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Introduction

Plus de 80 % des informations provenant du monde extérieur sont obtenus grace a la
fonction visuelle de I’ceil (Buil et al., 2002), qui est un organe trés fragile susceptible
d’imperfection dans sa constitution, et peut étre sujet a des affections et des infections plus ou
moins graves (Adoson,1999).

Ces infections oculaires sont liées a de nombreux agents pathogeénes tels que les bactéries,
les champignons, les parasites ou les virus, responsables d’une forte pathogénicité¢ allant
d’une simple conjonctivite ou kératite faciles a traiter, a une atteinte sérieuse ou une cecité
définitive (EI Belhadji et al.,2000 ; Rais et al., 2005). Cette sévérité de I’atteinte cornéenne
dépend a la fois du germe et de 1’état sous-jacent de la cornée (Bourcier et al.,2007).

La Kératite microbienne est une infection sérieuse qui doit étre traiter a temps, afin
d’éviter des Iésions visuelles permanentes de la cornée. De ce fait, les modalités de prise en
charge varient en fonction de la sévérité de la présentation clinique. Un traitement
ambulatoire peut étre envisagé en absence de signe de gravité associant une antibiothérapie
locale probabiliste et un suivi ambulatoire rapproché. Dans le cas contraire, des prélévements
a visée microbiologique sont indispensables avant l'introduction d'un traitement anti-
infectieux renforcé dans le cadre d'une prise en charge hospitaliere (Bourcier et
Labetoulle,2015).

L’implication des biofilms dans I’infection bactérienne chez ’homme est estimée a un
taux de 65% incluant, les kératites infectieuses qui constituent, une préoccupation majeure de
santé pour les millions de porteurs de lentilles de contact (LC), ainsi que pour leurs
ophtalmologistes. En effet, souvent délivrées sans contréle ophtalmologique chez des patients
mal informés, le port de LC pose un risque important d'infection cornéenne (Bourcier et al.,
2003), et cela bien évidemment, est d( au non-respect des mesures d'hygiéne, lors de la pose
et du retrait des lentilles de contact, ’ensemble des critéres d’hygiene se sont avérés étre des
facteurs protecteurs de KI (Loretta et al., 2010 ; Becmeur et al., 2016), puisque ces dispositifs
médicaux offrent une surface sur laquelle les bactéries peuvent se fixer et former des biofilms
(Zegans et al.,2002), et par conséquent assurer la présence ou le transfert de microorganismes
de la lentille a la surface oculaire. Par le biais de cette fixation, les bactéries échappent aux
mécanismes de défiance de I’ceil, et peuvent provoquer d’autres complications comme la
kératopathie infectieuse cristalline, une forme rare de kératite microbienne (Garcia et
al.,2000).

Dans ce sens, I’objectif de notre travail est :

v' L’isolement et identification des bactéries responsable de la kératite infectieuse a

partir des lentilles de contact et leurs boitiers.
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v L’étude du profil de résistance aux antibiotiques des germes identifiés et leur capacité

de former un biofilm.
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1. Lasurface oculaire

L'eeil est un organe complexe doté d'une structure tissulaire hautement spécialisée (Li et
al., 2019), avec une surface présentant une composante extraordinaire et vitale de la vision.
En effet, la surface lisse de la cornée est la principale surface de réfraction du systéeme visuel
qui, associée a la transparence, permet a la lumiere de passer a travers la lentille et sur la
rétine pour l'activation des photorécepteurs (Gipson,2007). Ce systéme de surface oculaire
comprend des tissus dont la cornée, le limbe cornéen, la conjonctive, les vaisseaux sanguins
conjonctivaux, et les paupiéres, ainsi que la machinerie sécretant des larmes englobant les
glandes lacrymales principales et accessoires, les glandes de Meibomius, le gobelet

conjonctival et les cellules épithéliales (Beuerman et al., 2004).

1.1 Anatomie et physiologie de la surface de cornée

Le film lacrymal pré-cornéen et la cornée fournissent le premier élément réfractif de 1’ ceil.
Le film lacrymal est par conséquent, 1’interface entre 1’ceil et le monde extérieur (Creuzot et
al.,2006). Constitué¢ d’un volume de 7 a 9 pL, et d’une épaisseur de 30 a 40 um (Labbe, 2007
; Prydal et al., 1992), il est compose de 3 couches dont la couche mucinique, la couche
aqueuse, et la couche lipidique, possédants chacune des fonctions bien définies (Hoang-Xuan
et al., 2001).

La cornée est quant a elle, un tissu transparent situé a la face antérieure du globe oculaire
constituée de 5 couches différentes : 1’épithélium qui est la premiére barriere a
I'environnement extérieur (Allouch et al., 2011 ; Farjo et al., 2008), la couche de Bowman qui
aide la cornée a maintenir sa forme, le stroma constituant la majeure partie de la cornée
réduisant la lumiére et contribuant a la transparence et a la résistance mécanique de la cornée,
(Boote et al., 2010), et la membrane de Descemet qui est la lame basale de 1’endothélium
cornéen, empéchent la pénétration de I’eau dans le stroma (Gipson et Joyce, 2008 ; Beebe et
Coats, 2000).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gipson%20IK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17898256
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Figure 1 : Anatomie de la cornée (Boro, 2014).

1.2 Les propriétés défensives de la cornée

Les propriétés défensives de la cornée sont attribuées a son film lacrymal. En effet, le film
lacrymal permet d'humidifier la surface oculaire, de la nettoyer et d’apporter une protection
contre les blessures et les infections (Philippe et al., 2018). Cette propriété est due a la
concentration des protéines antimicrobiennes tel que les lactoferrines et les lysozymes qui
réagissant a la paroi des bactéries a Gram positif (Zhou et al., 2012). Des glycoprotéines
notamment les immunoglobulines comme les IgA qui assurent la capture et la destruction des
bactéries et des virus par agglutination, neutralisation et lyse, sont également impliquées
(Negar et al,. 2015 ; Brooks et Ollivier, 2004). Les deux couches muqueuse et lipidique
participent aussi a la stabilité du film lacrymal (Montés et al., 2005). En effet, la couche
lipidique superficielle retarde 1’évaporation des larmes, afin de maintenir 1’équilibre du film
lacrymal permettant sa stabilité face a la contamination par des corps étrangers et des micro-
organismes (Knop et al., 2011 ; Renier, 2008). Quant a la couche muqueuse, celle-ci rend les
membranes des cellules épithéliales hydrophiles (Gipson et Argiieso, 2003), alors que les
mucines qui consistent en un squelette protéique riche en sérines et en thréonines, ont une
propriété antifongique et un réle probable de barriere face aux pathogénes (Tableau 1) (Knop,
2010 ; Niv et Boltin, 2012 ; Labbé et al., 2007).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Omali%20NB%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26002002
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Tableau 1 : Origine , composition et réle du film lacrymal (Goldschmit et al.,2011).

Film lacrymal Origine Composition Fonction
Couche liquide Glandes de meibomius  Cholestérol Lubrification
Glandes de Zeiss Prévention de I’evaporation
Couche aqueuse Glandes de meibomius = Eau,électrolytes. Lubrification .
Glandes de Zeiss Protéines. Antimicrobien.
Cytokines. Bactériostatique .

Facteur de croissance = Supplémentation en
Glucose et vitamine. = oxygene en nutriments .
Nettoyage mécanique.

Régulation des fonctions

cellulaires.
Couche mucineuse = Cellules caliciformes Sulfomucine Diminution de la tension de
conjonctivales, Cyalomucine surface .
cellules  épithéliales Stabilisation de la couche
cornéennes aqueuse .

1.3 Microbiologie de la surface oculaire

L'eeil héberge des bactéries depuis la naissance jusqu'a la fin de la vie (Karthika et
Neelima,2014). La surface oculaire est un tissu muqueux qui se trouve a l'interface entre
I'environnement et le systeme immunitaire de I'hdte. Elle est donc continuellement exposée a
des microbes tels que des champignons, des virus et des bactéries, (Leger et al., 2017), qui
sont I’origine de la flore bactérienne commensale de la surface cornéo-conjonctivale. Elle ne
pénétre pas 1’épithélium cornéen sain, mais empéche 1’implantation d’autres bactéries
pathogenes.

Comme dans d'autres sites corporels, le microbiote oculaire devrait jouer un role défensif
contre la colonisation des agents pathogenes dans I'ceil (Bonini et al., 2005). Ce microbiote est
constitué de coques et de batonnets Gram positif telles que des Staphylocoques, des
Streptocoques, des Corynébactéries, des Bacilles, des Streptomyces... et éventuellement, de
quelques Gram négatif, comme les Pseudomonas spp, E. coli, Klebsiella spp., Acinetobacter
sp, ou encore Enterobacter spp. Ces derniéres bactéries sont beaucoup moins fréquemment

retrouvées sur des cornees saines (Lily et Madhavan,2004).
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Les fungi ne sont pas rares non plus, citons par exemple Aspergillus spp, Penicillium spp,
Cladosporidium spp., Alternaria spp., ou Absidia spp.

Cette gamme de microorganismes peut cependant varier selon les individus en ce qui
concerne la constitution génétique, la nutrition, I'age, le sexe, la race, I'immunosuppression,
Iinflammation et la seécheresse oculaire, le port de lentilles cornéennes, I'utilisation
d'antibiotiques, la chirurgie, et la géographie (Sthapit et Tuladhar, 2014), en plus de
I’exposition environnementale et des comportements sensibles d'affecter le microbiome de la
surface oculaire. (Cope et al., 2014). De ce fait, ces microorganismes peuvent devenir des
bactéries pathogénes opportunistes, Comme pour les staphylocoques a coagulase négative qui
sont les bactéries les plus couramment isolées de la conjonctive et du bord de la paupiére
(Upadhyay et al., 2001 ; Ratnumnoi et al., 2017).

2. Les kératites infectieuses

Les kératites représentent 1’atteinte de 1’épithélium cornéenne, qui peut étre le siege d’une
inflammation (kératite) avec ou sans composante infectieuse (Shah et al., 2011 ; Flamant,
2002). Elles restent une cause importante de cécité dans le monde et représentent un probléeme
de santé publique difficile. A cet égard, la kératite microbienne due a une infection fongique,
bactérienne ou virale peut entrainer une perte de vision importante due a une cicatrisation
cornéenne ou a une irrégularité de surface. Il peut en résulter une perforation de la cornée
(Hazlett et al., 2017).

Une kératite est une urgence diagnostique et thérapeutique, les signes fonctionnels sont
variables. Les plus fréquemment rencontrés sont : Un ceil rouge douloureux avec baisse de
I’acuité visuelle, larmoiements, photophobie, et blépharospasme (Rais et al., 2005 ; Turut et
Blin, 2001).

2.1 La survenue de la kératite

La survenue d’une kératite bactérienne implique I’altération d’un ou de plusieurs
systeme(s) de défense de la cornée (barriére épithéliale, film lacrymal) ou de la conjonctive
(Boro, 2014).

Une effraction de I'épithélium cornéen affaiblie la propriété défensive cornéenne. En effet,
les bactéries occasionnent la fragilité des barrieres anatomiques cornéennes (Wong et al.,
2012), ce qui constitue 1'un des facteurs de 1’adhésion bactérienne a la surface celle-ci,
I’épithélium cornéen intact peut étre traverser directement par certaines bactéries
particulierement virulentes et disposant d’enzymes spécialisées, produisent au cours la

multiplication bactérienne (Moufaddal, 2019), ce qui rend possible sa migration progressive

;
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vers les cellules profondes. Cette invasion bactérienne induit une réponse inflammatoire de
I’hote a la fois cellulaire (cellules de Langerhans, lymphocytes, polynucléaires) conduisant a
une destruction tissulaire (figure 2) (Seal et Pleyer, 2007).

Defect épithéhal
<
Adhésion du germe

a I'épithélium et/ou au stroma

o 8
Entrée du germe

> Facteurs

L2 - raclieurs

Multiplication shdmotachiaue
3 i iemotacogues
. T . " -
Diffusion Stimulation des polynuciéaires

Toxines -
bacténennes /",T:\—Pb + mélabolites - ----_"-"~

hiberes =

Confiit S i puit e o
germes-polynucléaires

\ DESTRUCTION TISSULAIRE ——v Perforation

\ — Antibiotiques
“‘-\\\'_(/' Phagocytose Fibroblastes
B

Infection maitnsée

Reéponse immune

Réparation tissulaire
= Cicatnsation

= Taie coméenne

Figure 2 : Différentes étapes pathogéniques de I’infection cornéenne bactérienne (moufaddal,

2019).

2.2 Les différents types de kératites microbiennes
2.2.1 La Kératite bactérienne

La kératite bactérienne est le type le plus courant de kératite infectieuse et représente
environ 65% a 90% de toutes les kératites microbiennes (Shah et al., 2011 ; Keay et al.,
2006). La kératite bactérienne est une infection cornéenne agressive qui, sans traitement
rapide et efficace, peut entrainer des complications dévastatrices, tel qu’une perforation de la
cornée et la cécité (Karsten et al., 2016 ;Clemens et al., 2017). La kératite bactérienne peut
conduire & un amincissement du stroma secondaire, a la destruction de la matrice
extracellulaire par 1’élaboration de protéases dégradables, comme les métalloprotéinases
matricielles (MMP), les collagénases, les gélatinases et les stromélysines. L'inhibition des
MMP peut de ce fait étre utile dans la prévention de la destruction du stroma (Dakhil et al.,
2017).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Clemens%20LE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29242901
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Les bactéries responsables de kératite bactérienne peuvent étre divisées en deux grands
groupes :

e Les bactéries pénétrant dans I'épithélium intact qui regroupent :

Les diplocoques intracellulaires & Gram négatif Neisseria gonorrhoeae, qui peut
provoquer une keératite ulcéreuse rapide et grave, pouvant entrainer une perforation de la
cornée et une perte de vision (Kawashima et al., 2009), en causant un infiltrat sous-épithélial
et / ou stromaux et un cedéme discret de I'ensemble de la cornée (Takashi et al., 2013) ;
I’espéce Haemophilus influenzae, un coccobacille fastidieux a Gram négatif, qui est aussi une
cause d'ulcération de la cornée mais rare (Yoder et al., 2004), puisque sont principaux
facteurs de risque est le port de lentilles cornéennes (Armstrong etal., 1984). Le genre
Corynebacterium spp et listiria monocytogenes sont également associés aux infections
oculaires tels que les conjonctivites (Giammanco et al., 2002), les endophtalmies (Ferrer et
al., 2004 ; Nouri et al., 2001), ou encore la kératite (Suzuki et al.,2007 ; Schaefer et al.,
2001).

e Les bactéries opportunistes qui regroupent principalement :

Les bactéries commensales faisant partie de la microbiologie oculaire, et qui ont la
particularité d’étre responsables de la kératite dans le cas d’un traumatisme oculaire. Les
espéces du genre Pseudomonas font partie de ces agents pathogenes opportunistes (Traidej et
al., 2003), dont P. aeruginosa, 1’agents le plus destructeur des yeux et I’une des principales
causes de kératite bactérienne chez les porteurs des lentilles cornéennes et les personnes
souffrant de Iésions oculaires (Thibodeaux et al., 2007). L’espece Streptococcus pneumoniae
est aussi considérée comme 1’un des principaux agents pathogenes oculaires susceptibles de
provoquer une kératite (Han et al., 1996). Enfin, des infections oculaires mycobactériennes
non tuberculeuses ou atypiques, ont été signalées pour la premiére fois dans un cas de kératite
a Mycobacteria fortuitum par Turner et Stinson en 1965 (Kheir et al., 2015). Un traumatisme
oculaire pénétrant ou une intervention chirurgicale peut introduire a ce type d’infection, la
coexistence d'un corps étranger ou d'un biomatériau, ainsi que l’exposition a de l'eau
contaminée et l'immunosuppression locale ou systémique de I'hdte, d’une intervention

chirurgicale, ou aussi la coexistence d’un corps étranger (Tableau 2) (Hsiao-sang et al., 2015).
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Tableau 2 : Principales bactéries isolées dans les kératites (Bourcier et al., 2013).

Bactéries Aérobies Anaérobies
Cocci a Gram positif Staphylococcus : Peptococcus
-aureus. Peptostreptococcus
-epidermidis et a coagulase P P
négative.
Micrococcus.
Streptococcus :
-streptococcus.
-autres streptococcus oraux
enterococcus
Cocci a Gram négatif Branhamella Veillonella
Neisseria :
-gonorrheoe
-meningitidis
Bacilles a Gram positif WsEE]|[E Propionibacterium
Corynebacterium Actinomyces
Listeria Clostridium
REWESENCIElnIERETE Pseudomonas : Fusobacterium
:aerugmosa Bacteroides
Stenotrophomonas Capnocytophage

Burckholderia
Enterobacteriaceae
-Klebsiella
-Enterobacter
-Serratia

-Proteus
-Escherichia
-Citrobacter
Acinetobacter
Heamophilus

2.2.2 Les kératites amibiennes
Les Kkératites amibiennes sont dues a de petits protozoaires omniprésents dans
I’environnement (sol, air, eau des réseaux de distribution, eau des piscines, eau de mer...)
précisément les Acanthamoeba. Les kératites amibiennes ont été décrites pour la premiére fois
par Jones en 1973 au Sud du Texas (Chaumeil et Malet, 2009 ; Dyavaiah et al., 2015). Elles
représentent une cause rare d’infection cornéenne méme si son incidence en croissance depuis

les années 1980-1990, allant de pair avec 1’utilisation des lentilles de contact, principal facteur
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de risque dans les pays développés. La kératite amibienne peut entrainer de trés lourdes
séquelles visuelles, ce qui rend impératif, comme pour toutes les kératites infectieuses, un

diagnostic précoce et un traitement adapte (Bouheraoua et al., 2014).

2.2.3 Les Kératites fongiques
Les Kkératites fongiques ou kératomycoses sont des infections cornéennes dues a des
champignons filamenteux ou a des levures (Benadada, 2017). Elles représentent environ 1 a
44% de tous les cas de kératite microbienne (Gower et al., 2010). Les genres qui causent
géneralement une infection de la cornée comprennent Fusarium, Aspergillus, Curvularia
,Bipolaris et Candida (Revankar et Sutton, 2010). On retrouve ces germes essentiellement
dans I’environnement extérieur (sol, terre, plantes, nourriture,) mais certains comme les

Candida sont saprophytes du tube digestif (Zhong et al., 2009).

2.2.4 Les Kératites virales
La kératite virale est une autre forme de kératite provoquée par un virus tel que
I’adénovirus, qui constitué un virus endémique, trés contagieux, provoquant le plus souvent
une kératite tres grave (Ezzahraoui, 2013). Cependant, les kératites virales sont plus souvent
dues au virus de I'herpés simplex (Bourcier et al.,2004), HSV qui est un membre de la famille

des Herpesviridae.

3. Les facteurs de risque des kératites infectieuse

La kératite infecticuse peut toucher toutes les classes d’ages, y compris les adultes jeunes.
I1 est en effet reconnu que le principal facteur est le port de lentilles de contact, alors qu’il
s’agit des traumatismes oculaires dans les zones rurales et les pays en voie de développement
(Fong et al., 2004). Mouvement actif de la téte peut augmenter I'exposition des cornées aux
microbes (Takaaki et al.,2016).

3.1 Les facteurs intrinseques

La kératite qui est une inflammation de la cornée peut avoir différentes origines. Elle peut
étre fréguemment due a un traumatisme physique ou par un agent chimique (acides ou de
bases) provoquants ainsi des blessures, des ulcéres et des infections de la cornée (Zech et
Trepsat, 2001). Cet incident survient dans le cadre d’un accident de travail, de bricolage, de
jeu, de rixe, de sport, ou de violence (Florian et Philippe, 2008). Autre différents terrains
peuvent favoriser les kératites comme une baisse de I’immunité de I’hdte comme chez les

patients diabétiques par exemple qui présente un épithélium cornéen fragile avec des érosion
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cornéennes ou des ulcérations (Tavakoli et al., 2007), ou encore une sécheresse de la surface
oculaire qui constitue un facteur de risque d'infection de la surface oculaire (Narayanan et al.,
2014). Enfin, un usage inapproprié des collyres antibiotiques ou a base de corticoides, et la
chirurgie ou la greffe oculaire constituent également d’autre facteurs de risque (Tableau 3)

(Heetal., 2011).

Tableau 3 : Facteurs prédisposants a la kératite microbienne 426 patients (Tzu-Yu et

al.,2015).

Lentille de contact : 70 64
LC souple 64 60
Orthokératologie 06 04
Traumatisme : 52 48
Le fer 07 09
Plante 11 13
Bois 00 03
Sable / boue 02 03
Chimique 01 03
Source non identifiée 31 17
Maladie oculaire et systémique : 80 32
Erosion cornéenne récurrente 11 05
Glaucome 07 04
Le trichiasis 07 04
Brun chimique 02 02
(Eil sec 16 04
Lagophtalmie 12 04
La kératite herpétique 08 03
Kératoplastie bulleuse 00 01
Diabéte 10 02

07 03
Chirurgie oculaire précédente : 35 19
Plusieurs facteurs : 8 18

3.2 Les facteurs extrinseques : Le port de lentille de contact
On estime a 140 millions le nombre de personnes dans le monde qui portent des lentilles de
contact (Stapleton et al., 2007). Ce sont des dispositifs médicaux optiques qui, posés a la

surface de I’eil, améliore la qualité de vue non seulement en corrigeant les défauts visuels ou

|
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les anomalies de I’ceil, mais également en améliorant I'apparence, leurs avantages esthétiques
par rapport aux lunettes (Berthélémy, 2015 ; Porisch, 2007).

Malgreé ces avantages, leur utilisation pose un risque important d'infection cornéenne
(Killpartrick, 2016 ; Willcox, 2013). A mesure que les lentilles de contact sont placées sur la
surface oculaire, elles accumulent les composants lacrymaux, y compris les protéines, les
lipides et les mucines (Berry et al., 2008) ce qui est vu de maniere négative puisque ces
dépots délétéres, les lentilles de contact (Brennan et Coles, 2000).

3.2.1 Action des lentilles sur la surface oculaire

La lentille de contact est un vecteur de transfert des germes a la surface oculaire, sachant
précisément que les micro-organismes pathogenes présents chez les porteurs de lentilles sont
différents de ceux présents chez les non-porteurs (Szczotka et al., 2010).

De plus les lentilles de contact ont un impact direct sur la surface oculaire favorisant
¢galement la survenu de kératite, puisque ces derniers peuvent entrainer de I’hypoxie
chronique ce qui provoque des modifications de 1’épithélium cornéen, tel que 1’amincissement
(Roth et al., 2005). Toutes les lentilles cornéennes ralentissent également le cycle de
renouvellement des cellules épithéliales de la cornée, en ralentissant la prolifération des

cellules épithéliales, en provoquant une migration et une diminution du taux d’exfoliation

(Ladage et al., 2003).

3.2.2 Contamination des lentilles de contact par adhésion bactériennes

Les lentilles de contact sont plus susceptibles aux infections (Fleiszig et Evans, 2010), en
neutralisant le mécanisme de défense de la cornée et en augmentant la vitesse a laquelle les
agents pathogenes adhérent a la surface oculaire, permettant la progression vers la kératite
microbienne (Chawla et al., 2010). La kératite microbienne et I’inflammation sont précédées
par la présence de micro-organismes a la fois de la lentille et des étuis a la surface oculaire,
qu’il soit pathogéne ou non pathogéne (Liagat et al., 2018).

La contamination généralisée des LC et des cas de stockage ouvre de ce fait la voie aux
conséquences potentiellement dévastatrices de la kératite microbienne et inflammatoire.

Ainsi, la prévention de la contamination microbienne des lentilles et des boitiers est
souhaitable méme pour les patients conformes qui utilisent des systémes de soins modernes
(Behlau et Gilmore, 2008).

Le biomatériau de lentille agit comme un vecteur d'adhérence microbienne et de transfert

ultérieur a la surface oculaire (Pens et al., 2008 ; Chaudhry et al., 2011). En effet,

?
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I’utilisation prolongée des lentilles de contact est le facteur du développement de biofilms a
la surface de ces dernies (Willcox,2013).

P. aeruginosa et de nombreuses autres especes bactériennes tel que Staphylococcus
epidermidis peuvent former des biofilms sur les lentilles de contact ou dans les étuis de
lentilles (Garcia-Saenz et al., 2002 ; Robertson et al., 2011). Ces bactéries peuvent provoquer
des infections oculaires telles que la blépharite chronique, la conjonctivite, I’endophtalmie et
la kératite (Nayak et al., 2011).

Les biofilms sont des agrégats de microbes associés a la surface qui sont trés tolérants aux
antimicrobiens et au systéme immunitaire, et qui sont souvent intégrés dans une matrice
extracellulaire composee d'exopolysaccharide (un polysaccharide collant excrété par les
bactéries) (Zegans et al., 2005 ; Vuong et al., 2004).

Les biofilms offriraient non seulement un avantage de survie, mais aussi une opportunité
pour les bactéries d’adapter ’expression de leurs genes afin d’exprimer des phénotypes plus
adaptés a 1’environnement oculaire dominant. En effet, les biofilms transférés a partir des
yeux de rongeurs infectés induisent une kératite plus rapidement que les bactéries initialement
inoculées (Tam et al., 2010).

Les biofilms oculaires sont responsables d’une forme de kératite appelée kératite
cristalline infectieuse, qui consiste en une infection cornéenne a progression lente caractérisée
par des opacités ramifiées, blanc grisatre, en forme d'aiguille dans le stroma cornéen,
accompagnées du segment antérieur. Elle est caractérisée par une infiltration en forme
d'aiguille a tous les niveaux du stroma cornéen (Sharma et al., 2000). Les dép6ts cristallins
sont composés de bactéries s’agglomérant et s’étalant au sein des lamelles du stroma cornéen,
leurs enveloppements dans un biofilm les isoles du systéme immunitaire (Masselos et al.,
2009).

4. Traitements des kératites bactériennes

La kératite microbienne est une maladie potentiellement aveugle qui doit étre traitée de
facon urgente pour préserver la vue. Bien que reconnu depuis longtemps comme une cause
importante de cécité cornéenne (Ung et al., 2018). Un diagnostic correct de la kératite est
essentiel pour déterminer le traitement et la résolution de l'infection. (Chang et Chodosh,
2011). En plus, le contréle des infections bactériennes est essentiel pour réduire le colt des

soins de santé associés a une incidence et a une prévalence élevée de la KB dans le monde.

:
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4.1Traitement medical

e Collyres antibiotiques

Les collyres fortifiés antibiotiques sont des collyres fabriqués a partir d’antibiotique
commercialisé en poudre, en lyophilisat ou sous forme de solution injectable (Chiquet et
Romanet,2007).

Collyres et pommades antibiotiques a usage ophtalmologique disponibles en France en
officine, en 2014, sont les Macrolides, I’Azythromycine (Azyter 15mg/g), la
Fluoroquinolones, la Norfloxacine (Chibroxine 0,3 % collyre), la Ciprofloxacine (Ciloxan 0,3
% collyre / pommade), 1’Ofloxacine (Exocine 0,3 %collyre, la Monoox 1,5 % mg/0,5 ml,
Quinofree 1,5 % mg/0,5 ml), la Moxifloxacine (Vigamox 0,5), I’Aminoside, la Gentamicine
(Gentalline 0,3 % collyre), la Tobramycine (Tobrabact 0,3 %, la Tobrex 0,3 % collyre /
pommade) (Debellemaniere et Saleh,2015).

4.2 Traitements adjuvants

Ce sont des nanoparticules d'argent coiffées a la gélatine est préparé par simple mélange
de nitrate d'argent, de maltose et de gélatine (Luo et al.,2018), elle peut étre utile dans les
infections évolutives ou en cas de mauvaise observance des collyres (Bourcier et al., 2013).

En effet, ces adjuvant sont utilisés lorsque 1’efficacité des traitements est trés limitée en
raison de la faible pénétration intravitréenne des antibiotiques a travers les barrieres oculaires
a partir de la surface de I’eil, ou en cas de la kératopathie cristalline infectieuse (Porter et
al.,2018) ou le biofilm protecteur aurait nécessité 1’application de traitements antibiotiques
prolongés (Al-Amry et al., 2017).

En cas de sécrétion des enzymes, telles que les collagénases et les métalloprotéinases
matricielles, qui interviennent dans la dégradation des protéines et la kératolyse, pour réduire
Iincidence des complications par pénétration thérapeutique. Les tétracyclines inhibent la
collagénase et ont une activité anti-métalloprotéinase (Dursun et al., 2001).

Autre option thérapeutique Corticoides est cependant controversée en raison de
I’immunosuppression qu’elle induit mais améliorent les résultats en diminuant I'inflammation,
réduisant ainsi les cicatrices, la néovascularisation et la fusion stromale (Hindman et al.,
2009).
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1. Lieu d'étude
Cette ¢étude a ¢été réalisée au laboratoire privé d’analyse médicale L’AZIZA. Un
laboratoire constitué de 5 unités (Bactériologie, Biochimie, Hématologie, Parasitologie,

Sérologie)

2. Prélévement

Durant une période de 1 mois du 01 février 2019 au 01 mars 2019, six patients atteints de
kératite infectieuse ont pu-étre diagnostiques au sein de la clinique ophtalmologique
« LAZOUNI » de Tlemcen.

Les lentilles caractéristiques de I’ceil infectée ont été récupérées de fagcon aseptique dans
leurs étuis appropriés puis acheminés au laboratoire pour étre analyser. Parallelement,
d’autres prélevements de LC ont été effectués chez 3 personnes volontaires ne présentant
aucune infection oculaire, I’analyse bactériologique a concerné les lentilles de contact ainsi

que les boitiers de conservation.

3. Ensemencement des prélévements

Les lentilles de contact récupérées, sont introduites dans des tubes contenant 5 mL du
bouillon nutritif (Annex 1), les étuis sont également remplis avec 3mL de bouillon nutritif,
bien scellés puis incuber pendant 24h a 37 C°.

Aprés un temps d’enrichissement de 24 heures, 0,1 mL de chaque prélevement sont
ensemencée sur différents milieux sélectifs ; le premier milieu étant le Mac-Conkey, sélectif
pour les bactéries Gram négatif, grace a 1’action inhibitrice des sels biliaires et du cristal
violet qui inhibe la croissance des bactéries Gram positif. Le second milieu étant le milieu
Chapman-mannitol, qui permet la croissance des germes halophiles, parmi lesquels figurent
au premier rang les bactéries du genre Staphylococcus, grace a la présence du mannitol et
d’une concentration élevée de NaCl et le troisieme milieu étant gélose au sang, permettent de
libérer des facteurs de croissance supplémentaires, et de détecter les réactions hémolytiques

de nombreuses especes pathogénes (Annexe 2).

4. L’identification bactérienne

Aprés incubation des milieux sélectifs ensemenceés, Les colonies sont repérées selon leurs
aspects morphologiques puis elles sont isolées et purifiées sur les mémes milieux jusqu’a
I’obtention de colonies pures qui seront identifiées par les méthodes conventionnelles de

microbiologie :

:
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e Etude macroscopique
Cette ¢tude est basée essentiellement sur I’observation macroscopique des colonies directe
a I’ceil nu ou par une loupe binoculaire. Elle permet de décrire la taille, I’aspect, la couleur, la
consistance, le contour, I’opacité, et la forme des colonies obtenues (Denis et al.,2007)
(Annexe 3).

e Etude microscopique par coloration de Gram

Etude microscopique constitue la coloration de base en bactériologie, puisqu’elle permet
une classification des bactéries selon leur structure, leur forme, leur regroupement et leur
Gram (Berrada, 2016).

Un frotti bactérien est réalisé en étalant quelques colonies pures a la surface d’une lame au
contact d’'une goutte d’eau distillée stérile. Les lames sont ensuite fixées a la chaleur et
soumises a une coloration par le violet de gentiane pendant 30 secondes, puis a une fixation
de la coloration par lugol pendant une minute. Enfin une décoloration par 1’alcool suivie
d’une nouvelle coloration par la fushine est appliquée pendant une minute chacune.

L’observation microscopique laisse apparaitre des bactéries Gram (+) colorées en violet et

des bactéries Gram (-) colorées en rose.

o ldentification par la galerie APl 20E

La galerie APl 20E est un systeme standardisé pour l'identification des
Enterobacteriaceae et autres bacilles a Gram négatif, elle comprend 20 tests biochimiques
miniaturisés contenant un milieu réactionnel déshydraté. Les réactions produites pendant la
période d’incubation se traduisent par des virages colorés spontanés ou révélés par 1’addition
de réactif.

La préparation de la galerie se fait en incubation. Une petite quantité d’eau est repartie
dans les alvéoles du fond afin de créer une atmosphere humide, la galerie est ensuite déposée
de fagon stérile dans la boite d’incubation.

Parallélement, une suspension bactérienne est préparée en dissociant 2 a 3 colonies dans 5
ml d’eau physiologique. Apres ensemencement des 20 tests, la galerie est couverte puis
incuber a 37°C pendant 18 a 24 h. L’interprétation des résultats s’effectue en se référant au

tableau de lecture (Annexe 4).
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e Test de catalase
Ce test est appliqué pour les cocci Gram positif, il permet de différencier entre les
Streptococccus, les Micrococcuset les Staphylococcus (Jaouhar, 2017).
Sur lame et a partir de la culture de cocci Gram positif purifiée, une ou deux colonies sont
mises au contact d’une goutte d’eau oxygénée a 1’aide d’une pipette pasteur stérile. Une
réaction positive se traduit par un dégagement gazeux d’oxygene suite a 1’¢limination du

peroxyde d’hydrogene selon la réaction suivante :

Carmlase

e Test de coagulase :

Le plasma de lapin est un milieu idéal pour la recherche de la coagulase libre de
Staphylococcus aureus, sa production permet de différencier les souches de Staphylococcus
aureus des autres souches Staphylococciques (epidermis...), puisqu’elles provoquent une
coagulation du plasma (Joffin et Leyral, 2001) le plus souvent au cours des 3 premieres
heures.

La détection de coagulase s’effectue en mélangeant dans un tube a hémolyse 0.5 mL de
plasma humain et 0.5 mL d’une culture de 24 h en bouillon, le mélange est placé a 1I’étuve a
37°C, et est incubé pendant 24 heures. Un test positif se traduit par la formation d’un

coagulum (Afissa, 2014).

e Conservation des souches
Les isolats purs sont conservés a 4 °C dans des tubes de gélose nutritive inclinés afin de

placer les bactéries dans un état de vie ralentie ou momentanément suspendue.

5. Etude de la sensibilité des souches aux antibiotiques

Une suspension bactérienne préalablement préparée et incubée a 37°C pendant 24h, est
ajustée a une DO 625 nm comprise entre 0.08 et 0,1 ce qui correspond a une charge
bactérienne de 108 UFC/mL. Aprés une dilution au 1/100 gram négatif et 1/10 pour les gram
positif (~10® UFC/mL), I’ensemencement des boites de pétries contenant de la gélose Mueller

Hinton est accompli par écouvillonnage.
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L’interprétation des résultats est effectuée selon les normes et les recommandations du
comité de 1’Antibiogramme de la Société Frangaise de Microbiologie (CASFM, 2018). Les
disques antibiotiques testés (Bioanalyse) sont illustrés dans le tableau 4.

Tableau 4 : Antibiotiques utilisés pour ’antibiogramme.

‘ N° Antibiotique Abréviation Charge (ng) Famille
1 Ciprofloxacine CIP 05 Quinolones
2 Ceftazidime CAZ 30 béta-lactamines
3 Gentamicine CN 10 Aminoglycosides
4 Tobramycine TOB 10 Aminosides
5 Céfazoline Cz 30 béta-lactamines
6 Novobiocin NV 30 Non classé

6. Evaluation de la formation de biofilm ; Méthode de plaque de culture de tissus

(TCP)

La détermination quantitative de la formation de biofilm dans les microplaques a 96 puits
est basée sur la mesure colorimétrique du cristal violet incorporé par cellules sessiles
(Chavantetal.,2006).

Les isolats ont été cultivées en milieu BHIB (Bouillon infusion cceur cervelle) (Annexe 2)
et incubées 24h a 37°C. A partir de chaque culture jeune les puits d’une microplaque de 96
puits ont été inoculés avec 50 pl, chaque puits a été supplémenté de 150 pl de BHIB.

Un puit non inoculé est utilisé comme témoin négatif et le reste des 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 I'eau
distillée stérile séchées en position inversée. Le biofilm formé est ensuite coloré avec du
cristal violet pendant 30 min d’incubation. L’excés du colorant a été éliminé par 5 lavages
successifs. Le colorant incorporé par les cellules adhérentes a été solubilisé avec I’éthanol a
95%. La quantité de cristal violet solubilisé aprés 5 min a été mesuré par lecture de la densité
optique a 630nm dans un lecteur de plaque ELISA. L’interprétation des résultats pour les
Staphylocoques a été réealisées selon la classification de Mathur et al., (2006) (Tableau 5), et

selon Hassan et al., (2011) (Tableau 6) pour les autres isolats.
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Tableau 5 : Classification de I'adhérence bactérienne par la technique TCP selon Mathur et

al., (2006).
‘ Valeur DO Formation de biofilm
<0,120 Faible
0,120-0,240 Modéré
>0,240 Forte

Tableau 6 : 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 Modéré
4x DO > Témoin Forte
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Résultats et discussions

1. Prélevement

Un total de 12 lentilles de contact et 12 cbtes d’étuis ont été prélevés durant notre étude.
6 lentilles de contact sont récoltées de volontaires sans aucun critére particulier, alors que les
6 autres lentilles sont récoltées de patient atteint de kératite avec un age compris entre 14 et 59
ans et présentant des pathologies tels que le diabéte, I’allergie, et |’hypertension artérielle
(HTA) (Tableau 1).

Tableau 7 : Caractéristiques des patients et des volontaires.

Identifiant Age Sexe Pathologie Durée Culture Culture
desLC des

Boitiers

K1 14 Fille Allergie 10 mois + -

K2 56 Homme Diabéte 06 mois + +

K3 27 Femme Aucun 09 mois + +

K4 33 Homme Aucun 12 mois + +

K5 42 Homme Diabéte 06 mois + -

K6 59 Femme HTA 03 mois + +

V1G 34 Femme Aucun 12 mois + +

V1D + +

V2D 34 Femme Aucun 6 mois + +

V2G + +

V3D 47 Homme Aucun 6 mois + +

V3G + +

Selon Wang et al (2018), la cornée du diabétique présente des manifestations cliniques
particuliéres, avec une sensibilité cornéenne réduite. En effet, les études d’Ancele (2008),
confirment que I’'immunodépression, tel que le diabéte et la trisomie 21 sont des facteurs de
risque généraux retrouvés avec un taux de 16 % des complications infectieuses, apres le port
de lentille de contact (48 %), et les traumatismes cornéen (17 %). De plus Becmeur en 2017 a
retrouvé aussi que l’allergie constituait un facteur qui favorisait la survenu des kératites

infectieuses et que le tabagisme actif ou passif, le travail sur écran, la climatisation, le
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maquillage et la sensibilité a la pollution atmosphérique, est relié au risque de développement
de Kl sous lentilles de contact.

Le tableau 7 résume, les principales caractéristiques de nos patients, 1’4ge moyen était de
38,5 ans avec des extrémes d’age allant de 14 a 59 ans.

Une ¢étude frangaise étalée sur une période d’un an de 2007 a 2008, sur 86 abces de cornée
associés au port de LC a montré un &ge moyen de 29,7 ans (Abry et al., 2009). De méme, des
¢tudes similaires réalisées au Maroc ; I’'une au CHU Casablanca en 2013 par Ben Hmidoune
et al, sur 51 patients hospitalisés entre 2009 et 2012, et I’autre au service d’Ophtalmologie B
du CHU Rabat par Harchali et al (2013) entre 2007 et 2012 sur 33 patients présentaient un
age moyen de 22 ans.

Dans notre étude 100% (N=12) des lentilles de contact prélevées présentent une culture
positive, qu’ils soient prélevés de patients atteints de kératites ou non. Cependant, 10/ 12 des
cotes d’étuis présentent une culture positive, contre 2 boitiers présentant une culture négative
(Tableau 2).

D'aprés Feys (2004), chacune des lentilles de contact présentant une culture positive est
considérée comme un risque d’infection oculaire menacant la fonction visuelle, et que les
kératites bactériennes, surtout a germes a Gram négatif, sont favorisées par une mauvaise
hygiéne, une contamination des solutions d’entretien ou un port permanent. De plus, d’apres
Becmeur (2017), les patients qui ne renouvellent jamais leurs boitiers sont aussi a risque
d’avoir une KI sous lentilles. En effet, d’aprés une revue de Wu et Stapleton en 2015, la
fréquence d’entretien du boitier joue également un role dans ’apparition d’une pathologie
infectieuse sous LC, puisqu’il suffira de seulement 15 jours d’utilisation du boitier pour le
contaminer de fagon importante.

Nos résultats appuis ces propos puisque nos patients ont utilisé leurs LC plus d’une durée
de 3 mois ou ils n’ont jamais changé leurs boitiers, a I’exception des patients K1 et K5 d’ou

les boitiers étaient nouvellement changeés, ce qui explique le résultat négatif.

2. Isolement et Identification

Sur les trois milieux sélectifs, les colonies ont été isolées et purifiées pour une éventuelle
identification. Cette derniere est basée essentiellement sur des examens macroscopiques et
microscopiques ainsi que 1’identification biochimique.

Aucune colonie n’est apparue sur la gélose au sang, excluant I’existence de Streptocoque

sur I’ensemble des prélévements. Cependant, les colonies isolées sur le milieu Chapman
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présentaient un aspect macroscopique caractéristique du genre Staphylococcus de couleur
blanche sans fermentation du mannitol (Figure 3 A).

L’examen microscopique par coloration de Gram a permis 1’observation de cocci en
grappe de raisin avec une paroi gram positif de couleur voilette (Figure 4 A). Le teste de
catalase vient confirmer cette identification avec un résultat positif. Cependant tous les isolats
¢taient négatifs pour le teste de coagulase, confirmant ainsi qu’aucune d’entre eux est l'espece
Staphylococcus aureus (Figure 5).

La colonie isolée sur milieu MacConkey spécifique pour les entérobactéries et les non
entérobactéries suite a la présence de sels biliaire, sont d’aspect microscopique différents,

(Figure 3 B). La galerie biochimique APl 20F a permis de mettre en évidence 1’espéce

Pseudomonas fluorescens (biotype 2200000), Pseudomonas luteola (biotype 3206002), et une
Acinetobacter baumannii (biotype 0004042) (Tableau 8).

Figure 3 : Aspect phénotypique
A : Des Staphylococcus sur Chapman. B : Des Entérobactéries sur la gélose Mac Conkey

Figure 4 : Observation microscopique apres coloration de Gram (Grossissement x 100)
A : Les cocci Gram (+), B : Les bacilles Gram (-).
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Figure 5 : Identification des Staphylocoques.

A : Résultat de test catalase, B : Résultat de test coagulase.

Tableau 8 : Résultat d'identification par la galerie Api 20 E des espéces isolées.

La souche Identification par la galerie API 20

Pseudomonas
fluorescens 2200000
Pseudomonas
luteola Ll '. . . *'!"gll | 3206002
Acinetobacter
baumannii 0004042

Sur I’ensemble des prélévements un total de 28 isolats bactériens a été obtenu. Selon la
figure 6, Acinetobacter baumannii est 1’agent principal de la kératite infectieuse isolé de
lentilles de nos patients (N =4 /9), suivi de pres par les Staphylocoques blanc (N =3/9), les
Pseudomonas fluorescens et P. luteola viennent en derniére position avec un seul isolat
(N =1/9) (Annex 5).

Par ailleurs, les Pseudomonas fluorescens a marqué sa prédominance aux contaminations
des lentilles de nos volontaires (N =5/6) suivit de P.luteola (N =1/6). Cependant aucun isolat
d’Acinetobacter baumannii ou de Staphylocoques, n’a été obtenu.

La prédominance d’Acinetobacter baumannii sur les lentilles des patients atteints de
kératite peut-étre expliquer par le fait que cette espéce est présente sur les surfaces oculaires et
peut-étre capable de produire des réponses indésirables chez les porteurs de lentilles de

contact a port prolongé, elle pourra avoir ét¢ transférées a I'eeil par lentilles contaminer
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probablement par les mains puisque ces especes sont considérées comme un microbiote
normal de la peau (Corrigan et al.,2001). De méme, les Staphylocoques sont des bactéries
ubiquitaires, présent dans la flore résidente de la peau de I’lhomme, et est responsable des
infections suppuratives trés diverses superficielles ou profondes tels que les infections
oculaires (Bergon, 2017). En effet, le taux de Staphylocoque isolée des prélevements réalisés
lors de kératite bactérienne en Europe sur 263 cas en Angleterre, 15 cas en France et 48 cas en
Suéde été en Portugal, a était de 14%, 26%, et 37%, et 14% respectivement, il vient aussi en
dominance par rapport au Pseudomonas ou le taux d’isolement était de 10% et 6% pour le
reste des pays (Ezzahraoui, 2013).

Ce résultat concorde parfaitement avec notre étude cependant, les études de Fong et al.,
réalisée au cours d’une période de 10 ans (1992-2001) au niveau de 1’hopital universitaire a
Taiwan sur 467 patients attiennent de kératite infectieuse, montre un taux d’isolement
important des Pseudomonas aeruginosa avec un taux de 33.7 % et un faible taux d’isolement
d’Acinetobacter baumannii avec 1.2% (Fonget al.,2004). En effet, les Pseudomonas peuvent
survivre dans les microgouttelettes et peut demeurer longtemps en suspension dans des
aérosols, d’ou le risque de transmission par voie aerienne. Une des principales voies de
transmission est le contact avec de 1’eau contaminée, mais comme la dose orale infectieuse est
tres élevée, les voies de transmission qui présentent les plus grands risques pour la santé sont
I’exposition cutanée (Clifton et Peckham, 2010). Probablement le contact des lentilles avec le
lavabo lors de la manipulation qui a été fortement relié au risque de KI. Le risque est plus
important si les patients ne renouvelant jamais leur boitier (Becmeur et al.,2016).

Selon nos résultats, les germes a gram négatif marquent leurs dominances (N=22) face
aux germes de Gram positif avec (N=6), que ce soit sur les lentilles isolées de patients atteints
de kératite ou de volontaires. D’apres L'étude de 1’ Al-Zahrani en 2012, celle-ci a montrer une
prédominance des organismes a Gram négatif en tant qu'agents infectieux pour la kératite

infectieuse, avec un taux de 56,17 % (100 cas sur 178).
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= A.baumannii
= Staphylocoques
p.Luteola

m p.fluorescens

Figure 6 : Répartition de germes isolés des lentilles de contact.

A : LC des patients atteints de kératite. B : LC des volontaires.

Nos patients utilisent des boitiers des lentilles afin de les conserver le soir, mais ces
boitiers peuvent etre contaminés, notre étude montre une prédominance des Pseudomonas
fluorescens (N=3/6), suivit de Staphylocoques blanc (N=2/6), et Acinetobacter baumannii
(N=1/6).

Par ailleurs, les germes de Pseudomonas fluorescens et P.luteola ont marqué une
prédominance de la contamination des boitiers de lentille des volontaires (N=3/7), et une seul
souche de Staphylocoques blanc.

Les résultats obtenus sont presque similaires entre les isolats des boitiers puisqu’on a

marqué une prédominance des Pseudomonas fluorescens pour les deux groupes.

41

m p.fluorescens
= p.Luteola
= A.baumannii

m Staphylocoques 3

Figure 7 : Répartition de germes isolés des boitiers des patients atteints de kératite et des
volontaires.
A : Boitiers des patients atteints de kératite. B : Boitiers des volontaires.
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3. Etude de la resistance aux antibiotiques

Selon la figure 8, I’ensemble des germes isolés des lentilles des patients atteints de
kératite, étaient résistants aux Ceftazidime et aux Céfazoline, nous remarquons une résistance
moins importante vis-a-vis de la Tobramycine et la Gentamicine avec 4/6 et 3/6 souches
résistantes, pour les germes isolés de lentilles de volontaire, et 3/ 9 ainsi que 2/9 pour les
germes isolés de lentille des patients atteints de kératite, cette résistance a été plutdt marquer
par les espéces Pseudomonas fluorescens (V2g, V3d, V3g, K6), et d’Acinetobacter baumannii
(V1d, K3, K4).

La Ciprofloxacine et la Novobiocin restent active avec un seul isolat résistant a la
Ciprofloxacine (P.fluorescens k 6) et a la Novobiocin (Staphylococcus blanc K5) (Annexe 1).

Selon la figure 9, I’ensemble des germes isolés des boitiers des patients atteints de
kératite, ont présenté un profil de résistance presque similaire a ceux des isolats des lentilles
de contact, ou I’ensemble des isolats étaient résistants aux Ceftazidime et aux Céfazoline.
Cependant la Tobramycine, la Ciprofloxacin, la Novobiocin restent active avec quelques
souches résistantes (Annexe 5).

Nos résultats sont similaires a ceux retrouvé par Deepa et al (2014), ou Acinetobacter
isolés de la surface oculaire ont marqué une bonne sensibilité aux Ciprofloxacin, Tobramycin,
et aux Gentamicin avec un taux de 91,7%. De méme I’étude hajoui et al, (2012) sur la
sensibilité des germes oculaires aux différents antibiotiques a montré que les Staphylocoques
a coagulase négative étaient sensibles vis-a-vis de la Ciprofloxacine et la Gentamycine avec
un taux de 61,4%, et a la Tobramycine avec un taux de 59,6%. Une autre étude de Salha et
Al-Zahrani en 2012 sur 24 souches de P. aeruginosa isolés de lentille de contact marque
quant a elle une sensibilité de 100% aux Ceftazidimes, Ciprofloxacine, et aux Gentamicines.
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Figure 8 : Profil de résistances aux antibiotiques des isolats de lentilles des patients atteints
de Kératite et des volontaires.
CIP : Ciprofloxacine, CAZ : Ceftazidime, CZ : Cefazolin, CN : Gentamicin,
TOB : Tobramycin, NV : Novobiocin,
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Figure 9 : Profil de résistances aux antibiotiques des isolats des boitiers des patients atteints
de kératite et des volontaires.
CIP : Ciprofloxacine, CAZ : Ceftazidime, CZ : Cefazolin, CN : Gentamicin,
TOB : Tobramycin, NV : Novobiocin.

4. Résultats de I’évaluation de la formation du biofilm par la méthode TCP
Selon la figure 10, ’ensemble des germes isolés étaient capables de former un biofilm
qu’ils proviennent de lentille de patient attient de kératite ou non avec valeurs de DO 630

comprise entre 0,196 et 0,427.
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Sur les 9 isolats testées de lentille de contact des patients atteints de kératite, un seul isolat
Staphylococcus blanc (K4), formait un biofilm de forte intensité, 7/9 isolats étaient de
formation modérée, dont (PFk6), (PL K1), (AB K2, K3, K4, K5), (SK3).et 1 seule isolat (S
K5) était faiblement formateur de biofilm.

Par ailleurs, les germes isolés de volontaires sont moins performants dans la formation de
biofilm avec 3/6 isolats faiblement formatrice, (PF G V1, G V2, G V3), 3/6 isolats modérée,
(AB DV1), (PF D V2, D VV3) (Annexe 5).

Selon la figure 11, ’ensemble des germes étaient capables de former un biofilm qu’ils
proviennent de boitier des patients atteints de kératite ou non avec des valeurs de DO 630
comprise entre 0,21 et 0,404.

Sur les 6 isolats testées isolés des boitiers des patients atteints de kératite, un seul isolat (S
B2) présentait une forte capacité a former un biofilm, 3/6 isolats étaient modérée, les (PFB2),
(ABB3), (SB6), et 2/6 souches était faiblement formatrice (PF BT4, BT6).

Par ailleurs, sur les boitiers des volontaires un seul isolat S (V3g) formait un fort biofilm,
5/7 souches étaient modérée, (PF BTV1d et BTV1g), (PL BTV2d, BTV3d, BTV3g), et un
seul isolat de (PF BTV2 g) avait une faible capacité a forme un biofilm.

Selon Klein (2011), les biofilms ont une importance particuliére car ils sont impliqués
dans un large éventail d’infections chez ’homme, puisqu’ils ont pu étre observés sur les
supports de stockage des lentilles de contact. En effet, d’aprés les études de McLaughlin-
Borlace et al., en 1998 le biofilm bactérien était présent plus fréquemment sur les surfaces des
boitiers (N=17/20) par rapport aux surfaces de lentille de contact (N=11/20) des patients
atteints de kératite.

DO 630

0,5
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0,25 _ = _
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0,05
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AB2 AB3 AB4 ABS PF.6 S.4 S5 AB.wld PF.vlg PF.v2d PF.v2g PF.v3d PF.v3g

Figure 10 : Quantification de la formation de biofilm chez les isolats des lentilles de contact
en microplaques a 37°C.
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Figure 11 : Quantification de la formation de biofilm chez les isolats des boitiers en

microplaques a 37°C.
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Conclusion

L’ophtalmologue met au patients malvoyants le choix de porter des lentilles de contact au
lien des lunettes, un dispositif médicale utile pour améliorer la vision de ses dernies, sauf que
des préventions doivent étre prises et des mesures d’utilisation et d'entretien afin d’éviter la
contamination de ce dispositif, qui peut conduire aux complications oculaires traduit en
kératite infectieuse.

Dans le cadre de notre étude, notre role était de déterminer la colonisation ou
I’ineffectivité des lentilles de contact des patients attient de kératite infectieuse, d’identifier
les germes infectants, leurs pouvoir de formation de biofilm ainsi que leurs antibiorésistances.

Ainsi, il a été permis grace a cette étude de montrer la prédominance d’Acinetobacter
baumannii, suivi de prés par les Staphylocoques blanc, les Pseudomonas fluorescens et P.
luteola viennent en derniére position avec un seul isolat.

La comparaison avec des lentilles de volontaires ne présentant aucune infection a pu
confirmer que les lentilles contaminées est un facteur de survenu de la kératite infectieuse.

L’étude de profil d’antibiorésistances des germes isolés ont montré une résistance
impertinente aux béta-lactamines, cette résistance peut-étre justifie par la capacité de ces
isolats a formé un biofilm sur la surface des lentilles de contact. En effet, I’adhésion des
microorganismes aux surfaces des lentilles de contact serait un facteur non négligeable dans la
résistance bactérienne aux antibiotiques ce qui rend trés difficile et impossible de détruire les
bactéries sous forme sessile. Cela pose de graves problémes de santé publique puisque les
traitements systémiques de routine des patients atteints de kératite se révelent le plus souvent

inefficaces.
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Annexes



Annexe 1 : Résultats de I’antibiogramme, et la capacité de former un biofilm des souches

isolées des lentilles et boitiers des volontaire non atteints de kératite.

Les souches Les antibiotiques testés Biofilm
Prélévement / CIP |[CAZ [CZ [CN |TOB |NV DO | Formation
LC,D,V1 | A.baumannii S R R R R / 0,276 | Modéré
LC ,GV1 | p.fluorescens S R R S S / 0,197 | Négatif
LC D V2 | p.fluorescens S R R S S / 0,316 | Modérée
LC GV2 | p.fluorescens S R R S R / 0,236 [ Négatif
LC D V3 | p.fluorescens S R R R R / 0,265 | Modéré
LC G V3 | p.fluorescens S R R R R / 0,246 | Négatif
BT dV1 [ p.fluorescens S R R S R / 0,285 [ Modéré
BT gV1 | p.fluorescens S R R S S / 0,308 | Modéré
BT dV2 p.Luteolus S R R S S / 0,316 | Modéré
BT gV2 | p.fluorescens S R R S S / 0,236 | Négatif
BT d V3 p.Luteolus S R R S R / 0,304 | Modéré
BT g V3 p.Luteolus S R R S S / 0,284 | Modéré

BT g V3 [staphylococcus| S R R S S R 0,243 |[Forte

S: sensible, R : résistant. DO : densité optique. CIP : Ciprofloxacine, CAZ

: ceftazidime,

CZ : cefazolin, CN : Gentamicin, TOB : tobramycin, NV : Novobiocin. BT : boitier.

LC : lentille de contact. D : droit G : gauche.



Annexe 2 : composition des milieux de culture (pour 11 d’eau distillée, en g/L)

Gélose Mueller Hinton :

Infusion de viande de DOBUT ..o, 39
Hydrolysat de CaSEINE..........ccevveiieeiesiee e 17, 5¢
N 211 1o o o SRS 1,59
AGAN e 179

Gélose Chapman :

Extraitde viande............ooiiiiiiii s e g
Chlorure de sodium...........ooiiiiiiiiiii e, 75¢g
Peptone. ....o.ei e 10g
GLOSE. ..ttt 15¢
Mannitol. ... ..., 10g
Rouge de phénol....... ... 0,025¢

Gélose Mac Conkey :

Peptone de caséine...........ccvviiiiiiiiiiiiii e 17g
Peptone de viande.............coooiiiiiiiiii 03g
Sels BIlIAIres. . ...ouvieete 1.5g
Cristal VIOt ... 0,001g
LaCt0Se. ettt 10g
ROUZE NEULTE. ..ot 0,03g
Chlorure de sodium...........ooeiuiiiiiiii i 05g

A e e 13¢g
NSO . .. 0,07g

GELOSE AU SANG 5% (g /)

Peptone de viande ..........ccoiiiriiiii 10
Peptone de cas€ine ..........c.oviiiiiiiiiiiii i 5
Extraitde levure ........ ..o 3
Chlorure de sodium ..........oiiuiiiiiiiiii i 5
N . 18



Bouillon nutritif :

PEPLONE.....coiiiiie e 10g
Chlorure de SOIUM........coviiiiiiiiereee e 5¢
Extrait de VIande..........coeiieiieiicc e 5¢

Gélose nutritive :

Extrait de VIande..........coeiieiiiiicc e 5¢
PEPIONE. ..t 10g
Chlorure de SOIUM........ccveiiiiiiiece e 5¢
AAAT e 20g

e Composition des réactifs utilisés

Réactif de Kovacs :

p-dimétylaminebenzaldéhyde ............cccccovevveviiiciic e, 10ml

Acide ChlordriqUE........coveieieee e 50ml

AlCool aMYIIQUE. ... 150ml
Réactif de TDA

Chlorurede fer. ..o 80g/1

Bouillon ceeur-cervelle BHIB

ProteOSE-PEPLONE. ...\t 100¢g
infusion de cervellede veau...............c.coooiiiiiiiiiiiiin, 125¢g
infusion de ceeur de beUL. .. .. vveeeee 5049
OIUCOSE. .. 2,040
chlorure de sOdiumM...... ..., 509
hydrogénophosphate de sodium................ccoviiiiiiiiiiinnnnn. 250

pH =74



Annexe 3 : observation macroscopique des déférents isolats sur milieux Mac-Conkey,

Chapman mannitol, et Gélose au sang

A : staphylocoques a coagulase négatif. B : Acinetobacter baumannii

C : Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas luotella




Annexe 4 : résultat de I’identification par la galerie API 20E.

Fiche de lecture des résultats de galerie APl 20E (bioMérieux SA,20)




Thbleau de lecture des résultats de galerie APl 20E (bioMérieux SA,20

Tests Composants QTE Réaction /Enzyme Résultats
Actifs _ _
Négatif Positif
ONPG 2-nitrophényl- 8 D- (0,223 | B -galactosidase (Ortho | Incolore Jaune
galactopyranoside NitroPhényl- 8 D -
galactopyranosidase)
ADH L-arginie 1,9 Arginie Dihydrolase Jaune Rouge-
orangé
LDC L-lysine 1,9 Lysine-DiCarboxylase Jaune Rouge-
orangé
oDC L-Ornithine 1,9 Ornithine Jaune Rouge-
DéCarboxylase orangé
CIT Trisodium citrate |0,756 Utilisation de CITrate | Vert pale- | Bleu-Vert-
jaune bleu
H2S Sodium thiosulfate |0,075 Production d’H2S Incolore- | Dépdt noir-
grisatre fin liseré
URE Urée 0,76 UREase Jaune Rouge-
orangé
TDA L-tryptophane 0,38 Tryptophane TDA-immédiat
Désaminase
Jaune Marron-
rougeatre
IND L-tryptophane 0,19 Production d’indole JAMES-immédiate
Incolore Rose
Vert pale-
jaune
VP Sodium pyruvate 1,9 Production d’acétoine VP1+VP2 /10min
Incolore- Rose-
Rose pale rouge




GEL Gélatine (origine | 0,6 Gélatinase (GELatine) Non Diffusion du
bovine) diffusion | pigment noir
GLU D-glucose 1,9 Fermentation- Bleu- Jaune
oxydation (GLUcose) | bleu-vert
MAN D-mannitol 1,9 Fermentation- Bleu- Jaune
oxydation (MANDitol) | bleu-vert
INO Inositol 1,9 Fermentation- Bleu- Jaune
oxydation (INOsitol) | bleu-vert
SOR Sorbitol 1,9 Fermentation- Bleu- Jaune
oxydation (SOR-bitol) | bleu-vert
RHA L-rhamnose 1,9 Fermentation- Bleu- Jaune
oxydation bleu- vert
(RHAmMnose)
SAC D-saccharose 1,9 Fermentation- Bleu- Jaune
oxydation bleu-vert
(SACcharose)
MEL D-melibiose 1,9 Fermentation- Bleu- Jaune
oxydation (MELibiose) | bleu-vert
AMY Amygdaline 1,57 Fermentation- Bleu- Jaune
oxydation bleu- vert
(AMYgdaline)
ARA L-arabinose 1,9 Fermentation- Bleu- Jaune
oxydation bleu-vert

(ARAbinose)




Annexe 5 : Résultats de I’antibiogramme, et la capacité de former un biofilm des souches
isolées des lentilles et boitiers des patients atteints de kératite.

Les souches Les antibiotiques testés biofilm

Prélevement Gram - CIP [CAZ| CZ | CN | TOB DO Formation

Z
<

LC K1 p.Luteolus 0,375 | Modéré

LC K2 A.baumannii 0,427 | Modéré

LC K3 A.baumannii 0,357 | Modéré

LC K4 A.baumannii 0,393 | Modéré

LC K5 A.baumannii 0,326 | Modéré

LC K6 p.fluorescens 0,318 [ Modéré

LC K3 staphylococcus 0,208 | Modéré

LC K4 staphylococcus 0,393 | Forte

LC K5 staphylococcus 0,196 | Négatif

Boitier 2 | p.fluorescens 0,316 |Modéré

Boitier 3 | A.baumannii 0,404 | Modéré

Boitier 4 | p.fluorescens 0,231 | Négatif

Boitier 6 | p.fluorescens 0,21 | Négatif

BT2 staphylococcus 0,282 |Forte

nNniniun|unuiuuminuin|dunuiniununin|unv
DR PP |O|RP|P|P|O|P|D|O|XN0|0
V|V PPV P|D|RN|D|P|D|D|RW|O|=N |0
ninlinununninnlnnunnuinv|X|X|n|nv
nliunluniununuiuninluin|duv|T|ID|nOL
NN ININININIITO OIS INITNITNITYNI

BT6 staphylococcus 0,229 | Modeére

S : sensible, R : résistant. DO : densité optique. CIP : Ciprofloxacine, CAZ : ceftazidime,
CZ : cefazolin, CN : Gentamicin, TOB : tobramycin, NV : Novobiocin. BT : boitier.
LC : lentille de contact. D : droit G : gauche.

Annexe 6 : Culture des lentilles de contact en bouillon nutritif.




Annexe 7 : résultat de ’antibiogramme.

A : staphylococcus , B A.baumannii, C :Pseudomonas.fluorescens .

D : Pseudomonas luotella .



Résumeé
La keératite est une infection oculaire généralement liée au port de lentilles de contact contaminée,
notamment en cas d'erreur d'entretien ou de manipulation de ces derniéres.

L’objectif de notre travail est 1’isolement et identification des bactéries responsable de kératite
infectieuse a partir des lentilles de contact et leurs boitiers.

L’identification bactérienne a montré une prédominance d’Acinetobacter baumannii (N=5/9),
suive de pres par les Staphylocoques (N =3/9), viennent en dernier position avec un seul isolat (N
=1/9) les Pseudomonas fluorescens et P.luteola. L’étude de la sensibilité aux antibiotiques des germes
responsables présente une résistance impertinente aux béta-lactamines. L’évaluation de la formation
du biofilm par la technique TCP a montré que Staphylococcus (K4), formait un biofilm de forte
intensité, et 10 souches sur 12 étaient de formation modérées de biofilm, (les P.fluorescens k6,
P.Luteola K1, A.baumannii K2, K3, K4, K5, Staphylococcus K3). Et une seule souche de
(Staphylococcus K5) sur 12 était de faible formation.

Mots clés : kératite infectieuse, lentille de contact, biofilm.
ABSTRACT

Keratitis is an ocular infection generally related to the wearing of contaminated contact lenses,
especially in case of maintenance error or manipulation of the latter.

The goal of our work is the isolation and identification of bacteria responsible for infectious
keratitis from contact lenses and their cases.

Bacterial identification showed a predominance of Acinetobacter baumannii (N = 5/9), followed
closely by Staphylococci (N = 3/9), come last with only one isolate (N = 1/9). Pseudomonas
fluorescens and P.luteola. The study of antibiotic susceptibility of causative organisms presents
impertinent resistance to beta-lactams. Evaluation of biofilm formation by the TCP technique showed
that Staphylococcus (K4) formed a high intensity biofilm, and 10 strains out of 12 were of moderate
biofilm formation, (P.fluorescens k6, P.Luteola K1, A.baumannii K2, K3, K4, K5, Staphylococcus
K3), and only one out of 12 (Staphylococcus K5) strain was of low formation.

Key words: infectious keratitis, contact lens, biofilm.
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