nourrissons, intertrigo | gentiane
candidosique, dermatose | -  solution
suintante, bulleuses vésiculeuses | de Milian
(vert de
méthyle-
cristal
violet)

(Fleurette, 1998 ; Kaestli ef al ., 2007, Masson , 2009 ; Gautieret al., 2013).

Tableau III: Spectre d’activité des principales familles d’antiseptiques.

Famille Spectre d’activité des principales familles d’antiseptiques
d’antiseptique
Gram |Gram |Mycobactéries | Levures | Moisissures | Virus | Virus Spores
positifs | négatifs nus | Enveloppés
Halogenes | Chlorés |+ + + + + + + +
(Dakin)
iodés + + + + + + + +
(betadine,
alcool
Iode)
Alcools (éthanol | + + + +/- +/- +/- |+ -
a70’,
Alcool isopropylique
a 60°
Biguanides + + +/- + +/- +- |+ -
(chlorhexidine)
Tensio-actifs + +/- - + + +- |+ -
Ammonium -
quaternaires

1

.|
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oxygénée 10v)

(chlorure de
benzalkonium)
oxydants (eau |+ + - + + +- |+ +

Diamidine +/- - - - - - -

(hexamidine)

Carbanilide - - - - - R -

Colorants - - - - - - -

(Fleurette, 1998 ; Kaestli ef al ., 2007 ; Masson, 2009 ; Gautieret al., 2013).
+ : produits
+/- : produits inconstamment actifs

- : produits inactifs

L.4. Classification des antiseptiques selon le spectre d’activité

Selon le spectre d’activité, les antiseptique se repartissent en cinq catégories comprenant les
antiseptiques majeurs, intermédiaires, mineurs, produits considérés a tort comme
antiseptiques et d’autres sont des antiseptiques a déconseillés (Placet et al., 2001, Badrikian

et al., 2006).
1 4.1. Les antiseptiques majeurs : ont un spectre d’activité tres large :

e Halogenes : dérivés iodés, dérivé chlorés
e Biguanides :

e Alcools

I 4.2. Les antiseptiques intermédiaires : ont un spectre d’activité étroit :

e Ammoniums quaternaire

I 4.3. Les antiseptiques mineurs : sont des inhibiteurs de croissance, caractérisé par un spectre
d’activité étroit :
e Diamidines

e (Carbanilides
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e Acides : acide borique, acide salicylique

e Dérivés métalliques : nitrate d’argent, sulfate de cuivre et zinc
I 4.4.Les produits considérés a tort comme antiseptique :

e Colorants : Eosine aqueuse, violet de gentiane ........
4.4.5. Les antiseptiques a déconseiller (toxicité et effet indésirables importants) :

o Dérivés mercuriels : (le mercurochrome®)

I 5. La Microbiologie de la peau et les antiseptiques
I 5.1. Ecologie microbienne de la peau : la flore cutanée et ses caractéristiques

De nombreuses bactéries sont normalement présentes sur la peau et les muqueuses des sujets
sains. Elles constituent les flores commensales résidentes. Celles —ci participent activement au
maintien de la santé, en prévenant par son équilibre la prolifération de bactéries commensales
potentiellement dangereuses et en empéchant la colonisation par des bactéries pathogenes
(Abbara., 2004).

La flore cutanée est constituée, outre la flore résidente, d’une flore transitoire, de
contamination récente (Masson., 2009).

La flore cutanée est variable en qualité et en quantité (10* & 10°germe/ cm®) selon la

topographie. Les mains portent souvent une flore transpiratoire abondante d’ou leur rdle

dans la transmission croisée (Abbara., 2004).

D’une facon générale, les antiseptiques ont une actions limités sur la flore résidente, mais

rapide et efficace sur la flore transitoire (Carrelet et al., 2001)
1.5.1.1. La flore résidente :

La flore résidente ou commensale est la flore normale nom pathogene. Elle est constitué de

bactéries qui vivent et se multiplient sur la peau (Masson ., 2009)( Tableau II, annexe 1)
La flore résidente comprend des bactéries :

e Aérobies : surtout les germes gram positifs, staphylocoques a coagulasse négatives,
corynébactéries, microcoques ;
e Anaérobies : essentiellement propionibacteriumacnée.
Ces bactéries sont habituellement peu pathogenes chez ’homme Sain, car elles jouent un role

de barriere en s’opposant a I’implantation d’autres especes potentiellement pathogenes.
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Elles sont a 'origine d’infection lorsqu’elles sont introduites dans 1’organisme lors de
procédure invasives, telles qu'une intervention chirurgicale, une ponction, un
cathétérisme....(Abbara., 2004).

Cette flore est difficile a éliminer et se reconstitue rapidement (4a 6 heures), a partir de la
flore de voisinage et des bactéries survivantes. Le port de gants chirurgicaux accélere le
processus. Elle est seulement réduite malgré I’action mécanique du lavage et l’action

bactéricide des antiseptiques (Masson.,2009).

15.1.2. La flore transitoire

La flore transitoire est plus polymorphe, composée de micro-organismes ayant contaminés
récemment la peau potentiellement pathogenes et provenant du tube digestif, de
I’environnement, de matériel contaminé ou encore du contact avec des individus colonisés ou
infectés (Carrelet et al., 2001)
Ces micro-organismes font un bref séjour sur la peau car ils sont incapable de se multiplier en
surface et ne peuvent pas survivre treés longtemps au niveau de la peau saine a cause de I’effet
protecteur de la flore résidente et de 1’environnement (froid, sécheresse...) qui est peu
favorable pour leur croissance (Masson., 2009).
La flore transitoire se compose essentiellement des :

e Entérobactéries ;

e Pseudomonas spp provenant de I’environnement ;

e Kklebsielles ;

e Streptocoques du groupe A ;

e Staphylococcus spp ;

e Candidaalbicans, chez les sujets immunodéprimés ou diabétiques ;

e Spores de Bacillus spp et Clostridium spp, provenant de 1’environnement.(Abbara.,

2004).

Cette flore est totalement éliminée par un lavage simple ou hygiénique avec un savon

antiseptique (carreletet al. 2001 ; Masson., 2009).

I .6.Les sources de contamination en milieu hospitalier
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Les sources de contamination en milieu hospitalier sont variées, on peut citer les plus

importants (Fonzo-christet al., 2005 ;Agostinhoet al., 2011).

e La peau : les mains, en particulier sous les ongles, les bagues et entre les doits ;

" Y s
ZTE Bl _
x =

Sous angle Sous bague

Figure 02: Empreinte des mains avant et apres désinfection (Argostinho, 2011).

1 : Avant désinfection 2 : Apres désinfection

e La tenue vestimentaire : blouses de travail, chaussures....etc.

blouse sale WG blouse propre WG

Figure 03: flore prélevée au niveau des blouses de travail (propre et sale) (Argostinho,

2011).
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o Le systeme pileux : cheveux, barbes

Figure 04 -b : La contamination du systéme pileux : la contamination du cheveu varie d’un

individu a un autre (Argostinho,2011).

e L’environnement : surface planes ou horizontales, poignées lavabos, sol).

Figure 05: La flore du sol de toilettes homme et femme ( Argostinho, 2011).
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I .7. Sensibilité Microbienne aux Antiseptiques : Notion de résistance et de

tolérance

Deux types de résistance aux antiseptiques (antimicrobiens) peuvent alors étre distingués : La

résistance intrinseque et la résistance acquise (Allion., 2004).
I 7.1.Resistance intrinseque

La résistance intrinseque ou naturelle est une caractéristique innée et stable des cellules
appartenant a une espece microbienne ou a un groupe d’especes vis-a vis d’un antimicrobien

(Sheldon., 2005), elle permet de définir le spectre d’activité théorique (Placetet al., 2001).

La résistance intrinseque est prévisible, ainsi que la structure et la composition de la surface
des micro-organismes jouent un role important dans leur résistance naturelle (Maillard.,

2004).
I.7.1.1. Résistance intrinséque bactérienne :

L’élément majeur de la résistance est la paroi de la cellule bactérienne, cette élément présent
chez presque toutes les bactéries, a qui elle donne la forme et confeére une protection
mécanique (Mc Donnell ez al., 1999).

On distingue ainsi deux grands groupes de bactéries selon la structure de leur paroi: les

bactéries Gram négatifs et les bactéries Gram positifs (Figure(7)
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Figure 06 : Représentation schématique des enveloppes des bactéries a Gram négatif et a

GramPositif (D’apresNeidhardt et al., 1994).

La majorité des antiseptiques exercent leur action essentiellement au niveau de la membrane
cytoplasmique et doivent donc traverser la paroi. Cependant les bactéries a Gram négatif sont

plus résistantes que les bactéries a Gram positifs (Allion., 2004).

Chez les bactéries a Gram positifs, la membrane cytoplasmique est presque directement en
contact avec le produit, car il se fixe sur la couche de peptidoglycane revétue d’acides
teichoiques et de lipides a laquelle la membrane cytoplasmique est intimement liée
(Neidhart.,1994).

Chez les bactéries a Gram négatifs, au contraire la membrane cytoplasmique n’est pas liée au
peptidoglycane et c’est surtout I’enveloppe externe qui constitue un écran important. Sa
structure est assez différente de celle de la membrane cytoplasmique ; elle contient en
particulier moins de phospholipides, plus de protéines et lipopolysaccharide LPS(Joly., 1995).
La fixation des molécules d’antiseptiques et leur passage a travers 1’enveloppe sont fonction
de la structure et de la polarité de la molécule d’une part et d’autre part de la composition de

I’enveloppe (Hancock., 1998).
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En effet les molécules hydrophobes interagissent avec les LPS et les lipides, tan disque les
molécules hydrophiles dépendent également des porines qui leurs sont indispensables pour
traverser la membrane (Joly., 1995).

D’une maniere générale, la présence d’une enveloppe externe (bactéries a gram négatif),
d’une couche de cires (mycobactéries) ou de tuniques sporales (spores bactériennes)
augmente généralement la résistance aux antiseptiques (Reverdy., 1995 ; Allion., 2004).

Il est a noté que la résistance naturelle des bactéries aux antiseptique peut également étre due
a la présence de systemes enzymatiques telle que ; la catalase ou la super oxyde dusmatase
chez E. coli permettant de détruire 1’agent oxydant avant que la dégradation bactérienne n’ait
eu lieu, on participant aux mécanismes de réparation cellulaire(Russel., 1997).D’autre
systtmes enzymatiques comme pompes d’efflux, permettent le «rejet» des agents
antiseptiques hors de la cellule (Poole., 2002 ;Allion., 2004).

La formation de Bio films est également un mécanisme de résistance intrinseque, ou une
communauté de bactéries adhérent entre elles et sur une surface, enveloppées dans une
matrice adhésive et protectrice (Darouiche., 2001 ;Donlanet al.,2002, Allion.,2004).
Exemple : bio film retrouve sur les dispositifs médicaux (Kaestli et al.,2007).

Parmi les bactéries, les bacilles a Gram négatifs opportunistes dont Pseudomonas
(P.aeruginosa, P.cepacia....), (Drenkard., 2003), les Proteus indole positifs, Providencia, et

les mycobactéries sont impliqués dans ces phénomenes (Joly., 1995).
I.7.1.2. Résistanceintrinseque des virus

Au contraire des bactéries , les virus enveloppés ( exemple : HIV ) sont plus sensibles que les
virus nus ( exemple : poliovirus ) , car ’enveloppe externe riche en lipides est facilement
désorganisée par les antiseptiques ou autre agent antimicrobien , ce qui provoque

I’inactivation du virus ( Kaestli et al.,2007).

1.7.2. Resistance acquise

La résistance acquise est une perte de I’efficacité de 1’agent anti-infectieux sur une souche
sélectionné d’une espece microbienne. Il s’agit d’une modification génétique brutale et

imprévisible survenant chez un ou plusieurs souches de I’espece (Allion., 2004)

Cette résistance peut étre due a une :

e Mutation d’un gene : résistance acquise chromosomique ;
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e soit porté par un plasmide : résistance acquise plasmidique (kaestli et al., 2007)

1.7.2.1. Résistance acquise chromosomique

Il s’agit d’'une mutation stable et héréditaire d’un gene du chromosome, et le produit du gene
muté est ainsi lui-méme est modifi€. Généralement, la résistance est acquise lorsque la
mutation concerne un ou plusieurs gene structuraux de la cellule, codant soit pour un élément
cible de I’antimicrobien, soit pour un élément de fixation et / ou de pénétration de
I’antiseptique (Allion, 2004 ; Sheldon, 2005).

De nombreuse études (Thomas et al., 2000 ; Lundén et al,2003), Ont montré que la
croissance d’une souche sensible avec des concentrations sublétales d’un antiseptique pouvait
entrainer I’acquisition d’une résistance a cet antimicrobien. Cette diminution de sensibilité
s’accompagne généralement d’une évolution de [I’enveloppe bactérienne et plus
particuliecrement la composition lipidique membranaire des bactéries a Gram négatifs
(Langsrund et al., 2003 ; Tabata et al.,2003) et des bactéries a Gram positifs ( To et al .,
2002).

Ces variations de composition de la paroi cellulaire ( teneur en acides gras , lipides ,
protéines) peuvent ainsi engendrer une évolution des propriétés physico-chimiques de surface
des micro-organismes ( hydrophobie, charge de surface ) entrainant donc une modification
des interactions entre cellules microbiennes et agent antimicrobien ( Loughlin et al.,2002 ) .
Cependant, cette résistance peut €tre réversible, il s’agit alors d’un phénomene adaptatif

gouverné par des genes chromosomiques (Jones et al., 1989 ;Allion., 2004).

Les bactéries pouvant acquérir une résistance par ces procédés sont les bacilles a Gram
négatifs opportunistes telle que Klebsiella.pneumoniae, Pseudomonas.aeruginosa,

Providencia, et plus rarement des Staphylocoques (Mac donnellet al., 1999).

1.7.2.2. Resistance acquise plasmidique (ou extra chromosomique)

Les micro-organismes ayans acquis une résistance extra chromosomique hébergent des
plasmides R (facteur de résistance) véhiculant des genes dont le produit conféré la résistance a
un ou plusieurs antimicrobiens. Des plasmides induisant une augmentation de résistance a
certains agents antiseptiques (ammonium quaternaire, Chlorhexidine) ont également pu
étremis en évidence chez des souches responsables d’infections nosocomiales (Mc¢ Donnell et

al., 1999 ; Allion., 2004).
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La grande majorité des résistances plasmidiques sont mises en évidence chez des souches de
S. aureus, d’entérobactérie et de Pseudomonas aeruginosa responsable d’infection
nosocomiale (tableau III ; McDonnel et al ; Annexe 3). Chez ces bactéries, les genes de
résistance peuvent étre associés sur un méme plasmide a des genes de résistance aux
antibiotiques. Il ya dans ce cas un risque de sélection croisée de souches résistantes soit par
I’utilisation de I'un des antiseptiques, soit par celle des antibiotiques vis-a-vis des quels sont

résistants(Poole, 2002).

Ainsi chez des souches de S. aureus résistante a la méticilline (MRSA), les genes qac A, qac
B, gacC et qac D porté par un plasmide PSK ont été mis en évidence. Ils codent pour la
résistance aux ammoniums quaternaires ainsi que pour la Chlorhexidine. Le produit de ces

genes est une protéine provoquant I’efflux de I’agent antimicrobien (McDonnell ., 1999).

I .8. Les conséquences pratiques de la résistance microbienne

Les germes résistants sont sélectionnés lors de I'utilisation des antiseptiques quand les
concentrations actives sont trop faibles pour les inhiber ou les tuer dans les conditions

d’utilisation selon la société francaise d’hygiene hospitaliere SFH2 (Bendayan et al., 2007)

Pour éviter une telle situation, il faut tenir compte de deux éléments :
e du spectre d’activité théorique ;
e des conditions d’utilisation (concentration et temps d’application des produits)
indiqué par le fabricant ;
Pour cela, il est préférable d’utiliser des antiseptiques ou association d’antiseptiques a spectre

large dont I’activité a été évaluée (Kaestli et al., 2007).

19. Etude de P’activité antimicrobienne des antiseptiques

I.9.1. Etude in vivo :

I est difficile d’étudier I’efficacité des antiseptiques in vivode fagon sensible et reproductible
(Kaestli et al., 2007). Dans ce cas, cette derniere est considérablement restreint par :
e la protection mécanique des bactéries par la couche cornée de 1’épiderme ;

e les interférences avec les produits biologiques (exsudat,pus,électrolytes,...) ;
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e Le temps de contact limité ;
e Le PH du milieu ;
e la sensibilité des souches rencontrées, différente de celle des souches de collection

(Badrikian et al., 2006).
1.9.2. Etude in vitro

Le pouvoir germicide d’un agent antimicrobien est généralement étudier a partir d’essais
réalisé in vitro. La réalisation de ces tests est complexe, car plusieurs parametres doivent étre
définis ; choix des germes, préparation des suspensions microbiennes, élimination ou

neutralisation de I’antiseptique (Thiam., 2000).

I .10. Principe de détermination d’une activité antimicrobienne :

o,

« Exigence fondamentale :

e Il est indispensable de s’assurer de la mort des micro-organismes présent au moment
de I'application. C’est donc une activité germicide qui est exigée. Cela revient a
éliminer toute activité bactériostatique, fongistatique, Sporostatique résiduelle des
antiseptiques (Dieng., 1998 ; Masson., 2009).
Pour cela nous disposons actuellement deux techniques :
e la neutralisation (= inactivation) de I’activité antimicrobienne ;
e la filtration sur membrane (Masson., 2009).
Dans I’état actuelle de nos connaissance, ces deux procédés destinés a éliminer les effets
bactériostatiques des produits antiseptiques et désinfectants sont comparables,

I’expérimentateur choisi donc la méthodologie qui lui convient le mieux (Billast et al., 2000).

I .11. Criteres de ’étude d’activité antimicrobienne in vitro

I.11.1. Choix des souches

La nécessité de limiter le nombre d’essai a un petit nombre de souches tout en conservant un
large éventail de micro-organismes et en retenant ceux qui sont fréquemment reconnus

comme responsables de problemes microbiologiques a conduit a sélectionner certaines souche
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comme : Pseudomonas aeruginosa , Escherichia coli, Staphylococcus aureuset Entérococcus
feacalis pour I’activité bactéricide ( Druilles et al .,1986 ) , Candidaalbicans et Aspergillus
niger ( Hiomet al., 1992 ) pour l'activité fongicide , Bacillus subtilis et Clostridiun

sporogenes pour I’activité sporocide (Gormanet al.,1987 ; Russel.,1990 ) .
1.11.2.Choix des milieux de culture

Les milieux sont choisis selon les souches utilisées et 1’activité antimicrobienne recherchée

(Dieng., 1998).

1.11.3. Détermination des concentration minimales bactéricides CMB, sporocide CMS et

fongicide CMF

Selon les normes Afnor, la concentration minimale du produit est la plus faible concentration
du produit engendrant5 réduction décimale (10”) d’une population microbienne de 10*ufc / ml
en 5 minute. Cet abaissement de la flore (105 ufc/ml en 5 min) correspond a une réduction de
99.999 % de la population microbienne. Ce pourcentage de destruction représente le seuil

d’activité du produit (Allion., 2004).
I.11.4. Temps de contact :

De nombreuse techniques dans les quelle les temps de contact proposés varient de 1 minute a

120minutes(Billastet al., 2000) .
I .11.5. Conditions physico-chimiques des essais

e La température
La température de 21°c + 1°c a été retenue comme température des laboratoires.
Tous les traités relatent la grande influence de la température sur I’activité des
antimicrobiens, il est donc indispensable d’utiliser un bain-marie thermostat pour
obtenir la température avant de procéder a I’essai (Berdeud et al., 2002).

e LePH
Le PH des essai résulte des propriétés physico-chimiques des antiseptiques, il est noté

a la fin des opérations (Berdeud ef al., 2002).

-
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1.12.Méthode de mesure de ’activité antimicrobienne

Différentes méthodes ont ainsi été développées et certaines d’entre elles sont aujourd’hui
standardisées selon les normes Afnor et le comité Européen de Normalisation CEN (Allion.,
2004).

» Méthode du coefficient phénol(Druillesef al. , 1986) .

Méthode dite de porte germe (Druilleset al., 1986) .
Méthode de mesure par unensemenceur a sites multiple (Fleurette et al., 1971) .

Méthode de filtration sur membrane (Cruzel et al., 1973 ; Lambinet al., 1997).

Y V VvV V

Méthode de dénombrement :

méthode de dilution-neutralisation (Druilles et al., 1986 ; Essayagh et al., 2010).
e méthodes des empreintes (Gormamet al., 1987).
e méthode de I’écouvillonnage (Druilles et al., 1986).

e ¢preuve de rincage (Druilles et al., 1986) .

Nous avons choisis de ne présenter que celle susceptible de nous intéresser pour la suite de

notre étude.

1.12.1. Méthode de dénombrement apres dilution et neutralisation du

produit a testée

Cette méthode dérive de la tres classique méthode de dilution (ou méthode de suspension)
utilisé pour la détermination de I’activité des substances antimicrobiennes. Elle est maintenant
couramment utilisée pour la mise en ceuvre des neutralisants pour supprimer les effets

bactériostatiques, sporostatiques et fongistatiques des antiseptiques (Masson., 2009)

L’efficacité de ces neutralisant doit étre appréciée au cours d’un essai préliminaire : ce n’est
qu’apres ce test que I’on peut passer a I’essai proprement dit et déterminer la concentration
minimale bactéricide, sporocide et fongicide (Norme Afnor., 1989 ; Norme NF EN., 1997 ;
Norme NF EN., 2005 ; NF EN.,Norme 2006).

La réalisation de cette méthode s’effectue en quatre phases :
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mise en contact du produit a testé avec un inoculum microbien ;

annulation de I’activité du produit a I’issue du temps de contact par neutralisation du
produit ;

mise en culture, en milieu approprié les germes survivants apres la neutralisation ;

une appréciation de la réduction logarithmique de la population microbienne testée

pour déterminer la concentration minimale germicide (Billastet al, 2000).
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Notre travail a ét€ réalisé au niveau du laboratoire de contrdle de qualité a I'institut Pasteur
d’Algérie IPA, pour une durée de six mois, il porte une étude in vitro de ’activité bactéricide,
fongicide et sporocide de quatre antiseptiques cutanés (la Polyvidone iodée 10%, Digluconate de
chlorhexidine 0,5%, 1’ Alcool chirurgical 90°, et I'Eau oxygénée 10V), produits largement utilisés

en milieu hospitalier et connus pour leur efficacité in vivo.

II.1. Matériel

I1.1.1. Matériel biologique

L’ensemble des techniques a été réalisé avec 5 souches microbiennes de collection qui ont été
choisies parmi des especes représentatives des groupes pathogénes pour I’homme et

fréquemment rencontrées dans le domaine médical et dans 1’industrie agro-alimentaire, a savoir :
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853

Staphylococcus aureus ATCC 25923

Escherichia coli ATCC 25922

Candida albicans ATCC 10231

Bacillus subtilis ATCC 6633

Les cinq souches de référence, ainsi que leur origine, le milieu gélosé d’entretien, 1’intervalle de
temps entre deux repiquages successifs, la température d’incubation et leur utilit¢ pour notre

étude sont représentés dans le tableau V

-
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Tableau V : origine et conditions de repiquage des souches de référence
Souche de | Origine Milieu Intervalle de | Tempér | Utilité pour ’étude
référence gélosé temps entre 2 | ature
(entretien | repiquages d’incuba
) tion

Pseudomonas Collection TSA 18 a 24h 37° Activité bactéricide
aeruginosa institut pasteur
ATCC278853
Escherichia  coli | Collection TSA 18 a 24h 37° Activité bactéricide
ATCC25922 institut Pasteur

(Paris)
Staphylococcus Collection TSA 18 a 24h 37° Activité bactéricide
aureus institut Pasteur
ATCC25923 (Paris)
Candida albicans | collection sabouraud | 24 a48 h 30°c Activité
ATCC 10231 institut Pasteur fongicide

(Paris)
Bacillus  subtilis | collection TSA 3 jours 37° Activité
ATCC6633 institut pasteur Sporocide

(paris)

(AFNOR et EN., 2005, 2006)

Les Cinq souches microbiennes servant a déterminer 1’activité bactéricide, fongicide, et

sporocide, des produits utilisés comme antiseptiques et désinfectants selon 1’association frangaise

et le Comité Européen de Normalisationsont représentées dans le tableau VI (Annexe 3).

n
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I1.1.2. matériels non biologique :
I1.1.2.1. Appareillage, consommables, milieux de culture, réactifs et colorants

L’ensemble du matériels non biologique dont I’appareillage, du consommable, les milieux de

culture, réactifs et colorants sont développées dans Annexe 4 et 5.

I1.1.2.2. Antiseptiques Tests
I1.1.2.2.1. Présentation des antiseptiques Tests

Les quatre (04) antiseptiques retenus pour cette étude sont des produits les plus couramment
vendus en officine et les plus utilisés a I’hopital : la polyvidone iodéel0% (Septidine®),

ledigluconate de chlorhexidine 0,5% (Eudril®) , 1’ Alcool chirurgical 90° et I’'Eau oxygénée 10V.

Dans cet ensemble les principales familles sont présents : les halogenes lodés, Biguanides, les

Alcools et les Oxydants (Figure 08).

Figure 08 : Présentation des quatre antiseptiques testés de gauche a droite ; Alcool chirurgical
90°, Eau oxygénée 10V, Septidine® 10% (PVP-I), Eudril® 0,5%(Digluconate de
Chlorhexidine .
I1.1.2.2.2. Caractéristiques et propriétés des antiseptiques Tests

Dans le tableau VII, sont indiqués pour chacun des antiseptiques testés le principe actif, la
teneur, la formule chimique, 1’origine, les principales indications thérapeutiques préconisées par

le fabriquant et les dilutions essayées.
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Toutes les dilutions que nous avons réalisées avec 'utilisation de 1’eau distillée stérile préparées

extemporanément, sont représentées dans la figure 9.Les délais de péremption des différents

produits, ainsi que les conditions de stockage (conservation a I’abri de la lumiere et a la

température ambiante) sont respectés.

Tableau VII : Antiseptiques testés, principe actif, formule chimique, dilutions, indications

thérapeutiques et origine.

Nom de la | Principe(s) | Formule Dilutions Principales Origine
spécialité ou | actif(s) % | chimique essayées indication
de la | m/v thérapeutiques
préparation préconisées
Septidine® Polyvidone (C6HONO)n(I2)m | 0,4%(4000mg \l) | Nettoyage + | Produit
iodée 10% 0,2%(2000mg\l) | antisepsie de la | local
0,1%(1000mg\l) | peau et de la
0,005%(500mg\l) | muqueuse saines
0,025%(250mg\l) | ou 1€sés,
préparation  du
champ opératoire
Eudril® Di gluconate | C22H30CL2N10 | 0,5%(5000mg\l\) | Traitement des | Produit
Chlorhexidine | de 0,2%(2000mg\l) | affections importé
chlorhexidine 0,1%(1000mg\l) | dermatologiques
0.5% 0,05%(500mg\l) | bactériologiques ;
0,02%(200mg\l) | Nettoyage et
antisepsie de la
peau saine, celle
du champ
opératoire,  des
plaies et brulure
et les soins bucco
dentaire.
Alcool Alcool CH3-CH2-OH 90° Antisepsie de la | Produit

£
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chirurgical a | éthylique 90° 70° peau saine, des | local
90° 60° sites  d’injection
50° et des
40° prélevements
30° sanguins
Eau oxygénée | Peroxyde H202 10V (30000mg\l) | Antisepsie, Produit
10v d’hydrogene 8V (24000mg\l) | irrigation des | local
3% 6V (18000mg\l) | plais
4V (12000mg\l) | superficielles,
2V (6000mg\l) hémostatique,
soins bucco-
dentaire
Remarque

Les dilutions d’alcool chirurgical 90° ont été préparées a 1’aide du table de Gay-Lussac

(Marchal et al., 1982) (Annexe 6)

n



Chapitre 11 Matériel et méthodes

Polyvidone iodée Digluconate de chlorhexidine

Eau oxygénée Alcool chirurgical
Figure 9: Présentation de la gamme des dilutions des différents antiseptiques testés

Préparée pour le test proprement dit.

II .1.2.3.Neutralisants :

Une liste nom limitative de neutralisant de I’activité antimicrobienne est donnée par I’association
Francaise et le comité européen de normalisation, cela dépend de la nature du produit testé

(Afnor et EN, 1997) (Annexe 7)
Pour notre étude, la neutralisation a été faite par :

e e thiosulfate de sodium (0,5%) pour la Polyvidone iodée (Septidine®) ;
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e Le jaune d’ceuf frais a 10 % pour la Digluconate de chlorhexidine ;
e Tween 80 a 4% + jaune d’ceuf frais a 2 % pour I’ Alcool Chirurgical ;

e Tween 80 a3 % + jaune d’ceuf frais 2 5 % pour I’Eau oxygénée 10V.

La préparation se déroule dans des conditions aseptiques, le neutralisant doit étre stérile.

Le choix est confirmé par les résultats de I’essai préliminaire, on validant ce neutralisant.

I1.2.Méthodes
I1.2.1. vérification de I’identité des souches bactériennes et Fongiques retenus

pour I’étude

Les souches doivent étre utilisées apres revivification, il s’agit de trois repiquages successifs
sur milieu gélosé solide TSA (Tryptocase Soja Agar) pour les bactéries, et sur milieu Sabouraud
(Sab) pour les levures et les champignons, sachant que la température et le délai d’incubation

sont bien établis, dont I’objectif est ’obtention des cultures jeunes et pures.

Apres avoir vérifié la pureté des souches, nous avons confirmé leur identité, en se basant sur

certains facteurs clés utilisés en taxonomie :

-la morphologie macroscopique : morphologie des colonies (la taille, la surface, le contour, la

couleur, la consistance, 1’odeur, présence ou absence de pigments) ;

- la morphologie microscopique : morphologie des cellules (forme des cellules, type de Gram,

mobilité, présence ou absence de spores) ;

- I’identification biochimique : Nous avons utilisés les galeries biochimique API (api” 20 NE,

api” 20 E api”staph et api” aux)(Annexe 9)
I1.2.2.Vérification du non contamination (pureté) des antiseptiques étudiés

Nous avons effectué un test de pureté sur les antiseptiques étudiés avant 1I’étude de leur activité
antimicrobienne, selon la Pharmacopée Européenne 6° édition., 2008 (Annexe 8) Nous avons

procédé de la maniere suivante :
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I- Nous avons réalisé un dénombrement des germes aérobies viables totaux : Pour cela, nous
avons utilisé la gélose Trypticase Soja Agar TSA pour les bactéries, avec une incubation
de cinq jours a37c®, et la gélose Sabouraud pour les levures et les moisissures , incubé a
25° pendant aussi cing (5) jours.

2- Nous avons recherché les Entérobactéries et certaines bactéries a gram négatif sur la
gélose glucosé biliée au cristal violet et rouge neutre (VRBG) apres incubation a 37°c
pendant 48 h.

3- Nous avons Vérifié 1’absence de Pseudomonas aeruginosa sur la gélose Cétrimide,
pendant 72h a 37c° et I’absence de Staphylococcus aureus sur la gélose Chapman a 37°c

pendant 48 h.

I1.2.3. Méthode d’étude in vitro de I’activité antimicrobienne des antiseptiques

testés

I1.2.3.1. Méthode d’étude in vitro de I’activité bactéricide des antiseptiques

testés
11.2.3.1.1. Méthode de dilution-neutralisation

11.2.3.1.1.1.Principe

Cette méthode de suspension est utilisée pour la détermination de I’activité bactéricide, elle est
couramment appliquée pour la mise en ceuvre des neutralisants pour supprimer les effets
bactériostatiques des antiseptiques (Norme Afnor NF T 72-150., édition 1989), et la norme
Européenne (Norme NF EN 1040, édition 1997¢t 2006).

Cette méthode comporte deux essais :

1- Essai préliminaire : au cours de ce dernier, nous devons appréciée et validée 1’efficacité

du neutralisant choisis pour I’antiseptique testé.

2- Essai proprement dit : au cours de cet essai nous avons suivie les étapes suivantes :

N

» Mise en contact I’antiseptique a testé a différentes concentrations avec un

inoculum bactérien de départ de 1a 3 x10%cellules\ ml ;
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» Annulation de ’activité d’antiseptique par le neutralisant choisis, aprés un temps

de contact fixé a 5 minutes et une température de 21c° ;

» Mise en culture, en milieu approprié et en profondeur (ou en surfusion) les germes

survivants apres la neutralisation du produit antiseptique ;

» Une appréciation de la réduction logarithmique (5logl0), et détermination de la

concentration minimale bactéricide CMB de I’antiseptique testé.

11.2.3.1.1.2. Mode opératoire :

a. Préparation de I’inoculum bactérien de P. aeruginosa, E .coli et S. aureus
Nous avons prélevé a I’aide d’une pipette Pasteur sur milieu gélosé TSA des colonies de la
culture, en respectant I’intégrité de la gélose. Puis nous avons procédé a la dispersion du
prélevement sur la paroi humide d’un tube stérile contenant 10 ml du milieu liquide TSE. Ensuite

nous avons obtenu une suspension homogene apres agitation aux vortex (pendant3 a 5 secondes).

Cette suspension est ajusté au spectrophotometre réglé a une longueur d’onde de 620mn, de fagon
a obtenir une valeur de densité optique (DO) comprise entre0, 2 et 0,3 pour Ps. aeruginosa et E.

coli etentre 0,3 et 0,45 pour S .aureus.

La suspension ajustée doit contenir entre 1.108t 3x108UFC/ ml. Elle ne peut étre conservée qu’a

entre 15 et 22°C pendant deux heures maximum (Figure 10)

N
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Figure 10 : Préparation de I’'inoculum bactérien

b- Essais préliminaires de I’activité bactéricide

Notre but est de valider le neutralisant le mieux adapté pour annuler I’activit¢ bactéricide du

produit

N N

La suspension bactérienne ainsi obtenue est dilué de fagon a ce qu’elle contient de 2,103 a
6,103Cellule/ml cette derniere constitue la suspension d’essai , puis une derniere dilution de 1/20
est réalis€ et un dénombrement sur gélos¢ PCA est effectué aprés un ensemencement en
profondeur de 1ml de cette dilution et une incubation de deux jours a 37c°, pour déterminer N =

dénombrement de contrdle qui doit €tre entre 100 et 300 colonies).

Pour chaque type de souche bactérienne, nous avons mis en contact a la température du laboratoire

(environ 21°C) le produit essayé a sa plus forte concentration et le neutralisant convenable. Nous
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avons ajouté la suspension bactérienne titrant de 2a 6.103Cellule/ml, puis laissé en contact 5 mn
avant d’ensemencer en profondeur de 1ml du mélange avec la gélose PCA, une incubation a 37c°
pendant deux jours a été réalisé, puis nous avons dénombré les bactéries survivantes pour

déterminer n’ (dénombrement essaie en présence du produit a sa concentration maximale).

N

Un témoin a été réalisé dans les mémes conditions en placant la suspension bactérienne (2 a
6.103Cellule /ml) dans un mélange : eau distillée + neutralisant, puis nous avons réalisé un
dénombrement sur la gélose PCA pour déterminer N’ (dénombrement témoin et qui est proche de

N).

Nous avons ensuite vérifié que n’ (nombre de colonies dans I’essai) est supérieur ou égal a 1\2
N'(nombre de colonies dans le témoin)[n’> 0.5N"], cela veut dire qu’on doit retenir pour
chacune des souches le neutralisant qui permettrait d’obtenir comparativement au témoin au moins
50% des bactéries survivantes. Si cette condition n’est pas remplie, le neutralisant n’est pas validé

et I’essai doit étre rejeté. A ce moment la, un autre neutralisant doit étre testé (Figure 11)

n
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Figure 11: Essai préliminaire pour une souche bactérienne et une seule concentration du produit a testé
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c- Essai proprement dit de I’activité bactéricide

Dans les mémes conditions que pour 1’essai préliminaire nous avons utilisé la méme suspension

bactérienne titrant de 1 x 108 a 3 x 108 cellule\ ml dans I’essai proprement dit.

Selon le degré ou la concentration présumée d’activité du produit soumis a I’essai, nous avons
préparés une gamme de dilution pour chaque antiseptique testé en utilisantSou 6 concentrations

différentes dans 1’eau distillée stérile.

Pour chaque dilution du produit a testé, et pour chacune des souches, les cellules bactériennes
(123.10° Cellule /ml) sont mises en contact avec le produit a 21°C, et au bout de 5 minutes
exactement de contact, une fraction de ce mélange est transféré dans le neutralisant. Apres 10 mn
de contact (avec le neutralisant), des dénombrements sont réalisés sur lagélosePCA,

pourdéterminer n (figure 12).

Nous avons ensuite vérifi€ que n (nombre de colonies dans 1’essai du produit a différentes

concentrations) est inférieur ou égale 1/10xN (nombre de colonies dans les témoinss ,[n < E]’

ceci correspond a une r éduction de 10° fois du nombre de cellules bactériennes selon la norme
Afnor NF T 72-150, édition 1989 et la norme Afnor CEN NF-EN 1040, édition 2006), ce qui
nous a permis de rechercher pour chacune des souches la concentration minimale bactéricide

(CMB) pour laqu’elle (n< N/ 10)

.
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Figure 12 : Essai proprement dit pour une souche bactérienne et dilution du produit a testé
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Cet essai est effectué avec une suspension bactérienne parfaitement définie (1 a
3x108Cellule/ml), pour étre reproductible et pour permettre d’apprécier I’activité bactéricide

selon les criteres retenus.

Pour rechercher la réduction de 10°fois du nombre de cellules viables, 1’antiseptique a été mis en
présence de 107cellules/ml .Si en 5 minutes I’effet bactéricide est produit, il restera 10%cellules

viable/ml.

Nous avons ensuite procédé a un transfere dans le neutralisant entrainant une dilution de 1/10 et
le dénombrement des survivants (n) a fait apparaitre 10 a 30 colonies (en fonctions du titre précis

de la suspension d’origine qui doit &tre de 12 3x 108cellules/ml)
Remarque :

Ce rappel est important car tout essai réalisé avec un inoculum moins riche ne peut permettre
d’apprécier D’activité bactéricide recherchée car méme [’absence totale de survivants
correspondant & une réduction de 10*ou 103fois du Nombre de cellules viables au lieu de 10°

requis. Cela veut dire que la concentration bactérienne de départ doit €tre parfaitement définit.

I1.2.3.2. Méthode d’étude in vitro de ’activité sporocide des antiseptiques

testés
11.2.3.2.1.Méthode de dilution- neutralisation
I1.2.3.2.1.1.Principe : voir principe de I’activité bactéricide.

Nous avons appliqué la méthode de dilution-neutralisation selon la norme frangaise NF T 72-

230, édition 1989 et selon la norme européenne NF EN 14347, édition 1997 et 2005.
11.3.2.1.2 Mode Opératoire

a. Préparation de I'inoculum (spores de Bacillus subtilis)

Cette préparation se déroule en 5 jours au minimum et 10 jours au maximum.

n
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Au 1% jour : nous avons ensemencé dans un bouillon spécial pour les bacillus la souche de

Bacillus subtilis, puis nous avons incubé a 30°C pendant 24 heures.

Au 2t jour : nous avons transférés 2 a 3 ml du bouillon de Bacillus, dans des boites Pétri
contenant 15 ml de gélose pour préparer les spores. Ces boites doivent subir diverses inclinaisons
de facon a ce que I’'inoculum vienne en contact avec la totalité de la surface gélosé. Nous avons

éliminé I’exces du bouillon et incubé ces boites a 30°C pendant 3 jours.

Apres 3 jours d’incubation, nous avons observé I’état de notre culture au microscope pour voir
la sporulation qui par la coloration de gram nous montre la présence ou non de spores. Cette
sporulation peut durer 8 a 10 jours. A la présence de spores nous avons prélevés la totalité des
colonies, on les met dans des flacons spéciaux pour la centrifugation contenant 40 ml de 1’eau
distillée stérile. Puis nous avons effectués une centrifugation a 3000 tours/min pendant 10 min,
apres ce temps nous avons éliminé le surnageant. Le culot ainsi obtenu est de nouveau mis en
suspension avec de ’eau distillée stérile dans un tube a vis et chauffés a 80°C pendant 20 min

pour éliminer toute les formes végétatives (Figure 13).

Outre I’essai, cette suspension peut étre gardée a 4°C au réfrigérateur. Mais toutefois avant la

manipulation il faudra la chauffer a 80C° pendant 20 min.

Cette suspension est ajustée au spectrophotometre réglé a une longueur d’onde de 620 nm, de

facon a obtenir une valeur de densité optique égale a 1.

Cette absorbance correspondant a une concentration de 2.10° spores/ml, qui est comprise entre 1

a3.10% spores/ml.

Figure 13: Préparation de I’inoculum des spores
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b. Essai préliminaire de I’activité sporocide

Le but de cet essai est de valider le neutralisant choisis pour 1’annuler I’activité sporocide du

produit testé.

Dans cette partie, la suspension mére de spores a été dilué (dilution 1/10°™et une dilution au 1\5)
de facon a obtenir une concentration de 2 a 6.10° spores/ml dans des tubes contenant 9 ml d’eau
distillé, et un dénombrement a été réalisé apres une demiére dilution au 1/20°™ pour déterminer

N.

Dans un second temps, nous avons mis en contact le produit a essayé et le neutralisant choisi
pendant 10 min a 20°C, puis nous avons ajoutés la suspension de spore a sa concentration de 2 a
6.10° spores/ml, pendant 1 heure & 20°C (ou 5 min a 75°C), et un dénombrement a été réalisé
apres une incubation de 72 h a 30°C, et nous avons déterminé n" (nombre de colonies dans

I’essai).

Un témoin été réalisé dans les méme conditions, en placant la suspension de spores dans un
mélange : eau distillé + neutralisant, ce qui nous a permet de déterminer N (nombre de colonies

dans le témoin (Figure 14).

Nous avons ensuite vérifiés que n'>0.5 N* et N’= N. Si cette condition n’est pas remplie, I’essai

devrait étre rejeté et le neutralisant doit étre changé.

.



Chapitre 11 Matériel et méthodes

9.5mI D
Dilution
I e A A ——1
. N 4
La jusqu'a 10 0.5ml
suspension
de spores de > —_ >
B subtilus Dénombrement de controle N
+ une
dilution au
1S \ Moyenne N 100 a 300 colonies
S —
1 23.10° spores/ml 2 26.10° spores/ml

Produit 2 E /
essayer C 0.5ml X
- > : Dénombrementd’essai
E \ Moyenne n*
E 1 ml
9mlml : Agitation
' 08 E contact lh a
Neutralisant ' <;l ! 21°C(5min &
L8 75°C)
8
R —
L5 I ml
. 8 |
B
0.5ml C9
Eau dls.tlllee e : E Dénombrement du témoin
stérile ! '
| ! Moyenne N
D : Diluant ! l
I ! 1 ml
C : concentration maximale du produit Agitation contact 1h
221°C(Smin a 75°C)

Figure 14 : Essai préliminaire ue 1 acuvie sporocide
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C. Essai proprement dit de I’activité sporocide

Selon le degré ou la concentration présumée d’activité du produit soumis a I’essai, nous avons

préparé une gamme de dilution pour chaque produit testé.

Et pour chaque dilution du produit a testé, nous avons ajouté la méme suspension de spores (1 a
3.10° spores/ml) préparé lors de ’essai préliminaire, et qui ont été mises en contact pendantlh a
20°C (souche+produit), tout en agitant au vortex toute les 10 minutes. A la fin du contact nous
avons transféré 1 ml de ce mélange dans des tubes contenant 9 ml de neutralisant adéquat pour
chaque produit. Aprés 10 min de contact a 20°C, nous avons ensemencé 1ml des du mélange
Produit- souche — neutralisant en surfusion avec la gélose de dénombrement de spores. Apres une
incubation de 72h a 30°C, et nous avons réalis¢ un dénombrement pour chaque dilution du
produit pour déterminer m (nombre de colonies dans I’essai du produit a différentes

concentrations)(Figure 15).

Ensuite nous avons vérifiés que n<1/10.N", qui correspond 2 une réduction de 10> fois du
nombre de spores, selon Afnor NF T 72- 230, édition 1989 et NF EN 14347, édition 1997 et
2005. Si cette condition est remplie, la concentration minimale sporocide CMS pour chaque

produit testé vis-a-vis de la souche de Bacillus subtilis est déterminée.

-
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Figure 15 : Essai proprement dit de ’activité sporocide
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I1.2.3.3. Méthode d’étude in vitro de D’activité fongicide des antiseptiques

testés

11.2.3.3.1.Méthode de dilution et neutralisation
I1.2.3.3.1.1Principe : Voir le principe de I’activité bactéricide

Nous avons appliqué la méthode de dilution- neutralisation selon la norme francaise NF T72-

150, édition 1989, et selon la norme européenne NF EN 1275, édition 1997 et 2006.
11.2.3.3.1.2. Mode opératoire

a. Préparation de I'inoculum

L’inoculum a ét¢ préparé a partir de la souche Candida albicans ATCC 10231 ensemencé sur
milieu Sabouraud.

Nous avons prélevé 2 a 3 colonies de cette souche, en respectant I'intégrité de la surface de la
gélose de notre culture. Puis dans un tube a essai contenant 10 ml d’eau physiologique, nous
avons dispersé le prélevement sur la partie non immergé du tube. Apres agitation au vortex (3
seconds) nous avons obtenu une suspension trés homogene. Cette suspension doit contenir 1.10’
Cellule/ml 2 3.107 Cellule/ml, pour cela on a utilisé la cellule de mallassez, pour dénombrer et
estimer le nombre de cellules (levures) /ml. Apres préparation de la cellule et observation au
microscope optique au grossissement (40x10=400), nous avons précisé¢ un champ microscopique
et puis nous avons compté les cellules de levures dans ce champ. Le compte est fiable si le

nombre de levures comptées dans 0.01 mm > est compris entre 20 et 100(Figure 16).

La suspension ajustée est conservée a 20°C, elle doit étre utilisée dans les deux heures qui suivent

la préparation.




Chapitre 11 Matériel et méthodes

Figure 16: Préparation de I’inoculum fongique

b. Essais préliminaire de I’activité fongicide

Notre but est de valider le neutralisant choisis pour chaque produit testé.

La suspension mere de levures déja préparé 1a 5.10’Cellule/ml a été diluée plusieurs dilutions
décimales jusqu’a 10* qui correspond a une concentration de 1 a 5.10° Cellule/ml, cette
suspension a ét€ mise en contact avec le produit a testé a sa plus forte concentration et son
neutralisant convenable pendant 15 minutes a 20°C pour déterminer n” (nombre de colonies qui
correspond aux nombres de bactéries survivantes) apres le dénombrement sur la gélose de
dénombrement de levures. Dans les mémes conditions, nous avons réalisés un témoin pour
chaque produit, en placant la suspension de levures dans un mélange : eau distillée + neutralisant

pour déterminerN" (nombre de colonies dans le t€émoin).

La suspension d’essai de 1a 5.10°Cellule/ml a été encore une fois diluée de 1/20émme, et un
dénombrement été effectué sur la gélose de dénombrement de levure, apres une incubation de 72

heures a 30°c, ou nous avons déterminés N (dénombrement de la suspension de levures, titrant

entre 50 et 150 UFC/ml) (Figure 17)

Nous avons ensuite vérifiés que N est proche de N (N'=N) et n">0.5N".
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Figure 17 : Essai Préliminaire de I’activité fongicide.
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c. Essai proprement dit de I’activité fongicide

Nous avons préparés pour antiseptique testé une gamme de dilutions selon le degré ou la

concentration présumée d’activité du produit soumis a I’essai.

Pour chaque concentration du produit a testé, nous avons ajouté la méme quantité¢ de la
suspension mere de levure (1a 3.10" Cellule/ml) et qui ont été laissées en contact 15 minutes a
21°C (souche+produit). Apres, nous avons transféré 1 ml de ce mélange dans un tube de 9 ml de

neutralisant convenable pour chaque antiseptique, a 21°C pendant 10 min (Figure 18).

Nous avons déterminés n (nombre de colonies dans I’essai du produit a différentes
concentrations) apres un dénombrement réalisé sur la gélose de dénombrement et une incubation
de 72 heures a 30°C, puis nous avons vérifié que n<1/10.N" ce qui correspond a une réduction de
10* fois du nombre de levures préparés initialement selon la norme Afnor NF T 72- 150, éditions
1989 et la norme européenne NF EN 1275, édition 1997, 2006. Et c’est la condition pour laquelle
nous avons pu déterminer la concentration minimale fongicide CMF pour chaque antiseptique

testé vis-a-vis de la levure Candida albicans.

.
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Figure 18 : Essai proprement dit de ’activité fongicide pour une dilution du produit a testé
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Résultats et discussion

II1.1. Résultats:

II1.1.1. Résultats de la vérification de I’identité des souches de référence:

L’étude des caracteres culturaux des colonies des souches tests ( macroscopie : Forme ,
Taille , Surface , Couleur , Consistance , Opacité , Odeur ) , caracteres morphologiques des
cellules microbiennes ( microscopie :Cocci , bacille , mode d’arrangement , mobilité , présence
on absence de spores ) et I’étude des caractere biochimique ( Annexe 10 ) confirment I’identité

des cinq souches utilisées dans ce travail a leurs références( TableauVII Annexe 11)

III.1.2. Résultats de la pureté (le non contamination) des différents

antiseptiques testés

Tous les produits testés sont pures et aucune contamination n’a été trouvé, cela est illustré par les

résultats obtenus et qui sont regroupés dans le tableau IX.

Tableau IX : Résultats de la pureté des antiseptiques testés.

Produit Polyvidone | Digluconate Alcool Eau Norme
iodée 10% | de chirurgical | oxygénée | (Pharmacopée
Chlorhexidine | 90° 10V européenne)
Test 0,5%
Dénombrement | 00 00 00 00 -Maximum 10°
des germes bactéries\ ml
viables totaux -Maximum
10’moisissures
et levures \ml
Recherche des | Pas de | Pas de | Pas de | Pas de | Absence de
entérobactéries | croissance | croissance croissance | croissance | croissance
et autres Gram
négatifs
Recherche de | Pas de | Pas de | Pas de | Pas de | Absence
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Pseudomonas croissance | croissance croissance | croissance | Pseudomonas

aeruginosa aeruginosa
dans 1ml

Recherche du | Pas de | Pas de | Pas de | Pas de | Absence de

Staphylococcus | croissance | croissance croissance | croissance | Staphylococcus

aureus aureus  dans
1ml

(Pharmacopée6”™™ édition, 2008)

II1.1.3. Résultats d’étude in vitro de ’activité antimicrobienne des différents

antiseptiques testés

I11.1.3.1. Polyvidone iodée PVP-I

I11.1.3.1.1- Résultat préliminaire (validation du neutralisant= Thiosulfate de Sodium 0,5 %)

Les résultats d’essai préliminaire pour valider le neutralisant adéquat pour la polyvidone iodée

PVP-110% sont regroupés dans le tableau X
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Tableau X: Essai préliminaire du Polyvidoneiodée (PVP-I) 10% (Septidine®)

Souches testés N° [N (c®) du | N’ n’
de | Dénombremen | produi | Dénombremen | Dénombremen
Tes | t controle (100 | t en |t témoin | t essai
t — 300 colonies) | mg/l) thiosulfate de | thiosulfate de
Na a 05% +|Na a 05% +
eau distillée produit
Pseudomonas aeruginos | 1 202 4000 180 145
a 2 168 111 95
ATCC 27853 3 186 108 105
1 146 4000 120 104
E. coli ATCC 25922 2 222 182 154
3 171 120 71
4000 190 145
1 210 120 85
S.aureus ATCC 25923 |2 120 147 104
3 147
1 156 144 103
Bacillus subtilis | 2 162 4000 140 99
ATCC6633 3 144 136 74
1 120 106 79
C. albicans ATCC |2 128 4000 112 95
10231 3 147 110 82

.
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D’apres le tableau X, nous constatons que N’est proche de N et n’>0.5N’, cela prouve que

le thiosulfate de sodium a 0.5% est le neutralisant approprié a cet antiseptique.

Ce neutralisant a permet d’obtenir au moins 50% de micro-organismes survivants (n’) de 1’action
du produit comparativement au témoin (N’) ,donc le thiosulfate du sodium a 0.5% est le

neutralisant le mieux adapter pour valider I’essai préliminaire et entamer I’essai proprement dit.

I11.1.3.1.2. Résultat proprement dit du Polyvidone iodée PVP-I

Les résultats du test proprement dit du polyvidone iodée 10% sont regroupés dans le tableau XI

et représentés par la figure 20.

Tableau XI : concentrations minimales bactéricides, sporocides et fongicides en mg/l de la

polyvidone iodée :

Souches N N’ n (nombre de colonie en fonction de la
°de | Dénombrement | concentration du produit en mg/l

test | témoin

4000 | 2000 | 1000 | 500 250

Pseudomonas aeruginosa | 1 202 00 16 23 240 370
ATCC 27853 2 168 00 14 33 190 249
3 186 00 20 25 310 320

m=0 | m=17 | m=27 | m=247 | m=313

E. coli 1 146 00 00 16 27 196
ATCC 25922 2 222 00 00 22 31 242
3 171 00 00 18 24 215

m=00 | m=00 | m=19 | m=27 | m=218

.
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S. aureus
ATCC 25923

Bacillus subtilis

ATCC 6633

C. albicans

ATCC 21031

210
120
147

144
140
136

20
128
147

00
00
00
m=00

00
00
00
m=00

00
00
00
m=00

28
18
26
m=24

25
21
16
m=21

14
16
16
m=15

32
27
31
m=30

27
33
28
m=29

32
43
33
m=36

354
269
278
m=300

297
322
237
m=285

264
342
249
m=285

342
372
296
m=337

351
344
293
m=329

320
372
295
m=329

m: la moyenne du nombre de colonies calculée dans les trois tests.

Les concentrations minimales s’échelonnent entre 4000 et 250 mg/1.

Nous remarquons, d’apres le tableau XI, une bonne efficacité de Polyvidone iodée (Septidine®)

sur toutes les souches (n < N’/10), cela montre que le produit exerce une réduction de 5 log de 10

pour les bactéries et les spores, et 4 log de 10 pour les levures, qui correspond a un pourcentage

de destruction de 99.99%.

Nous avons obtenus une CMB de 2000 mg/l pour P. aeruginosa, S. aureus et une tres bonne

activité sur E. coli avec une CMB entre 1000 et 500 mg/1.

On note aussi respectivement, une concentration minimale sporocide CMS et fongicide CMF de

2000 mg/1 pour B. subtilus et sur les levures de C .albicans.

.



Chapitre 111 Résultats et discussion

400

350
£ 300
(7]
2
5 250
8
° 200
T
® 150
Q
g 100
c

50

0 .

P. aeruginosa E. coli S aureus  B.subtilus C.albicans
les souchestests
concentrations (me/l)
B 4000 ®m2000 = 1000 E500 m250

Figure 19 : Concentrations minimales bactéricides,sporocides et fongicides en mg/l du
polyvidone iodée (Septidine®)

I11.1.3.2. Digluconate de chlorhexidine 0,5% :

I11.1-3.2.1. Résultats préliminaire (validation du neutralisant =Jaune d’ceuf a 10%)

Les résultats d’essai préliminaire du digluconate de chlorhexidine, dont le but de valider le

neutralisant appropriée, sont regroupés dans le tableauXII
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Tableau XII:Résultats Essai préliminaire chlorhexidine 0,5 %

N° N (c®) du produit | N’ n’
Souches tests de Dénombrement controle (100 | en mg/l) Dénombrement | Dénomb

Test | — témoin essai.

300 colonies) Jaune d’eeuf | d’ceuf
10% +Eau | produit
distillée

Pseudomonas. 1 165 5000 110 64
aeruginosa 2 153 132 78
ATCC 27853 3 234 152 102

1 213 5000 162 198
E. coli 2 209 181 102
ATCC 25922 3 155 132 87

1 246 5000 235 111
S. aureus 2 251 188 105
ATCC 25923 3 178 147 95
Bacillus subtilis 1 168 5000 173 168
ATCC 6633 2 194 206 152

3 216 231 160
C. albicans 1 136 5000 122 94
ATCC 10231 2 151 138 104

3 127 109 78

.
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Les valeurs du tableau XII montrent I’efficacité de notre neutralisant (Jaune d’ceuf), puisque (n’)

est toujours supérieur ou égale le moitié¢ de N° (n’ > N’/2).

Donc nous avons obtenu au moins 50% des micro-organismes, qui sont protégés de 1’action

antimicrobienne du digluconate de Chlorhexidine.

I11.1.3.2.2.Résultats proprement dit du Digluconate de Chlorhexidine

Les résultats du test proprement dit de digluconate de Chlorhexidine sont regroupés dans le

Tableau XIII, et représentés par la figure 21.
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Tableau XIII: Concentrations minimales bactéricides, sporocides et fongicides en mg/l de

Digluconate de Chlorhexidine.

Souches n° N’ n (nombre de colonie en fonction de la
de concentration du produit en mg/1
test | Dénombrement
témoin 5000 2000 1000 700 500 250
Pseudomonas. | 1 110 00 14 83 287 + +
aeruginosa 2 132 00 16 105 353 + +
ATCC 27853 |3 152 00 20 123 400 + +
m=00 | m=17 |m=279 | m=347
1 162 00 00 22 104 271 +
E. coli 2 181 00 00 30 133 285 +
ATCC 25922 |3 132 00 00 19 97 362 +
m=00 | m=00 | m=24 m=111 m=306
S. aureus 1 235 00 00 07 28 136 +
ATCC 25923 |2 188 00 00 03 23 204 +
3 147 00 00 00 20 97 +
m=00 | m=00 | m=03 m=24 m=146
Bacillus 1 173 + + + + + +
subtilis 2 206 + + + + + +
ATCC 6633 3 231 + + + + + +
C. albicans 1 122 07 15 99 258 323
ATCC 10231 |2 138 11 18 145 261 294 +
3 109 00 13 177 184 242 +
m=6 m=15 | m=140 |m=234 | m=286 |+

.
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m : La moyenne calculée du nombre de colonies issue des trois tests.
+ : nombre de colonies supérieur ou égale a1000.

Les concentrations minimales germicides s’échelonnent entre 5000 mg/1 et 200 mg/1.
D’apres le Tableau XIII,La Chlorhexidine testée est tres actives sur les bactéries Gram

positifs(+) et les bactéries Gram négatifs(—) et sur candida albicans (n < N’/10 N)

Par contre nous n’avons remarqué aucune activité sporocide sur les spores de Bacillus subtilis.
On note une CMB de 700 mg/l pour S. aureus, de 1000 mg/l pour E. coli, de 2000 mg/l pour P.
aeruginosa et une concentration minimale fongicide CMF de 2000 mg/l pour Candida.albicans

aussi.
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Pseudomouas.aeruginosa E. coli S aureus Bacillussubtilus C. albicans
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Figure 20 : Concentrations minimales bactéricides, sporocides et fongicides en mg/l du

digluconate de chlorhexidine.
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I11.1.3.3 .Alcool Chirurgical 90°

II1.1.3.3.1 : Résultats préliminaire (validation du neutralisant = Tween 80 a 4%+ jaune

d’ceuf a2%)

Les résultats de I’essai préliminaire d’Alcool Chirurgical 90° et qui nous ont permet de choisir le

neutralisant convenable pour ce produit, sont illustrés dans le Tableau XIV.

.
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Tableau XIV : Résultats Essai préliminaire Alcool Ethylique 90°

N (c°) du | N’ n’
Souches tests n° du | Dénombrement | produit en | Dénombrement | Dénombrement
test controle (100 - | degré témoin jaune | essai jaune d’ceuf
300 colonies) d’eeuf 2%) +|(2%) + tween
tween 80(4%) + | 80(4 %) + produit
eau distillée
Pseudomonas. 1 130 90 166 101
aeruginosa 2 174 153 97
ATCC 27853 3 126 116 88
E. coli 1 204 90 173 126
ATCC 25922 2 180 201 120
3 200 186 114
S. aureus 1 210 90 168 100
ATCC 25923 2 171 187 109
3 233 190 122
Bacillus subtilis | 1 184 90 225 165
ATCC 6633 2 170 211 140
3 206 183 172
C. albicans 1 169 90 116 83
ATCC 21031 2 105 89 55
3 120 108 62

1

vl
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D’apres le Tableau XIV, nous avons constaté que n’ > ou égale 0.5 N’, cela prouve que le
neutralisant utilisé est efficace, car presque le moitié de micro-organismes de chaque souches
testées sont protégé de I’effet antimicrobien du produit (effet microbicide ou micro- biostatique

du produit).

I11.1.3.3.2. Résultat proprement dit Alcool Chirurgical 90°:

Les résultats du test proprement dit d’Alcool chirurgical 90° sont regroupés dans le Tableau XV

et représentés par la figure 22.




Chapitre 111

Résultats et discussion

Tableau XV : Concentrations minimales bactéricides, sporocides et fongicides en degré

d’Alcool Ethylique 90°.
Souches N° du | N n (nombre de colonie en fonction de la
test Dénombrement concentration du produit en degré (°)
témoin 90° 70° 60° 50° 40° 30°
Pseudomonas. | 1 166 96 00 00 00 178 +
aeruginosa 2 153 88 00 00 17 207 +
ATCC 27853 |3 116 80 00 00 11 169 +
m=88 | m=00 | m=00 | m=13 | m=185
E. coli
ATCC 25922 |1 173 101 00 00 13 236 +
2 203 119 00 09 24 178 +
3 186 108 00 00 15 174 +
m=109 | m=00 | m=00 | m=17 | m=196
S. aureus
ATCC 25923 |1 168 110 11 33 256 + +
2 187 122 07 25 241 + +
3 190 113 05 19 167 + +
m=115 | m=08 | m=26 | m=221
Bacillus
subtilis 1 225 + + + + + +
ATCC 6633 2 211 + + + + + +
3 183 + + + + + +
C. albicans
ATCC10231 |1 116 52 00 12 176 + +
2 89 80 00 10 243 + +
3 108 88 00 20 231 + +
m=73 | m=00 | m=14 | m=217

.
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m : la moyenne du nombre de colonies (n) calculée des Troie test effectués.
+ :nombre de colonies supérieur ou égale a 1000.
Notre gamme de concentration varie de 90% a 30%

D’apres les résultats du Tableau XV, I’alcool éthylique est tres efficace sur les bactéries

Gram (+), et les bactéries Gram () et sur les levures de Candida albicans (n < N’/10)

Nous avons noté aussi une concentration minimale bactéricide CMB de 50% pour P. aeruginosa
et E. coli, et de 60% pour S. aureus, ainsi qu'une concentration minimale fongicide CMF de

60% pour C. albicans.

Par contre, nous avons constaté que 1’Alcool éthylique n’a aucune activité sur les spores de

Bacillis subtilis, d’ou la notion de Resistance.
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Figure 21 : Concentrations minimales bactéricides, sporocides, et fongicides en % d’Alcool

Ethylique (Alcool chirurgicale 90°).
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I11.1.3.4 L’eau oxygénée 3%

II1.1.3.4.1 .Résultat préliminaire (Validation du neutralisant = Tween 80 a 3% +Jaune
d’ceuf a 5%)

Les résultats d’essai préliminaire d’Eau oxygénée 10V, qui nous ont permet de valider le

neutralisant choisis, sont regroupés dans le Tableau XVI

‘
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Tableau XVI : Résultats Essai préliminaire de peroxyde d’hydrogene 3%.

N (c°) N’ n’

Souches tests | n° | Dénombremen | max Dénombremen | Dénombrement
de |t controle (100 | du t témoin : | essai :Tween80(3 % )+jaun
tes | — 300 colonies) | produi | Tween e d’euf(5 %) + produit
t t en | 80(3% )+Jaune

(mg/) | d’euf(5%) +
eau distillée

Pseudomonas | 1 210 30.000 | 190 100

. aeruginosa |2 178 143 83

ATCC 27853 |3 231 151 85

E. coli 1 216 30.000 | 184 102

ATCC 25922 |2 246 201 114
3 178 123 78

S. aureus 1 221 30.000 | 166 80

ATCC 25923 |2 241 181 110
3 208 155 96

Bacillus 1 164 30.000 | 172 106

subtilis 2 178 156 86

ATCC 6633 |3 153 180 113

C. albicans 1 192 30.000 | 164 89

ATCC 20131 |2 164 147 104
3 184 168 91

.
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D’apres le Tableau XVI, nous avons constaté que n’ est>0.5 N’, ces valeurs expliquent
I’efficacité de Jaune d’ceuf a 5% et le tween 80 a 3% utilisé comme neutralisant de I’activité

antimicrobienne de I’eau oxygénée 10V .

I11.1.3.4.2 .Résultat proprement dit d’Eau Oxygénée (10V) :

Les résultats du test proprement dit d’Eau Oxygénée 10V sont regroupés dans le Tableau XVII,

et représenté par la figure23.

-
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Tableau XVII: concentrations minimales bactéricides, sporocides, fongicides en mg/l de

peroxyde d’hydrogene.

Souches n°du N’ n (nombre de colonie en fonction de la
test Dénombrement concentration du produit en mg/l
témoin 30.000 | 24.000 | 18.000 | 12.000 | 6000
Pseudomonas 1 192 00 + + + +
aeruginosa 2 143 00 + + + +
ATCC 27853 3 151 00 + + + +
E. coli 1 184 00 + + + +
ATCC 25922 2 201 00 + + + +
3 123 00 + + + +
S. aureus 1 166 00 + + + +
ATCC 25923 2 181 00 + + + +
3 155 00 + + + +
Bacillus 1 172 00 + + + +
subtilis 2 156 00 + + + +
ATCC 6633 3 180 00 + + + +
C. albicans 1 164 00 + + + +
ATCC 20131 2 147 00 + + + +
3 168 00 + + + +

+ : nombre de colonies supérieur ou égale a 1000.

Notre gamme de concentrations minimales varie de 30.000 mg a 6000 mg/1.

.
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Les résultats du Tableau XVII, nous a permet de montrer que I’Eau oxygénée 10V testé
n’est efficace qu’a la concentration initiale 30.000 mg/I sur les souches microbiennes (bactéries,

levures et spores). Et moins de cette concentration nous observons aucune activité.
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Figure 22:Concentrations minimales bactéricides, sporocides et fongicides en mg/l de peroxyde

d’hydrogene (Eau oxygénée 10V).
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I11.2. Discussion:

I11.2.1. Remarques relatives aux méthodes

Les méthodes d’études de I’activité bactéricide, sporocide et fongicide des antiseptiques
retenus pour notre travail sont respectivement basée sur des normes européennes (Afnor et le
comité européen de normalisation CEN):( NF T 72-150 ; NF EN 1040 : La bactéricidie),( NF T
72- 230 ; NF EN 14347 : La spororocidie), (NF T 72-200 ;NF EN 1275 : La fongicidie) dont
I’objectif est étudié et évalué 1’activité antimicrobienne de base de ces produit par détermination
de la concentration minimale germicide et la sélection de neutralisants par la méthode de dilution

neutralisation.

II1.2-1-1 Viabilité des essais préliminaires:

Nous avons prouvé par les essais préliminaires tous valides que la plus part des antiseptiques
étudiés dans ce travail étaient facilement neutralisés lorsque le neutralisant idéal était utilisé, c’est
donc une action germicide qui est mise en évidence lors des essais proprement dits selon les

normes NF — EN.

Toutefois, on doit signaler que 1’effet bactériostatique, sporostatique et fongistatique est possible
si 'antiseptique a une fort affinité pour les structure externes des micro-organismes, 1’essai
préliminaire selon les normes NF — EN est insuffisant pour mettre en évidence ce type d’effet

bactériostatique, sporostatique et fongistatique dii a la présence de produit sur le corps microbien.

On peut aussi considérer a la limite, que la fixation irréversible d’un antiseptique sur la paroi d’un
micro-organisme conduit a un effet bactériostatique, sporostatique ou fongistatique prolongé

équivalent a un effet bactéricide, sporocide ou fongicide vrai.
II1.2.1.2. Viabilité des résultats proprement dit:
Des essais réalisés en parallele par plusieurs équipes ont démontré une bonne reproductibilité des

résultats qui est on fait par habituel dans ce domaine, ce qui leur confere une valeur indéniable (

Drueilles ef al., 1986 ; Dieng., 1998 ; Thiam., 2000., Essayagh ., 2010)
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Il nous est également permis d’entreprendre des études comparatives et d’apprécier des variations

méme faibles de 1’activité antimicrobienne(germicide)des antiseptiques.

Il nous est donc enfin permis de considéré les résultats ainsi acquis comme des données
scientifiques valables.

II1.2.1.3. Avantages de la méthode:

La méthode NF-EN dont le principe repose sur la technique de dilution - neutralisation est une
méthode

- quin’exige pas de matériel onéreux ;

- relativement facile a mettre en ouvre ;

- dont les résultats sont reproductibles, cette reproductibilité a été démontrée par plusieurs

équipes qui ont réalisé des essais en parallele.
I11.2.1.4.limite de la méthode:

Les techniques d’Afnor et du Comité Européen NF EN sont certes de référence mais la méthode
de dilution neutralisation est tres classique, dont son principe doit étre rigoureusement appliquée

pour donner les résultats que I’on attend.

Ce n’est pas une méthode universelle pour étre applicable ; elle doit mettre en ceuvre un
neutralisant convenable. Elle n’est pas la plus adéquate pour I’étude d’un grand nombre de

souches et de plusieurs antiseptiques.

On pourrait reprocher aux trois méthode NF/NF EN (T 72-150/1040 ; T 72-230/14347 ; T 72-
200/ 1275) un éventail trop restreint de souches bactériennes et fongiques, car méme si les
souches testées (Pseudomonas aeruginosa , Escherichia coli , Staphylococcus aureus , Bacillus
subtilis , Candida albicans ) sont assez représentatives de 1’hospitalisme infectieux, étant donné
que sont constamment incriminée lors des surinfections acquises a 1’hopital, d’autre especes

bactériennes et fongiques peuvent €tre aussi redoutables.

Les méthodes NF /NF EN (T72-150/1040 ; T72- 230/NF EN 14347 ;T72-200/NF EN 1275) sont
aussi des technique laborieuses exigeant des manipulateurs qualifies et imposant des contraintes
parfois bien pesantes :

- nécessité d’établir un calendrier de repiquage des souches pour la préparation de 1I’'inoculum
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- obligation de rejeter tous les essais non conformes si I'inoculum est trop faible ou trop

abondant.

II1.2.2.Autre méthodes

Il est reproché aux méthodes NF EN (Afnor et CEN) de s’appliquer difficilement a I’étude
systématique d’un grand nombre de souches ou d’antiseptiques. Dupas ef al., 1981ont décrit une
micro méthode calquée sur les méthodes Afnor. Surgot et Fleurette., 1982 ont mis au point une
micro-méthode inspirée des techniques utilisées pour les antibiotiques, de principe identique aux
méthodes d’Afnor qui apprécie une diminution de 5 logs de 10 du nombre de bactéries en 5

minutes eta 21 c°.

Ces méthodes NF EN (Afnor et CEN) peuvent étre complétées par des micro-méthodes
permettant une surveillance plus facile du comportement des souches isolées eu milieu

hospitalier.

L’utilisation des microplaques permet 1’étude de 1’action de divers antiseptiques vis- avis de
plusieurs souches dans une méme expérience. Cette méthode de bonne reproductibilité donne des

résultats comparables et similaires a la norme Afnor et CEN.

I11.2.3.Analyse des résultats d’activité des antiseptiques étudiés in vitro

I11.2.3.1. Comparaison des résultats

Il est difficile de comparer les résultats que nous avons obtenus avec ceux des autres
auteurs, mémes si les normes Afnor et CEN font I'autorité a la matiere, il existe de tres
nombreuses méthodes de détermination de 1’activité bactéricide, sporocide et fongicide. Elles
répondent souvent a des objectifs variés et il n’est pas possibles de les comparer les unes des
autres.

Les valeurs des concentrations bactéricide, sporocide et fongicide données dans les ouvrages de
la littérature scientifique sont trés nombreuses et tres variables, les techniques, les souches et les
substances utilisées sont tres différentes.

Les comparaisons sont donc tres difficiles.

0
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I11.2.3.2. Analyse des résultats de la polyvidone iodée PVP-1 10 %

Les résultats que nous avons obtenus sont en parfait accord avec la littérature scientifique qui
confirme que le PVP iodée est un bon antiseptique vis — a — vis des bactéries Gram positifs,

bactéries Gram négatifs, levures et les spores (pouvoir bactéricide, sporocide et fongicide)

En effet la PVP- iodée est une molécule stable, constitué d’un complexe entre I’iodée et un agent
organique hydrosoluble polyvinyle pyrrolidone ou povidone qui transporte et libere lentement
I’'iode. Cette structure rende la PVP-I moins irritante, moins allergisante et plus stable dans le

temps (Clevenot et al., 2003,Essayaghet al., 2010).

L’iode est un oxydant capable de pénétrer la paroi des micro-organismes tres rapidement. Les
mécanismes d’actions demeurent inconnus. A 1’intérieur de la cellules, 1’iode provoque une
réaction avec des enzymes de la chaine respiratoire et un blocage des protéines cytoplasmique qui

se produit (Figure 24) (sixou et al. , 2002 , Essayagh et al. , 2010).

Figure 23 : Schéma représentatif du mode d’action de la polyvidone iodée a I’'intérieur de la

Cellule microbienne. (Russel et al., 2004)
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Dans notre étude, nous avons obtenus une concentration minimale germicide de 2000 mg/l pour

P. aerugiuosa, S. aureus,B. subtillus et C. albicans, et pour E. coli elle est de 500 a 1000 mg/1

Cependant selon Girardoef al en 1989, en conclusion d’une remarquable étude sur 1’activité de
la PVP-I souligne qu’on ne peut parler de résistance a la PVP-I que pour des valeurs de

concentration minimales supérieurs a 2000 mg/I ce fait a été trouvé dans notre étude

Selon d’autres auteurs, la concentration minimale germicide est tres variable, cependant d’apres
Chanal et al, 1976 que 1la CMB des bactéries gram négatifs et le Staphylococcus aureus ont une
CMB en moyenne de 125 mg/l, et d’apres Dupas ef al, 1981, les CMB de E. coli varient entre

240 a 960 mg/ml et de 480 mg/1 pour S.aureus lors d’utilisation d’ une micro méthode.

Par contre, Essayagh ef al en 2010. , ont trouvés des CMB de 62.5 a 4000 mg/I pour E. coli, de
250 a 4000 mg/l pour S. aureus. Cette différence de concentration minimale germicide, ainsi la
différence comparée a nos résultats peut s’expliquer par la difficulté d’appliquer les mémes
techniques et matériels ou exactement par la difficulté de standardisation des méthodes

d’évaluation des antiseptiques.

Selon Essayagh et al(2010), montrent que le non respect de la procédure d’utilisation du PVP-I
peut a la longue sélectionner des souches résistantes (des CMB > a 2000 mg/l), lors de cette
étude, ils ont sélectionné des souches avec de CMB de 4000 a 8000 mg/l. Cette résistance peut
étre explique par le fait que les micros organismes possedent des mécanismes évolués, leur
permettant d’échapper parfois a 1’action des antiseptiques. Il s’agit d’'un nombre de modifications
qui intervenant au niveau de la membrane externe des bactéries, ce qui diminue voire empéché la
fixation ou la pénétration du produit. Les déterminants de la résistance touchent surtout des genes
qui codent pour les pompes d’efflux, ces genes peuvent étre nés dans un plasmide d’especes a
Gram positifs ou codés dans des chromosomes d’especes a Gram négatifs (Dupaset al., 1981 ;

McDonnell et al., 1999).

I11.2.3.3. Analyse des résultats du Di gluconate de Chlorhexidine

La Chlorhexidine est un antiseptique a spectre large. Dans la littérature les concentrations
Minimales germicides varient de 500 mg/1 (0.05%) a 1000 m/1(0.1%)(Jauneet al., 2004 et

Tenenbamm et al ; 1996)
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Dans notre étude, notre gamme de concentration varie de 15000 mg/1 (0.5%) a 200 mg/1 (0.02%).
Dans cette intervalle, la chlorhexidine testée, exerce une activité bactéricide vis —a-vis des trois
souches bactériennes utilisées aves une CMB de 700 mg/1(0.07%) pour S. aureus et 1000 mg/l
(0.1%) pour E. coli, et 2000 mg/1 (0.2%) pour P. aeruginosa. Cela montre que la chlorhexidine a
une action surtout sur les bactéries Gram positifs puis sur les bactéries Gram négatifs, ce résultat
est en accord avec la littérature scientifique et avec d’autres études.

Nous avons donc obtenue une activité bactéricide avec la chlorhexidine testée de 700 mg/1 a 1000
mg/1 (0.07% a 0.1%).

Mais selon Ernstet al., 1998, lors de la conclusion d’une remarquable étude ,ont trouvé que la
Chlorhexidine a une activité bactéricide entre 1000 mg/l a 2000 mg/l ( 0.1% - 0.2% ) , cette
différence de concentrations minimales bactéricide comparant a nos résultats , peut s’expliquer

par les techniques et matériels différents qui ont étés utilisés .

Le résultat que nous avons obtenus sur I’activité fongicide du chlorhexidine testée sur candida
albicans avec une concentration minimal fongicide CMF de 2000 mg/I (0.2%) est superposable a

celui obtenu par Michelez al., 2005.

Ainsi que le résultat obtenue sur I’absence d’activité sporocide du chlorhexidine testée dans
notre travail sur les spores de Bacillus subtilis est en parfait accord avec les ouvrages de la

littérature (Billast et al., 2000 ; Placet et al., 2001 ; Kaestli et al.,2007) .

Cette forme de résistance naturelle est expliquée par Gardaneret al., 1983, ces dernier montrent
que la chlorhexidine se combinent avec les enveloppes sporales , mais ne peut pas pénétrer dans
la spore .Elle agit cependant sur la spore en cours de sa formation et se montre active jusqu’au

stade 4 de la sporulation (début de la formation du cortex)

Mais Gorman ef al., 1987, ont montrée dans leurs travaux que la chlorhexidine peut &tre
sporocide a une température supérieure a 70 c° apres un contact prolongé, avec des

concentrations plus élevées.

D’apres des études menées par Sixou et Hamel., 2002, arrivent a une conclusion que la
chlorhexidine est un inhibiteur de croissance a faible dose (20 — 50 mg/1) et un agent 1étal a forte

dose.

En effet a faible concentration, la chlorhexidine se fixe sur les membranes cellulaires, les ions

Mg++ et ca+ sont déplacée, ce qui affecte I’osmorégulation de I’activité des membranes et
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entrainerait la fuite des éléments cytoplasmiques de faible poids moléculaire (Mulberry ef al .,

2001 ; Russel et al., 2004).

b i) Dt
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Figure 24 : Schéma représentatif du mode d’action de la chlorhexidine sur la membrane de la

Cellule microbienne (Russel ef al., 2004)

Tandis que a forte concentration (> 100 mg/l), la chlorhexidine provoque la précipitation des
protéines et les acides nucléiques d’ou la mort de la cellule microbienne (Sixou et Hamel.,
2002).

Et selon Bouteldja, 2011, I’inhibition de la croissance par la chlorhexidine est obtenue par
I’effet direct sur I’ATP-ase, interférant ainsi avec les mécanismes de transport de 1’énergie
(inhibition enzymatique)

L’étude menée par Noorani et al., 2010, montre que ’efficacité du chlorhexidine est liée a sa
concentration, mai aussi et surtout a son pouvoir d’adhésion et de rétention sur les surfaces
cutanées.Cette efficacité resterait stable pendant 8 a 12 heures, ou 30% de la qualité du produit
introduit persiste apres une minute de rincage, d’ou la notion du pouvoir rémanent du

chlorhexidine, et c’est la raison de son utilisation comme produit du premier chois dans le
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traitement des gingivites comme bain de bouche ou d’autre probleme de parodontie (James et
al ;2004 et Michelez al , 2005).

Les travaux de Chaiyakunapruket al ; 2002, montrent que la chlorhexidine est le meilleur
antiseptique dans le cas d’insertion de cathéter veineux, artériel ou péridural. Cette étude montre
le rdle du chlorhexidine dans la réduction significative du risque d’infection systémique liée au
cathéter.

Cette antiseptique possede un effet antimicrobien rémanent pouvant perdurer jusqu'a la sixieme
heure (Sreenivasanet al.,2000).Cela indique que 1’activité du chlorhexidine n’est pas altéré en
présence de produits biologiques comme le sang, le sérum, les composés protéiques, par apport a
d’autre antiseptiques qui sont reconnus par une tres large activité antimicrobienne comme les

produits iodés, ou leur activité est diminue en présence de produits biologiques(Abbara., 2004).

I11.2.3.4. Analyse des résultats d ’Alcool Ethylique 90°

Nos résultats sont superposables avec ceux d’Essayaghet al., 2010 et s’accordent avec plusieurs
auteurs sur ’activité bactéricide et fongicide de ’alcool éthylique a 70° et 60° ou nous avons

observés une meilleur efficacité.

Selon une étude faite par Druillesez al., 1986, 1’éthanol est efficace sur les souches bactériennes
a une CMB de 45° surtout sur P. aeruginosa, cette résultat est proche a nos résultats, oll nous
avons enregistrés une CMB de 50° pour P. aeruginosa et E.coli. Et respectivement une CMB et

une CMF de 60° pour S.aureus et C.albicans.

Par contre I’alcool éthylique testé dans notre travail, et quel que soit la concentration en
alcool testée n’exerce aucune activité sur les spores de Bacillus subtilis, d’ou la notion de

résistance des formes sporulés aux alcools d’une facon générale

Ce fait a été trouvé dans la littérature et prouvé par plusieurs études ( Kaestli et al.,2001 ;

Hubneret al., 2006)

Vue P'absence de I’activité sporocide, les solutions d’alcools préparés peuvent étre
contaminées par les spores, c’est la raison pour laquelle ces derniers doivent étre préparés en

pharmacie, au moyen d’alcool stérile, traité par filtration (le Guerrier ; 2002).
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Nous avons aussi remarqués que 1’éthanol a 90° est moins actif que celui qui a la concentration
70° et 60°, surtout sur E. coli et S. aureus. Cela est expliqué par la légere dilution effectuée sur
I’alcool 90° lui facilite la pénétration a travers les membranes de la cellule microbienne et agit a
I'intérieur en dénaturant les protéines, ceci constitue le principale mécanisme d’action

antimicrobien (Allen., 2006)

Mais I’activité de 1’éthanol est tres bref, car il s’agit d’un produit tres volatil et qui s’évapore tres
rapidement lors de son utilisation sur la peau, donnant une impression de refroidissement, d’ou

I’absence d’activité rémanente (Hugonnetef al., 2002)

Il agit avec un délai d’action de 2 minutes, si la peau soit maintenue humide, car I’hydratation

représente le facteur principal pour son efficacité sur les cellules microbiennes (Maury., 2007)

I11.2.3.5. Analyse des résultats d ’Eau Oxygénée 3% (10V)

L’eau oxygénée ou le peroxyde d’hydrogene a sa concentration initiale 30.000 mg/l (3%) est a
spectre large, mais il est considéré a tort comme antiseptique, malgré son appartenance a la
famille des oxydants (Kaestli., 2007).

Notre gamme de concentration varie de 30.000 mg/l a 600 mg/] correspondant respectivement de
10V a2v.

Les résultats que nous avons obtenue, montrent que 1’Eau Oxygénée 10V testée présente une
activité bactéricide, sporocide et fongicide qu’a la concentration initial 30.000 mg/l seulement
correspondant a 3% de peroxyde d’hydrogene. Donc on peut considérer que la concentration
minimale germicide d’eau oxygénée est 30.000 mg/l, qui représente la concentration du produit
commercialisé et prét a I’emploi.

Nos résultats sont identiques a ceux obtenus par Essayagh et al ., 2010, mais ne s’accordent pas
avec ceux obtenus par Druilles et al ., 1981 ,qui a réalisé une étude d’activité bactéricide d’eau
oxygénée avec la méthode de porte germe et la méthode de filtration , arrivons a déterminer une
CMB de 15000 mg/l correspondant a SV pour Ps. aeruginosa , confirmant 1’efficacité d’Eau
Oxygénée sur les bactéries Gram négatifs que sur les bactéries Gram positifs.

Cette différence de concentration minimale germicide peut étre s’expliquer par la déférence des

techniques et matériels qui ont étés utilisés.
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L’activité antimicrobienne d’Eau Oxygénée a 30.000 mg/l (3%) ou (10V) est basée sur la
libération d’oxygenes qui constitue le principe actif du produit, entrainant 1’oxydation des
systemes enzymatiques (Jame ef al ; 2004), c’est la cause de son efficacité positive sur les
anaérobies. C’est un antiseptique utilis€ en chirurgie dentaire et pour 1’antisepsie des plaies
gangrénées ou délabrements tissulaires nécrotique (germes anaérobies)

Cependant selon Silvina .R, 2003, I’Eau Oxygénée 10V a la température ambiante, il est
lentement levuricide et sporocide, et comme les conditions des normes Européennes (Afnor et
CEN) exigent un certains temps de contact, fait que ce produit n’exerce pas son activité comme
dans la réalité.

Si on augmente la concentration, il devient plus un antiseptique vu sa toxicité ; le cas d’eau

oxygénée 30V (6% a 10% de peroxyde d’hydrogene)(Gautier., 2013).

I11.2 4. Essai de classification

Méme si notre étude demande d’€tre poursuivie, pour une meilleure connaissance des différents
produits par une évaluation chimique (dosage d’lode, dosage d’H202, mesure d’alcool a 1’aide
d’un alcoometre....), nos résultats permettent néanmoins d’établir un essai de classement des
antiseptiques étudiés sur la base de la concentration minimale germicide mesuré dans notre
travail :

1- La polyvidone iodée 10% (PVP-I)

Le PVP-I a montré sa remarquable activité sur toutes les souches testées. C’est un bon
antiseptique dont le spectre est large .Mai il faut voir son efficacité in vivo, ou il peut étre

inactivé par les matieres organiques, selon la littérature.
2- Le Digluconate de chlorhexidine

Ce produit a montré une action bactéricide et fongicide (levuricide), mais il est inactif sur
les spores. D’apres plusieurs travaux réalisés in vivo , ( Mimoz et al 1999 ,Traore et al . ,
2000 , Kinirons et al . , 2001 , ChaiyaKunapruk ez al . ,2002 ) , ces auteur sont arrivés a
une conclusion que la diminutions de la fréquence des contamination était plus importante

lorsque la chlorhexidine était utilis€é par rapport a la polyvidone lodée (PVP-I) pour

I’ antisepsie cutanée avant une procédure invasive ( insertion de cathéter ) . Ces résultats sont
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assez discordants avec ceux obtenus in vitro, ou I'activité du PVP-I est assez comparable a
celle de la chlorhexidine. Cela est s’expliqué par la diminution de 1’activité antimicrobienne
des produits iodés en présence de sang, sérums ou d’autre composés protéiques. Il faut
également rappeler que la chlorhexidine possede un effet antimicrobien rémanent pouvant
perdurer jusqu'a la sixieme heures, Alors que cet effet est quasiment virtuel avec les produit

iodés (Maury., 2007 ).

Mais dans notre étude in vitro, et vu I’absence d’activité sporocide du Digluconate de

chlorhexidine , faite que ce dernier est classé en deuxieme position.

L’Alcool Ethylique a 90°

Nous avons remarqué une activité bactéricide et fongicide optimale a la dilution 70° et
60°qu’a la concentration initiale 90° d’Alcool Ethylique testé. En plus, aucune activité
sporocide est observée. Donc c’est un produit qui est caractérisé par le méme spectre
d’activité que le Digluconate de Chlorhexidine, malgré la différence de I’appartenance a la
méme famille et la différence du mécanisme d’action. Mais comme 1’ Alcool éthylique se
caractérise par I’absence d’effet rémanent et par la présence de propriétés volatiles, c’est
pour ces deux raisons que nous avons classé ce produit apres la chlorhexidine en troisieme

position.

L’eau oxygénée 10V

N

Ce produit est considéré a tort comme antiseptique, mais il possede un large spectre
d’activité (bactéricide, sporocide et fongicide) seulement a la concentration initiale (3%). Et
nous n’avons pas déterminé d’autres concentrations minimales au-dessous de 3%, c’est la

raison pour laquelle, ce produit est classé en derniere position.
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Conclusion

Les antiseptiques sont des médicaments a usage externe Ils jouent un réle primordial dans
la prévention et la lutte contre les infections, surtout les infections nosocomiales.

La bonne gestion de ses produits permet de limiter 1’utilisation des antibiotiques et donc de
limiter I’émergence et la diffusion de souches microbiennes résistantes. Cette résistance pose
actuellement un probleme de santé publique avec une surmortalité, une sur morbidité et un
surcout important.

L’étude a été pour but d’évaluer in vitro de I’activité bactéricide, fongicide et sporocide de
quatre antiseptiques cutanés (polyvidone Iodé 10%, Digluconate de chlorhexidine 0 ,5%, Alcool
chirurgicale(éthylique a 90°) et ’Eau oxygénée 10V, sur des souches référenciées de collection,
ce sont des antiseptiques connus pour leur efficacité in vivo et largement utilisés a I’hdpital et a
domicile.

Cette étude est réalisée a I’unité de microbiologie, laboratoire de contrdle de qualité a
I’Institut Pasteur d’ Algérie.

L’étude de I’activité antimicrobiennes des quatre antiseptiques s’est basée sur les normes
de base : Norme Afnor et CEN ; la bactéricidie(NF T72-150 /NF EN 1040 ; 1989/2006), la
sporocidie (T72- 230/NF EN14347 ; 1989/ 2005), la fongicidie (NF T72-200/NF EN1275 ;
1989/ 2006).11 s’agit d’une méthode de suspension dont le principe est le suivant :

- La mise en contact d’une suspension de micro — organismes pendant un temps et une

température donnés avec un antiseptiques a différentes concentration,

- Arrétde I’action du produit testé par dilution — neutralisation,

- Dénombrement des micro— organismes survivants et une appréciation d’une réduction

logarithmique de la population testée.

Cette méthode nous a permet d’étudier facilement le comportement (sensibilité, phénomene
de résistance) des souches testées vis — a — vis des antiseptiques étudiés, et nous a permet aussi de
déterminer la concentration minimale microbicide qui produit une réduction de 5log10,qui
correspond a un taux de destruction microbien de 99,99 %.

Elle a pour avantage la facilité de mise en ceuvre par la disponibilité du matériel, la
reproductibilité (méthode normalisées). Et pour inconvénient qui est surtout représenté par une
étude d’activité irréelle du fait du non disponibilité des conditions réelles d’utilisation des
antiseptiques sur une surface cutanée.

Les résultats que nous avons obtenulors de cette étude, ont montré la sensibilité et
I’apparition d’éventuelle résistance des souches testées vis — a — vis des antiseptiques étudiés, ce
qui nous a permis d’établir un classement en fonction des concentrations minimales microbicide a
savoir :
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1-

La polyvidone iodé (PVP-]) est I’antiseptique de choix, il présente une meilleure
activité bactéricide, fongicide et sporocide avec des concentrations minimales qui varie
entre 2000 mg/I et 250 mg/1 .ce produit doit étre utilisé avec précaution et de facon non
prolongé vu les contres indications selon des revues de la littérature.

La chlorhexidine exerce une activité bactéricide et fongicide, ce pendant, nous avons
observé que son efficacité est optimal entre 1000 mg/1 et 2000 mg/1, et a partir de 500
mg/1, 1a chlorhexidine est moins efficace.

En plus notre étude confirme la résistance naturel des spores a cet antiseptique, malgré le

pouvoir rémanent de la chlorhexidine .

3.

L’alcool éthylique 90° , qui présente un efficacité optimale a la concentration 70° et 60°
qu’a la concentration initiale 90° , ou nous avons observé une activité bactéricide et
fongicide . Mail’activité sporocide est absente, qui peut étre expliqué par la nature du
produit qui est tres volatil et son mode d’action rapide et par I’absence d’effet rémanent.
L’eau oxygénée 10 V, est considérée d’apres les résultat obtenus, un antiseptique a
large spectre qu’a la concentration initiale 3% (30.000 mg/1) , ou nous avons noté une
activité bactéricide , fongicide et sporocide, et moins de cette concentration , I’eau
oxygénée est non efficace .

L’établissement de ces procédure, nous a permet une mise au point des différentes

techniques et une appréciation de la standardisation des méthodes pour I’évaluation d’autre

antiseptique de différentes familles, en déterminant leur concentrations minimales germicides.

Comme perspective et en continuant a ce travail, il serait intéressant de :

1-
2.

3.

Rechercher I’activité virucide

Rechercher I’activité antimicrobienne en présence de substance interférente, qui
représente les normes d’applications selon les normes européennes NF EN.

Aborder des micro- méthodespar utilisation des microplaques, qui constitue une
approche moderne et dont les résultats sont tres précis et similaires aux normes
européens NF EN. elles permettent I’étude de 1’action de divers antiseptiques vis — a —
vis de plusieurs souches dans une méme expérience.

Comme recommandation, et pour vérifier 1’adaptation des concentrations d’emploi

préconisées et préciser les indications d’utilisation des antiseptiques en fonction des micro—

organismes, il serait judicieux d’inclure deux souches de controle, I’une sensible, 1’autre

résistante, au cours des essais in vitro.
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Annexe 1

Tableau II : Composition de la flore résidente.

Genre

Espéces

Localisation

Densité

Staphylococcus

S. epidermidis

Tous les territoires
cutanés, mais

surtout sur la face, les
narines, les

creux axillaires

S. haemolyticus

Les zones humides :

- bras

- jambes

- espaces interdigitaux

S. hominis

Les creux axillaires, les
plis
inguinaux, le périnée

S. aureus

Chez 19 240 % de la
population au

niveau des narines, des
creux

axillaires et les plis
inguinaux

- Zones humides :
10° 2 10°
UFC/cm?

- Zones seches :
10 2 10* UFC/ecm?
C

. haemolyticus
. hominis

. simulans

. epidermidis

LLnn n

Especes principales au
niveau des
mains.

4a7 loglo/cm2

%!

. haemolyticus

Prédominent, avec les
Corynebacteriumdans
les espaces
interdigitaux.

Corynebacterium

C. lipophiles

Abondantes au niveau :
- des narine

- espaces interdigitaux
- le périnée

C. jeikeium

Colonise :

- les mains du personnel
hospitalier :

jusqu'a 18 %

- la peau du sujet sain :
11236 %

- la peau des malades
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non
immunodéprimés : 13 a
79 %

- la peau des malades
immunodéprimés : 40 a

82 %
C. urealyticum Portage cutané fréquent
en milieu
hospitalier
C. jeikeium Especes principales au
C. urealyticum niveau des
mains.
C. lipophiles Avec les S.
C. urealyticum haemolyticus, ils
C. minutissimum prédominent dans les
espaces
interdigitaux des mains.
Propionibactérium | P. acnes Il apparait a la puberté
au niveau :

- des zones riches en
acides gras

libres : cuir chevelu,
ailes du nez,

face

- sur les muqueuses

- il colonise le canal du

follicule
pilo-sébacé en
superficie

P. granulosum

P. avidum

Autres genres... Micrococcuslutéus

Micrococcusvarians

Streptococcus

Groupes A, B, C

Brevibacterium Au niveau des espaces
interdigités

Malassezia En zones cutanées
lipidiques

(Masson, 2009).
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Annexe 2

Tableau III : Résistance plasmidique aux antiseptiques et désinfectants.

Famille Bactérie Mécanisme génétique
et biochimique
Ammonium quaternaire S.aureus Gene g.a.c
Plasmide P.S.K
Staphylococcus spp efflux augmenté
E.coli
Klebsiella.pneumoniae

Métaux lourds

Phénol P.aeruginosa Plasmides
-Hexachlorophene
E.coli
- Triclosan Salmonella spp Modification de surface
S.aureus
Biguanide Pseudomonas Gene g.a.c
-Chlorhexidine Plasmide p.s .k
efflux augmenté
Colorants S.aureus Gene g.a.c
-Sels d’acridine Plasmide p.s.k
-Bromure efflux augmenté
d’éthidium
Amidines S.aureus Gene g.a.c
Plasmides p.s.k
efflux augmenté
Aldéhydes S.marcescens Déshydrogénase
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Annexe 3

Tableau VI : Exemples de Normes AFNOR et EN applicables aux antiseptiques et

désinfectants miscibles a I'eau.

Norme Activité Souches testées Exigences Remarques
d'activité
NF T 72-150 Bactéricidie Staphylococcus réduction de la | Certains
NF T 72-151 aureus population produits n'ont
(annulées en Enterococcushirae | bactérienne de | qu'une activité
oct.1997) Pseudomonas 5 spectre 4
remplacées par aeruginosa logen 5 pas d'activité sur
NF T 72-152 Escherichia coli minutes M. smegmatis
(NF EN 1040) Mycobacterium
(publiée en smegmatis
avril
1997)
Staphylococcus
Bactéricidie aureus
Pseudomonas
aeruginosa S5loglOen 1 ou
SoulOou 15 o0u
30 ou45 ou 60
minutes
NF T 72-170 Bactéricidie (en | 5 souches 5 log 10 en5 substances
NF T 72-171 présence de bactériennes minutes interférentes :
substances (NFT 72-150/1) eau dure et/ ou
interférentes) protéines
NF T 72-190 Bactéricidie 5 souches 5log 10
(Méthode porte bactériennes
germes) (NFT 72-150/1),
Fongicidie 4 souches 4 log 10
fongiques
(NFT 72-200/1)
Sporicidie 3 souches 3 logl0
bactériennes (temps non
sporulées précisés)
(NFT 72-230/1)
NF T 72-180 Virucidie Poxvirus, Réductionde 4 | NFT 72-181:
NF T 72-181 Poliovirus, log 10en 15, 30 | pas
Adenovirus ou 60minutes d'application

dansle domaine
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Virucidie

Bactériophages

médical

NF T72-200 Fongicidie Candida albicans | Réduction de 4 | Action délicate
NF Absidiacorymbifera | log 10 a évaluersur les
T72-201 Penicillium en 15 minutes moisissures
(annulées en verrucosum
déc.1997) Cladosporium
remplacées par cladosporoides
NF T 72-202
(NF EN 1275) Candida albicans
(publiée en juin Aspergillus niger
1997) Réduction de
4log 10en 5 ou
15
ou 30 ou 60
minutes
NF T 72-230 Sporicidie Bacillus subtilis réduction de 5
NF T72 231 var niger log10en 60 min
Bacillus cereus a20°C
Clostridium ou 5 mina 75°
sporogenes C
NF EN 1499 Lavage Escherichia coli activité Nouveau
T 72-501 hygiénique supérieure conceptnormes
des mains ou égale a celle | européennes
du produit de phase2-étape 2
référence
temps de
contact
30 ou 60
secondes
NF EN 1500 Friction Escherichia coli
T 72-502 hygiénique
des mains
XP T 72-300 Bactéricidie Souches des 5 logl0 Température,
XP T 72-301 normes cidessus temps
Fongicidie ou autres souches | 4 logl0 decontact,
a préciser substances
interférentes et
Sporicidie 3 logl0 souches
au choix du

fabricant ou
de l'utilisateur, a
préciser
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Annexe 4

Matériel non biologique : Matériel du laboratoire

Appareillage

Verreries et consommables

-Etuve bactériologique a 30°c, MEMERT
-Bain marie thermostat réglable.

-Agitateur type vortex
-Compteur des colonies
-Centrifugeuse
-Microscope optique
-Spectrophotometre
-Bec Bunsen
-Réfrigérateur
-PH-metre
-Chronometre
-Micropipette P1000

-Tubes a essais stérile

-Flacon en verre stérile de 250 ml
-Pipette en verre gradué de 5 ml et 10 ml
-Bille de verre (2-4mmm)

-Erlen Meyer

-Eprouvette de 50 ml, 100ml

-Fiole jaugées

-Poires

-Boites de Pétri

-Cuve jetable pour spectrophotometre
-Pipettes pasteur

-Portoirs

-Embout jetable de 1 ml

-Lames et lamelles

Réactifs et colorants

Stérilisation

-Tween 80

-Eau physiologique stérile
-thiosulfate de Na (0,5%)
-Bleu de méthylene
-violet de Gentiane
-Lugol

-Fushine

-Alcool acétone

-Eau distillée stérile

-Stérilisation par la chaleur humide :
Autoclave

-Stérilisation seche a 170°c au moins
pendant 1 Heure : poupinelle
-Stérilisation par filtration sur des
membrane ayant des pores de 0,45 Mn de

@ : les produits sensible a la chaleur : le
cas des neutralisants dans cette étude

96




Annexe 5

Composition des milieux de cultures (pour 1 litre)

Gélose Tryptocase Soja AGAR TSA

Gélose PCA pour dénombrement

Peptone trypsique de caséine............ 15 g/l
Peptone de Soja...........c.cooviiiiiiinl. S5¢g
Chlorure de

SOIUIM. ..t S5¢g
Agar agar.........ooiiiiiiii 18 g
Eau distillée........................ Qsp 1000ml

Ajuster le PHa7.2 £ 0.2, autoclaver a 121°
C pendant 20 min

Extrait de levure déshydraté ............ 25¢g
Peptone trypsine de caséine............... S5¢

GIuCOSE....vveieiiiii lg
Agar agar.........oiiiiiiiiii 18 g

Eau distillée
Ajuster le PHa7.2 £ 0.2, autoclaver a 121° C
pendant 20 min

Milieu de Sabouraud

Gélose pour dénombrement des levures

Bacto Neopeptone............c.oceeenn 10g
Bacto dextrose...........cccceviiiininnn 20g
Bactoagar.............ooiiiiiiii, 20¢g
Eau distillée..................... Qsp 1000ml

Ajuster le PHa 7.2 £ 0.2, autoclaver a 120°
C pendant 20 min

Extrait de levure..................... 20g
Glucose ....ovvvvieiiiiii 20g
Agar-agar .......ooiiiiiii i 18 g
Eau distillée........................ Qsp 1000ml

Ajuster le PH 2 6.8 £ 0.1 , autoclaver a 120° C
pendant 20 min

Bouillon pour inoculum de Bacillus

Gélose pour préparation de spores de
Bacillus

Extraitde levure .....................oeee. 25¢g
Tryptone........ccoovvviiinininnnnnn. S5¢g
Glucose .....ovvvviiiiiiiiiiin lg

Eau distillée Qsp 1000ml
Ajuster le PHa 7.2 £ 0.1, autoclaver a 120°
C pendant 20 min

Extrait de viande ........................... 10g
Extrait de levure....................ooeenne. 2g
Mn SO4, HyO.ooveeeeeeea 0.04 g(=40 mg)
Agar-agar........oooiiiiiii i 25¢g
Eau distillée........................... Qsp 1000ml

Ajuster le PHa7 =+ 0.1, autoclaver a 120° C
pendant 20 min

Gélose cétrimide : milieu selectif pour la
recherche des Psudomonas aeruginosa

Gélose Chapman : milieu selectif pour la
recherche des Staphylococcus aureus

Digeste pancréatique de gélatine......... 20g
Sulfate dipotasique........................ 10g
Chlorure de magnésium.................... l,4g
Cétrimide. .....oovvveeee i 0,3g
YN ) 13,6g
Eau distillée.......................... Qsp 1000ml

Ajuster le PH a 7,240,2, autoclaver a 120°c
pendant 15min

Tryptone........coooevviiiniiinnnnnnnn. 05¢g
Extrait de levure...................... 03g
Extrait de viande...................... 03g
Chlorure de sodium................... 70g
Peptone bactériologique............. 10g
Mannitol............coooeiiiiiii 10g
Rouge de phénol...................... 0,05¢g
Agar.....oooviiiiii 18¢
Eau distillée.................. Qsp 1000ml

Ajuster le PH a 7,4 £ 0,1, autoclaver
120pendant 20min.

Bouillon nutritive : milieu liquide aux

Tampon peptonée au chlorure de sodium
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peptones de caséine et de soja PH="7

Peptone pancréatique de caséine........... 17g | Phosphate monopotassique................... 3,6g

Peptone papaique de soja.................... .3g | Phosphate disodique duhydraté.............. 7,2g

Chlorure de sodium................ccevvenen. S5¢g Equivalenta 0,067M de phosphate

Phosphate dipotassique...................... 2,5g | Chlorure de sodium........................... 4,3¢g

Glucose monohydraté........................ 2,5g | Peptone de viande ou de caseine.............. lg

Eau distillée..................coeeeeen. Qspl000ml | Eau distillée.................coouennn Qsp 1000ml

Ajuster le PH a 7,320,2, autoclaver a 121¢° Autoclaver a 121c° pendant 15min

pendant 15 min

Milieu liquide lactosé Milieu d’enrichissement pour les
entérobactéries - Mossel

Extrait de viande de beeuf.................. 3g Hydrolysat pancréatique de gélatine....... .10g

Hydrolysat pancréatique de gélatine...... 5¢g Glucose monohydraté.......................... Sg

Lactose monohydraté........................ S5¢g Bile de beeuf déshydraté....................... 20g

Eau distillée........................ Qsp1000ml Phosphate monopotassique..................... 2g

Ajuster le PH a 6,9+0,2, autoclaver a 120c® Phosphate disodique dihydraté................. 8g

pendant 15 min Vertbriant..........coovviiiiiiiiiiiiiiiina. 15¢
Eau distillée............................ Qsp1000ml

Ajuster le PH a 7,240,2, autoclaver a 100c®
pendant 30min et refoidisser immédiatement

Gélose glucosé biliée au cristal violet et
rouge neutre VRBG : pour la recherche
des entérobactéries et autres gram négatif

Extrait de levure..................oooeveenne. 3g
Hydrolysat pancréatique de gélatine....... g
Sels biliairesS. ...oveeeveiiiiiee s 1,5¢
Lactose monohydraté....................... 10g
Chlorure de sodium........................... S5¢g
Glucose monohydraté....................... 10g
GElOSE...veeieiei 15¢g
Rouge neutre................oooiiiii. 30g
Violet cristallisé.................coooeeiinnnn 2g
Eaudistillée.................cooooieiinn. 1000g

Ajuster le PH a 7,440,2, Chauffer a I’ébullition.

(Afnor et comité Européen de Normalisation, édition 1997).

(Pharmacopée Européenne6® édition, 2008).
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100

9516,5

90 13,25

85/20,54

80/28,59

75137,58

70 47,75
Concentration 09 59,37
Finale : titre |60|72,82
d’alcool a 5588 6
obtenir ’
(exprimé en

degrés)

99
5,15
11,83
19,05
27,01
35,9
45,98
57,49
70,80
86,42

98
3,83
10,43
17,58
25,47
34,28
44,25
55,63
68,8
84,28

50 107,44 105,08 102,75
45 130,26 (127,67 125,11
40 (158,56 155,68 152,84
35/194,63 191,39 188,19

97
2,53
9,07
16,15
23,95
32,67
42,54
53,81
65,85
82,16

96
1,25
7,73
14,73
22,45
31,08
40,85
52
64,92
80,06

100,44 98,15
122,57/120,06 /117,57 (105,34 193,30
150,02 147,22 144,46 |130,8
185,01 181,85 /178,71 163,28 /148,01 132,88 117,82/102,84 |87,93
30242,38 238,67 234,99 231,33 227,70 224,08 |206,22 188,57 171,05 153,61 136,04 | 118,94 101,71 67,45
25308,9 304,52 300,18 295,86 291,56 287,28 |266,12 245,15 224,3 203,61 182,83 162,21 141,65 100,73
20 408,5 403,13 397,79 392,47 387,17|381,9 |355,8 329,84 304,01 278,26 252,58 226,98 201,43 /150,55
15574,75 567,43 560,53 |553,55 546,59 539,66 505,27 471
10 907,09 896,73 |886,4 |876,1 865,15 /855,15/804,5 753,65 702,89 652,21 601,6 551,06 500,50399,85

95

6,41
13,33
20,95
29,52
39,18
50,22
63
77,99
95,89

Annexe 6
Table pour la dilution de I’alcool (Table de Gay-Lussac) appelée aussi Table de mouillage de 1'alcool

Concentration initiale : titre de 1’alcool a diluer (exprimer en degrés)

90

6,56

13,79
21,89
31,05
41,53
53,65
67,87
84,71

85

6,83

14,48
23,14
33,03
44,48
57,9

73,90

80

7,2

15,35
24,66
35,44
48,07
63,04
81,38

75

7,64

16,37
26,47
38,32
52,43
69,54

117,34 104,01 90,76

42

70

8,15

17,58
28,63
41,73
57,78
77,58

65

8,76

19,02
31,25
46,09
64,48

60

9,47

20,47
34,46
51,43
73,08

50

11,41
25,55
43,59

436,85 402,81 368,83 334,91 301,07 |233,64

(Marchal et al., 1982).
Exemple : La table indique qu’il faut ajouter 105,34 ml d’eau a 100 ml d’alcool a 90° pour obtenir de I’alcool a 45°.



Annexe 7 : Liste des neutralisants (Afnor et CEN, 1997)

L’un quelconque des neutralisants suivants peut étre utilisé :

Lécithine 3g/1 ; polysorbate 80 30g/1 ; thiosulfate de sodium 5g/1 ; histidine 1g/1 ;
saponine 30g/1 dans le di30g/I dans le diluant crypton sel ou dans une solution tampon
phosphate 0,25mol/1(v/v) a 1%
Solution tampon phosphate 0,25mol/1 ;
-Eau stérile 500ml
-KH2 PO4 34¢g
-Ajusté le PH a 7,2 + 0,2 avec NAOHImol/l et complété al000ml d’eau
Jaune d’ceuf frais dilué a 5% (v/v) ou 0,5% (v/v) ;
30g/1 polysorbate 80 ; 4g/1 lauryl sulfate de sodium ; lécithine 3g/1 ;
5% (v/v) Jaune d’ceuf frais : 40g/l polysorbate 80 ;
7% (v/v) condensat d’oxyde d’éthylene et d’alcools gras ; 4g/1 1écithine ;
30g/g polysorbate 80 ; lécithine 3g/1 ; L-histidine 1g/1 :
Glycine (concentration en fonction de la concentration du produit soumis a 1’essai) ;
30g/1 polysorbate 80 ; 1écithine 3g/1;
Emulsion de phospholipide (disponible dans le commerce) a S0ml/ml (dilué au 1/10)
Thioglycolate de sodium a 0,5g/1 ou 5g/1:
L- cystéine a 0,8g/1 ou 1,5g/1:
Acide thiomatique a 0,075% (v/v) ajusté a PH7 avec NAOH ;
Thiosulfate a 5g/g
Catalase ou per oxydase : une unité de ces enzymes catalyse la décomposition de 1M
mol de per oxyde d’hydrogene par minute a 25 °C et a PH7 ;
Polysorbate 8030 g/l ; saponine 30g/1 ; L- histidine 1g/l ; L- cystéine 1g/1

Note: la ci-dessus n’est pas exhaustive et il est possible d’utiliser d’autres
neutralisants.
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Annexe 8

Test du non contamination (Pureté) des antiseptiques testés

Test

Technique

Norme

Dénombrement des germes
aérobies viables totaux

Nous avons préparé une
dilution de 10 ml du produit
a examiner dans une solution
de Tampon péptonée au
chlorure de Sodium PH=7,
correspond a une dilution de
l/loemme

Nous avons effectué un
ensemencement en
profondeur a raison de 1ml
de la dilution déja préparée
pour chaque produit

> Pourle
dénombrement des
bactéries, nous avons
utilisé la gélose TSA,
avec une incubation
de 5 jours a 37c°.

>

Inférieur ou égale 100
UFC/ ml.

» Pourle » Inférieur ou égale 100
dénombrement des UFC/ ml.
levures et
moisissures, nous
avons utilisé la gélose
Sabouraurd +
Chloramphénicol,
avec une incubation
de 5 jours a 25c°.
Recherche et Nous avons ensemencé 1ml
dénombrement des du produit dans 100ml du
Entérobactéries et autre milieu liquide lactosé, et
gram négatifs nous avons incubé 2h a 37c°,
Apres nous avons prélevé
Iml du milieu lactosé déja
incubé, et inoculé a 100ml du > Pas de croissance de

milieu d’enrichissement pour
les entérobactéries-Mossel,
incubé a 37¢° pendant 18-
48h, puis nous avons réalisé
des subculture sur milieu
gélosé a la bile-violet
cristallisé-rouge neutre avec
glucose VRBG, incubé a

bactéries Gram
négatifs
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37c® pendant 24h.

Vérification de ’absence de
Pseudomonas aeruginosa

Nous avons prélevé 10ml du
produit a examiné et inoculé
a 100ml du bouillon nutritif,
incubé a 37¢° pendant 48h,
apres nous avons réalisé des
subculture sur gélose au
Cétrimide, incubé a
37c°pendant 72h.

» Absence de
Pseudomonas
aeruginosa

Vérification de ’absence de
Staphylococcus aureus

Nous avons prélevé 10ml du
produit a examiné et inoculé
a 100ml du bouillon nutritif,
incubé a 37¢° pendant 48h,
puis nous avons réalisé des
subculture sur gélose
chapman, et incubé a 37c°
pendant 48h.

> Absence de S. aureus.

Pharmacopée 6" édition, 2008.
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Annexe 9

Vérification de I’identité des souches bactériennes et Fongiques retenus pour I’étude

L’étude biochimique par les galerie API®.

Avant incubation Aprés 24h d’incubation

Figure : Identification biochimique d’Escherichia coli

Avant incubation Aprés 24h d’incubation

Figure : Identification biochimique de Staphylococcus aureus

Avant incubation Aprés 24h d’incubation

Figure : Identification biochimique de Pseudomonas aeruginosa

103



- Lalecture des galeries API des quatre souche : P .aeruginosa ; E. coli; S.aureus ;
C .albicans.
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Annexe 10

Tableau VIII : résultats de 1’étude de différentes caractéristiques des souches de référence
confirmant leur identité

Pseudomonas | E. coli Staphylococcus | Bacillus subtilis | Candida
Souches / | aeruginosa ATCC aureus ATCC 6633 albicans
caractéristiqu | ATCC 27853 | 25922 ATCC 25923 ATCC
e 10231
Colonies Colonies | Colonies Colonies plates, | Colonies
Caracteres plates, bombés, bombés, petites | irrégulieres, bombés,
macroscopiqu | grandes petites, régulieres, surface de taille
es des | irréguliere, surface surface lisse, | rigoureuse de | moyen,
colonies surface lisse, | lisse, colleurs jaune | couleurs blanche | surface
colleurs bleu | régulieres | doré opaques, | consistance lisse,
verte , colleurs | consistance muqueuses, régulieres
(pigments), blanche crémeuses, odeur (+) , colleurs
translucides claire odeur (+) tres
consistance transpare blanche,
mugqueuses, ntes, consistan
odeur (+) consistan ce
ce crémeuse
crémeuse S
s, odeur
(+)
Bacille, Gram | Coccobac | Cocci Gram (+) | Bacille,  Gram | Gros
Caracteres (-) regroupé, | ille Gram | en amas, en | (+) regroupé | cellules
microscopiqu | tes mobile A | (-), isolé, | grappe de | enpalissade, sphérique,
es des cellules | sporulé mobile, A | raisin, immobile, prenne la
microbiennes sporulé immobile sporulé coloration
asporulé (caractere de Gram
important de la | (+),isolé,
vérification) immobile
Galerie  API | Galerie Galerie API | On a pas réalisé | Galerie
Identification | 20 NE montre | API 20 E | staph ~ montre | I’étude API Aux
biochimique une tres bonne | donne une bonne | biochimique, a | donne une
(Galeries Api | identification | une identification cause de la non | bonne
20) de 99.9% deP. | bonne de 98.1% de S. | disponibilité des | identificat
aeruginosa identificat | aureus ATCC | sucres, et des | iona
ATCC 27853 | ion de | 25923 Galeries API | de99 78%
98.1% a Bacillus. de
E. coli Calbicans
ATCC ATCC
25922 10231
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