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Introduction

Méme si les bactéries sont capables d’une vie libre dans un environnement (vie
planctonique), I’agglomération dans une structure pluri-microbienne représente leur mode de
croissance le plus fréquent (Seghir et al., 2016). Leur regroupement et leur accumulation sur
une surface conduisent a la formation de dépot structuré regroupés sous le terme de biofilm
(Baillif ez al., 2010). 11 s’agit d’une stratégie de survie qui permet aux ceux-ci de s’installer et
de coloniser un environnement, en effet 1’état planctonique pourrait se réduire au passage des
bactéries d’une surface a I’autre (Filloux et vallet, 2003). Ces surfaces peuvent prendre de
nombreuses formes, y compris les dispositifs médicaux a demeure et celles des tissus vivants
tels que les valves cardiaques ou les poumons et l'oreille moyenne (Donlan, 2001a). La
formation de biofilm offre une protection contre un large éventail de défis environnementaux,
tels que la phagocytose et plusieurs antibiotiques et les agents antimicrobiens (Stoodley et al.,

2004).

Les succes considérable de la médecine moderne sont liés a l'utilisation croissante des
dispositifs médicaux. Conceptuellement, un dispositif médical est un appareil utilisé¢ de facon
provisoire ou permanente, externe ou interne, pour diagnostiquer des conditions ou pour
préserver, restaurer ou augmenter une fonction dans le corps. Malgré le succes considérable
obtenu avec ces dispositifs, ces surfaces abiotiques sont susceptibles a la colonisation
bactérienne ce qui crée un probléme important de la santé publique (Treter et Macedo,

2011).

Les Cathéters Intravasculaires (CIV) et leurs types (Cathéter veineux périphérique, Cathéter
veineux central...) sont les dispositifs d’assistance les plus couramment utilisés chaque année
pour différents  fonctions (administration de liquide, du sang et de médicament,
hémodialyse...). En raison de I’exposition au fluide corporel le dispositif devient un
environnement appropri¢ pour la formation de biofilm, par conséquence [’apparition d’une
infection suivante avec prévalence de Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis,
Escherichia coli et Pseudomonas aeruginosa (Kumaravel, 2014). Les cathéters
intravasculaires sont devenus la principale cause des infections sanguines (BSI) associées aux
soins. Ce processus réduit 1'efficacité du traitement antimicrobien et prolongeant la durée du

s¢jour dans les hopitaux, les cofits et la morbidité (Treter et Macedo, 2011).
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L'infection associée au Cathéter veineux périphérique (CVP) est considérée comme
impliquée dans 5% des cas de bactériémie nosocomiale qui a une moyenne de 670 pour
100.000 patients avec CVP (Zhang et al., 2003). Pour ces raisons I’étude des infections liées

aux CVP a pris de l'importance lors de 1'évaluation des soins fournis aux patients.
En tenant compte de ces données, ce travail vise a étudier :

v' Le risque infectieux lié aux cathéters veineux périphériques prélevés des patients

hospitalisés au niveau de 1’établissement hospitalier Dr. Benzerdjeb a Ain Témouchent,
v' La recherche et I’identification des souches infectantes.

v' La résistance des souches isolées des CVP aux antibiotiques et leurs capacité a former
un biofilm in vitro par deux méthodes en mode statique sur la plaque 96 puits (TCP) et
un dépistage phénotypique de la production de slime par la méthode du Rouge Congo

Agar (RCA).
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1. Les bactéries en milieu hospitalier :

L’environnement hospitalier regroupe habituellement I’air, I’eau, les surfaces, le linge, les
aliments, les dispositifs médicaux et les déchets, qui sont largement contaminés par des
micro-organismes d'origine humaine ou spécifiquement environnementaux, cette
contamination varie qualitativement et quantitativement dans le temps, d'un établissement a
un autre et au sein d'un méme établissement, en fonction des services, des patients, et les

techniques des soins pratiqués (Cavallo et al., 2002).

Les microorganismes d’origines hospitaliers sont extrémement variées ils peuvent étre des
bactéries, levures, champignons, virus et des parasites, la survie de ces especes dans le milieu
dépend de nombreux facteurs comme la nature du germe, la température, ’humidité, le type
de surface et la formation du biofilm (Bertrou et al., 2000). Ce dernier est définit comme une
communauté sessile dérivée de microbes, caractérisée par des cellules qui sont
irréversiblement attachées a une interface et entre eux, et qui sont intégrés dans une matrice
des substances polymériques extracellulaires autoproduite (Donlan et Costerton, 2002a;

M’hamedi et al., 2013).

1.1 Les bactéries d’origine hospitaliéres responsables de la formation de biofilm :

Les bactéries responsables de la formation du biofilm en milieu hospitalier proviennent de
la flore commensale du patient, de I’environnement ou de la microflore exogene transitoire
véhiculée par le personnel hospitalier (Seghir ez al., 2016). Dont lequel la flore commensale
d’origine humains (peau, muqueuses) est essentiellement composée d’Enterococcus, les
entérobactéries ou encore Staphylococcus aureus, pour la flore saprophyte
(environnementale) les principaux sont les bacilles a Gram négatifs comme Pseudomonas

aeruginosa, Acinetobacter baumannii, Legionella pneumophila (Cavallo et al., 2002).
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1.1.1 Bactéries Gram (+) Les Staphylocoques :

Les bactéries du genre Staphylocoques sont des commensales de la peau et des muqueuses
humains. Cependant le systéme de surveillance des infections nosocomiales reconnait que
Staphylococcus aureus et les Staphylocoques a coagulase négatifs (SCN) sont des agents
infectieux associées aux biofilm (Roblerot ef al.,, 2016) le plus couramment isolé des

infections chroniques liées a des implants médicaux (Kara Terki ef al., 2013).

Le  processus global de  formation de  biofilm  par  Staphylococcus
epidermidis et Staphylococcus aureus est treés similaire (Roblerot et al., 2016) dont lequel la
formation de biofilm est assurée par la production des Adhésines de Polysaccharide

Extracellulaire (API), codées par les génes icaADBC (Valle et al., 2003).

1.1.2 Bactéries Gram (-) Les entérobactéries :

Les bacilles gram-négatifs varient dans les fréquences qu'ils causent les quatre types les plus
fréquents d'infection nosocomiale: pneumonie, infection du site opératoire (ISO), infection

des voies urinaires (IVU) et infection sanguine (BSI) (Gaynes et al., 2005).

e Pseudomonas aeruginosa est un agent pathogeéne opportuniste qui provoque des
infections nosocomiales séveres, aigués et chroniques chez des patients
immunodéprimés, cathétérisés ou brhlés (Japoni ef al, 2005). une fois que P.
aeruginosa prend le mode de croissance du biofilm, il devient un agent pathogene
hautement résistant, avec des conséquences importantes pour 1'hote (Rogan, 2004).

o Klebsiella pneumoniae est un pathogéne opportuniste qui infecte les patients
immunodéprimés hospitalisés ou souffrant de maladies sous-jacentes graves, telles que
'obstruction pulmonaire chronique ou le diabéte sucré, la formation de biofilm est
considéré comme un facteur de virulence important pour Klebsiella pneumoniae

(Bellifa ez al., 2013).
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e Acinetobacter spp, sont des pathogénes nosocomiaux trés importants, contribuant
significativement a la morbidité et a la mortalité des patients, notamment hospitalisés en
unité de soins intensifs (Wroblewska et al., 2007). Acinetobacter baumannii est 1'une
des bactéries courantes associées a des biofilms sur des dispositifs médicaux a demeure
causant des bactériémies, des infections des voies urinaires, des méningites secondaires

et des pneumonies (M’Hamedi et al., 2013).

2. Biofilm dans le secteur médical :

La plupart des infections peuvent étre traitées efficacement avec des antibiotiques,
cependant il y a deux exception importantes d’abord sont les bactéries résistantes et la
seconde ceux qu’elles résident dans un biofilm qui peuvent étre jusqu'a 1000 fois plus
résistantes au traitement d’antibiotique que les méme organismes planctonique (Davey et al.,
2000). Le spectre des infections associées aux biofilms s’est profondément diversifié en
intégrant des infections liées a des dispositifs médicaux implantés (protheses articulaires,
Valve prothétique, Cathéters urinaire, Cathéters vasculaires) (Figure 1) mais également des
infections chroniques au cours desquelles les biofilms sont présents a la surface de tissus

humains (Lebeaux et al., 2016).

Les preuves épidémiologiques montrent clairement que les biofilms jouent un réle dans les
maladies infectieuses, a la fois pour des affections spécifiques telles que la fibrose kystique et
la parodontite et dans les infections sanguines et urinaires résultant de dispositifs médicaux a
demeure (Donlan et Costerton, 2002a). L’OMS estime qu’entre 5 et 12% des patients
hospitalisés dans le monde développent une infection associée aux soins (IAS) dont plus de
60% sont associées a I’implantation d’un dispositif médical ou chirurgical (Espinasse et al.,

2010).
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Figure 1 : A ; Surface externe du cathéter intraveineux récupéré d'un patient en microscope
¢lectronique a balayage. B; Un grossissement plus élevé montre des amas de cellules
coccoides intimement associé¢s (Marrie et Costerton, 1984).

3. Structure du biofilm :

Un biofilm mature est composé de microcolonies de cellules d’environ 15% en volume
(Venkataramaiah ef al, 2011) qui peuvent étre d'une seule espéce ou des especes
hétérogenes de bactéries et de champignons (Abd El Baky, 2012) et jusqu'au 85% de la
matrice des substances exopolymériques (EPS) responsable de la morphologie et de la
fonction des biofilms, I'eau et les polysaccharides sont les composants majeurs de cette
matrice, mais les protéines, les acides nucléiques et les lipides sont souvent présents en
quantités substantielles (Cooper, 2010) les canaux aqueux qui séparent les micro-colonies
forment un réseau de circulation permettant d’une part, d’acheminer 1’oxygeéne et les

nutriments, et d’autre part d’évacuer les déchets (Filloux et Vallet, 2003).

Le biofilm est un milieu hétérogeéne au niveau biologique et physicochimique, dont lequel la
présence d’EPS conduit a I’apparition de gradient d’oxygene et des nutriments qui se décroit
depuis la surface vers la base ou les déchets métaboliques s’accumulent (Lebeau et al., 2012).
L’ hétérogénéité biologique est importante car les sous-produits métaboliques d'un organisme
sert a soutenir la croissance d'un autre et 1'adhésion d'une espéce fournit des ligands pour

l'attachement d'autres espéces (Abd El Baky, 2012).
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4. Formation du biofilm :

Les biofilms dans la nature peuvent avoir un niveau d'organisation ¢levé (Chmielewski et
Frank, 2003). La colonisation microbienne des surfaces suit un modéle de base presque
indépendant du type de surface et de I’emplacement (Lutz, 1994). Le développement de
biofilm peut étre divisé en quatre distinctes étapes (Figure 2): Fixation réversible, fixation

irréversible, la maturation et le détachement (Stoodly et al., 2002).

X/

s Le développement du biofilm commence a partir de la fixation initiale des
bactéries a une interface, il s’agit d’un processus non spécifique et réversible dont
lequel les bactéries peuvent perdre leur connexion a la surface (Huihui ez al,
2012). L'adhésion peut étre active ou passive selon la motilité¢ cellulaire.
L'attachement passif est entrainé par la gravité, la diffusion et la dynamique des
fluides. En adhérence active, la surface de la cellule bactérienne facilite la fixation

initiale (Chmielewski et Frank, 2003).

¢ Une fois que l'attachement réversible a une surface est affecté, les bactéries doivent
maintenir leurs contact avec le substrat et se développer, il s’agit de la seconde
phase de la fixation bactérienne est dite irréversible (Stoodly er al., 2002). Elle
aboutit a un ancrage définitif des cellules, cette étape nécessitera I’expression de
nouvelles structures adhésives tell que les fimbraies et les flagelles latéraux (Biallif
et al., 2010) ainsi que la production d'exopolysaccharides (EPS) elle aboutit a une
association stable avec la surface, la production commence suite un phénomene de
communication cellule-cellule « Quorum Sensing », ou les cellules bactériennes
ressentent des signaux chimiques nécessaire pour la production d’EPS (Treter et

Macedo, 2011).

+ La maturation du biofilm qui suit ’attachement irréversible des microorganismes
au support est caractérisée par un accroissement par division de ces bactéries, afin
d’agrandir la colonie formée a la surface (Klausen et al, 2003). A ce stade,
I’incorporation de bactéries d’especes différentes ou d’autres microorganismes mene
a la maturation et a la formation de biofilms polymicrobiens (Abd El Baky, 2012;
Lebeaux et Ghigo, 2012).
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¢ L’étape finale de la formation d’un biofilm est le détachement et la dispersion de
cellules bactériennes, ces cellules ont la capacité d’adhérer a de nouvelles surfaces
et de reformer un biofilm (Yannick et al, 2014). Le détachement peut étre causé
par des perturbations externes, comme une augmentation du cisaillement des fluides
ou par des processus de biofilms internes, tels que la dégradation enzymatique
endogene d'EPS, Trois stratégies distinctes de dispersion de biofilm peuvent étre
identifiées: «dispersion d'essaimage» dans laquelle des cellules individuelles sont
libérées d'une microcolonie, «dispersion agglutinante», dans laquelle les agrégats de
cellules sont libérés comme amas ou emboles et «dispersion de surface», dans
laquelle les structures de biofilm se déplacent sur les surfaces (Stoodley et al.,

2004).

- d
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réversible irréversible

Figure 2 : Schéma présentant les étapes de formation du biofilm
(Yannick et al., 2014).

5. Quorum sensing :

Au cours de ces derniéres années, un mode de régulation remarquable a été mis en évidence
chez les bactéries, qui correspond a un mode de communication entre bactéries d’'une méme
espece (Filloux et Vallet, 2003) ce systéme, dit quorum sensing est une communication

chimique implique la production, la libération, la détection et la réponse a de petites
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molécules semblables a des hormones appelées auto-inducteurs (Christopher et Bassler,

2007).

Un premier systéme pour les bactéries a gram-positif qui s’appuie sur des polypeptides, et
un deuxieme pour les bactéries a gram-négatif est assuré par les N-acylhomosérines lactones
(AHL) (Seghir et al, 2016). Ces molécules se fixent généralement a des récepteurs
spécifiques et permettent 1’activation d’un régulateur, induisant ainsi une réponse

phénotypique collective lorsqu’un seuil de molécules est dépassé (Lebeaux et Ghigo, 2012).
6. Facteurs influen¢ant la formation du biofilm :

La formation de biofilm est un processus bien organisé qui dépend des effets de la surface
du conditionnement des films sur la surface, des caractéristiques du milieu et des propriétés de

la cellule microbienne (Martinez et al., 2007).

6.1. Caractéristiques de la surface :

Les bactéries adherent aux surfaces biotiques ou abiotiques afin de les coloniser (Roblero et
al., 2016). En général, les propriétés de surface telles que la composition chimique du
matériau, 1'énergie libre de surface, la charge, 1'hydrophobicité, la rugosité et la porosité

affectent directement 1'adhérence bactérienne (Treter et Macedo, 2011).

L'adhésion bactérienne est contrdlée par ['hydrophobicité des surfaces, Les micro-
organismes se fixent plus facilement a des surfaces hydrophobes que sur des matériaux
hydrophiles (Bendinger et al., 2003). L.’accumulation des biofilms a la surface des matériaux
se réalise préférentiellement sur les surfaces poreuses en générale au niveau des aspérités, des
ruptures de courbure et des coins (Biallif ez al., 2010). En effet les surfaces lisses pourraient

¢chappera a la colonisation (Donlan et Costerton, 2002a).

Le développement de couches adsorbées, souvent appelé «conditionnement» d'une surface,
est considéré comme la premiere étape de la formation de biofilms. Ce film conditionné est
susceptible de modifier les propriétés physicochimiques du substrat et donc d'influencer la
fixation bactérienne (Barnes et al., 1999). Dont lequel de nombreuses études démontrent que

la fixation se fait mieux sur les surfaces préconditionnées (Chmielawski et Frank, 2003).
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6.2. Caractéristiques de milieu :

Les facteurs environnementaux tels que la température, la concentration bactérienne,
I’existence de flux, la qualité des substances nutritives environnantes affectent 1’adhésion

bactérienne et la formation d’un éventuelle biofilm (Biallif ef al., 2010).

Les conditions d’écoulement sont considérées comme des facteurs dominants qui
influencent le nombre de bactéries fixés (Katsikogianni et Missirlis, 2004). En effet, les
bactéries forment les biofilms préférentiellement dans des environnements a tres fort
cisaillement (Donlan et Costerton, 2002a) ainsi que la structure peut changer en fonction de
flux, les biofilms qui poussent dans les mouvements rapide ont tendance a former des
serpentins filamenteux par contre dans les mouvements quiescentes, le biofilm tend pour
former des structures en forme de champignons ou de monticules sont similaires a ceux de

STROMATOLITES (Stoodley et al., 2004).

L’augmentation de la température favorise 1’adhésion bactérienne, quand celle-ci croit
I’expression de certains adhésines et la production de slime intervenant dans la phase

d’adhésion irréversible augmente (Biallif ez al., 2010).

Les substances nutritives environnantes jouent un réle majeur dans la formation de biofilm
puisque une augmentation de la concentration en nutriments est corrélée a une augmentation

du nombre de cellules bactériennes attachées (Donlan, 2002b).

6.3. Propriétés des cellules :

Pour une surface de matériau donnée, différentes espéces et souches bactériennes adhérent
différemment puisque les différentes espeéces et souches ont des caractéristiques
physicochimiques différentes (Katsikogianni et Missirlis, 2004). Les bactéries ont une
charge de surface nette négative et se comportent habituellement comme des particules
hydrophobes (Chmielawski et Frank, 2003). Généralement, les bactéries ayant des
propriétés hydrophobes préferent les surfaces de matériau hydrophobes; ceux avec des
caractéristiques hydrophiles préferent les surfaces hydrophiles (Katsikogianni et Missirlis,
2004). Mais les bactéries hydrophobes paraissent avoir une capacité d’adhésion supérieure par
rapport aux bactéries hydrophiles (Biallif et al., 2010). Les structures de surface cellulaire
telles que les fimbriaes, les autres protéines et les flagelles jouent clairement un réle important

dans le processus d'attachement. (Donlan, 2002b).
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7. Processus par lequel un biofilm provoque des maladies :

Le biofilm engendre des infections chez 1’hote humain par I’effet direct des cellules
détachés qui peuvent étre résistantes aux antibiotiques, cette résistance est acquise suite a un
transfert génétique des plasmides par conjugaison (Donlan et Costerton, 2002a). Par ailleurs,
si ’administration d’antibiotiques permet la disparition transitoire des symptomes en
éradiquant les bactéries planctoniques, elle n’élimine pas le biofilm, qui constituer de nouveau
une source d’infection (Lebeaux, 2012). Il est bien connu que les biofilms ont le potentiel

d'agir comme une source chronique de contamination microbienne (Barnes ef al., 1999).

Autre que I’effet direct les endotoxines produites par les bactéries Gram(-) peuvent toute
fois susciter une réponse immunitaire. En plus de D’incapacité de systeme immunitaire
(macrophage, anticorps...) d’accéder aux cellules bactériennes a cause de la matrice

extracellulaire (Donlan et Costerton, 2002).

8. Biofilm et cathéters veineux périphériques :

Une grande variété de cathéters et de sites de perfusion sont utilisés pour fournir du liquide
et de la nutrition aux patients, les cathéters périphériques sont les plus couramment utilisés
(Marrie et Costerton, 1984). Il s’agit d’un tube simple utilis¢é pour la distribution de
substances, implantés depuis la surface externe dans le vaisseau d’intérét, dans lesquelles
deux barriéres sont violées lors du cathétérisme: la peau et la paroi veineuse, Cela permet le
contact de l'environnement fortement contaminé par le flux sanguin le long de deux

interfaces: la surface externe du cathéter et la lumiére du cathéter (Treter et Macedo, 2011).

Les implants sont rapidement enrobés de protéines plasmatiques et conjonctives comme la
fibronectine, fibrinogéne et le collagéne qui sert par la suite de récepteurs spécifiques aux
microorganismes (Von Eiff et al., 2005) provenant essentiellement de la flore cutané du
patient ou du professionnel migrant via le site d’insertion suivant la surface externe du
cathéter (colonisation extraluminale) (Figure3,4), Par contre la colonisation intraluminale du
cathéter a pour origine I’introduction de microorganismes dans la lumiere du cathéter par
I’injection des préparations contaminées comme qu’elle peut également se résulte des
épisodes bactériémiques occasionnés par la présence d’un foyer infectieux a distance

(urinaire, pulmonaire, chirurgicale, digestive ou autre) (Espinasse ef al., 2010).
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Figure 3 : Cathéter vasculaire principales voies d’acquisition des microorganismes

(Espinasse et al., 2010).

Figure4 : Colonisation extraluminale d’un cathéter (Treter et Macedo, 2011).
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9. Biofilm face aux antibiotiques :

Les antibiotiques se sont avérés étre une catégorie dynamique de médicaments dans la lutte
contre les bactéries infectieuses (Iyoha et Tula, 2014) cependant, méme en présence des
antibiotiques les bactéries peuvent adhérer, coloniser et survivre sur des dispositifs médicaux
implantés (Abd El-Baky, 2012) de nombreux problémes associés au développement des
biofilms en milieu médical, ont pour origine leur résistance extrémement élevée aux agents
antibactériens (ROUX et al., 2006) cette caractéristique, appelée tolérance, explique une
partie des difficultés thérapeutiques rencontrées au cours du traitement des infections liées

aux dispositifs médicaux implantés (Lebeaux et al.,, 2014).

Plusieurs facteurs peuvent expliquer la résistance des biofilms aux agents antimicrobiens,
Un de ces facteurs est la matrice polymérique qui agit comme barriere réduisant ou
empéchant la diffusion des agents antimicrobiens (Yannick ef al.,, 2014) le ralentissement du
rythme de croissance des cellules dans le biofilm, en raison de la limitation en nutriments, les
cellules du biofilm ont un taux de croissance lent ce qui réduit leur sensibilit¢ aux
antimicrobiens (Seghir et al., 2016) en plus, la résistance acquise suite a un transfert

génétique des plasmides par conjugaison entre les bactéries du biofilm (Donlan, 2001b).
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1. Lieu d’étude :

Cette ¢étude a était réalisée au niveau de L’Etablissement Hospitalier Dr Benzerdjeb de la
wilaya d'Ain Témouchent.

Depuis son ouverture en 2007, L’EH a fait un trés grand pas dans la médecine puisqu’ il
rend d'énormes services non seulement pour la population de la région mais ainsi qu'aux
malades en provenance des autres wilayas du pays.

I1 est construit sur un modele d'architecture hospitaliére moderne avec une capacité litiere de
240 lits qui sont répartis en 13 services spécialisé. Parmi lesquels le laboratoire central
(Figure 5) qu’est composé de trois unités principale qui sont comme suit: L'unité de
biochimie, d'hématologie et de bactériologie (Figure 6).

Cette dernicre est d’une superficie de 80 m2, elle contient un réfrigérateur, trois étuves, 4
microscopes optiques, 4 becs bunsens, 02 jarres, un appareil pour ’identisation "BD phoenix
" et un "Bactec fx40" pour I'hémoculture.

Le personnel de cette unité est composé de deux ingénieurs d'états en biologie "contrdle de
qualité¢ et analyses, un ingénieur en microbiologie, un ingénieur d'application et une

laborantine paramédicale.

| Figure S : Laboratoire central |
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Figure 6 : Schéma représentatif de la disposition de laboratoire central

2. Prélévement :

Les échantillons ont été prélevés sur une période de deux mois allant du mois de février
jusqu'a avril 2018 dans différents services de I’établissement; les services concernés sont:
Médecine interne, Cardiologie médicale, Urologie, Chirurgie cardio-vasculaire, Chirurgie

générale, Neurologie et I’ophtalmologie.

Cathéters veineux périphériques (CVP) des patients hospitalisés pendant 48 heures et plus
on été collectés aseptiquement et placés individuellement dans des tubes secs stériles puis

acheminés au laboratoire pour 1’analyse.
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3. Ensemencement et isolement :

L’ensemencement a ¢été effectué selon la méthode de « brun buisson », Il s’agit d’une
technique quantitative qui explore la colonisation extraluminale et une partie de la

colonisation endoluminale d’un cathéter (Espinasse ef al., 2010).

L’extrémité distale de chaque dispositifs a été coupée et mise dans 1ml d’eau physiologique
stérile puis mise au vortex pendant une minute, un volume de 20ul est ensemencer sur la
gélose nutritive pour la confirmation de I’infection et en méme temps sur deux milieu sélectifs
qui sont la gélose Chapman pour I’isolement des Staphylocoques et 1’Hektoen pour

I’isolement des Entérobactéries.
4. Purification :

Apres I’isolement sur les deux milieux sélectifs, les colonies bactériennes obtenues ont été
purifiés, selon I’aspect macroscopique par un repiquage sur les mémes milieux sélectifs pour

avoir des souches pures et identiques afin d’entamer 1’identification bactérienne.
5. L’identification :

L’identification bactérienne a été réalisée par des techniques microbiologiques en différents

étapes suivant le genre bactérien :
5.1. Les staphylocoques :

L’identification commence par un examen macroscopique de caractéres culturaux (forme,
couleur, taille, aspect) aprés la coloration différentielle de Gram, ces étapes permettent

I’orientation a d’autres tests.
5.1.1. Test de catalase :

Le teste de catalase est une méthode pour différencier la plupart des bactéries aérobies et
des anaérobies facultatifs, particuliecrement pour différentier les staphylocoques des

streptocoques (Hanker et al., 1975).

A partir d’une culture pure, une petite quantité est prélevée et mise sur une lame contenant
une goutte de peroxyde d’hydrogene le dégagement des bulles d’oxygeéne est considéré
comme indicatif de I’activit¢ de catalase dont lequel la réaction se fait selon la réaction

suivante :
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2H,0, . 2HO + O,t

Catalase

Réaction catalytique (Hanker et al., 1975).

5.1.2. Test de coagulase :

Le test de coagulase est utilis¢ pour distinguer Staphylococcus aureus des autres

Micrococcaceae (Barry et al., 1973).

Les souches ont été testées pour la production de coagulase selon la technique de test de
coagulase en tube, dont le quel les colonies prélevées ont été mises en suspension dans 0,5 ml
de plasma humain d’un tube EDTA. Les tubes ont été incubés a 37°C, les résultats ont été
interprétés aprés 24h pour la formation d’un caillot trés ferme et opaque qui reste en place

lorsque le tube est incliné (Sperber et al., 1975).
5.1.3. Identification et antibiogramme automatisées :

L’identification bactérienne est essentielle dans le processus d’un examen bactériologique
en donnant au clinicien des informations important sur la gravité ou le traitement d’une

infection, pour cela elle doit étre a la fois faible et rapide (Riegel ez al., 2016).

Selon le méme principe que la technique biochimique manuelle pour 1’identification
bactérienne (la galerie API), les techniques automatisées permettent 1’identification du genre
et de D’espece bactérienne et la réalisation d’un antibiogramme a partir de la méme
suspension. Parmi les principaux systémes commerciaux le Phoenix Dickinson son débit est

important puisque 100 bactéries peuvent étre étudiées simultanément (Monier, 2003).

Cette technique se base sur I’identification et I’antibiogramme en milieu liquide, le Phoenix
présente des panels combinées dont lequel une suspension bactérienne avec une densité
optique comprise entre 0,30 et 0,60 DO, préalablement préparé dans deux réactifs spécifiques
pour les deux compartiments est inoculé, puis mise en place au niveau de la cuve de

I’automate (Figure 7), les résultats sont obtenus apres 18h.
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Figure 7 : Le Phoenix Dickinson

5.2. Les entérobactéries :

La caractérisation des entérobactéries se fait par des méthodes pareilles aux précédentes
passant par 1’étude macro et microscopique (coloration de Gram) ensuite vers I’identification

biochimique avec les galeries API 20* (Biomérieux France).
5.2.1. Identification par la galerie API 20" :

La galerie API 20" est un systéme miniaturisé et standardisé des techniques biochimiques
conventionnelles pour 1’identification des entérobactéries, elle comporte 20  tests

biochimiques.

Le principe est basé sur I’inoculation des micro-tubes avec une suspension qui réhydrate les
milieux, I’incubation est a 37°C pendant 24h au cours du quel se déroulent les réactions
biochimique (décarboxylation, fermentation, désamination) (Ndoutamia et Bessimbaye,

2014).
5.2.2. Antibiogramme Standard :

L’antibiogramme a été effectué par la méthode de diffusion d’antibiotiques en gélose Muller
Hinton selon la technique de Kirby-Bauer (Ndoutamia et Bessimbaye, 2014). La méthode
consiste a déposer des disques imprégnés de 30ug des différents antibiotiques a la surface de
la gélose préalablement ensemencée avec une suspension bactérienne de 10°UFC/ml
I’équivalent de 0.08 a 0.1 DO. Apres incubation a 37°C pendant 24 heures, chaque disque est

entouré d’une zone d’inhibition, Les caractéres de sensibilité ou de résistance ont été déduits
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selon les recommandations du Comité de I’Antibiogramme de la Société Frangaise de

Microbiologie (CASFM 2017).

Les disques d’antibiotiques testés sont les suivants : Gentamicine (Gen), Colistine (CL),
Ciprofloxacine (Cip), Fosfomycine, (FOS) Céfotaxime (CTX), Acide pipémidique (PI)
Amoxicilline(AMC) Ampicilline (AMP).

6. Conservation des souches :

Dans le cadre de maintenir les souches viable pour durée souhaité, la conservation a 4°C est

réalisé dans des tubes de gélose nutritive incliné dont lequel les souches pure sont repiqués.

7. Evaluation de la formation de biofilm in vitro :

Il existe diverses méthodes pour détecter la production de biofilm comme la méthode de

tissu en plaque (TCP) et la méthode Rouge Congo Agar (RCA) (Hassan et al., 2011).
7.1. Méthode du Rouge Congo Agar (RCA) :

La caractérisation de la production de biofilm par production de slime a été
réalisée par culture des souches sur le milieu RCA. La technique a été décrit
par Freeman comme une méthode alternative de criblage de la formation de biofilm, ce qui
nécessite l'utilisation d'un milieu solide spécialement préparé avec un bouillon de coeur
infusion (BHIB) de (37 g/ 1), de saccharose (50 g/ 1), d'agar n (10 g/ 1) et de colorant rouge
congo (0,8 g /1) (Mathur et al,, 2006). Le milieu préparé est ensuite ensemencé avec une

anse d’une suspension des souches bactériennes et incubé a 37°C pendant 24 heures.

Un résultat positif a été indiqué par les colonies noir et bordeaux presque noirs (caractére
variable) alors que les souches non productrices ont développé des colonies rouges (Nasr et

al., 2012).
7.2 Méthode de plaque de culture de tissus (TCP) :

La détermination quantitative de la formation de biofilm dans les microplaques a 96 puits
est basé sur la mesure colorimétrique du cristal violet incorporé par cellules sessiles (Chavant

et al., 2006).
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Les isolats ont été cultivées en milieu BHIB (Bouillon infusion coeur cervelle) et incubées
24h a 37°C. A partir de chaque culture jeune les puits d’une microplaque de 96 puits ont été

inoculés avec 20 pl, chaque puits a été supplémenté de 150 pl de BHIB.

Un puits non inoculés est utilisés comme témoin négatif et trois puits sont inoculés
horizontalement pour chaque isolat. Les microplaques sont recouvertes stérilement et

incubées pendant 24h a 37°C.

Aprés I’incubation la microplaque a été vidée délicatement, rincée 3 fois avec de l'eau
distillée stérile séchées en position inversée. Le biofilm formé est ensuite coloré avec du
cristal violet pendant 30 min d’incubation. L’exces du colorant a été éliminé par 5 lavages
successifs. Le colorant incorporé par les cellules adhérentes a été solubilis¢ avec 1’éthanol a
95%. La quantité de cristal violet solubilisé aprés 5 min a été mesuré par lecture de la densité
optique a 570nm dans un lecteur de plaque ELISA (Figure 8). L'interprétation de la
production de biofilm a été faite selon les critéres de Mathur et al., (2006) (Tableau 1), pour
les Staphylocoques tandis que I’interprétation de la production des entérobactéries a été faite

selon les critéres de Hassan et al., (2011) (Tableau 2).

Tableau 1: Classification de I'adhésion des Staphylocoque spp selon Mathur et al., (2006).

Valeur DO Formation de biofilm
<0,120 Faible

0,120-0,240 Modére

>0,240 Forte

Tableau 2: Dépistage de la formation de biofilm selon les critéres d’Hassan et al., (2011).

Valeur DO Formation de biofilm
DO > Témoin Faible

2x DO > Témoin Modére

4x DO > Témoin Forte
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‘ Figure 8 : Détection et lecture de biofilm par méthode TCP. |
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1. Préléevement :

Sur une période de deux mois allant du février a avril 2018 un ensemble de 68 cathéters
veineux périphériques ont été prélevés chez 68 patients hospitalisés de 48h et plus dans sept
services qui sont: Médecine interne, Cardiologie médical, Chirurgie générale, Chirurgie
cardio-vasculaire, Urologie, Neurologie et I’ophtalmologie. L’age des patients est compris

entre 22 et 80 ans, les caractéristiques de ces patients sont résumées dans le Tableau (3).

Tableau 3: Les différents services et les pathologies rencontrées chez les différents

patients.

Service

Nombre de prélévements

Pathologie

Médecine interne

14

Pied diabétique.
Déséquilibre glycémique.

Cardiologie médical

11

Insuffisance cardiaque.
Pace Maker

Chirurgie générale

10

Cholécystectomie
Appendicite.
Occlusion.

Néo de sein.

Chirurgie cardio-vasculaire

Coronariennes.
Des varices.
Pontage coronarien

Urologie

Infection urinaire.
Lithiase rénale et vésicale.
Fracture de la Viege.

Neurologie

Hernie discale lombaire.
Hydrocéphalie.
Kyste sébacé.

Ophtalmologie

Cataracte.
Glaucome.
Evisciration
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Un dispositif est considéré comme colonis¢ si la numération des bactéries est
supérieure ou égal a 10° UFC/mL. Celui-ci est considéré comme infecté si cette numération

est accompagnée de symptomes cliniques (M’hamedi, 2014).

Dans notre étude 43% des CVP prélevés présentent une numération supérieure ou égale a
10° UFC/ml et qui sont considérés comme résultats positifs, contre 57% ayant une numération
inférieure a celle-ci (Figure 9). Les patients porteurs de ces cathéters présentaient des signes
d’infection que ce soit des signes locaux inflammatoires (rougeur, douleur), ou des signes

généraux (fievre supérieure a 38°C).

Nos résultats montrent que les CVP sont moyennement colonisés, Ce qui est en accord avec
les résultats de Boudelal (2013) et de Seghir (2015) dont lequel la colonisation est de 44% et
23 % par ordre. En effet la colonisation bactérienne et la formation de biofilm sur les
différents types de cathéters intraveineux (CIV) est influencée par la nature et la composition

chimique de ceux-ci (LOPEZ et al., 1991).

Les CVP ¢étudiées sont faits du Téflon, d’aprés Pascual (2002), Sheth er al., (1983)
I’évaluation de la cinétique d'adhérence de différents micro-organismes a des cathéters en
différents biomatériaux a montré que 1'adhésion bactérienne au Téflon était significativement
plus faible que I'adhérence aux autres biomatériaux pour toutes les souches testées. L'adhésion

microbienne aux biomatériaux se produit dans 1'ordre suivant : (Abd El Baky, 2012).

Titane Téflon Silicone
© < L% € < e
Polyuréthane Pvc Latex

L'utilisation de dispositifs pour l'acceés vasculaire est associée a un risque de maladies
principalement a des infections sanguines (Maki ef al., 2006). Les infections associées aux
cathéters sont une source importante de morbidité et de mortalité nosocomiales (LOPEZ et

al., 1991). Plus de 200 000 infections sanguines nosocomiales se produisent chaque année aux
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Etats-Unis dont lequel la plupart de celle-ci sont liées & différents types de dispositifs

intraveineux (Mermel et al.,, 2001).

Dans les pays européens, la mortalité imputable aux infections par cathéter atteint 10 a 12%
en Allemagne, 17,1% en Italie et 11% en France. D’apres le Consortium international de
controle des infections nosocomiales (CICIN) que dans les pays en développement, les taux
d'infections associées aux dispositifs et de résistance bactérienne sont 3 a 5 fois plus élevés

que les normes internationales (Treter et Macedo, 2011).

Selon Mermel et al., (2001) une récente méta-analyse de 2573 infections de la circulation
sanguine (ICS) a montré que 19% de 1étalité sont attribués a l'infection liée aux CIV mais les
facteurs de risque d'infection varient selon le type de ceux-ci; la taille, le service de 1'hdpital;
I'emplacement du site d'insertion; et la durée du placement. Pour Espinase et al., (2010) le
risque infectieux associé aux CVP est per¢gu comme faible a cause de la courte durée
d’exposition, mais probablement sous-estimé par manque de spécificité des signes locaux
avec résolution spontanée de I’infection a 1’ablation. Dont lequel deux cents études qui ont
prospectivement examiné le risque des ICS lié aux cathéters vasculaires, ont révélés que les

taux d'infections des CVP est seulement de 0,1% (Maki et al., 2006).
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Figure 9: Répartition de taux de la colonisation et d’infectivité des CVP.
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D’aprés ces mémes résultats et suivant la répartition des prélévements en fonction des
services, On constate que le service de la Médecine interne et de la Cardiologie Médicale
présente un grand pourcentage des CVP infectés d’environ 64% suivi par le service
d’Urologie, Neurologie, Chirurgie cardiovasculaire, Chirurgie générale et finalement

L’ophtalmologie (Figure 10).

Nous avons remarqués que les CVP infectés issue des deux services avec les grands

pourcentages concernent des patients ayant les pathologies suivantes : (Diabéte, Pacemaker).

D’apres Katsikogianni (2004), le groupe le plus important des patients particuliérement
sensibles pour les infections comprend ceux avec des corps de polymeére étrangers implantés.
Les infections résultent de la contamination du cathéter, ou les micro-organismes sont
partiellement protégés des mécanismes de défense de I'hote, proliférent rapidement et
provoquent des pathologies (Ashkenazi et Mirelman, 1984). Le processus peut étre
particulierement pertinent pour les patients immunodéprimés, qui n'ont pas la capacité de
combattre les organismes envahisseurs (Donlan et Costerton, 2002a). Tout comme les
patients diabétiques qui sont caractérisés par un déficit fonctionnel des leucocytes

polynucléaires favorisant leur susceptibilité a des infections (Sidibé, 2007).

Dans le cas des patients avec des stimulateurs cardiaques artificiels, les infections sont
fréquentes, avec une incidence allant de 1% a 5% (Lopes et al., 2017). Cependant, les
cathéters intraveineux sont colonisés par contamination intraluminale suite a un

ensemencement hématogene a partir d’un site infectieux distal (Bach et al., 1996).

L'adhésion des bactéries a la surface d'un cathéter est une étape critique dans le
développement d'une infection associée a celui-ci. La persistance des bactéries adhérentes est
essentielle pour la colonisation et la formation du biofilm, Un facteur significatif dans cette
persistance est I'immunité déprimée induite par la présence du dispositif. Le systéeme du
complément et l'activité des leucocytes polymorphonucléaires LPM peuvent étre affectés par
la présence d'un dispositif implanté (Pascal, 2002). A ce propos Lopez et al, (1990)
expliquent ’effet des différents biomatériaux utilisés pour fabriquer des cathéters sur les
mécanismes de défense de I'hote, en particulier l'activité phagocytaire, En présence des
cathéters en téflon la production de radicaux superoxydes par les LPM ¢était significativement
inhibée. Rappelons que les radicaux superoxydes synthétisés par les LPM servent a détruire

les bactéries (Borel et al., 1988).
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Figure 10: Répartition CVP infecté en fonction de différents services concernés par 1’étude.

2. Isolement et Identification :

Sur les deux milieux sélectifs 37 souches ont été isolées et purifiées pour une éventuelle
identification. Cette derniére est basée essentiellement sur des examens macroscopiques et
microscopiques ainsi que I’identification biochimique. Les souches isolées ont permis

d’assigner 23 souches des Staphylocoques et 14 souches des Entérobactéries.

2.1 Les staphylocoques :

Le milieu de Chapman est un milieu d’isolement sélectif pour les bactéries du genre
Staphylococcus (bactéries halophiles) grace a la forte concentration en chlorure de sodium.
Cependant le développement des bactéries sur ce milieu peut étre qu’une présomption des
Staphylocoques puisque d’autres bactéries que ceux-ci peuvent y cultiver (Enterococcus et
Micrococcus).

Les souches isolées sur ce milieu présentent I’aspect macroscopique caractéristique du
genre Staphylococcus dont lequel les colonies apparues souvent pigmentées et entourées
d’une auréole jaune dans le cas ou le mannitol est fermenté, si non les colonies sont de

couleur blanche (Figure 11).
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. 4

Figure 11: Aspect phénotypique des Staphylocoques sur Chapman.

L’examen microscopique apres coloration de Gram a permis d’observer des cocci Gram

positif regroupés en amas et parfois en diplocoque (Figure 12).

Figure 12: Observation microscopique apres coloration de Gram (Grossissement x 100).

2.1.1 Identification par ’automate :

Selon les moyens disponibles et a cause de l'insuffisance des panels nécessaire pour
I’identification cela nous a incités a identifier seulement 9 isolats.
L’identification par I’automate a permis de caractériser 4 especes de genre Staphylococcus

sp et une espece de genre Aerococcus sp (Tableau 4).
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Tableau 4 : Résultat de l'identification par 1’automate.

Genre Staphylococcus sp Aerococcus sp

Espéce S.haemoliticus | S.simulans | S.lugdunensis | S.aereus | A.viridans

Nombre de
souche 3 1 1 1 3

Nous avons trouvés que les deux especes les plus répandus sont S.haemoliticus et A.viridans

avec 3 souches pour chaque une d’entre elle.

Les Aérocoques sont de plus en plus reconnus comme pathogeénes pour 'homme présentent
a la fois comme une partie de la flore normale des voies urinaires et de la flore buccale et qui
ont ét¢ montré pour causer des infections humaines parmi les mécanismes de virulence ; la

formation de biofilm sur les implants médicaux a demeure (Rasmussen, 2015).

Aerococcus viridans provoque ¢également des infections systémiques y compris les
infections des voies urinaires, la bactériémie et l'endocardite. Les principaux facteurs de
risque liés a l'infection systémique d’A. viridans, I'hospitalisation prolongée, I'implantation de

corps invasifs (Liang et al., 2010).

Les staphylocoques a coagulase négative (SCN) sont des agents pathogeénes nosocomiaux
majeurs dont lequel la capacité de former un biofilm est considérée comme le facteur de
virulence le plus important dans les infections a SCN, Parmi les SCN, Staphylococcus
haemolyticus est le deuxiéme dans sa fréquence d'isolement des hémocultures humaines, il
joue un role important dans les infections opportunistes hospitalieres liées aux dispositifs

médicaux implantés (Fredheim et al., 2009).

La confirmation de 1’identification biochimique automatisée a été réalisée par un test de
catalase et de coagulase dont lequel toutes les bactéries du genre Staphylococcus sont catalase
positif, ce qui est traduit par le dégagement de bulles d’air. Bien que Les Aerocoques
apparaissent sous la forme de paires ou de grappes dans la coloration de Gram, mais

contrairement aux staphylocoques, ils ne produisent pas de catalase (Figure 13).
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Aerococcus viridans a été décrit en 1953 comme étant une espéce a catalase négatif ou
faiblement catalase positive, aérobie facultative ou microaérophile, produisant une croissance
médiocre a la surface des milieux gélosés. Lors de I’identification d’un Aerocoque il est
susceptible d’étre class€ comme un Streptocoque o hémolytique sur une gélose au sang ou
comme un Staphylocoque aprés la coloration de Gram (Rasmussen, 2012).

Staphylococcus aureus est la seule espece possédant I’enzyme de la coagulase libre ce qui a
¢té confirmé par nos résultats dont lequel les Staphylocoques autre que celle-ci sont a

coagulase négatif ainsi que 1’ Aerococcus viridans (Figure 14).

Figure 13 : Production de catalase par les souches isolées, A : réaction positive, B réaction
négative.

Figure 14: Production de coagulase par les souches isolées, A : Réaction positif, B
Réaction négatif.

2. Les entérobactéries :

La gélose Hektoen est un milieu sélectif pour l'isolement des entérobactéries, Le principe de
lecture est fond¢ sur la fermentation éventuelle des 3 glucides présents dans le milieu (lactose,

saccharose, salicine). Les microorganismes qui fermentent au moins 1’un d’entre eux forment
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des colonies de couleur “saumon” (E.coli, Klebsiella, Enterobacter), les autres donnant des

colonies bleues ou vertes (Pseudomonas) (Figure 15).

Figure 15 : Les différents phénotypes observés sur la gélose Hektoen.

La coloration de Gram des colonies isolées, a confirmée que c’est des bacilles a Gram
négatif colorés en rose souvent incurvés non sporulés (Figure 16).

Figure 16: Observation microscopique apres coloration de Gram (Grossissement x 100).

2.2.1 L'identification par la galerie Api 20 E :

L'identification par la galerie Api 20 E a révélé I’existence de sept especes réparties en 5
genres différents de bacilles Gram négatifs dont lequel 4 genres appartiennent a la famille des
Enterobacteriaceae et un genre (Pseudomonas sp) de la famille de Pseudomonadaceae.

(Tableau 5).
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Nous constatons que ces résultats sont effectivement logiques puisque ces germes 1a sont
répandus en milieu hospitaliers, D’aprés Bertrou et al., (2000) 1’environnement hospitalier
est fortement colonisé par la flore des bactéries saprophytes, est composée essentiellement de
bacilles Gram négatif, la présence de ces germes dans le réservoir environnementale est

impliquée dans le survenue des infections.

L'é¢tude de Nouetchognou et al., (2016) a montré une prédominance des organismes a Gram
négatif en tant qu'agents infectieux pour les infections nosocomiales. Cela est dii a cause de
I’exposition a I'eau du robinet pour les bacilles hydrophiles. D'autres bacilles Gram négatifs
ont une origine fécale ressemblent a E. coli sont propagées en raison de manque d'hygiéne

personnelle du patient et en particulier a cause des mains des soignants.

Nos résultats montre que Pseudomonas fluorescens occupent une place importante dans la
colonisation des CVP suivi par P. aerogeinosa; Klebseilla pneumonie et Acinitobacter
baumannii. Tout ces germes la sont responsable des infections nosocomiales liées aux

cathétérismes (Figure 17).

Selon Gershman et al., (2008) P. fluorescens provoque des (ICS) liée au cathéter dont
lequel des échantillons de sang recueilli a partir de cathéters veineux périphériques présentent
des cultures positives, les infections générés sont tous liées a la formation de biofilm puisque
I’examen par microscope ¢lectronique a balayage a confirmé que I’ensemble des cathéters

contenaient des niveaux détectables de cellules de P. fluorescens attachées.

Pseudomonas aeruginosa est également 1'un des principaux agents causals des infections
liés aux cathéters ou la formation de biofilm est cruciale dans cette pathogenése (Olejnickova
et al., 2014). Pour A. baumannii la bactériémie est l'infection la plus importante dont la source
la plus fréquente est la colonisation des cathéters intravasculaires (Cisneros ef al., 2002). Un
grand nombre d'infections a K. pneumoniae surviennent chez les patients qui ont besoin de

procédures médicales invasives telles que le cathétérisme (Cooper, 2010).
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Tableau 5: Résultat d'identification par la galerie Api 20 E des espéces isolées.

Souche

Nombre

A. baumannii

Identification par la galerie API 20 ‘ Biotype

D 0004142
0204022
2220000
P. fluorescens 4 0200000
2000000
2200000
P. aerogeinosa ) 2200002
2200022
5214663
K. pneumonie ) 5214773
0210000

P.horyzihabitans 1
5144512

E.coli 1
0220020

Providancia stuarutii 1
0205042

A.calcoaceticus 1
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Figure 17: Les différentes souches d’entérobactéries isolées des CVP.

D’aprés les résultats obtenus nous constatons que la colonisation des CVP est dominée par
les staphylocoques avec 62% en comparaison avec les Entérobactéries a 38% (Figure 18). Ce
qu’est expliquer par la courte durée d’implantation allant de 48h jusqu’a 4 jours ainsi que par
la nature des implants étudiés. Dans lequel Une colonisation maximale de Téflon a été

observée par les Gram positifs en comparaison avec les gram négatifs (Lopez ef al., 1991).

A ce sujet les explications que donne Pascal (2002), dans son étude rapporte que la
colonisation bactériennes dans le cas des cathéters a court terme moins de 8 jours est due
principalement par des bactéries cutanés d’environ 90% suivi par des bactéries saprophytes
d’environ 50% qu’elles colonisent principalement la lumiére de dispositif, Contrairement aux
cathéters de longue durée plus de 8 jours, la source de colonisation la plus fréquente sont les

bactéries saprophytes.

Selon Donlan (2001b), la colonisation intra ou extraluminale est influencée non seulement
par la durée d’insertion du cathéter mais ainsi par la nature du liquide administré, les
organismes Gram positifs (S. epidermidis, S. aureus) ne poussent pas bien dans les liquides
intraveineux, alors que les Gram négatifs (P. aeruginosa, Klebsiella spp.) maintiennent leur

croissance.
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Tous les dispositifs parmi lesquels les Cathéters Intravasculaires présentent une forte
sensibilité¢ aux infections des microorganismes. Les pathogeénes prédominants sont S. aureus

et S. epidermidis ou autres Staphylocoques a coagulase négatif (Patrice ef al., 1996).

Entérobactéries \
38% N

Staphylococcus
62%

Figure 18: Pourcentage des Staphylocoques et des Entérobactéries.

3. Evaluation de la formation de biofilm :

Suite a tous nos résultats, aux taux de la colonisation des CVP, essentiellement a la durée
d’hospitalisation, nous avons trouvé qu'il est nécessaire d'expliquer 1'installation bactérienne a
ces dispositifs par la détection de la formation de biofilm. Dans ce sens seulement les souches
identifiées feront 1’objet de la détection.

La capacit¢é des souches a former un biofilm a été évaluée par deux méthodes

différentes, la technique Rouge Congo et la méthode TCP.

3.1 La méthode du Rouge Congo Agar (RCA):

La recherche de la production de slime sur milieu rouge Congo révele que parmi les 23

souches identifiées, 19 souches productrices de Slime contre 4 non producteurs. Les souches

productrices de Slime avaient un phénotype variable ou positif (Tableau 6).
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Tableau 6 : Résultat de la recherche de la production de slime sur milieu rouge Congo.

Nombre des souches/

Pourcentages Phénotypes observés
Productrice de slime
01 4%
Variable 18 78 %
Non productrice de
slime
04 17%

3.2. Technique de plaque de Culture de Tissu (TCP) :

La technique de microplaque 96 puits permet non seulement une évaluation quantitative de

la formation de biofilm mais aussi une évaluation qualitative. Apreés la quantification de la

D.O avec le lecteur ELISA cette technique a révélée que sur les 23 souches identifiées ; trois

sont fortement formatrices du biofilm, et 12 sont modérément formatrice pour le reste des

souches elles sont faiblement adhérentes. Ce dépistage est en accord avec celui obtenu par

I’observation de la coloration des puits inoculés (Figure 19). La densité optique obtenue pour

les Staphylocoques est comprise entre 0.15 et 0.50, concernant les entérobactéries entre 0.15

et 0.79 (Figure 20).
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T: Témoin
A: Formatrice du biofilm
B: Biofilm modéré

C: Faible formaton de
Biofilm.

Figure 19: Evaluation de la production de biofilm par la méthode TCP.
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Figure 20: Quantification de la formation de biofilm par les Staphylocoques et les

entérobactéries en microplaques a 37°C.
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La détermination quantitative de la formation de biofilm chez toutes nos souches a été
réalisée dans des conditions de croissance standard, En utilisant le milieu de croissance BHIB
non additionné de supplément.

Effectivement nous avons remarqué que la production de biofilm est faible puisque 3
souches seulement sont fortement formatrices soit 13% (Figure 21).

Ces résultats sont en accord avec les observations de Cho et al., (2002) ce dernier a montré
dans son étude que la production de biofilm dans un milieu de base est de 27% mais apres la
stimulation par addition de chlorure de sodium ou d’un antibiotique, le taux global des
souches formant des biofilms est augmenté de 27 a 39%, D’apres le méme auteur l'expression
du biofilm est influencée par les signaux environnementaux et peut étre induite en réponse au
stress externe et aux concentrations sub-inhibitrices de certains antibiotiques.

Par comparaison entre les résultats obtenus des deux techniques TCP et la RCA, nous
constatons que les souches considérées comme non formatrices de slime S. aereus et A.
baumanii «0004142», P. aerogeinosa «2200002» et K. pneumonie «5214663 » sont soit
fortement ou modérément formatrice par ordre il s’agit de résultats faux négatifs rapporté par
la RCA, les autres souches se sont des vrais positifs producteurs de biofilm par les deux
techniques, une différence dans les résultats a ¢galement été observé par (Bose et al., 2009;
Hassan et al., 2011; Mathur et al., 2006; Nasr et al., 2012) ces auteurs ont considérées que
la TCP est la meilleur technique de dépistage pour la production de biofilm.

Hassan et al., (2011) dans son étude, a trouvé que le nombre d'isolats montrant la formation
de biofilms était de 64,7% par la méthode TCP, pour la méthode RCA, la sensibilité et la
spécificité sont restées faibles. De méme Bose et al., (2009) a trouvé que la formation de
biofilm est d’environ 6% avec la RCA tendis que la TCP révele une production beaucoup plus
importante avec 54%. C'est pourquoi ce test est facile a réaliser et a évaluer qualitativement et
quantitativement la production de biofilm.

D’apres Lachachi et al., (2013) la méthode RCA est révélée plus facile et plus rapide a
réaliser que d'autres méthodes phénotypiques, mais elle pourrait probablement identifier
seulement les producteurs de biofilm forts. Elle est imprécise dans l'identification des souches
produisant modérément du biofilm, dont lequel quatre souches non productrices de slime ont
été trouvés positifs pour 1’opéron ica pour les Staphylocoques; Rappelons que la formation de
biofilm par les Staphylocoques est assurée par l'adhésine polysaccharidique intercellulaire
(API) codée par l'opéron ica (Darouiche, 2001). La plupart des Staphylocoques contiennent
le groupe de geénes ica, mais seules quelques-unes 1’expriment. Ces différences pourraient étre

dues au fait que l'expression de l'ica est soumise a une régulation environnementale. Des
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stimuli tels qu'une osmolarité¢ élevée (3% de NaCl), une croissance dans des conditions
anaérobies, des concentrations sub-inhibitrices de certains antibiotiques sont connus pour

ameéliorer la transcription de l'ica et la formation de biofilm (Valle ef al., 2003).

L’ensemble des souches identifiées

Faible

Staphylocoques sp Entérobactéries

Figure 21: Taux de production de biofilm par la méthode TCP.
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4. Antibiogramme :

Un antibiogramme complet a été réalisé sur les isolats prélevés de 68 cathéters veineux

périphériques. Etant donnés leurs phénotypes de résistance trés différents.

Figure 22: Résultats d’antibiogramme d’une souche isolée a partir des cathéters veineux
périphériques.

Le profil de résistance des souches isolées durant notre €tude révele une remarquable
résistance vis-a-vis de la plupart des antibiotiques testés, Selon la Figure 23 nous avons
constat¢é que les Staphylocoques résistent a la majorité des antibiotiques testés dont
I’ Amoxiciline (AMC) (100%), la Cefotaxime (CFM) (100%), I’ Ampicilline (AMP) (89%), la
Ciprofloxacine (CIP) (78%), la Gentamycine (GEN) (67%), la Tétracycline (TE) (56%) et
I’Erythromycine (E) (56%) . Ainsi que les Entérobactéries présentent une résistance
importante a cinq antibiotiques qui sont I’Amoxicilline, I’ Ampicilline, le Fosfomycine (FOS)

avec 93%, la Céfotaxime (CXT) (79%) et a I’ Acide pipémidique (PI) (50%) (Figure 24).
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Figure 23 : Sensibilité des Staphylocoques aux antibiotiques.
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Figure 24: Sensibilité des Entérobactéries aux antibiotiques.

Selon les résultats obtenus nous avons remarqué que la résistance est montrée par les
souches fortement productrices de biofilm qui sont S.aureus, S.heamolitycus et A.bumanii

«0004142 » par rapport au non producteurs de biofilm.

Cette observation a été soutenue €¢galement par d'autres études comme celle de Khan et al.,
(2011) dont la résistance aux antibiotiques de divers producteurs de biofilm est importante.
Durant I’é¢tude de Bose et al., (2009) le test de sensibilité aux antibiotiques a été réalisé pour
des isolats cliniques de Staphylocoques sp parmi lesquels les producteurs de biofilm ont été
résistants a une grande variété d'antibiotiques qui sont 1’Ampicilline, la Ciprofloxacine,

I’Erythromycine et la Gentamycine.
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La majorité des patients hospitalisés subissent des procédures d'insertion de dispositifs
étrangers, dans lesquels ils sont sensibles aux infections générées par le dispositif le plus
souvent causées par de organismes résistants aux multiples antibiotiques. De manicre
significative, ces infections sont liées au biofilm causées par S. epidermidis ou S. aureus (Seif

El-Din et al., 2011).

D’aprés I’étude de Fredheim ez al., (2009) une trés forte prévalence de génes codant pour la
résistance aux antibiotiques de la famille des béta-lactamines (Ampicilline, Amoxiciline) et
aux aminosides (Gentamycine) a été détectée chez des isolats cliniques de S. haemolyticus,
Cela souligne I'importance de ce germe en tant que pathogéne multirésistant, difficile a traiter

avec des antibiotiques conventionnels.

Parmi toutes les résistances aux antibiotiques obtenues par Staphylococcus aureus, les deux
plus remarquables sont la résistance a la méthicilline et a la vancomycine (Hiramatsu et al.,
2014). La résistance a la méthicilline chez les isolats de S. aureus est un probléme croissant,
52,3% des infections nosocomiales chez les patients en réanimation sont dues a SARM

(Cosgrove et al., 2003).

La Vancomycine est 1’antibiotique de choix pour le traitement des infections causées par des
Staphylocoques résistants a la Méthicilline. Cependant, ces germes montrent une résistance a
cet antibiotique. Une explication possible pourrait étre que la Vancomycine est piégée par le

slime Staphylococcique a cause de son poids moléculaire élevée (Souli ez al., 1998).

Plus de 70% des bactéries qui causent des infections nosocomiales sont résistantes a au
moins un des médicaments les plus couramment utilisés pour traiter ces infections (Muto et
al., 2003). En termes littéraux, RPA signifie «résistant a plus d'un agent antimicrobieny, les
bactéries Gram-positives et Gram-négatives sont toutes deux affectées par I'émergence et
l'augmentation de la résistance aux antibiotiques. Cependant, les bactéries a Gram négatif
hautement résistantes inclus principalement Acinetobacter sp; ces organismes peuvent étre
résistants a tous les agents antimicrobiens actuellement disponibles (Magiorakos et al.,

2011).

Acinetobacter baumannii est un pathogéne nosocomial mondial important avec une capacité
particuliére a développer une résistance aux agents antimicrobiens (Rodriguez et al., 2008).

Les mécanismes de résistance connus d'A. Baumannii aux antimicrobiens sont: la production
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de P-lactamases a large spectre, les enzymes de modification des Aminoglycosides, les
changements des porines de la membrane externe et ’altération des protéines liant la

pénicilline (PBP) (Cisneros et Rodriguez, 2002).

Plusieurs études comme celle de Rao ef al., (2008) ont démontré une association entre la
positivité de la foramtion du biofilm et la résistance aux multiples médicaments en particulier

a la Ciprofloxacine des isolats cliniques d'4. Baumannii.

Les biofilms constituent un réservoir de pathogenes associés a la résistance aux agents

antimicrobiens et aux infections chroniques (Khan et al., 2011).

Il y a au moins 3 raisons pour la résistance antimicrobienne intrinseque des biofilms. Tout
d'abord, les agents antimicrobiens doivent diffuser a travers la matrice EPS pour contacter et
inactiver les organismes dans le biofilm. Les EPS retardent la diffusion en réagissant
chimiquement avec les molécules antimicrobiennes ou en limitant leur vitesse de transport.
Deuxiémement, les organismes associés au biofilm ont des métabolismes réduits ce qui
minimise la vitesse a laquelle les agents antimicrobiens sont introduits dans la cellule et par
conséquent, affecte la cinétique d'inactivation (Donlan, 2001a). Finalement, la résistance peut
étre aussi acquise, elle se fait par un transfert horizontal des geénes de résistances (Normark,

2002).
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Conclusion

De nos jours, I’utilisation des dispositifs médicaux a demeure est devenue un acte essentiel

dans la prise en charge des maladies en médecine actuelle.

Tous les patients hospitalisés du monde entier sont exposés a 1’implantation des cathéters
veineux périphériques pour 1’administration des fluides nécessaire lors du traitement.
L’utilisation excessive de ces dispositifs est accompagnée a un risque infectieux, puisque ils
offrent un environnement appropri€ a la colonisation bactérienne. La physiopathologie de ces
infections est liée principalement a la formation de biofilm, ce dynamique mode de vie est
caractérisé par une résistance vis-a-vis les agents antimicrobiens ainsi pour les défenses

immunitaires humaines.

Dans le cadre de notre étude, notre role était de déterminer la colonisation ou 1’infectivités
des CVP prélevés au niveau des services de ’EH Dr Benzerdjeb et d’identifier les germes

infectants et leurs pouvoir de formation de biofilm ainsi leurs antibiorésistances.

Sur I’ensemble des dispositifs médicaux récoltés, 43% présentaient une infection. Par ordre
de fréquence, les Staphylocoques représentent les germes les plus fréquemment isolés a 62%

contre les Entérobactéries avec 38%.

L’¢étude de la formation de biofilm a été réalisée par deux méthodes, la TCP et la RCA
montre qu’une minorité des souches isolées étaient fortement productrices de biofilm et de
slime. Ainsi que le profil de résistance de ces isolats révele une résistance remarquable aux

antibiotiques testés.

Dans le cadre de la lutte contre les infections nosocomiales liées aux dispositifs médicaux.
Ce travail montre I’importance du respect strict des régles d’hygienes et de la désinfection
lors de I’insertion de dispositif, Ainsi que la diminution de la durée d’implantation de ce

dernier est une étape critique dans la maitrise des infections qui lui sont liées.

En perspective de ce travail, il serait intéressant d'¢largir I’étude des infections liées aux
CVP pour couvrir d’autres établissements de santé ainsi d'étudier le pouvoir de formation des

biofilms et de déterminer les génes responsables de cette pathologies.
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Annexe 01: Résultats de I’antibiogramme

Les antibiotiques testés

Famille B-lactamine Cycline | Macrolide | Glycopeptide | Quinolone| Aminoside
d’antibiotique
Les souches AMP | AMC | CFM TE E VA CIP GEN
S R R R R S I S
A. viridans R R R S S S R S
R R R S I S S S
S.haemolyticus R R R R I S R R
R R R S R S R R
R R R S R R R R
S.aureus R R R R R R R R
S.simulans R R R R I S R R
S.lugdunensis R R R R R S R R

(AMC) : Amoxiciline, (CFM) : Cefotaxime, (AMP) : Ampicilline, (CIP) : Ciprofloxacine,

(VA) : Vancomycine, (TE) : Tétracycline, (E) : Erythromycine, (GEN) : Gentamycine.
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Les antibiotiques testés

[-lactamine Aminoside | Fosfomycine Polymixine | Quinolone
Famille d’antibiotique
Les souches AMP | AMC | CXT PI GEN FOS CT CIP
2220000 R R R R S R I S
P fluorescens | 2200000 | R I S S S R S S
0200000 | R R R R S R I S
2000000 | R R 1 I S R S S
0004142 R R R R R R R R
A.bumanii 0204022 | S S S S S S S S
2200002 | R R I I S R S S
P.aergeinosa | 2200022 | R R S S I R S S
K.pneumonie | 5214663 | R R R R S R | S
5214773 | R R R R I R S R
A.calcoaceticus R R I S S R S S
P.horyzihabitans R R R S S R I S
Providancia stuaritii R R R R S R R S
E.coli R R R R S S S R

(AMC) : Amoxiciline, (AMP) : Ampicilline, (GEN) : Gentamycine, (CIP) : Ciprofloxacine,

(FOS) : Fosfomycine, (CXT) : Céfotaxime, (PI) : I’Acide pipémidique, (CT) : Colistine.
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Annexe 02 : les milieux de culture.

La formule théorique de ce milieu de culture en g/L d’eau purifiée est :

La gélose nutritive. pH =73

SPEPIONC. ...t s 6g
-Extrait de Doeuf........ccooeieiee e g
- BXtrait de [eVUIe.....ccueeiiiiiieiiecee e 2g
-Chlorure de SOAIUML........c.coirieriieieiieie et 5¢g
SAAT . e e st l4g

La gélose Hektoen. pH = 7,5

- Peptone pepsique de viande..........coceeveeeiieniieciie i 120¢g
- Extrait autolytique de [eVUIe.........cceeieriiecieiieieriee e 30g
= LACTOSE. .ttt 12,0g
= SACCHATOSE ...evveeieiiieiieiiitete ettt ettt sa e e eneenne e 120g
= SALICINE. ..ttt 20¢g
= SelS DIHAIIES ..eeuveineiitieiieiieiieie et 90¢g
- Chlorure de SOQIUML........cccverieiieieii et 50¢g
- Thiosulfate de SOAIUM ........cceeviiiriieeieeiieie e 50¢g
- Citrate ferrique ammoniacal ...........ccooevevereerienienesiee e I5¢g
- Bleu de bromothymol ..........ccoeovieeiiiiieeiieiecieeee e 65 mg
- FUChSINE aCide ......eocvieeiiiieieiieeeeee e 40 mg

SAGAT et 13,58

La gélose Chapman. pH =75

SPEPLONE. ... e 11g
-Extrait de VIANde........c.eoveiiiieiieeeeeee e g
FNACL et 75g
SMANNTLOL. ...ttt 10g
-Rouge de phénol...........cooiiiiii 0,025¢g
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Annexe 03 : Rapport final de I’identification Biochimique des Staphylocoques par le Phoenix
Dickinson.




Abstract:

Peripheral venous catheters are the most widely used implantable medical devices in
health facilities, they are essential in the care of patients. However, their presence is most
often accompanied by infectious complications related to the formation of biofilm. The
purpose of this study is to test the ability of strains isolated from peripheral venous catheters
taken from the Hospital of Dr Benzerdjab to form the biofilm by two methods. Method of
Tissue Culture Plate (TCP) and the method of Red Congo Agar (RCA). Our study allowed us
to isolate a number of 23 strains of Staphylococcus 66% and 14 strains of Enterobacteria
34%. A minority of the strains collected are highly biofilm producing.

Key words : Biofilm, Peripheral venous catheters, Colonization, Catheters related infections.
Résumé :

Les cathéters veineux périphériques sont des dispositifs médicaux implantables les plus
utilisées dans les établissements de santé, ils sont incontournable dans la prise en charge des
patients. Cependant leur présence est le plus souvent accompagnée de complications
infectieuses liées a la formation de biofilm. Le but de notre étude est d’évaluer la capacité des
souches isolées a partir des cathéters veineux périphériques prélevés de I’EH Dr Benzerdjab a
former le biofilm par deux méthodes. Méthode de Plaque de Culture de Tissus (TCP) et la
méthode de Rouge Congo Agar (RCA). Notre étude nous a permis d’isoler un nombre de 23
souches des Staphylocoques soit 66% et 14 souches d’Entérobactéries soit 34%. Une minorité
des souches collectées sont fortement productrices de biofilm.

Les mots clés : Biofilm, Cathéters veineux périphériques, Colonisation, Infection liée aux
cathéters.
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	  Il est construit sur un modèle d'architecture hospitalière moderne avec une capacité litière de 240 lits qui sont répartis en 13 services spécialisé. Parmi lesquels le laboratoire central (Figure 5) qu’est composé de trois unités principale qui sont comme suit: L'unité de biochimie, d'hématologie et de bactériologie (Figure 6).  



