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|NTRODUCTION

Les bactéries peuvent adopter deux modes de \fieratits : elles sont soit libres et isolées
dans un milieu (état planctonique), soit attactzese surface ou elles vivent en communauté
au sein d’'un biofilm (état sessile). Claude E. dbbeété I'un des premiers chercheurs a
observer des biofilms en 1943, mais le terme Iiofl été utilisé pour la premiére fois par
Costerton en 1978. Leur mise en évidence a longetganecdotique ; le développement de
meéthodes d’observation telles que la microscopifamale a balayage laser a permis de
montrer que les biofilms sont une communauté sirget de micro-organismes avec une
architecture complexe. Durant les vingt derniereméas, le nombre de publications
scientifiques concernant les biofilms a considénad@nt augmenté. Ce mode de vie en
biofilm procure aux micro-organismes le constituamie protection mécanique contre
différents facteurs d’agression : le systeme imitaina@ de I'hote, les agents antimicrobiens et
les facteurs environnementaux comme la dessiccdésnltra-violets ou les changements de
température. De plus, les contacts rapprochés Egrmicro-organismes au sein du biofilm
favorisent le partage de métabolites produits ptemtune économie d’énergie. Ainsi, 99 %
des bactéries dans la nature seraient rencontes la forme de biofilm (Donlan &
Costerton, 2002), et I'état planctonique pourraitréduire au passage de la bactérie d’'une

surface a une autre.

Les biofilms ont un impact considérable dans deteses trés variés : dans le domaine agro-
alimentaire ou ils posent des problemes de conttioim des aliments, dans l'industrie en
raison de leur capacité de recouvrir et corrodem@tériaux comme les canalisations ou les
coques de bateaux, mais également dans le doma&deah puisque 65 % des infections
bactériennes chez 'homme impliquent des biofilfAdlqux & Vallet, 2003). On pense par
exemple aux légionelles, bactéries responsablgmeemopathies souvent séveres, capables
de former des biofilms trés difficiles a élimineand les canalisations des réseaux d'eau
chaude sanitaire, mais aussi a toutes les infectassociées a des dispositifs médicaux.
Escherichia coliest 'un des micro-organismes les plus frequemrisatés dans ce contexte,

avec les Staphylocoqudé3seudomonas aeruginosaCandida albicans



Introduction

Cette bactérie « au double visage », a la fois censale inoffensive du tube digestif et
parfois redoutable pathogéne, est capable de s&Edaplifférents environnements. Le mode
de vie en biofilm constitue I'un de ces mécanisdeglaptation. Le génome de certaines
souches peut révéler un panel de différents festale virulence, dont les facteurs
d’adhérence tels que les flagelles, les curli aufimbriae de type 1, qui contribuent a la
formation de biofilm. De nombreuses études ontrétdisées sur le biofilm formé par cette
bactérie, mais le plus souvent sur des souchesl@atoire, sans que les mécanismes

impliqués et leur régulation puissent étre précesgnaéterminés.

Au cours de ce travail, nous avons réalisé uneeétud la formation de biofilm dans
différentes conditions expérimentales par des smideE. coliisolées dans divers contextes

cliniques au laboratoire de Bactériologie.



REVUE BIBLIOGRAPHIQUE

|. Formation des biofilms

[-1. Définition

Le biofilm est une communauté structurée de micgaismes, se fixant a une surface inerte
ou vivante et réunis au sein d’'une matrice d’expgatcharides adhésive et protectrice qu'ils
sécretent. C’est une structure vivante en perpéamaniement. Il constitue le mode de vie
majoritaire des micro-organismes, par oppositiohétat planctonique, libre et isolé dans
'environnement (Costertoet al, 1999; Espinasset al, 2010; Van Houdt & Michiels,
2005). Un biofilm peut étre constitué d'une ou puss especes de micro-organismes
(Behlau & Gilmore, 2008).

[-2. Etapes de formation des biofilms

Les bactéries semblent initier la formation d’urofitin en réponse a une pression
environnementale, telle que le manque d’oxygénelestnutriments ou la présence d'un
traitement. Les biofilms peuvent se développersie grande variété de surfaces, incluant les
tissus vivants, les dispositifs médicaux, les daatibns des systémes d'eau potable ou
industriels, ou sur tout autre support retrouvésdansol ou dans les milieux aquatiques. On

distingue généralement cinq étapes de formatiomdésms (figure 1) :

[-2-1. L’adhérence réversible

En milieu liguide ou exposé a I'humidité, les baiet® planctoniques s’approchent d’'une
surface solide par mouvement brownien, par séditient ou par mobilité active (présence
de flagelles). Elles s’y attachent de maniére gty par des interactions non spécifiques,
électrostatiques et électrodynamiques. Cette étagte influencée par des conditions

environnementales impliquant le pH, 'osmolaritérdilieu, la température, la concentration
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en oxygene et en nutriments et 'hydrodynamiquélulde (Beloinet al, 2008). L’adhérence
des bactéries est également influencée par laendtula surface, notamment sa rugosité et
son hydrophobicité. Les bactéries adhérent pluslefaent sur une surface rugueuse,

hydrophobe et non polaire.

[-2-2. L'adhérence irréversible

La fixation a la surface solide devient irréversiben raison de la production
d’exopolysaccharides par les bactéries et surtd@dega des structures d’adhérence variables
selon les especes bactériennes, par exemple ldgidanet les curli pouE. coli, qui
interagissent avec des récepteurs spécifiquesniséser la surface (Beloiet al, 2008; Van
Houdt & Michiels, 2005).

I-2-3. Le développement précoce du biofilm

Les bactéries se multiplient lentement et contihgenproduire des exopolysaccharides. Elles
s’agrégent entres elles et forment des microcodpnigii sont protégées par la matrice

exopolysaccharidique.

[-2-4. La maturation du biofilm

L’architecture complexe du biofilm se met en plagec la formation de canaux aqueux et de
pores entre les microcolonies, permettant 'achemint d’oxygene et de nutriments
nécessaires a la croissance des micro-organisingsgae I'élimination des déchets (Filloux
& Vallet, 2003; Tenkeet al, 2006). La production et la sécrétion d’enzymesdeuoxines
provoque la dégradation des tissus environnantsh@te et permet ainsi la libération de
nutriments (Jacobsest al, 2008). Un biofilm est approximativement constitlet 85 % de
matrice extracellulaire et de 15 % de micro-orgawis (Behlau & Gilmore, 2008). La matrice
extracellulaire est principalement constituée d’€3l%) et inclue également des polymeéres
d’exopolysaccharides, des protéines, des acidedéiques, des phospholipides, des
nutriments et des métabolites (Bel@hal, 2008). Cette matrice a un réle protecteur et un

role structural.

Les bactéries acquiérent un mode de croissancephysologie et un métabolisme différent

des bactéries planctoniques. Ces changements ppénas résultent d’'une évolution du

11
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profil d’expression de leurs genes. Ainsi, cBezoli, on note une différence d’expression des
genes de 38 % entre les bactéries attachées afibmbiat les bactéries planctoniques
(Tolker-Nielsen & Molin, 2000). Toutes ces transh@tions sont coordonnées grace a un
systeme de communication entre les bactéries dhérme espece au sein du biofilm, appelé
le quorum sensingBehlau & Gilmore, 2008). Ce systeme est fondé lauproduction de

molécules diffusibles par les bactéries, par exentg$ acyl-homosérine lactones chez les
bactéries a Gram négatif, qui donnent une indinati@ la densité cellulaire dans un

environnement donné (Filloux & Vallet, 2003).

Les biofilms matures possédent une structure tedsionnelle avec plusieurs
microenvironnements différents qui évoluent seloarholarité, le pH et la densité cellulaire.
Du fait de cette héetérogéneité, I'état métaboliume bactérie differe selon sa localisation :

il existe une variété de phénotypes bactériengiudsun biofilm.

Les contacts rapprochés entre les micro-organisiaesrisent le transfert horizontal de
matériel génétique. Ce phénomene pourrait notamifaeiiter la propagation des génes de

résistance aux antibiotiques (Trautner & Daroui@@f4a).

[-2-5. Le détachement de bactéries

La densité bactérienne sur une surface peut ateeitd cellules/cri (Hall-Stoodleyet al,
2004). Des bactéries se détachent du biofilm eisggersent dans le milieu environnant aprés
un retour a I'état planctonique. Traditionnellemdatdétachement de bactéries est considéré
comme un phénoméne passif, dépendant notammeifrdes du flux du milieu dans lequel

le biofilm se trouve. Cependant, le détachemenbaieéries peut aussi étre une stratégie
active, initiée par les bactéries elles-mémes, lgemmettant de coloniser de nouvelles
surfaces et de survivre lorsque I'espace et lesments deviennent limités. Les bactéries
peuvent se détacher seules ou par petits ou gr@s a@lon les mécanismes impliqués
(Kaplan, 2010). Comme pour les autres étapes,tickément de bactéries est un processus
complexe qui impligue des signaux environnementatixune communication entre les

bactéries.

Ainsi, un biofilm établi constitue un réservoir Hactéries viables, capables d’aller coloniser

d’autres surfaces.

12
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Figure 1 : Représentation schématique des différeas étapes de formation d’un biofilm (Van
Houdt & Michiels, 2005)

Figure 2 : Photographies par microscopie électronige de biofilms de 24 heures formés par A)
un bacille a Gram négatifBurkolderia cepacia et B) un cocci a Gram positifStaphyl ococcus sp
(Simoes, 2011).
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II. Importance clinique des biofilms

[1-1. Résistance des bactéries au sein des biofdm

[I-1-1. Aux défenses de I'h6te

Les bactéries planctoniques qui pénetrent dangydiisme vont stimuler la réponse
immunitaire de I'néte. Les phagocytes et les anpisgroduits vont pouvoir les éliminer et
contrbler l'infection aigué (Figure 3, étape a)slimctéries ayant formé un biofilm stimulent
eégalement la réponse immunitaire mais son effi€ast limitée par défaut de pénétration des
phagocytes et des anticorps dans la matrice dulrbi¢Figure 3, étape b). Les phagocytes
vont libérer leurs enzymes phagocytaires sur pl(&igure 3, étape c), ce qui induit une
réponse inflammatoire qui endommage les tissusr@mvants et libere des bactéries du
biofilm (Figure 3, étape d). Une bonne immunitéludalre et humorale ne suffit donc pas

pour éliminer un biofilm.

nAntibiotique Anticorps n Bacterie @ cactirie mEnzymes

planctoniquz dubiefilm phagooytaires

Figure 3 : Mécanismes de résistance des biofiimsxadéfenses de I'hdte (Costertost al., 1999).
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[I-1-2. Aux antibiotiques et désinfectants

Les bactéries vivant au sein du biofilm sont maessibles aux antibiotiques et désinfectants
gue leurs homologues planctoniques (Bridieal, 2011; Simoes, 2011). Les concentrations
d’antibiotiques nécessaires pour inhiber les baagéau sein d’'un biofilm peuvent étre 10 a
1000 fois plus élevées que celles utilisées potniber les mémes bactéries a I'état
planctonique (Simoes, 2011). Ainsi, le traitementitaotique est généralement efficace
contre les bactéries planctoniques libérées duilfiomais ne permet pas I'élimination

complete du biofilm. Ce phénoméne est un élémehtdel la persistance des infections
chroniques liées aux biofilms, créant un sérieugbfgme de Santé publique. Plusieurs

mécanismes sont impliqués :

a) Le défaut de pénétration de I'antibiotique

Le premier mécanisme de résistance est lié au dééapénétration des agents antimicrobiens
dans les profondeurs du biofilm. Les multiples dwmscde cellules et les exopolysaccharides
constituent une structure complexe et compactelegpiantibiotiques et désinfectants ont du
mal a traverser (Bridieet al.2011). Dans le cas des petites molécules, cettetmpermet
uniquement de ralentir le passage (Lewis, 2001)r Res molécules chargées positivement
comme les aminosides, la diffusion pourrait étrenitke par leur liaison aux
exopolysaccharides de la matrice qui sont chargéstivement (Fwet al, 2005; Lewis,
2001). De plus, le retard de pénétration des mt#éqeut aussi favoriser I'activité inhibitrice
des enzymes produites par les bactéries commp-llestamases (Fuet al, 2005; Lewis,
2001). Une diminution significative de la pénétratide B-lactamines, des glycopeptides et
des aminosides a été rapportée mais de tels rissoltat pas été toujours retrouves ; certains
antibiotiques comme les fluoroquinolones, les tchnes, la fosfomycine ou la rifampicine
semblent parfois bien pénétrer dans les biofiimel (Bozo & Patel, 2007; Rodriguez-
Martinezet al, 2007; Singtet al, 2010; Stewart, 2002; Tenl al, 2006; Zheng & Stewart,

2002). Ainsi, d'autres mécanismes de résistancesdbintervenir.

b) La croissance ralentie des bactéries

Il existe un gradient de sensibilité aux antibiogg de haut en bas du biofilm (Fekal,
2005). En effet, les bactéries au sein du biofilmh wn métabolisme hétérogene : celles en
surface ont un meilleur acces a lI'oxygéne et auttimants, elles synthétisent plus de

protéines et ont une croissance plus active qubdeteries situées en profondeur du biofilm
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(Bridier et al, 2011). Ces dernieres ont un métabolisme raléntn éaux de croissance faible
ou nul, elles sont dites en dormance. Or, les emidjues sont plus efficaces sur les bactéries
en division. De plus, le manque d'oxygéne en prdéam du biofilm réduit l'activité

antimicrobienne des aminosides (Del Pozo & Pat#)/2

c) Laréponse des bactéries a un stress

Dans un biofilm, les bactéries subissent des atiapsaphénotypiques pouvant mener a une
augmentation de la résistance aux agents antinigreb Ces modifications résultent de
I'expression de genes spécifiques en réponse anditmns environnementales. Par exemple,
les bactéries au sein d’'un biofilm peuvent augnreldar capacité d’expression de leur
B-lactamase chromosomique suite a une expositiclomyée aux3-lactamines (Del Pozo &
Patel, 2007). Un autre exemple concerne les erdététies synthétisant un facteur sigma
RpoS, sous la dépendance du régulon RpoS, en egod#férents stress. Ce facteur a un
réle régulateur clé dans la survie bactérienneaeisda résistance généralisée a différents
stress. Les biofilms &. coli ayant une délétion du géne RpoS ont une densite fpible
(Adams & McLean, 1999; Colladt al, 2008). Les modifications phénotypiques peuvessiau
toucher les cibles habituelles des bactéries phaimpies, comme la paroi bactérienne,
diminuant ainsi I'efficacité des antibiotiques (keret al, 2006). Par ailleurs, I'induction de
'expression de genes codant pour les pompes abefBystemes permettant aux bactéries
d’éliminer des molécules toxiques, pourrait étreautre mécanisme expliquant la résistance
aux agents antimicrobiens mais leur impact n’agrec®re été clairement défini (Bridiet al,
2011).

d) La persistance de bactéries

Une dose croissante d’antibiotique entraine uneoiEsance initiale du nombre de bactéries
vivantes dans un biofilm, jusqu'a un seuil au-delaquel l'augmentation des doses
n‘augmente plus le nombre de bactéries tuées,rmpapulation de bactéries persiste quelle
gue soit la dose administrée (Lewis, 2001). Ce tdexbactéries persistantes serait plus
important dans les biofilms que chez les bactéiasctoniques (Stewart, 2002), notamment
en profondeur du biofilm (Del Pozo & Patel, 2007).
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Antibicticue Ry oG, »
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Figure 4 : Hypotheses de mécanismes de résistanasdiofilms aux antibiotiques :
1- Les anti-microbiens pénétrent peu et/ou lentement ;
2- Les bactéries en profondeur du biofilm ne se multifent pas ou peu ;
3- Une réponse adaptative au stress est exprimée partaines bactéries ;
4- Une petite partie des bactéries est persistante €tart, 2002).

[I-2. Infections impliquant les biofilms

Au niveau médical, la formation de biofiim est renoe comme responsable du
développement ou de I'exacerbation de nombreudestions chroniques, telles que les
parodontites, les infections sur matériel médilea,pneumonies chez les patients atteints de
mucoviscidose, les infections chroniques du tracaitigaire (UTI), les otites moyennes
chroniques, les prostatites chroniques ... (DonlanCésterton, 2002; Hall-Stoodley &
Stoodley, 2009). La croissance des biofilms estelet les premiers signes cliniques sont
souvent longs a apparaitre mais ils sont persistafimmunodépression et la présence d’un
dispositif médical sont deux facteurs de risque artgnts de développement d’infections
impliquant un biofilm. Les agents bactériens legsspouvent rencontrés appartiennent a la
flore commensale de l'individu, comn&aphylococcus aureuBseudomonas aeruginosal

E. coli

Parsek et Singh ont proposé quatre criteres pdumirdéane infection liee a un biofilm : la
bactérie pathogene est associée a une surfaceméx direct du tissu infecté montre un
regroupement de bactéries au sein d’'une matrizdedtion est localisée et I'infection est
résistante a un traitement antibiotique en dépin€’sensibilité démontrée sur les mémes
bactéries planctoniques (Hall-Stoodktyal, 2004; Parsek & Singh, 2003).
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[1-3. Biofilm et infections sur matériel

L’OMS estime que 60 % des infections liées aux s@ont associées a I'implantation d’un
dispositif médical ou chirurgical (Espinasseal, 2010; Guggenbichleet al, 2011). Tout
dispositif peut devenir le site d’'une éventuelleeation : les sondes urinaires, les cathéters
veineux centraux, les sondes endo-trachéalesaless/cardiaques artificielles, les protheses
orthopédiques,... La physiopathologie de ces infastigst généralement liée a la constitution
d’un biofilm sur ces corps étrangers. Immédiatenagmés son insertion, le dispositif entre en
contact avec divers fluides biologiques tels que skng, l'urine ou les sécrétions
oropharyngées en fonction de sa localisation. De$éimes présentes dans ces liquides
biologiques (albumine, fibronectine, fibrinogene) vont s’adsorber trés rapidement sur la
surface du dispositif et entrainer la formationndflm muqueux : on parle de fiim de
conditionnement. Ce film muqueux va favoriser 8attement initial des bactéries et donc le
développement de biofilm. Ce phénomene est notamessentiel pour les bactéries qui
n'ont pas de mécanismes d’adhérence particulie¥sk@et al, 2006; Trautner & Darouiche,
2004a). Les micro-organismes responsables d'imfiestproviennent généralement de la flore
cutanée, oropharyngée, gastro-intestinale ou gémitaire du patient, de I'environnement ou
de la flore exogéne véhiculée par le personnelitadgps. Concernant spécifiquemest coli,

les infections urinaires sur sonde dominent largénte tableau des infections liées a la

production de biofilm (tableau 1).

Tableau 1: Fréquence relative des micro-organisnsdsolés dans les bactériémies nosocomiales

a porte d’entrée potentiellement associée a un disgitif invasif dans un groupe

d’établissements de santé (Espinasseal., 2010).

Staphylocoque Kisbaiolla, Procitomonse | .

Porie d'entrée (nombre) : hcoagulase | Escherichia calf H'm =y Alllres
| Urinaire
| tn =1 008) T 3 52 15 g i
| Cathéter central
| a
| (n=540) & » B - 3 )
| Gathéter veineux périphangue a7 33 4 12 4 10
Lin =244
| Chambre & cathéter implantable _
| (n=220) i7 38 ] 11 T 22
| P!mlm-mlmmim
| in = 477) 22 ] g 18 14 28
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[I-3-1. Les infections associées au sondage urinair

Les infections urinaires sont les infections nosoiates les plus fréquentes (SFM, 2010a).
Elles sont souvent associées a la réalisation chtimétérisme des voies urinaires. Les sondes
urinaires sont des dispositifs médicaux utilisésrpo

- permettre I'évacuation des urines en cas de réteaigué,

- le drainage permanent en cas de rétention chrowiguecontinence,

- un but thérapeutique (lavage, instillation).
Elles sont mises en place dans la vessie par pagsagiéat urinaire et en suivant l'urétre, de
facon atraumatique, indolore et en respectant dgkes d’asepsie rigoureuses, puis sont
reliées a un systéme constitué d’'un tube de draindign sac collecteur d’urine, d’'une valve
anti-reflux et d’'un site de prélevement. Le systéasiedit « clos » lorsque le tube de drainage
est fusionné avec le sac collecteur : il y a umenéture complete du systéme d’évacuation
urinaire. Ce type de systeme s’oppose au systemavert » qui n’est pratiquement plus
utilisé aujourd’hui. Le sondage urinaire peut éméue (sondage itératif), répété (sondage
intermittent plusieurs fois par jour) ou perman@oindage a demeure).

L'utilisation d’'une sonde urinaire est frequentesla’une hospitalisation (21 a 50 % des
patients) (Jacobsert al, 2008). La complication majeure du sondage véseasdl le
développement d’infections du tractus urinaire (JAdJpour Catheter-Associated Urinary
Tract Infections). Le risque infectieux est lieaaméthode de sondage utilisée, a la durée du
sondage, au type de sonde utilisé et au terrajpatient. Le risque est plus important en cas

de sondage a demeure (SAD).

a) Les différents types de sondes urinaires

Une sonde urinaire est caractérisée par (Aulagneeoré, 2010):

- saforme, droite ou béquillée,

- salongueur (20 a 40 cm),

- sa charriere (CH), qui désigne le diamétre extetngui correspond a 1/3 de mm, a
choisir en fonction du calibre du méat urinaire iie de 3 a 8 mm,

- le matériau la constituant. Les différences deamarfentre les matériaux influencent
'adhérence des micro-organismes :

= Le latex : élastomére naturel hautement résistasbugple mais qui est irritant

pour les muqueuses et peut étre allergisant. Hegmt& des aspérités favorisant
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'adhérence. Les sondes en latex ne peuvent pasn&mtenues plus de 7
jours et tendent a disparaitre. L’enduction deaile, d’hydrogel ou de Téflon
(PTFE=PolyTétraFluoroEthylene) permet d’obtenir umeilleur tolérance et
de limiter les incrustations en rendant la surfdeela sonde plus lisse. Ces
sondes peuvent étre posées pendant 1 a 4 semaines.

= Le PVC (Polychlorure de Vinyl) : il est non irritapour les muqueuses et
présente une résistance moyenne a lincrustatibrestl utilisé pour les
sondages intermittents.

= La silicone : élastomere de synthese qui présemgegrande inertie chimique,
une résistance a la chaleur et a l'incrustatiors. 4@ndes en silicone sont bien
tolérées et peuvent étre posées 1 mois, mais ¢éirest éleve.

Les sondes urinaires les plus couramment utilisées:

les sondes de Mercier et de Nélaton qui sont dedesovésicales sans systeme de
fixation. Elles sont utilisées pour le sondage paeicou le sondage intermittent, par
exemple lors d’'une hyperplasie de la prostate olageésence d’'un obstacle comme
des caillots ou des calculs, ou pour des instifetivésicales de médicaments.

la sonde de Foley qui est une sonde a deux voies,un ballonnet gonflé a I'intérieur
de la vessie pour permettre la fixation de la sofdle est notamment utilisée pour le

sondage a demeure.

b) Définition de I'infection du tractus urinaire

Une infection du tractus urinaire associe (SFM,20t

la présence d’au moins un des signes suivant :refief>38°C), impériosité
mictionnelle, pollakiurie, brGlure mictionnelle aouleur sus-pubienne, en I'absence
d’autre cause infectieuse ou non.

et le critére biologique suivant a 'TECBU (Examewpt@Bactériologique des Urines)
lors d’un sondage vésical ou autre abord de I'athiieaire en cours ou dans les 7
jours précédents : une bactériuri#0® micro-organismes/mL avec au plus 2 micro-
organismes différents. La leucocyturie n’est pagrioutive en présence d’'un sondage

urinaire.

La colonisation correspond a la présence d’'un oplasieurs micro-organismes dans I'arbre

urinaire sans manifestation clinique. Les concegasbactériurie asymptomatique et de
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colonisation correspondent a la méme entité. Seuklme de colonisation est désormais
admis (SFM, 2010a). La colonisation est désormeitue du champ des infections urinaires
associées aux soins (CTINILS, 2007).

c) Physiopathologie de l'infection urinaire sur sonde

Le tractus urinaire est normalement stérile, adéption des derniers centimétres de l'uretre
distal qui sont colonisés par les flores périnéalégestives et génitales. Plusieurs
mécanismes permettent de lutter contre I'envahiesénte la vessie par les micro-
organismes : la longueur de l'urétre, les carastiges physico-chimiques de l'urine tels que
le pH et 'osmolarité, le flux mictionnel, les immaoglobulines urinaires, ... Le sondage
urinaire provoque une rupture de cette barrierprdgection par :
- une action mécanique érosive sur la muqueuse Uiathé
- la perturbation du flux mictionnel avec la préseguasi-constante de résidus,
- le développement d’'un film muqueux constitué deténes de I'hdte sur toute la
surface de la sonde, constituant des récepteunseptant 'adhérence des bactéries et
la formation de biofilm. Une étude a montré la prée de biofilm sur 44 des 50
sondes posées pendant 3 a 83 jours (Gandetialn 1992).
En présence d’'une sonde urinaire, les micro-orgagssrequierent donc moins de facteurs de
virulence pour coloniser et établir une infectiom tlactus urinaire que ceux infectant un
tractus urinaire fonctionnel (Jacobsstral, 2008).

En dehors des rares acquisitions par voie hématogkux modes d’entrée des bactéries par
voie ascendante ont été décrits, qui peuvent L£assthez un méme patient sondé (figure 5) :

- la voie extraluminale : des bactéries endogénesepelétre introduites directement
lors de la mise en place de la sonde ou migrer éat mrinaire vers la vessie, le long
du film muqueux développé sur la surface de la so@e@tte voie est le mode d’entrée
majoritaire des bactéries au cours des CAUTIs (p@J#cobsert al, 2008).

- la voie endoluminale : des bactéries exogénes péuysenétrer a lintérieur de la
lumiére de la sonde par contamination du systemdraiaage, notamment lors de la
manipulation de la connexion sonde-collecteur deriou par contamination du sac
collecteur avec reflux des urines collectés vergelsie par exemple au moment de la
mobilisation du patient. Ces bactéries exogénes wémiculées par le personnel de
santé et peuvent diffuser selon un mode épidémiQate voie est désormais réduite
grace a l'utilisation quasi-constante de systeness c

21



Revue bibliographique

Ainsi, les sondages urinaires de longue durée iertrtaune colonisation quasi-permanente
des urines, avec la formation de biofilm sur lafae interne et externe de la sonde.
L’épaisseur des biofilms formés sur des sondesotieyFen silicone, issues de patients sondés
au long terme, a été mesurée a environ 200 um, guelques cas de biofilm compris entre
200 et 500 um. Il n'a pas éteé retrouve de coratadividente entre I'épaisseur du biofilm et la
durée du sondage (Donlan & Costerton, 2002). @eftenisation peut étre le point de départ
d’infections urinaires nosocomiales chez 10 % dasepts sondés (Espinasseal, 2010).
L’infection du tractus urinaire peut étre limitédaavessie (cystite) ou se compliquer d’'une
atteinte rénale (pyélonéphrite), caractériséegautvenue de fievre et de douleurs lombaires,

avec un risque a court terme de bactériémie ounde septique.

Ay - Boures bactirianne
- peantiallo

Figure 5 : Principales voies d’acquisition des mia-organismes lors d’un sondage vésical
(Espinassest al., 2010).
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Figure 6 : Développement de biofilms bactériens swne sonde urinaire observés par

microscopie électroniqugTenke et al., 2006).

d) Epidémiologie

Les données épidémiologiques disponibles peuvehiseer au probleme de I'absence de
distinction entre la colonisation et l'infection inaire, par manque de renseignements
cliniques. Néanmoins, il ressort que 30 % des tides nosocomiales sont des infections
urinaires, ce qui leur confére la premiéere placezdes patients adultes hospitalisés en soins
de suite et de réadaptation, soins de longue dumédgecine et obstétrique , ainsi que la
deuxieme place dans les services de réanimatidae ehirurgie (Espinasst al, 2010). Les
infections urinaires liées au sondage vésical (CBUTeprésentent 80 % des infections
urinaires nosocomiales (Jacobsenal, 2008). L'incidence d’acquisition d’'une infection
urinaire sur sonde varie de 3 a 10 % par jour aelage, avec un risque cumulé de 100 %
apres 30 jours (SPILF & AFU, 2002; Trautner & Ddohe, 2004b). Bien que la mortalité et
la morbidité des CAUTIs soient faibles, la prévakerélevée du sondage vésical induit un
nombre absolu élevé de CAUTIs, qui peuvent avair @mséquences importantes au niveau
collectif (réservoir massif de bactéries hospitake plus fréquemment résistantes aux
antibiotiques, surcodt lié aux frais d’hospitalisat prolongée, du traitement, d’examens de

laboratoire,...) mais aussi pour le patient (facticomorbidité) (Espinasse al, 2010).

Les souches d&. coli uropathogénes sont les micro-organismes les ghigs dans les
infections communautaires du tractus urinaire (70&%) ainsi que dans les infections du
tractus urinaire associées aux soins (50 %), intlies CAUTIs (25 %) (Jacobsest al,
2008; SFM, 2010a). Les autres entérobactéRest¢ussp, Klebsiellasp, Enterobactersp,,

...), P. aeruginosaEnterococcusp.,, S.aureuset Candidasp. occupent également une place
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non négligeable dans les CAUTIs (SFM, 2010a) (Tablg). La fréquence des souches
résistantes aux antibiotiques est plus élevée anmfections associées aux soins que dans
les infections communautaires, constituant un aBlét réservoir intra-hospitalier. Les
CAUTIs survenant apres un sondage de courte dorédesplus souvent mono-microbiennes.
Lors des sondages de longue durée (> 30 jourxifite une bactériurie élevéel(’
UFC/mL) et poly-microbienne (2 a 5 espéces) dans¥8@es cas. Ainsi, de nombreux
biofilms sont constitués de plusieurs espéces bantées. Les espéces les plus couramment
retrouvées dans ces biofilms hétérogenes Borbli, Proteus mirabilis P. aeruginosaet
Enterococcus faecaligStickler, 2008). Cependant, la présence de hiofieut fausser les
résultats microbiologiques, qui ne reflétent gqueedactéries libres dans les urines au moment

du prélevement (Trautner & Darouiche, 2004b).

Tableau 2 : Principaux micro-organismes isolés darigs infections urinaires (SFM, 2010a).

i Espéces Infections urinaires Infections urinaires

; communautaires associées aux soins

1 3 Femmesde| Tous Cathéter urinaire ** Total

[ ] o8 ] 65 ans pati_e_rits S o

% Données Non (%) Oui (%) %
GWUIées HESE Saee ——— —

Escherichia coli 75-80 B66-75 40 25 31
Proteus spp. 4-5 4-6 7 T i
Klebsiella spp. 2-3 4-5 10 10 10
Enterobacter spp. 1 1-2 25 5 4
Citrobacter spp. 1-2 1-2 2,5 %) 3
Psaudomonas aeniginosa 0,5 0,5-3 4 10 8
Acinetobacter spp. 0,1 0,2 <1 1 pif]
Enterocaccus spp. 2-4 3-8 16 13 14
Streptccoceus agalactiae 2-4 2-3 2,5 - <1
Staphylococcus aureus 0,5 0,5-1 3 4 35
Staphylococcus saprophyticus® 1-4* 2 <1 <1 <1
Autres staphylocogues
a coagulase négative 1 2 3 2 2
Candida spp. <05 2 T 16 13

e) Traitement

La colonisation urinaire n’est pas une indicationtraitement systématique par antibiotiques.
Leur utilisation dans ce contexte ne permet padiminuer le risque de survenue d’épisodes
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symptomatiques mais risque de promouvoir I'apparitie résistance bactérienne (Nicolle,
2005; Trautner & Darouiche, 2004b). Cependant,régteiment d’'une colonisation d’'une
sonde urinaire peut étre justifié dans certainspeaaiiculiers : les patients neutropéniques ou
immunodéprimes, les femmes enceintes et les pat@npré-opératoire lors d’une chirurgie
ou d’explorations urologiques (SPILF & AFU, 2002atitner & Darouiche, 2004b).

En revanche, toutes les infections du tractus wanastifient un traitement, dont le choix est
basé sur la nature du (ou des) micro-organismé@ sa (leur) sensibilité aux antibiotiques.
Les bactéries associées aux biofilms étant moinsildes aux antibiotiques, il y a un risque
de récidive de linfection (Muzzi-Bjornson & Macer2011): il faut retirer la sonde urinaire,
ou la changer lorsque le drainage est indispensable

f)  Prévention

Plusieurs mesures préventives sont indispensables :

- Eviter le sondage vésical abusif :
Les indications et la durée du sondage doiventl&higdes au strict nécessaire. Des études
sur la justesse de l'utilisation des sondages wdagsant indiqué que 21 a 38 % des sondages
étaient non justifies (Trautner & Darouiche, 2004bgs alternatives au sondage a demeure
comme I'étui pénien, le cathéter sus-pubien owlalage évacuateur sont associées a un taux
d’infections urinaires plus faible, elles sont doacprivilégier lorsque cela est possible.
L’échographie sus-pubienne est préférable au senplagr mesurer le résidu vésical.

- Utiliser un systeme «clos» :
Les systemes clos permettent de réduire consicdnailt la bactériurie : elle est présente
dans 95 % des cas aprés 96 heures de sondage rawystame ouvert, alors qu'elle est
présente dans 50 % des cas apres 14 jours de sonHag I'homme et 11 jours chez la
femme avec un systeme clos (Trautner & Darouicbe4B).

- Appliquer les protocoles d’insertion et de maintenace des sondes :
La pose de la sonde doit étre réalisée avec asdpsigersonnel soignant doit se désinfecter
les mains et mettre des gants avant toute manipuldtl systeme. Pour éviter les reflux, le
sac collecteur doit étre en position basse, mais s@antact avec le sol, et étre changé
régulierement avant qu’il ne soit trop rempli. LBangement systématique de la sonde

vésicale n’est pas recommandé.
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- Le choix de la sonde :
Une faible charriere et un ballonnet de volumeriefé a 10 mL semblent réduire les
irritations et le risque d’infections urinaires dodu sondage a demeure. Aprés chirurgie
urologique, il est cependant nécessaire de mamtendiametre élevé pour I'évacuation de
caillots. Les sondes enduites de silicone ou dbgdr permettent de diminuer I'adhérence

des bactéries.

D’autres moyens de prévention sont envisagés, cofampeise de canneberge. En effet, la
consommation d’extraits de canneberge a été preposér prévenir les infections urinaires.
Ce produit limiterait, par le fructose et les sabses proanthocyanidiniques qu’il contient,
'adhérence des bactéries sur les cellules urdvé@mies tapissant la muqueuse vésicale

(Lavigneet al, 2008; Muzzi-Bjornson & Macera, 2011).

En revanche, certaines mesures ne sont pas recatéasan
- la présence d’antiseptique dans le sac collecteur,
- I'antibioprophylaxie,

- les irrigations ou instillations vésicales d’ageatsimicrobiens.

[1-3-2. Les infections associées aux cathéters casaires

La mise en place d’'un dispositif intravasculairetpg&pondre a plusieurs besoins :
- assurer un abord vasculaire pour I'administratien rdédicaments, de solutés de
nutrition parentérale, de produits sanguins ;
- permettre la mesure des parametres hémodynamiques.
En France, 110000 chambres implantables, 1 mitl®mocathéters veineux et artériels centraux
et 25 a 30 millions de cathéters veineux périphsgseraient mis en place chaque année
(Espinasset al, 2010).

a) Les différents types de cathéters vasculaires

On distingue les cathéters intravasculaires usilggur des courtes durées :
- les cathéters veineux périphériques, insérés aeanide la veine de la main ou de

'avant-bras pour une durée tres courte de 2 aigs jp
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- les cathéters artériels périphériques, insérés\aam de 'artere radiale ou fémorale
pour le monitorage des parametres hydrodynamiqueponr permettre un acces
vasculaire pour des prélevements répétés de gsaruy;

- les cathéters veineux centraux, insérés dans aebtioms d’asepsie chirurgicale dans
la veine sous-claviére, jugulaire interne ou férteora

Et les cathéters intravasculaires utilisés pouodgues durées :
- les chambres a cathéter implantable, inséréesrglialement pour un traitement

répété de plus de 3 mois ou veinotoxique ou ers¢éabe de capital veineux.

Les biomatériaux couramment utilisés pour formsrdathéters vasculaires sont la silicone, le
PTFE, le polyuréthane et le PVC. Le matériau wiliafluence le dép6t de protéines
d’adhérence de I'hote telles que l'albumine, lerifibgene, la fibronectine,... et par
conséquent I'attachement des bactéries et la favmade biofilm. Les cathéters vasculaires
en silicone semblent plus a risque d’infections gexex formés de PTFE, de polyuréthane ou
de PVC (Zhanget al, 2011).

b) Physiopathologie et épidémiologie
Quatre voies de colonisation des cathéters intcaNaises par des micro-organismes sont
décrites (Trautner & Darouiche, 2004a; Zhatgl, 2011) (figure 7):

- Lavoie extraluminale : les bactéries migrent dipdu site d’'insertion et en suivant la
surface externe du cathéter, le long du trajet-satené. Les bactéries proviennent de
la flore cutanée ou, moins fréquemment, de la flor@pharyngée du patient, de
'environnement hospitalier a partir des mains derspnnel soignant ou d’'un
antiseptique contaminé. Cette porte d’entrée eshgrimportante pour les chambres
implantables grace a leur implantation dans une hkymétique sous cutanée.

- La voie intraluminale : les bactéries migrent ladale la lumiére du cathéter, a partir
des connexions aux lignes de perfusion. Les bast@roviennent alors également de
la flore cutanée du patient ou des mains des peet®soignants.

- La voie hématogeéne : lors d’'une bactériémie ocoasie par un foyer infectieux a
distance, les bactéries présentes dans le sangemewattacher a la portion
intravasculaire du cathéter. Elle est considér@ence rare (<10 %).

- L’administration d’'une préparation injectable cantaée, rare également.

27



Revue bibliographique

-

[\_J' Zone & risque

‘_ SO D B
poitmilialle

Au contact du flux sanguin,

de I'n6te, comme des plaquettes ou des protéinbanine, fibronectine, fibrinogene,

mis en place depuis moins

formation de biofilm dans

Figure 7 : Principales voies d’acquisition des mia-organismes en présence d’'un cathéter

vasculaire (Espinasset al., 2010).

la surface du cathé&erecouvre d’un film constitué d'éléments

),

qui va favoriser la formation de biofilm (Donlan &osterton, 2002). Le biofilm peut se
former moins de 24 heures apres l'insertion duétath(Trautner & Darouiche, 2004a). La

formation de biofilm a tendance a étre plus impadasur la surface externe pour le cathéter

de 10 jours. Pour cewsxemiplace depuis plus de 30 jours, la

la lumiére du cathétemBke prédominer (Donlan, 2011). Le

risque infectieux varie selon le site d’'insertistmmunocompétence du patient, la durée de
pose et le type de cathéter (SFM, 2010b).
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Pour les cathéters a émergence cutanée, les mganismes les plus frequemment impliqués
dans les bactériémies associées sont principalereartde la flore cutanée comi8eaureus

et les staphylocoques a coagulase négative, sdeviSandidasp. et des entérobactéries
(Espinasset al, 2010).

Le diagnostic d’'infection liée a un cathéter seafarl’aide de prélevement d’hémocultures
différentielles et/ou de prélévement de pus auaniwvau site d’'insertion et/ou de la culture du

cathéter.

c) Prévention et traitement

Pour prévenir les infections liées aux disposititsavasculaires, il faut tout d’abord limiter
les facteurs de risques. A c6té des facteurs dgieidiés au malade qui sont difficilement
contrblables, tels que les ages extrémes ou l'inodépression, d’autres facteurs ont été
identifiés : les conditions de pose du cathétéerpérience de I'opérateur, le site d’insertion,
le matériau du cathéter et son utilisation (dur@e pbse, fréquence et condition de
manipulation de la ligne veineuse, type de soladugé selon sa composition, son pH, son
osmolarité). Quelques mesures sont essentielldsHIEHAS, 2005) :

- Restreindre la pose d’un cathéter vasculaire adications pertinentes et en limiter la
durée par une réévaluation fréquente.

- Réaliser une désinfection des mains du personmghaa avant la manipulation du
cathéter par friction hydroalcoolique, ainsi qu’uargisepsie cutanée avant l'insertion
du cathéter avec la Chlorhexidine alcoolique opdiyvidone iodée alcoolique.

- Choisir un site d’insertion au membre supérieuttlgu’au membre inférieur chez
'adulte. Il est recommandé de ne pas insérer théter en regard d’une articulation.

- Examiner le site d’'insertion au moins une fois jpar a la recherche de signes locaux.

Une approche pour I'éradication des biofilms sgrdathéters intravasculaires est de realiser
un traitement intra-luminal du cathéter sous ford®e « verrou antibiotique ». Une forte
concentration d’agent antimicrobien est injectéesitu de fagcon a remplir la lumiere du
cathéter, pendant une durée suffisamment longl2h) pour éliminer le biofilm déja formé.
Il'y a un risque potentiel de toxicité pour le patien cas de diffusion de la solution injectée
dans la circulation systéemique (Donlan, 2011) naaissi un risque de voir émerger des
résistances aux agents anti-microbiens (Zretra, 2011). Des résultats d’études animales et

de modéledn vitro suggérent que I'éradication des biofilms est gmegar cette techniqu
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e, dépendant du ou des micro-organismes en cadsd&ge du biofilm, de I'agent anti-
microbien utilisé et de la durée du traitement (R2on2008). Diverses molécules ont été
testées comme les associations héparine-vancomy@parine-vancomycine-ciprofloxacine,
citrate-gentamicine, héparine-céfotaxime ou endoéparine-minocycline (Donlan, 2011,
Zhang et al, 2011). Des études complémentaires sont nécesspoar déterminer la
concentration optimale en antibiotique a injectensices verrous antibiotiques et évaluer leur
effet (Donlan, 2011). Des essais cliniques réali$ez des patients hémodialysés ont montré
I'efficacité des verrous antibiotiques en prévemtites bactériémies associées a la présence
d'un cathéter (Snaterset al, 2010). Cependant, selon les recommandations &od#té
Francaise d'Hygiene Hospitaliere (SFHH), ces vesroantibiotiques ne sont pas
recommandés dans la prévention des infections kéescathéters veineux périphériques
(SFHH & HAS, 2005).

lI-3-3. Les pneumopathies acquises sous ventilatianécanique (PAVM)

Une PAVM correspond a « toute pneumonie survenagz an malade dont la respiration est
assistée par une machine, soit de maniere invasiv€intermédiaire d’'un tube endotrachéal
ou d’'une trachéotomie, soit de maniére non invagard’intermédiaire d’'un masque facial ou
d’'un autre procédé, dans les 48h précédant la suevee l'infection » (CTINILS, 2007).

L’association de différents criteres radiologiqugisjogiques et cliniques est impérative pour

distinguer la PAVM de la colonisation trachéale.

Les pneumopathies associées aux soins représeptenton 15 % des infections
nosocomiales. Leur incidence varie de 0,5 a 1 oas P00 admissions et augmente chez les
patients sous ventilation mécanique (Espinadsal, 2010). Il s’agit de la premiére cause

d’infection nosocomiale dans les services de réatiam.

a) Physiopathologie et épidémiologie
Les voies aériennes inférieures et les alvéolam@uhires sont normalement stériles grace a
plusieurs mécanismes de défense tels que les memenmuco-cilaires, les sécrétions
locales d'immunoglobulines, I'activité marcrophaggq alvéolaire et le réflexe de toux
(Guggenbichleret al, 2011). L'invasion de micro-organismes provoque pneumopathie.

Le mécanisme majoritaire d’acquisition est la migroalation de sécrétions contenant des
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micro-organismes pathogenes, exogenes ou endogguiesnt colonisé les voies aériennes
supérieures et digestives. La source principalea micro-organismes est I'oropharynx,
mais la colonisation gastrique peut étre favoriggéeune augmentation du pH, la présence
d'une sonde naso-gastrigue ou la présence de rajastro-cesophagien. Les sondes
endotrachéales favorisent 'accumulation de sé@msten contournant les défenses naturelles
de I'hote : elles inhibent le réflexe de toux, coomettent la clairance muco-ciliaire, altérent
la surface épithéliale de la trachée et peuventvqouer l'inoculation de bactéries
oropharyngées vers les voies respiratoires infaage(Gil-Perotiret al, 2012; Guggenbichler
et al, 2011). Environ 8 a 28 % des patients sous veiotilanécanique pendant plus de 48
heures vont développer une PAVM (Guggenbichkteal, 2011). Le risque de développer une
PAVM est estimé a 3 % par jour de ventilation dtitas 5 premiers jours, puis 2 % par jour
entre le 8™et le 16™jour (Espinasset al, 2010).

Les micro-organismes en cause varient en fonctiomé@ai de survenue de la PAVM par
rapport a lintubation. Dans les PAVM précoces (Jo&rs), les bactéries habituellement
retrouvées appartiennent a la flore commensale hargpgée, surtoutHaemophilus
influenzaeet S. aureussensible a la méticilline mais aussi le Pneumoeacefie. coli. Elles
sont dues a une inhalation lors de l'intubatiors@it généralement moins sévéres que les
PAVM tardives (> 5 jours), dans lesquelles on m@te une flore modifice ave®.
aeruginosa Acinetobacter baumanniides entérobactéries dont la sensibilité peut étre

modifiée par une antibiothérapie préalable a |spgrtre.

Dans une étude récente, la formation de biofilmserface de sondes endotrachéales,
découpées et vortexées, a été retrouvée dans s %ad. De plus, en dépit d’'un traitement
adapté, I'échec thérapeutique semble plus fréduesdue la bactérie en cause dans la PAVM

est retrouvée au sein du biofilm formé sur la scentdotrachéale (Gil-Perotat al, 2012).

b) Prévention

Pour limiter I'exposition au risque, il faut priédjier la ventilation non invasive, réduire la
durée de ventilation mécanique par des protocotesedrage et éviter les extubations non

programmeées et/ou réintubations.

31



Revue bibliographique

[I-3-4. Les infections ostéo-articulaires sur matéel (IOAM)

Les infections ostéo-articulaire sur matériel cibmsht I'une des complications les plus
redoutées en chirurgie. Elles sont estimées e@d® 2t 2500 cas par an en France (HAS,
2005). Ces infections peuvent avoir des conséqsefagctionnelles importantes pour le
patient, voire mettre en jeu le pronostic vital.uterise en charge doit faire I'objet de
concertations pluridisciplinaires entre chirurgiensnfectiologues, microbiologistes,
radiologues, anesthésistes et rééducateurs fonetmrPour la prise en charge des IOAM les
plus complexes, le Ministere de la Santé a recdhruentres de référence interrégionaux
(HAS, 2005). Le Centre de Reéférence pour la prisecbarge des Infections Ostéo-
Articulaires du Grand Ouest (CRIOGO) est le CHUIders.

Le matériel utilisé en chirurgie orthopédique p&wé (SPILF, 2009) :

- du matériel d’'ostéosynthese, comprenant le matétietne apposé a I'os ou situé en
position centromédullaire (plaques, clous, visffgres, ligaments artificiels, ...) et les
fixateurs externes ;

- des protheses, considérées comme définitives. Labtations ne peuvent étre
envisagées qu’au prix d'une dégradation fonctiderigiportante ;

- des substituts osseux et allogreffes.

a) Physiopathologie et épidémiologie
Les implants se recouvrent de protéines de I'hamdement aprés leur pose, favorisant
'attachement des bactéries puis la formation ddilbi, & l'origine d’infections ostéo-
articulaires sur matériel (Bradat al, 2008). Un inoculum bactérien inférieur a 1 00@tém
formant colonies est considéré comme suffisant jpidatencher le processus infectieux. Le
biofilm s’étend en quelques heures a quelques jadosite la surface du matériel, expliquant
gu'un lavage chirurgical tardif au-dela de 15 jowssit inefficace. Ces constatations
physiopathologiques expliquent la nécessité dddtain du matériel le plus souvent, surtout
lorsque l'infection est ancienne, I'implant deséedlu I'état immun du patient défavorable.
Les bactéries peuvent provenir :

- d’'une contamination directe de I'extérieur :
= Jors d’'un geste invasif : il s’agit d’infection ssite opératoire ou d’infection

apres un geste thérapeutique ou diagnostique ;
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» post-traumatique : I'os et son matériel peuvene &xposés a lair lors
I'effraction cutanée provogquée par un agent vulméu par une fracture
ouverte, des escarres, des vascularites, dedestéri ;

- d’'une contamination par contiguité : I'infectionsdparties molles peut se propager
aux structures ostéo-articulaires a proximité enivasu préférentiellement des
territoires de drainage lymphatique ;

- d’une contamination par voie hématogéne.

Les staphylocoques sont les bactéries le plus sbus@lées dans les infections sur matériel
orthopédique. La fréquence des souches de staplmylec a coagulase négative
(particulieremens. epidermidisrejoint celle duS. aureusLes infections sont le plus souvent
mono-microbiennes (90 %). Parmi les autres bastérsmlées, les streptocoquep- (
hémolytiques ou non hémolytiques), entérocogBesgeruginosales entérobactérie& ( coli,
Enterobacter cloacae, P. mirabijiset les anaérobiesPfopionibacterium acngssont a
retenir. Il faut cependant souligner qu’en présedeematériel, n'importe quelle espéce
bactérienne peut étre impliquée, y commisicella, Pasteurella, Listeria, Haemophilus,
Campylobacter,.. (SPILF, 2009).

b) Prévention

Les mesures générales de prévention des infectemschirurgie orthopédique et
traumatologique sont :

- la préparation cutanée ;

- I'antibioprophylaxie par voie systémique, codifipar la Conférence de consensus
« antibioprophylaxie en milieu chirurgical chezdidte », actualisée en 1999 (SFAR,
1999) ;

- Il'antibiothérapie locale a visée prophylactique sdorme de ciments imprégnés
d’antibiotiques, qui est recommandée dans le catlagthroplastie de premiere
intention.

La mise en place de mesures préventives a rédagdgee d’infection per-opératoire a moins
de 1 % pour les prothéses de hanche et a moins¥lg@@ur les protheses de genou (HAS,
2005).
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I1-4. Prévention et traitement des infections liég aux biofilms

Le biofilm pose de graves problemes de Santé puhlija lutte contre le biofilm se définit
selon deux axes principaux : empécher sa formatiis) lorsqu’il est présent, I'éliminer.

lI-4-1. Moyens de lutte contre la formation des lofilms

Quelgues principes fondamentaux sont indispensablés prévention des infections sur
matériel liées aux biofilms. Il faut limiter l'utlation de ces dispositifs médicaux au strict
nécessaire, les garder en place le moins longtgrogsible, les poser dans des conditions
strictes d’hygiéne, ... Cependant ces regles ne past suffisantes et de nombreuses
recherches sont consacrées a la lutte contre haafmn des biofilms. Les idées principales

sont les suivantes :

a) Les dispositifs imprégnés de substances hydrophiles

L’adhérence bactérienne dépend fortement des g@tépriphysicochimiques des matériaux
constituants les dispositifs médicaux implantésamonent leur hydrophobicité et les charges
présentes a leur surface. Les dispositifs médicamstitués de polymeres hydrophiles a leur

surface permettent de limiter 'adhérence desdvmst (Francolini & Donelli, 2010).

b) Les dispositifs imprégnés d’argent ou de substancastimicrobiennes

L’'argent limiterait I'attachement et la croissandes bactéries (Zhangt al, 2011). Des
analyses ont montré que ces systemes seraierdaeffiour prévenir les bactériuries lors des
sondages de courte durée. Le nitrofurane auraiimiésie propriétés (Muzzi-Bjornson &
Macera, 2011; Trautner & Darouiche, 2004b). L’'atganégalement montré son efficacité
dans la prévention de la formation de biofilm plasr dispositifs intravasculaires mis en place
moins de 10 jours (Donlan & Costerton, 2002).

Des sondes urinaires recouvertes d’antiseptiquecgatement été testées : la formation de
biofilm serait moins importante sur des sondes am@s recouvertes de Gendine, un
antiseptique constitué de violet de gentiane ethderhexidine, que sur des sondes urinaires
en hydrogel imprégnées d’argent et sur des sondesines non recouvertes d’agent

antimicrobien (Hacherat al, 2009).
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Les cathéters intravasculaires imprégnés de chiatime et d’argent mis en place pendant
moins de 14 jours ont montré une réduction du gsginfection d’environ 40 %, mais des
cas de réaction anaphylactique ont été retrouvés ae type de cathéter (Trautner &
Darouiche, 2004a).

c) Les agents chélateurs

Certains cations métalligues comme le calcium, legmésium ou le fer peuvent étre
impliqués dans le développement et le maintienadgruicture de la matrice du biofilm. Les
agents chélateurs déstabiliseraient la structurgiafilm. De plus, certains agents chélateurs
comme I'EDTA (Ethylene DiamineTétraacétique Acidr) le citrate de sodium possedent
€galement une activité antimicrobienne (Donlan,120Des études ont été menées avec la
lactoferrine, un agent chélateur du fer, dans tecdes infections urinaires sur sonde mais de

tels dispositifs n’ont pas encore été développés.

d) L’éthanol
Pour les cathéters intravasculaires, I'utilisatd®n « verrou antimicrobien » a base d’éthanol
permettrait de limiter les infections liées a cathéters (Donlan, 2011). La combinaison de 4
% de citrate de sodium et de 30 % d’éthanol prdéirah la formation de biofilm par des
souches cliniques d&. colipendant 72 heures (Donlan, 2011).

[I-4-2. Techniques d’élimination du biofilm

Une fois le biofilm formé, il est trés difficile dééliminer. Dans le cadre des infections
associées a un dispositif invasif, la réussite rditetment est trés souvent conditionnée par
'ablation du dispositif. Cependant, I'antibiothpr@ a long terme est nécessaire lorsque le

dispositif ne peut étre retiré. Des alternatives® ®m cours de recherche.

a) L’antibiothérapie
Les biofilms sont caractérisés par une résistangeaatibiotiques élevée. Les antibiotiques
sont surtout efficaces pour ralentir la progressleria formation de biofilm en éliminant les
bactéries planctoniques libérées et en limitartivdté métabolique des bactéries en surface
(Tenke et al, 2006). Les molécules qui pénetrent bien dansiddilh telles que les
fluoroquinolones et la rifampicine sont plus efiea (Donlan, 2011). Une étude a également

montré que l'association amoxicilline-acide clavikpie pénetre bien dans le biofilm (50 %
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de la concentration initiale apres 1 heure d’intioina 60 a 70 % apres 6 heures), de méme
gue la fosfomycine et la ciprofloxacine mais plestement. Le cotrimoxazole a en revanche
une pénétration beaucoup plus réduite (Rodrigueia et al, 2007). D’autre part, les
antibiotiques qui inhibent la synthése de la paastérienne, comme les glycopeptides, sont
peu efficaces sur I'élimination des biofilms car dembreuses bactéries ont un taux de
croissance ralentie. Les macrolides ont montré lefiicacité dans la réduction des
exopolysaccharides du biofilm : ils favorisent alda pénétration des autres antibiotiques
(Donlan, 2011). De nouvelles molécules comme léob@drole, une céphalosporine de&"%
génération, sont a I'étude (Simoes, 2011). Cepdntantibiothérapie reste trop peu souvent

efficace et ne doit pas remplacer le retrait dpabgif lorsque cela est possible.

b) Cibler la matrice exopolysaccharidique

La matrice exopolysaccharidique est essentieller poisurvie du biofilm. Les substances
capables de dépolymériser, dissoudre ou d’empéleherynthése de cette matrice vont
permettre I'exposition des micro-organismes duilsiofux agents antimicrobiens (Del Pozo
& Patel, 2007). En régle générale, la matrice esiposée de polysaccharides et de protéines
associés a des lipides et des acides nucléigues oeste composition est variable,
gualitativement et quantitativement, en fonctios deuches et des conditions de croissance.
Par exemple, la cellulose est un composant crdeia la matrice extracellulaire Be coli, et

le poly-N-acétylglucosamine est le composant migive des biofilms a staphyloques. En
fonction de la composition des biofilms, différentenzymes sont utilisables comme les
protéases, cellulases, polysaccharide dépolymérakgsate lyases, dispersin B ou DNAse
(Bridier et al, 2011). Les biofilms étant souvent constitués digsipurs espéeces, des
formulations contenant plusieurs enzymes semblentddmentales pour une stratégie de
contr6le efficace (Simoes, 201 0ertains bactériophages peuvent aussi produirerdagnes
comme la polysaccharide dépolymérase qui peuvegtadér la matrice des biofilms
(Donlan, 2011).

c) Cibler les bactéries persistantes

Le développement de substances capables de dé&rgiopulation bactérienne persistante en
profondeur du biofilm pourrait étre une nouvellepagrhe thérapeutigue. Les genes
responsables de ce phénotype persistant pourggalement servir de cible. Ces inhibiteurs
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de bactéries persistantes seraient combinés aibentent antimicrobien conventionnel pour
tenter d’éradiquer les biofilms (Del Pozo & PagflQ7).

d) Inhiber le quorum sensing

Pour de nombreuses espéces, le quorum sensingijordde significatif dans la persistance
du biofilm. L'utilisation de molécules interféraatvec les voies de signalisation du quorum
sensing perturberait I'architecture du biofilm @&tsal’établissement du processus infectieux.
Les furanones sont des inhibiteurs potentiels doruqu sensing chez les bacilles a Gram
négatifs (Francolini & Donelli, 2010). Une étudetesté l'effet d’inhibiteurs du quorum
sensing sur des biofiimsR aeruginosaet S. aureuformeésin vivo etin vitro. Associé a un
traitement antibiotique, ces inhibiteurs pourrai@meliorer la sensibilité des bactéries au sein

des biofilms a cet antibiotique (Brackmanal,2011).
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[1l. Le biofilm chez Escherichia coli

[1I-1. Rappels sur E. coli et son pouvoir pathogene

E. coli est une bactérie commensale de l'intestin de I'hhenet des animaux. C’est I'espéece
aérobie la plus importante de la flore digestivees€Caussi le premier germe responsable
d’infections communautaires et nosocomiales. Lésctions aE. coli sont de deux types : les
infections intestinales et les infections extrasgtinales (infections urinaires, bactériémies et
meéningites). Les méthodes d’analyse génomique ontné que I'especk. coli pouvait étre
divisée en plusieurs groupes phylogénétiques,riasipaux étant les groupes A, B1, B2 et D.
Les souches commensales et celles responsabldardeéds appartiennent majoritairement
aux groupes A et B1, alors que celles responsabtiespathologies extra-intestinales
appartiennent majoritairement aux groupes B2 dbén{set al, 2007a). La production d’'une
large variété de facteurs de virulence (adhésipedysaccharides de surface, toxines,
invasines, sidérophores, protéases,...) distingue slesches pathogenes des souches
commensales (Johnson & Russo, 2002). lls permedténtcoli de coloniser la surface de
diverses muqueuses de I'héte, de lutter contrenkesanismes de défense de I'hote, de capter
des éléments nutritifs essentiels comme le ferpvdibir les cellules et de stimuler une
réaction inflammatoire (Johnson & Russo, 2002). @eteurs de virulence sont fréquemment
codés par des éléments génétigues mobiles teldeguplasmides, les transposons et les
bactériophages qui facilitent le transfert de bimhation génétique entre les souches et la
création de nouvelles combinaisons de facteursimgermce (Dobrindt, 2005; Kapest al,
2004). Les Tlots de pathogénicité sont de largeseggsade génomes (10-200 kb) jouant un réle
majeur pour la transformation d’'une souche avin@esn souche virulente. Ainsi, le génome
de E. coli contient une partie conservée chez toutes les ssudodant pour les fonctions
cellulaires essentielles, et une partie variablebfihdt et al, 2010). La comparaison du
génome de souches commensales et de souches pethaoget en évidence des différences
de taille et d’organisation, pouvant atteindre 1liom de paires de bases. L’'acquisition de
séquences nouvelles sur le chromosome ou sur desniples a permis l'apparition des
différents pathotypes, définis comme étant un geodie souches d’'une méme espéce
provoquant une méme maladie par l'utilisation dedars de virulences communs (Kaper
al., 2004).
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Un exemple récent de souche pathogeneEdeoli est le sérotype d&. coli 0104:H4,
responsable d’'une épidémie grave en Allemagne petemois de Mai, Juin et Juillet 2011
gui a concerné 3816 personnes en Allemagne etimitsd déces (Frangt al.,2011). Cette
souche aurait acquis plusieurs facteurs de virgleaogmentant sa capacité a envahir les
cellules intestinales et lui permettant de produime Shiga-toxine. Cds. coli producteurs de
shiga-toxines peuvent entrainer des manifestataimiques variées (diarrhée banale ou
sanglante) pouvant évoluer vers une complicatioaveyr le syndrome hémolytique et

urémique (SHU).

[11-2. Déterminants de la formation de biofilm chez E. coli

Parmi les nombreux facteurs de virulence décriez &h coli, un certain nombre sont connus
pour étre impliqués a des degrés divers dans ladion du biofilm. On peut citer les
flagelles et les fimbriae (ou pili), plutét impli§a dans les étapes d’adhérence aux surfaces et
de développement précoce du biofilm, ainsi quetib@gme 43, le PGA (Pol-1,6-N-acétyl-
glucosamine), la cellulose ou I'acide colanique opti un réle dans la maturation du biofilm
(Beloin et al, 2008; Van Houdt & Michiels, 2005). Leurs voiesrégulation sont complexes

et peuvent étre intriquées, rendant difficile lanppeéhension des conditions de formation des

biofilms qui sont trés dépendantes des conditiong@nementales.

l1I-2-1. Les flagelles

Les flagelles sont des appendices filamenteux esfttdaires de structure hélicoidale, inséerés
dans la membrane interne. lls permettent a la bactie se déplacer en milieu liquide ou
semi-liquide et ont un réle dans le chimiotactistdee étude a montré le réle décisif des
flagelles dans l'initiation de la formation de biof : ils favoriseraient I'attachement initial
des bactéries a une surface en luttant contreoeed électrostatiques répulsives et leur
permettraient de se propager le long de cette curfRBratt & Kolter, 1998). Cependant,
certaines souches non mobiles sont également emgpebl produire du biofilm. C’est le cas
desE. colientéroagrégatifs (Sheildt al, 2001) ou de souches surexprimant des adhésines de

surfaces telles que les curli (Prigent-Combatetl, 2000).
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Figure 8 : Photographie par microscopie électroniqa de souches dE. coli exprimant des
flagelles (au niveau des fleches) (Erdest al., 2007).

[1I-2-2. Les fimbriae (ou pili)

Les fimbriae sont des appendices filamenteux esfitdaires permettant aux bactéries

d’adhérer entres elles ou a une surface. lIs fotrdes tubes minces et droits implantés dans
la membrane externe bactérienne et constituésudgepts sous-unités. lls sont plus courts,
plus minces et plus nombreux que les flagellesexiste quatre classes principales de
fimbriae : les fimbriae de type 1, les fimbriadd?, curli et les pili conjugatifs.

a) Les fimbriae de type 1

Les fimbriae de type 1 sont des protéines d’adluéresu adhésines, exprimées a la surface de
nombreuses entérobactéries, dont les souches cmalesret pathogenes @& coli (Le
Bouguenec, 2005). C’est le facteur de virulencepliess fréquemment exprimé chez les
souches dée. coli uropathogenes (80 a 100 % des souches) (Jacabsain 2008). Les
fimbriae de type 1 ont une forme de tube mesurpptaximativement 7 nm de large et 1 um
de long (Van Houdt & Michiels, 2005). Une bactéreexprime généralement 200 a 500 a sa

surface (Bergsteat al, 2005).

L’opéron fim code pour les protéines de structure (FimA, FinmaF; FimG, et FimH), de
synthese et de régulation des fimbriae de type dl.ptotéine adhésive FimH, située a

I'extrémité des fimbriae de type 1, est responsdbl&a liaison a divers récepteurs présents en
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surface des cellules eucaryotes : le mannosegkesécrétoires, la laminine, le collagene ou
la fibronectine (Bergsteret al, 2005). Les fimbriae de type 1 permettent égalemen
I'attachement aux surfaces inertes comme le PV@hahlement en modifiant la structure de
la membrane externe bactérienne (Bektiral, 2008; Pratt & Kolter, 1998). Ainsi, plusieurs

études ont montré que les fimbriae de type 1 onblenmajeur dans I'attachement initial des

souches d&. colisur diverses surfaces (Belahal, 2008; Van Houdt & Michiels, 2005).

L’expression des fimbriae est soumise a une variatie phase, qui correspond a une
réorganisation génétique qui va « allumer » oueindte » I'expression de différents génes
auxquels sont liés divers traits phénotypiquesteCstratégie permet une adaptation rapide
des bactéries aux variations de conditions envaorentales (Filloux & Vallet, 2003). Cette
variation de phase est catalysée par deux enzyfreg et FimB (Van Houdt & Michiels,
2005). L'expression des fimbriae de type 1 est itedpar I'adhérence des bactéries et la

formation de biofilm (Beloiret al, 2008).

Figure 9 : Photographie par microscopie électroniga d’'une souche dé. coli productrice de
fimbriae de type 1. Le trait correspond a 700 nm (ldhn et al., 2002).
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b) Les fimbriae P

Les fimbriae de type P sont les seconds facteursrdience associés aux souchesdeoli
uropathogenes, notamment celles responsables denppérites (Jacobseet al, 2008).
L’opéron pap est impliqué dans la synthése et I'assemblage sléirobriae P. Les protéines
de structure sont : PapA, PapH, PapK, PapE, Paffams. La protéine adhésive est PapG,
qui reconnait les digalactosides &@dl4)Gap présents dans les glycolipides des cellules

épithéliales (Bergsteet al, 2005).

c) Lescurli

Les curli sont des fibres protéiques tres finegr&geant entre elles a la surface des bactéries
pour former une structure de 6 a 12 nm de dianette 0,5 & 1 um de long (Bela# al,
2008). lls sont capables de se fixer a des pratéileela matrice extra-cellulaire comme la
fibronectine, la laminine et le plasminogene, pdtam I'adhérence des bactéries a différents
type de cellules humaines. lIs faciliteraient égedat I'attachement initial sur des surfaces
inertes (Beloinet al, 2008). Les curli permettent aux bactéries deré@ey entre elles et de
former des amas : cette propriété est utilisée da@tape initiale de développement du
biofilm. lls seraient aussi inducteurs de la régonmsflammatoire de I'héte (Barnhart &
Chapman, 2006).

Les genes impliqués dans la synthese des curli sitmés sur les opéronssgBAC et
csgDEFG transcrits de facon opposée. La protéine Csgpelap curline, constitue la sous-
unité majoritaire des curli. La protéine CsgB forfaesous-unité mineure, localisée a la
surface de la bactérie. Elle intervient dans lypdrisation des monoméres de CsgA en curli.
La protéine CsgD est un régulateur transcriptioresslentiel & la transcription de I'opéron
csgBAC Les produits des genesgEFGseraient impliqués dans la sécrétion et I'assenablag
des curli. Bien que ces opérons soient tres coésqrarmi les souches &e coli, certaines
souches de laboratoire ne produisent plus de earlraison de I'absence d’expression du
promoteur decsgD qui est affectée par divers régulateurs transoripels comme RpoS,
IHF, H-NS, OmpR et CpxR (Barnhart & Chapman, 200én Houdt & Michiels, 2005). La
synthese des curli est donc sous l'influence did@geilation complexe, dépendant notamment

de la température, 'osmolarité, le pH et 'oxygéoa du milieu (Beloiret al, 2008).

Les curli ont été décrits initialement ch&z coli mais sont aussi présents dans d’autres

especes d’entérobactérieShigellasp., Citrobacter sp .etEnterobactersp.) (Beloin et al,
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2008). Parmi les souches @&e coli, les curli sont exprimés chez la plupart des sesich
entérohémorragiques et entérotoxinogenes mais @bgks souches entéroinvasives et
entéropathogenes (Van Houdt & Michiels, 2005).

Figure 10 : Photographie par microscopie électronige de a) une souche productrice de curli et
b) une souche non productrice de curli (Barnhart &Chapman, 2006).

d) Les pili conjugatifs
Les pili conjugatifs permettent la conjugaisontbdaenne. C’est un processus de transfert
horizontal de génes nécessitant un contact étriie edeux cellules, au cours duquel un
plasmide conjugatif est transmis d’'une cellule darge a une cellule receveuse, grace a un
pili conjugatif codé par ce plasmide. Ces échardgegenes seraient favorisés au sein des
biofilms. De plus, les plasmides conjugatifs exmiaient des facteurs impliqués dans
linitiation et la formation de l'architecture dudfiim (Beloin et al, 2008; Ghigo, 2001).
Ainsi, les souches dE. coli portant un plasmide conjugatif produiraient uniggaofilm
(Beloin et al, 2008).

I11-2-3. Les auto-transporteurs de type V

Chez les bactéries a Gram négatif, la translocatesnprotéines vers la surface bactérienne ou
le milieu extracellulaire nécessite le passage axets la membrane cytoplasmique, le

périplasme et la membrane externe. Le passage mersbrane externe est réalisé grace a
différentes voies de sécrétion. Parmi elles, les-transporteurs de type V sont des protéines

sécrétées qui contiennent tout I'équipement néoesgaur leur propre sécrétion a travers la
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membrane externe. Ces protéines ont une structundaise avec quatre domaines
caractéristiques : un peptide signal N-terminalnpetant le passage de la membrane
cytoplasmique par la voie Sec-dépendante, le dem@nstituant la protéine mature qui est
sécrétée (ou domaine passager), une région néeessaipassage du domaine passager a
travers la membrane externe et un domaine C-telnfon@ant un pore transmembranaire
(Hendersoret al, 2004). Apres le passage de la membrane cytopjasmie peptide signal
est coupé par une peptidase, libérant la protéiatunm dans I'espace périplasmique. Le
domaine C-terminal peut alors s’insérer dans la brarme externe pour former un pore
transmembranaire permettant la translocation duatlenpassager a la surface bactérienne
(Beloin et al, 2008). Parmi ces auto-transporteurs, lI'antigeBectdles protéines AidA et
TibA ont un r6le dans la formation des biofilms.

a) L’antigéne 43 (Ag43)
L’Ag43 est une protéine de surface présente cheplupart des souches de. coli
commensales et pathogenes. Cet auto-transporteuurnes adhésine qui possede des
récepteurs pour lier un autre Ag43 présent sur autee bactérie. Ainsi, 'Ag43 permet
I'agrégation des bactéries entres elles et dofriaation de micro-colonies. Il aurait un réle
dans le deéveloppement tri-dimensionnel des biofil(B&loin et al, 2008). De plus,
'expression du gendlu, codant pour 'Ag43, est souvent augmentée chezbhctéries
organisées en biofilm par rapport aux bactériemgdtmiques (Beloinet al, 2008). Les
intéractions Ag43-Ag43 peuvent étre bloquées esgmée de polysaccharides capsulaires
(Van Houdt & Michiels, 2005).

b) Les Protéines AidA et TibA

AidA (Adhesin involved in diffuse Adherence) esteumprotéine de surface glycosylée
produite par les souches Hecoli responsables de diarrhée. Elle est associée adinégence
aux cellules humaines. TibA est aussi une protédmeurface glycosylée présente chez les
souches dé&. coli entérotoxinogéne, associée a une adhérence dulesadpithéliales et a
leur invasion. Ce sont des protéines favorisanitdagrégation des bactéries et la formation
de biofilm (Beloinet al, 2008; Van Houdt & Michiels, 2005).
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[1I-2-4. Les polysaccharides de la matrice du biofm

En paralléle de I'expression de protéines adhésiagwoduction d’'une matrice est essentielle
pour la maturation du biofilm. Comme il a été végrdemment, elle a un réle protecteur et
structural. Les interactions entre les différerdagtituants de la matrice peuvent participer a
la croissance tri-dimensionnelle du biofilm. Il stad une trés grande hétérogénéité dans la
composition de la matrice, mais plusieurs exopalgisarides tels que la cellulose, I'acide
colanique ou le PGA sont des composants clés désis aE. col..

a) Le Poly$-1,6-N-acétyl-glucosamine (PGA)
L'implication du PGA dans la formation des biofilmest bien connue chez les
staphylocoques, et n'a été découverte que plusmmeéeat chezE. coli. Le PGA est un
polymere polysaccharidique impliqgué dans I'attaceetaux surfaces, dans I'adhérence entre
les bactéries et dans la structuration du biofllme étude sur la dépolymérisation du PGA
par un traitement spécifique a conduit a un désiégeiicomplet et a une dispersion du
biofilm. L'opéron pgaABCDcode pour des protéines impliquées dans la syatiiegport et

la localisation des polymeéres de PGA (Beleiral, 2008).

b) La cellulose

La cellulose, principal composant de la paroi dailte végétale, est un homopolysaccharide.
La production de cellulose par les bactéries esphgmomene largement répandu chez les
entérobactéries, notamment chez les souches coraleenst pathogenes de coli. Sa
synthése est dirigée par deux opértmsABZCetbcsEFG(Beloin et al, 2008). L'expression
est, comme pour les curli, activée par le régutateanscriptionnel CsgD (Saldaré al,
2009). La cellulose serait impliquée dans la foromaid’'un biofilm rigide (Beloinet al,
2008).

c) L’acide colanique

L’acide colanique est un polysaccharide produitBacoli et les autres entérobactéries. C'est
un polymére de glucose, galactose, fucose et @agidcuronique formant une capsule
protectrice autour de la bactérie sous certainasdittons environnementales. L’acide
colanique a une structure et une voie d’assemhl@geproche de celle de la capsule et est

souvent classée dans cette catégorie. Cependémtdifierence des capsules, une quantité
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significative d’acide colanique produit est ausbetée dans le milieu extracellulaire. Les
géenes nécessaires a sa synthése sont groupéspmrotiwca, anciennement appetps Sa
synthése est induite par le systéme a trois compo&asC/RcsD/RcsB. Rcs semble répondre
a certaines conditions environnementales commeessichtion, un stress osmotique et la
croissance sur une surface solide (Belgiral, 2008). Des expériences sur des souches de
E. coli mutantes déficientes en acide colanique ont mogiré n'est pas nécessaire a
I'attachement sur une surface solide mais est itapbpour I'établissement de la structure tri-
dimensionnelle du biofilm, dans les dernieres &ape sa formation. RcsC stimulerait les
genes impliqués dans la formation des polysacobsued inhiberait les genes codant pour les
fimbriae et I'antigene 43 (Van Houdt & Michiels, Z%).

[1I-2-5. Les polysaccharides a la surface bacténme

Les polysaccharides de surface ont aussi un rdie léa interactions entre les bactéries et leur
environnement. La plupart des souches Elecoli produisent un nombre complexe de
polysaccharides de surface, spécifigues de sémtypde lipopolysaccharide (LPS) avec
'antigene O et I'antigene de capsule K. Les varieg de structure de ces polysaccharides
donnent plus de 170 antigenes O et 80 antigenesiff€reshts, définissant différents

sérogroupes dg. coli(Beloin et al, 2008)

a) Le Lipopolysaccharide (LPS)
Le LPS, aussi appelé endotoxine, est un polymeéyeoljpidique présent de maniere
constitutive dans la membrane externe et dépassasiirface de toutes les bactéries a Gram
négatif. Plus de 50 génes sont requis pour la sgetkdu LPS et son assemblage a la surface
bactérienne. Au niveau structural, les LPS sonstitu@s d’'un lipide A, qui est le composant
toxique, et d'une fraction polysaccharidique cdosiit I'antigéne O, responsable de la
spécificité antigenique O permettant de décrirdeddhts sérogroupes. Le lipide A n'est
libéré, de maniere massive, qu’apres la lyse dmtdérie. La libération d'endotoxine dans la
circulation sanguine, notamment a la suite d'unetéoigmie, peut conduire a un choc
endotoxinique et au déces. Concernant la formad®rbiofilm, des mutations affectant la
formation de LPS semblent affecter la capacité e souches d&. coli a adhérer aux
surfaces inertes et diminuer la formation de hiofiCet effet serait peut-&tre indirect, par une

action sur I'expression des fimbriae de type 1 &cide colanique. En revanche, la
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diminution d’expression de LPS pourrait aussi déquas d’autres adhésines et donc favoriser
I'attachement initial des bactéries (Belainal, 2008).

b) La capsule

La capsule polysaccharidique est une enveloppegirate qui entoure la paroi bactérienne.
ChezE. coli, elle définit 80 sérotypes capsulaires differebhtscapsule semble aussi jouer un
réle dans la formation des biofilms : elle pourkiminuer les contacts entre les bactéries et
les surfaces et les contacts entre les bactérmaguhant la formation de biofilm (Beloiet al,
2008).

Polysaccharides de la matrice du biofilin -

Fimbriae detypel (im): FunH
PGA(pga)

Cellulose (bes) < — CseD PUESI § Fimbriae (= pil1)

Acade colanicque (wea )

FimbriaeP (pap}: Pap G

Curli(csgh: Csgd <« | CwoD

Pili conjugatits

Ribosomes

—| Polysaccharides de la surtace bactérienne
) Paroi cellulaire
: LPS
.‘.' — Membrane
plasmique I ap ale

Région nucléoide
(contenant I'ADN)

Auto-transporteurs de type V

Mésosome
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AidA et TibA g i

[.—mtigéne 13 )

Figure 11 : Représentation schématique des principa déterminants de la formation de biofilm
chezE. coli
(en italique : les opérons responsables de la syete des déterminants ; en bleu : les protéines

responsables de I'adhérence ; en vert : les protés de régulation).
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[11-3. Comparaison avec d’'autres micro-organismes tintérét medical

La formation de biofilm a probablement été plusdéta chezP. aeruginosaet chez les

staphylocoques, notamme8Bt aureuset S. epidermidis Tous les biofilms sont composés
d’'une matrice extracellulaire qui relie les baasriCependant, la composition des biofilms
est variable et les mécanismes moléculaires quileag leur formation varient selon les

especes.

[11-3-1. Pseudomonas aeruginosa

P. aeruginosast une bactérie ubiquitaire que I'on retrouvesdarsol, I'eau ou la végétation.
Cette bactérie est a l'origine d’infections oppaittes chez des patients le plus souvent
immunodéprimés ou fragiles (sujets agés, patietegts de mucoviscidose, bridlés, ...). Les
infections les plus courantes sont les infectiamgpnaires, du tractus urinaire, des plaies ou
les bactériémies (Denist al, 2007b). Les infections chroniques se caractéripan la

formation d’un biofilm bactérien.

Les déterminants essentiels a I'approche et altmisation d’'une surface chézaeruginosa
sont les flagelles et les pili de type IV (struetdibrillaire en surface des bactéries permettant
plus particulierement des mouvements a l'interfdeesurfaces solides, basés sur la capacité
de rétraction de ces pili). Les souches muqueus®s deruginosasouvent rencontrées lors
d’infections pulmonaires chez les patients attesl@snucoviscidose, produisent de l'alginate
qui est un exopolysaccharide. L’expression d’algirest augmentée d’un facteur quatre lors
de la formation de biofilm. Cette couche d’alginaten réle dans la structure du biofilm et un
réle protecteur. De plus, comnie coli, P. aeruginosagproduit du lipopolysaccharide (LPS)
(Filloux & Vallet, 2003).

[11-3-2. Staphylocoques

Les bactéries appartenant au getaphylococcusont des commensaux de la peau et des
mugueuses de 'Homme et des animaux. Elles pe@entesponsables d’infections cutanées
ou muqueuses, de bactériemies et d’infections skger(osseuses, pleuropulmonaires,
urogénitales, neuromeéningées ou cardiaqugsgpidermidiset S. aureussont les agents les
plus fréquemment responsables d’infections nosaaesiiet d’infections sur les dispositifs

médicaux, qui impliquent la formation de biofilm.
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L’attachement aux cellules humaines se fait graages protéines ancrées dans la paroi
bactérienne, appelées MSCRAMMs (Microbial Surfacen@onents Recognizing Adhesive
Matrix Molecules) et a une autolysine nommée AtlAer S. aureuset AtIE chez
S. epidermidisEnsuite, la principale molécule responsable déhiérence entre les bactéries
est un polysaccharide, le PIA (Polysaccharide ¢ef&rlar Adhesin), également appelée
PNAG (Polymer of N-Acetyl Glucosamine), et codéelfmpéronica (Otto, 2008).

[11-3-3. Candida albicans

C. albicansest une levure commensale du tube digestif et dequeuses génitales de

'Homme et des animaux. Pathogéne opportunistpgilt étre responsable de pathologies
variées allant de linfection de la peau et des meuges a des infections systémiques de
pronostic redoutable et le plus souvent nosocomiiales candidoses sont généralement
associées a la présence de dispositifs médicamnedes cathéters vasculaires ou les valves

cardiaques, avec développement de biofilm a ledace (Nett & Andes, 2006).

Les étapes de formation des biofilms sont simia&reelles d’un biofilm bactérien. Toutefois,
lors de la phase de colonisation, une modificatimmphologique est observable, caractérisée
par I'apparition de filaments (ou hyphes). Le dimfmature est donc composé de spores et de
formes filamenteuses qui sont intégrés dans uneamgtolysaccharidique (Negt al, 2009).
L’ensemble de génes ALS (Agglutinin-Like Sequeno®de pour des adhésines Als
impliquées dans l'adhérence déandidasp. a une surface et dans la formation précoce du
biofilm (Nett et al, 2009).
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V. Méthodes d’étudein vitro des biofilms

Les problemes de Santé publique provoqués paritddnis sont maintenant clairement
définis. Pour prévenir et lutter contre ces biofijnune meilleure compréhension de leurs
mécanismes de formation est nécessaire. De nongsrensthodes d’étude de la formation et
du développement des biofilms ont été utiliséesaus des dernieres années : des méthodes
d’observation par microscopie (microscope a fluoeese, microscope confocal a balayage
laser, microscope électronique a balayage) ou d@tsades de numération des bactéries apres
détachement des biofilms par sonication, frottenoentortex des surfaces. Ces techniques
permettent d’obtenir des informations détailléessnsont difficiles et longues a réaliser.
C’est pourquoi des modeles d’étudevitro en microplaques ont été développés. Ces tests ont
'avantage d’étre relativement rapides et peu ao(tés permettent de réaliser de nombreux
tests simultanément, notamment pour tester l'effet plusieurs facteurs influencant la
formation de biofilm, comparer la capacité de fatiorade biofilm de souches sauvages et de
souches mutantes, ou encore tester la sensibdgédctéries au sein du biofilm aux agents

antimicrobiens.

Apres 24 a 48h de culture, un biofilm peut se formefond de la microplaque. Des étapes de
lavage éliminent les bactéries n’ayant pas adhgpgs on peut observer et quantifier la
formation de biofilm grace a l'ajout d’'un composeélaré ou fluorescent (figure 12). La
détection du biofilm formé repose sur la mesurdadeiomasse (quantification de la matrice
et des bactéries vivantes ou non), de la viabiijtentification des bactéries vivantes) ou de

la matrice (quantification des composants spéaifsoge la matrice) (Peetessal, 2008).

Figure 12 : Principe des techniques de quantificath des biofilms en microplaques
(Laurent, 2011).
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Dans ces méthodes basées sur la coloration ddabnisioplusieurs étapes ne sont pas bien
standardisées, notamment les étapes de lavagerjuiras opérateur-dépendantes et peuvent
influencer le résultat final. Ainsi, une autre nadb en microplaque appelée Ring Pestté

développée plus recemment (Chavetral, 2007).

IV-1. Mesure de la biomasse

IV-1-1. Crystal Violet

La méthode de quantification de la formation ddilooutilisant le Crystal Violet (CV) a été
décrite la premiére fois par Christensen et all@8b (Christenseat al, 1985), puis modifiée
pour augmenter sa précision et permettre la queatidn de la biomasse totale par
resolubilisation du colorant (Extremird al.,2011). Le CV est un colorant basique qui se lie
aux molécules de surface chargées négativementnetpalysaccharides de la matrice
extracellulaire. Les bactéries vivantes, les baténortes et la matrice exopolysaccharidique
sont donc colorées par le CV. Cependant, de nombi@teurs physiques, chimiques et

biologiques peuvent influencer cette fixation.

Chaque puits de la microplaque est inoculé avec suspension bactérienne. Aprés
incubation de la microplague, des étapes de lavdgemise en contact avec le CV, de
nouvelles étapes de lavage et de redissolutionotiramt sont nécessaire pour mettre en
évidence la formation de biofilm par une coloratioalette (figure 13). La densité optique,

mesurée par spectrophotométrie a 560 nm dans tautede microplague, est proportionnelle

a la quantité de biomasse dans le puits de la plagae.

—ly

Coloration
cristal

violet Souches Souches
adhérentes non adhérentes

minimal et différentes souches bactériennes

Figure 13 : Principe de la mesure de la biomasse ipia méthode au Crystal Violet (Filloux &
Vallet, 2003).
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Le CV est un produit cancérigene, nocif en casggation, d’'inhalation ou de contact avec la

peau et toxique pour I'environnement aquatiqueu(ggl4).

Figure 14 : Toxicité du Crystal Violet (EMD, 2009)

IV-1-2. Syto9

Le Syto9 est un colorant vert fluorescent qui difypassivement a travers les membranes
cellulaires et se lie a 'ADN présent a la fois zhes bactéries vivantes et chez les bactéries
mortes, ainsi qu’'a la matrice extracellulaire. érmet une quantification de la biomasse du
biofilm (Peeterset al, 2008).

Le Syto9 a été utilisé pour la détection et la nati@én des bactéries au microscope confocal
a balayage laser (CLSM) et pour les tests de diamitbn des biomasses des biofilms

bactériens et fongiques (Honrattal, 2005).

IV-2. Mesure de la viabilité cellulaire

Il peut étre intéressant de différencier les baesévivantes des bactéries mortes, notamment
lorsque I'on teste l'effet d’agents antimicrobiesisr les bactéries au sein du biofilm. Des
techniques de quantification basées sur I'actimtabolique des bactéries vivantes ont été

développées.

IV-2-1. XTT (sel de tétrazolium)

Le XTT est un composé jaune pouvant étre réduilgmbactéries métaboliguement actives
en formasan, un colorant orange. Le formasan ésblsodans I'eau et peut étre directement

guantifié par spectrophotométrie.
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Le test au XTT a été largement utilisé pour la diaation de cellules viables dans les
cultures de bactéries planctoniques. Il a aussdét@loppé pour I'étude de la formation de
biofilm chez des souches @andidasp, et a montré son intérét dans I'étude de ladtion

de biofilm chez d’autres especes fongiques et baotges (Jinet al, 2004; Peeterst al,
2008; Pierceet al, 2008).

Certaines limites a I'utilisation de ce réactif @éé décrites. Par exemple, la modification des
états métaboliques des bactéries au cours degediés étapes de formation des biofilms
peuvent entrainer des fluctuations dans leurs d¢ia&sa& métaboliser le colorant (Pieeteal,

2008). De plus, des variabilités inter et intraezgs ont été reportées (Honraeal, 2005).

IV-2-2. Résazurine

La résazurine est un colorant non toxique de coulbdeue qui peut étre réduit par les
bactéries métaboliquement actives en résorufineoumposé rose fluorescent. La quantité de
résorufine, mesurée par fluorimétrie, est directgnpeoportionnelle au nombre de bactéries

viables présentes dans le milieu.

La résazurine a souvent été employée pour I'évaluatle la viabilité des bactéries
planctoniques. Plus récemment, elle a été utilsséer succes pour la quantification de la
formation de biofilm en microplaque et pour évalbefficacité d’agents antimicrobiens dans
la lutte contre les biofilms chez différentes saglbactériennes et fongiques (Jiaatcal,
2011; Peeterst al, 2008; Pettiet al, 2005; Punithavathgt al, 2012).

IV-2-3. FDA (fluorescéine diacétate)

Le FDA est un composé non fluorescent hydrolysahlein composé jaune, absorbant a 490
nm et trés fluorescent, par des estérases ingratetcellulaires non spécifiques produites par
les bactéries et les champignons viables.

Une étude a montré la supériorité du test au FDé p@ quantification des biofilms par
rapport aux tests utilisant le XTT et le Syto9 (Fetet al, 2005). Les estérases responsables
du clivage du FDA forment un groupe d’enzymes daativité semble plus stable malgré les
changements phénotypiques.
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IV-3. Mesure de la matrice : le DMMB (1,9-dimethylmethylene blue)

La matrice extracellulaire est un élément esseatial formation et au maintien d’un biofilm
mature. Le DMMB forme un complexe insoluble en pré des polysaccharides sulfatés de
la matrice du biofilm. Le taux de colorant libéres ajout d’une solution de décomplexation
est mesuré par un spectrophotometre : la densiiguepest proportionnelle au taux de

polysaccharides sulfatés présents dans la matrice.

Le test au DMMB a été initialement développé pa@udétection d’aminoglycanes, puis a été
optimisé pour permettre la quantification des Ino$i 2 S. aureus(Tote et al, 2008). Il a

montré une bonne répétabilité pour différentes espbactériennes (Peetetsal, 2008).

IV-4. BioFilm Ring Test®

La technique Ring Te3test basée sur I'immobilisation de billes magnétigpar la formation
de biofilm au fond d’une microplaque. Les billes gnétiques sont rajoutées dans chaque
puits contenant le milieu de culture et la micropla est mise a incuber. Apres ajout de
liquide de contraste, une premiére lecture estséml La microplague est ensuite placée sur
un support magnétique constitué de 96 aimants &ergur chaque puits. Apres contact
magneétique, les billes libres vont se placer aul fdn puits formant un spot rouge, tandis que
celles bloguées par un biofilm vont rester en pldigeire 15). Une seconde lecture est faite.
Les images de chaque puits avant et aprés magdiwtissont analysées par un logiciel
Biofilm Control® qui donne un indice de biofilm (BFI) allant de 038 : un BFI bas
correspond a une faible mobilité des billes magpés et donc a une formation de biofilm
(Chavantet al, 2007). La technique Ring T&st'a été validée qu'avec le milieu de culture

BHI (Brain Heart Infusion) filtré dans des microglees en polystyrene.

Par rapport aux méthodes basées sur la coloraéerbifilms, cette technique ne présente
pas d’étape de lavage ni d’étape de coloratiomucdimite les variations de résultats liées a
I'opérateur et simplifie la technique. De plus, Ring Test permettrait de détecter plus
précocement la formation de biofilm, dés I'étapadiiérence des bactéries a la surface de la
microplaque (Chavardt al, 2007; Nagangt al, 2010).
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Figure 15 : Principe de la méthode BioFilm Ring T&$

(http://www.biofilmcontrol.com/procedure.html)

IV-5. Méthodes dynamiques

En parallele des méthodes en microplaques, ileexies systemes de chambres en flux, c’est-
a-dire continuellement approvisionnées en nutri;m@vec une élimination des déchets. Le
biofilm se forme dans des conditions hydrodynansgctgoisies et I'environnement peut étre

facilement controlé et/ou modifié. De plus, cegéy®s permettent un monitorage du biofilm

formé, sans le détruire, a I'aide d’'un microscopefocal a balayage laser. On peut ainsi

obtenir des images de biofilms a tous les stadésuleléveloppement (Coenye, 2010).
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M ATERIEL ET METHODES

. Obijectifs de I'étude

Comme nous l'avons vu dans le chapitre précédentkexiste pas de technique standardisée
et universelle pour étudiem vitro la production du biofilm par différentes souches
bactériennes. Par alilleurs, il a déja été mis eeéce dans différentes études que la
formation de biofilmin vitro était fortement dépendante des conditions expétatemntelles
que le milieu de culture, le type de microplaqudisée, la durée ou les conditions
d’incubation. De plus, la classification des sowcka faiblement ou fortement productrices
de biofilm reste trés arbitraire et variable d'wtede a I'autre (Hancoakt al, 2011; Navet

al., 2008a; Reisneet al, 2006). Notre étude s’inscrit dans la continuigédifférentes études
réalisées au laboratoire sur la production de loofiar différentes cohortes de souches
cliniques deE. coli, en particulier une cohorte de souches isoléesfediions ostéo-
articulaires (Crémegt al, 2012). L’objectif principal de notre étude éwiitvaluer l'influence

de diverses conditions de croissance sur la c&pdeitces souches &e coli a former du

biofilm in vitro.

De plus, de nombreux composants de surface consrfagelles, les fimbriae de type 1, les
curli ou le PolyB-1,6-N-acétyl-glucosamine (PGA) sont connus pountriiouer a la
formation de biofilm cheE. coli. Le second objectif de cette étude était d’évaleadle de
ces différents facteurs dans la production de Iniofiur une collection de souches bien

caractérisées.

II. Souches bactériennes

Dix souches dé&. coli ont été sélectionnées pour cette étude, dont amehe de collection,
I'ATCC 25922 décrite comme fortement productricebitefilm (Naveset al, 2008a), et neuf

56



Matériel et méthodes

souches cliniques isolées de patients hospitais&SHU de Nantes. Ces souches provenaient
de préléevements ostéoarticulaires (3), de sell@s d@ liquide gastrique (2), de liquide
péritonéal (1) et d'urine sur sonde a demeure PBrmi ces souches, cinq avaient été
détectées comme productrices de biofilm lors deduténtes études réalisées au laboratoire,
certaines en milieu LB (Luria Bertani) (n=3), d’eag en milieu BHI (Brain Heart Infusion)
(n=2).

Tableau 3: Présentation des dix souches de nottehorte.

IOAM : infection ostéoarticulaire sur matériel, URSAD : urine sur sonde a demeure

Résultats d’études
o Groupe .
Souche Origine o précédentes en Crystal
phylogénétique _
Violet
8003586 IOAM B2 - (LB glucosé)
30902105 IOAM B2 + (LB glucosé)
30905378 IOAM B2 + (LB glucosé)
30315004 Coproculture B2 + (LB glucosé)
30194084 Coproculture D - (LB glucosé)
ATCC 25922 B2 + (BHI/LB glucosé)
1958 Gastrique Bl + (BHI)
1923 Gastrique Bl - (BHI)
7148 Péritoneéal D + (BHI)
2027 URSAD D - (BHI)

[1l. Les tests de formation de biofilm en microplague

[1I-1. Culture bactérienne

Pour la réalisation des tests de formation de Imio&n microplaque, chague souche a été
isolée sur gélose TS (Trypticase Soja) a particalegélation, puis ré-isolée sur pente TS le
lendemain matin et mise en bouillon BHI le soir.rdg 18 a 24 heures d’étuve a 37°C, des
suspensions & 2,5 Mac Farland ont été préparéesidaBH!, puis diluées au 1/25§dans le
milieu de culture testé selon les expériences.|20@e ces suspensions bactériennes ont été

ensemencées dans les puits d’'une microplaque.
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[11-2. Test au Crystal Violet

Pour chaque expérience, chaque suspension bactrge@té inoculée dans 8 puits d'une
microplague de 96 puits a fond plat en polystyrar&/°C sans agitation. Une rangée de la
microplaque était occupée par un blanc, correspinda milieu de culture seul. La
croissance bactérienne a été évaluée par un splegtomnetre avec une lecture des densités
optiques (DO) a 620 nm. Les bactéries adhérentasvacroplaque ont été lavées deux fois
avec 200 uL d’eau distillée stérile. La microplaguété laissée 20 minutes a I'air libre, puis
chaque puits a été mis en contact avec 200 puL dsahgion de Crystal Violet a 1% pendant
5 minutes. Tous les puits ont été lavés 4 fois 2 L d’eau distillée stérile puis séchés
pendant 1 heure a I'air libre. Le colorant a ét@iseen solution par 200 pL d’éthanol absolu
et les DO ont été mesurées a 560 nm. La quaniificatu biofilm a été calculée selon la
formule :

SBF = (AB-CW)/G
dans laquelle

- SBF est I'indice de formation de biofilm spécifeg(Specific Biofilm Formation),
- ABIla DO a560 nm de la souche testée,

- CW laDO a560 nm du blanc,

- G laDO a 620 nm de la croissance de la soudtéde

Pour chaque condition expérimentale, toutes leshmsiont été testées trois fois dans des

expériences indépendantes.

111-3. Méthode BioFilm Ring Test®

Pour la méthode Ring Té&stla dilution au 1/258" a été faite dans du milieu de culture BHI

filtré. 10 uL de Toner, contenant les billes magnéts, ont été rajoutés a cette suspension
bactérienne et au contrdle, correspondant au nuléeaulture seul. Ce mélange a été inoculé
dans 2 puits d’'une microplaque pour chaque échamtiét le contrble. Apres 24 heures

d’incubation en chambre humide, les puits ont é®ouverts de liquide de contraste. La

plague a été scannée par le lecteur de plaquegdemir une image de chaque puits (image
lo) puis placée pendant une minute sur le supporingiagie avant une deuxiéme lecture

(image 1). L'analyse des images ¢t I, par le logiciel BioFilm ContrSl donne l'indice de

biofilm (BFI). Un BFI bas correspond a I'immobiltsan des billes (présence de biofilm),
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alors gu'une valeur élevée correspond a une fortdilité des billes paramagnétiques

(absence de formation de biofilm).

Par cette méthode, chaque souche a été testée mmum dans 2 puits a chaque
manipulation et pour chaque souche, au minimum depériences indépendantes ont été
réalisées. Le nombre d’expériences réalisées détigdar a celui du Crystal Violet,

essentiellement pour des raisons de codt.

[lI-4. Variation des conditions expérimentales

Pour le Crystal Violet, la formation de biofilm déétestée selon différentes conditions
expérimentales suivantes :
- modification de la durée d’incubation : croissaen BHI incubé en aérobiose pendant
24 heures et 48 heures
- modification de I'atmosphere d’incubation : ceasce en BHI incubé en aérobiose et
en anaérobiose (les microplaques ont été incutsesuh GASPAR),
- modification du milieu de culture : croissance emlieu BHI et en milieu LB

supplémenté ou non par 0,5 % et par 1 % de glucose.
Pour le Ring Te$t la formation de biofilm en aérobiose et en ankiése a été comparée. La
croissance en milieu LB supplémenté ou non en gkieoété testée mais ce milieu de culture

n'est pas validé pour la méthode Ring Fest

Tableau 4: Composition des milieux BHI et LB

Milieu BHI Milieu LB

Infusion de cervelle de veau : 12,5 g/L| Bactotryptone (peptones) : 10 g/L
Protéose peptone : 10 g/L Extraits de levures : 5 g/L
Infusion de cceur de beeuf: 5 g/L NaCl : 5 g/L

NaCl : 5 g/L H,O distillée gsp 1 L

Phosphate disodique : 2,5 g/L
Glucose : 2 g/L
H,O distillée gsp 1 L
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[1I-5. Classification des isolats

Pour la méthode au Crystal Violet, les souches diat classées arbitrairement en trois
catégories selon leur degré de formation de biofilm

- peu productrice de biofilm (SBF < 0,20)

- modérément productrice de biofilm (0,26BF < 0,4)

- fortement productrice de biofilm (SBF 0,4)

Pour la méthode BioFilm Ring T&st'interprétation a été faite selon les recommdioda du
fournisseur :

- Absence de biofilm constitué (BFEt 7)

- Présence de biofilm en formation (2 < BFI < 7)

- Présence de biofilm constitué (BER).

[11-6. Analyse statistique

L’analyse statistique de nos résultats a été gmbisl’aide du logiciel Graphpad Prism version
4.00 pour Windows.

V. Etude de la mobilité des souches

Les dix souches ont été ensemencées par piqumaleetiune gélose mobilité (milieu TIMM
2,5 pour 1000, composé de Bactotryptone broth @&,5Agar 2,5 g/L, Rouge de phénol 1 %
4 mL HHO gsp 1 L a pH 7,3). Le diamétre de mobilité a étésuré apres 7 heures

d’incubation a 37°C.

V. Recherche des géngxjaA, csgA et fimH par PCR

Trois genes de virulence ont été recherchés par(PGRmerase Chain Reaction) en utilisant
les amorces spécifiques .

Le géne codant pour un pour le P@hL-,6-N-acétyl-glucosaming@aA) avec les amorces :
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- pgaAF (5-AGGGACTGCGCATTGATTAC-3)

- pgaAR (5'-GTTCACGTTCGACAACATCG-3)).
Le géne codant pour la sous-unité majeure des(csgh avec les amorces :

- CSgAF (5-GGGCTCAGATGACAGCTCAATC-3)

- C¢SgAR (5-GCCGTTCCACTGATCAAGAGTAG-3)).
Et le géne codant pour une adhésine de tyfienH) a I'aide des amorces :

- fimH2 (5-GATCTTTCGACGCAAATC-3)

- fimH17 (5-CGAGCAGAAACATCGCAG-3)).
L’amplification par PCR a été réalisée dans un maufinal de 50 pL contenant 1X de
tampon, (Promega), 1,5 mM de MgCR0O0O uM de chaque nucléotide, 0,5 uM de chaque
amorce, 2,5 unités de Taq DNA polymérase et 10'gxtichit d’ADN. Aprées 90 secondes de
dénaturation a 94°C, 30 cycles consistant chacuBOesecondes de dénaturation a 94°C, 30
secondes d’hybridation a 55°C et 1 minute d’extamsi 72°C ont été réalisés, suivis par une

étape d’extension finale de 7 minutes a 72°C.

VI. Recherche de I'expression démH et csgA par RT-PCR

La RT-PCR (Reverse Transcriptase Polymerase CheattR®r) permet d’étudier le niveau
de transcription de genes. Il s’agit de réalisee ®CR aprés transcription inverse, par des

reverse transcriptases, d'un acide ribonucléiqiN)en ADN complémentaire (ADNC).

VI-1. Culture bactérienne

Cing de nos souches ont été isolées sur gélosepBE®iade congélation, puis ré-isolées sur
pente TS le lendemain matin et mises en bouillon BHsoir. Aprés 18 a 24 heures
d’incubation a 37°C, des suspensions a 0,5 Maafarbnt été préparées dans du BHI puis
10 pL de cette pré-culture ont été ensemencés Hveol de BHI. La culture a été arrétée
lorsque la DO a 620 nm était comprise entre 0,®,8tselon les recommandations du

fournisseur.
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VI-2. Extraction des ARN bactériens

L’extraction des ARN bactériens a été réalisée aleekit RNeas§ Mini suivant les
recommandations du fournisseur QIAGENLa quantité d’ARN totaux extraits a ensuite été
évaluée au nanodrop. Un traitement a la DNAasesaitenété réalisé et des P@QRpA un
gene de ménage, ont été réalisées sur 1 uL d’ARiké trl uL d’ARN non traité et 1 pL
d’ADN (témoin positif), pour vérifier 'absence deaces d’ADN.

VI-3. RT-PCR

Chaque extrait a fait I'objet de deux RT-PCR erafi@le (le gene d’intéréfimH etcsgA et

le gene de ménagmpAservant de contrdle interne). En dehors des armpfemsemble des
réactifs était compris dans le coffret (Kit-Takar&)amplification a été réalisée dans un
volume final de 25 pL contenant 12,5 pL de tamp¥n&5 pL d’'H20 RNase free, 0,5 puL de
RT enzyme (reverse transcriptase), 0,5 pL d’ambrael0 uM, 0,5 uL d’amorce R a 10 uM,
0,5 uL de Taq Polymérase et 2 puL d’extrait. Ledesy@’amplification ont été réalisés sur
'automate Rotor-Gene 6000 selon le programme stiivane premiere étape de transcription
inverse (5 minutes a 42°C et 10 secondes a 95M@)dauxieme étape de PCR (5 secondes a

95°C puis 20 secondes a 60°C, répétés 40 foig)estraisieme étape de dissociation.
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|. Détection de la production de biofilm par les 10 seches deE. coli

Nous avons recherché par deux méthodes différentes souches de. coli de notre cohorte
étaient capables de former du biofilmvitro. Quelle que soit la méthode utilisée, il existe
manifestement une grande variabilité dans la cépalg@s souches cliniques a produire du

biofilm.

I-1. Méthode au Crystal Violet

La premiere méthode, dérivée de celle décrite gais@nsen, a montré qu’en milieu BHI

incubé en aérobiose, seules trois de nos dix seusthént retrouvées fortement productrices
de biofilm dans les conditions choisies (ATCC 2590258 et 7148) (tableau 5). Les résultats
présentés ici sont les moyennes de 9 expériencEpeéndantes. Pour chaque expérience,
chaque souche a été testée dans 8 puits (figureAl@pter que les souches fortement
productrices de biofilm proviennent de prélevemeiifferents et appartiennent a des groupes

phylogénétiques différents (B1, B2 et D).
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Tableau 5: Indice de formation de biofilm (SBF) alculé pour 'ensemble des souches testées
par la méthode au Crystal Violet en milieu BHI inclbé en aérobiose.

(en vert : souche fortement productrice de biofilm)

Souche Origine Groupe. Moyenne SBF (n=9) +/-Ecart-Type
phylogénétique

8003586 IOAM B2 0,114 +/-0,035
30902105 IOAM B2 0,058 +/-0,038
30905378 IOAM B2 0,126 +/-0,023
30315004 Coproculture B2 0,061 +/-0,032
30194084 Coproculture D 0,101 +/-0,044
ATCC 25922 B2 0,490 +/-0,090
1958 Gastrique B1 0,726 +/-0,206
1923 Gastrique Bl 0,090 +/-0,031
7148 Péritonéal D 0,648 +/-0,206
2027 URSAD D 0,089 +/-0,033

ATCC
8003586 30902105 30905378 30315004 30194 425922

[

1958 1923 7148 2027 Blanc

Figure 16 : Photographie d’'une microplaque apresedissolution du Crystal Violet. Aprés
incubation et lavages, le colorant s’attache a lailimasse. En présence de biofilm,

on observe une coloration violette des puits.
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I-2.  Méthode du BioFilm Ring Tesf

Dans les mémes conditions de culture, la secondeoa, le BioFilm Ring TeSt a permis
de caractériser une formation de biofilm chez sptnos souches, dont les trois souches
positives en Crystal Violet (tableau 6, figure 1@n peut remarquer I'écart-type important

obtenu pour la souche 2027, pour laquelle quafpéreances indépendantes ont été réalisées.

Tableau 6 : Indice de formation de biofilm (BFI) @lculé pour 'ensemble des souches testées
par la méthode Ring Test en milieu BHI filtré incubé en aérobiose.
En vert : présence de biofilm constitué (BFI < 2).

En jaune : biofilm en cours de formation (2 < BFI< 7).

Souche Moyenne BFI +/-Ecart-Type
8003586 10,53 +/- 0,80
30902105 1,56 +/- 0,34
30905378 1,55 +/- 0,33
30315004 1,29 +/- 0,01
30194084 6,00 +/- 2,00

ATCC 25922 1,76 +/- 1,08
1958 1,49 +/- 0,20
1923 13,44 +/- 3,07
7148 3,00 +/-1,73
2027 8,83 +/- 6,26
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Blanc 8003586 30902105 30905378 Blang

Blanc 30315004 30194084 ATCC 25922 Vide

1958 1923 7148 2027

Figure 17 :  Photographie d’'une microplaque en méthde Ring TesP. Aprés incubation, un
aimant est disposé sous le fond des puits. En I'abxe de biofilm, toutes les
microbilles sont attirées dans le fond du puits efiorment un spot central (BFI > 7).
Lors de la formation de biofilm, les microbilles sat immobilisées et il n'y a pas de

spot central.

[-3. Corrélation entre les deux méthodes

La corrélation entre les deux méthodes n’est pasd¢Spearman r =-0,1 ; p= 0,78) (figure
17), essentiellement parce que 3 souches peu priméiscde biofilm par la méthode au
Crystal Violet apparaissent formatrices de biofdmméthode Ring Tést
Pour la suite des expériences, nous avons essemieit utilisé la méthode au Crystal Violet,
moins couteuse, et considérée comme le «gold atdmd pour étudier le biofilm en
microplaque.

corrélation BRT-CV
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Figure 18 :  Corrélation entre les méthodes CrystaViolet et BioFilm Ring Test® (BRT).
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Il. Influence des conditions de culture

[1-1. Influence de la durée d’incubation

Une seule expérience a été réalisée pour testdtuénce de la durée d’incubation des
microplaques sur la formation de biofilm vitro. Nous avons observé une augmentation
significative des indices de formation de biofilnoup chaque souche lorsque la durée
d’incubation est prolongée (Wilcoxon : p= 0,02).p€erdant, selon les seuils choisis, les
souches ATCC 25922, 1958 et 1923 étaient encorseleles considérées comme fortement
productrices de biofilm aprés 48 heures d’'incubbafibableau 7). La suite des expériences a
été réalisée avec une incubation de 24 heurese dlirecubation utilisée dans la majorité des

études publiées.

Tableau 7 : SBF calculé pour 'ensemble des souchtestées par la méthode au Crystal Violet
en milieu BHI incubé 24 h et 48 h.

Souche Moyenne SBF Moyenne SBF Moyenne 48h/24h
BHI 24h (n=1) BHI 48h (n=1) (%) (n=1)
8003586 0,096 0,226 235,996
30902105 0,108 0,148 137,001
30905378 0,147 0,195 132,712
30315004 0,136 0,156 114,329
30194084 0,128 0,193 150,516
ATCC 25922 0,384 0,740 192,845
1958 0,637 1,023 160,658
1923 0,120 0,148 124,212
7148 0,480 0,586 122,235
2027 0,152 0,162 106,860
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[I-2. Influence de I'atmosphére d’incubation

Nous avons ensuite étudié l'influence de I'atmosph&'incubation sur la production de
biofilm in vitro par nos souches e coli.

Par la méthode au Crystal Violet, I'indice de fotima de biofilm décroit pour 7 souches
lorsque la microplaque est incubée en anaérohingis, le niveau de décroissance est variable
selon les souches. Les 3 souches ne diminuantepasfdrmation de biofilm (30902105,
30905378 et 30315004) sont des souches peu prmhsctte biofilm en aérobiose, avec des
valeurs de SBF trés faibles dans les deux conditiBarmi les 3 souches modérément ou
fortement productrices de biofilm en aérobiose (£T25922, 1958 et 7148), seule la souche
1958 en produit encore en anaérobiose mais aveSBmh plus faible (tableau 8). La
corrélation entre les deux conditions d’incubatish mauvaise (Spearman : r= 0,56 p= 0,09).
Les résultats présentés ici sont ceux des 3 exp@&secomparant en méme temps l'incubation
en aérobiose et lincubation en anaérobiose (cimdit strictement identiques sauf

I'oxygénation).

Tableau 8: SBF calculé pour I'ensemble des souchele E. coli par la méthode au Crystal

Violet en milieu BHI incubé en aérobiose et en anaghiose.

Moyenne ana/
Moyenne SBF BHI | Moyenne SBF BHI i
Souche _ _ moyenne aé
aérobie (n=3) anaérobie (n=3)
(%)

8003586 0,102 +/-0,043| 0,075 +/-0,023 73,11
30902105 0,091 +/-0,054| 0,094 +/-0,029 103,64
30905378 0,118 +/-0,025| 0,134  +/-0,070 113,32
30315004 0,086 +/-0,046| 0,103 +/-0,036 119,77
30194084 0,123 +/-0,053| 0,081  +/-0,029 65,80
ATCC 25922 | 0,483 +/-0,114| 0,147  +/-0,041 30,46
1958 0,638 +/-0,009| 0,570 +/-0,247 89,37
1923 0,101 +/-0,040| 0,064  +/-0,037 63,53
7148 0,643 +/-0,276| 0,131  +/-0,102 20,41
2027 0,101 +/-0,044| 0,075 +/-0,070 74,62
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Avec la méthode Ring Té5tune seule expérience a été réalisée pour comaérebiose et
anaérobiose, dans les mémes conditions et aveméeses inoculums (Tableau 9). Elle
confirme les résultats observés par la méthodergstal Violet, c'est-a-dire une diminution
de la formation de biofilm en anaérobiose pour &amité des souches. Deux souches restent
productrices de biofilm (30905378 et ATCC 259223 ¢ouche 1958 qui forme encore du
biofilm en anaérobiose par la méthode au Crystalefine montre plus de formation de
biofilm par la méthode Ring Té&st

Tableau 9: BFI calculé pour 'ensemble des souckealeE. coli par la méthode Ring Test en

milieu BHI filtré incubé en aérobiose et en anaérolbse.

Moyenne BFI BHI Moyenne BFI BHI
Souche
aérobie (n=1) anaérobie (n=1)
8003586 9,96 15,33
30902105 1,32 8,13
30905378 1,78 1,41
30315004 1,29 10,02
30194084 4,20 13,52
ATCC 25922 1,21 1,38
1958 1,72 12,74
1923 12,23 14,72
7148 4,69 9,93
2027 3,75 13,71
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[1-3. Influence du milieu de culture

Nous avons ensuite étudié lI'influence du miliewcdkure sur la formation de biofilam vitro.

Les milieux testés sont le BHI, le LB et le LB sigpenté par 0,5 % et par 1 % de glucose.

[I-3-1. Comparaison des milieux BHI et LB

Une augmentation de la production de biofilm plushmins importante est visible pour 9 de
nos 10 souches en milieu LB par rapport au miliéll 1=5). Malgré cette augmentation et
selon les seuils attribués dans notre étude, sEdesuches ATCC 25922, 1958 et 7148 sont
fortement productrices de biofilm en milieu LB, st&-dire comme en milieu BHI (Tableau
10) : la formation de biofilm dans les deux milieest bien corrélée (Spearman : r= 0,72 ;
p= 0,02).

Nous avons également voulu comparer les milieusuttere par la méthode Ring T&shais

les tests réalisés avec le milieu de culture LB&isont ininterprétables, le blanc donnant des
valeurs de BFI trés faible. Il est d’ailleurs reqoandé par le fournisseur d'utiliser le milieu
BHI filtré pour cette technique.

Tableau 10 : SBF calculé pour I'ensemble des soweh deE. coli par la méthode au Crystal

Violet en milieu BHI et en milieu LB incubés en aéwbiose.

Moyenne SBF BHI | Moyenne SBF LB Moyenne LB/BHI
Souche
(n=5) (n=5) (%)

8003586 0,119 +/-0,031| 0,146  +/-0,067 122,90
30902105 0,037 +/-0,012| 0,210 +/-0,172 566,25
30905378 0,126  +/-0,016| 0,180  +/-0,082 143,20
30315004 0,052 +/-0,016| 0,068  +/-0,035 130,32
30194084 0,097 +/-0,043| 0,094  +/-0,025 97,07
ATCC 25922| 0,534 +/-0,096| 0,738 +/-0,340 138,17
1958 0,62y +/-0,103| 1,578 +/-1,207 251,62
1923 0,102 +/-0,028| 0,127 +/-0,100 124,46
7148 0,672 +/-0,251| 0,977 +/-0,550 145,43
2027 0,075 +/-0,009| 0,097 +/-0,051 129,55
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[I-3-2. Comparaison des milieux LB et LB supplémeté en glucose

En présence de LB supplémenté avec 0,5 % de gluoosebserve une augmentation de la
production de biofilm par 7 souches par rapport. Bunon supplémenté, par la méthode au
Crystal Violet (n=4) (tableau 11). Selon nos seulés souches 30902105, 30905378 et
30194084 deviennent modérément productrices ddrbieh présence de 0,5 % de glucose.
En revanche, la souche 7148, fortement produatiéckiofilm en milieu LB non supplémenté
n'en forme plus en présence de glucose. La coiwélantre la formation de biofilm en

absence et en présence de 0,5 % de glucose n&lbpae (Spearman : r= 0,57 ; p= 0,08).

Des résultats similaires ont été observés aveorgaraison du milieu LB et du milieu LB
supplémenté avec 1 % de glucose (n=4) (Spearn¥a,38 ; p= 0,27).

Tableau 11 : SBF calculé pour I'ensemble des souchele E. coli par la méthode au Crystal

Violet en milieu LB et en milieu LB supplémenté par0,5% de glucose incubés en

aérobiose.
Souche Moyenne SBF Moyenne SBF Moyenne SBF Moyenne Moyenne
LB (n=4) LB 0,5% (n=4) LB 1% (n=4) LB0,5%/LB LB1%/LB
8003586 0,141 +/-0,067 | 0,071 +/-0,013 | 0,093 +/-0,026 52,11 68,29
30902105 | 0,178 +/-0,176 | 0,240 +/-0,173 | 0,303 +/-0,023 127,37 160,54
30905378 | 0,182 +/-0,087 | 0,380 +/-0,104 | 0,462 +/-0,208 219,20 266,34
30315004 | 0,070 +/-0,040| 0,149 +/-0,016 | 0,178 +/-0,018 228,15 272,29
30194084 | 0,091 +/-0,028 | 0,288 +/-0,084 | 0,371 +/-0,095 310,20 398,88
ATCC25922 | 0,660 +/-0,265 | 1,209 +/-0,170 | 1,163 +/-0,186 173,22 166,67
1958 1,555 +/-1,435| 0,789 +/-0,128 | 0,790 +/-0,107 51,31 54,87
1923 0,153 +/-0,099 | 0,131 +/-0,033 | 0,142 +/-0,029 107,72 116,58
7148 1,052 +/-0,336| 0,175 +/-0,035 | 0,152 +/-0,037 18,09 15,69
2027 0,114 +/-0,053| 0,171 +/-0,043 | 0,161 +/-0,033 169,49 159,09
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I1l. Etude des mécanismes susceptibles d’influencer lagoluction de
biofilm

[11-1. Etude de la mobilité des souches

La mobilité est considérée par certains auteursnoemn facteur impliqué dans la capacité
des souches a former du biofilm. La mobilité aétéliée sur une gélose semi-molle de type
TIMM (figure 19).

Les souches les plus mobiles sont les souches 8843t 7148 (> 4 cm). Les moins mobiles
sont les souches 8003586 et 1954 (cm) (tableau 12). Les souches 7148 et 1958 kot

deux souches fortement productrices de biofilm dantobilité est trés différente. De la
méme facon, parmi les souches peu productricesadiénly certaines sont trés mobiles et
d’autres non. Ainsi, dans notre cohorte, on n'osgras de corrélation directe entre la

mobilité des souches et leur capacité a formeriafilrb.

Figure 19 : Photographie d'une gélose mobilité ags 7h dincubation. Le cercle jaune
correspond a la mobilité de la souche.
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Tableau 12 : Diametre de mobilité mesuré en cm sweélose mobilité aprés 7h d’incubation.

Souche Production de biofilm Diamétre (cm)
(CV —BHI)
8003586 - 0,5
30902105 - 2,5
30905378 - 2,7
30315004 - 2,5
30194084 - 5
ATCC 25922 ++ 2,5
1958 ++ 1
1923 - 5
7148 ++ 4,7
2027 - 2,3

[1I-2. Etude de génes impliqués dans la formation € biofilm

l1I-2-1. Recherche des géneggaA, csgA etfimH par PCR

La présence de géenpgaA csgAetfimH, connus pour leur implication dans la production de
biofilm chezE. coli, a été recherchée sur toutes nos souches par BhlBaft 13). Les genes
csgA codant pour la sous-unité majeure des curli CsgfA&imH, codant pour I'adhésine
fimbriae de type 1sont présents chez toutes les souches. Le gak, codant pour le Poly-
B-1,6-N-acétyl-glucosamine, est présent chez 70%odesouches. La souche 7148, fortement
productrice de biofilm en milieu BHI et en milielBL est négative pour le gempgaA A
l'inverse certaines souches peu ou non productdeekiofilm dans les conditions testées
vitro possédent ce gene. La présence de ces génes met mlnc pas a elle seule de
comprendre les différences importantes de product@biofilm observées.

Malgré le faible effectif, on peut noter que I'abse du génpgaAsemble associée au groupe

phylogénétique D.
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Tableau 13 : Recherche de genes de virulenpgaA, csgA etfimH par PCR.

Souche Groupe. CSgA pgaA fimH
phylogénétique

8003586 B2 + + +
30902105 B2 + + +
30905378 B2 + + +
30315004 B2 + + +
30194084 D + - +
ATCC 25922 B2 + + +
1958 Bl + + +
1923 Bl + + +
7148 D + - +
2027 D + - +

[1I-2-2. Etude de I'expression de genes impliquédans la production de biofilm

L’expression des genasgAet fimH a ensuite été recherchée par RT-PCR sur destextrai
d’ARN de cing de nos souches (ATCC 25922, 1958319248 et 2027). Deux séries de RT-
PCR sur des extraits d’ARN différents ont été s&s. Le gene de ménagapA servant de
contrble interne, est bien exprimé par toutes ¢texlses (présence de Ct moyens allant de 9 a
12,7). PourcsgAetfimH, nous avons calculé des ratios de Ct par rappgeipa (tableau 14).
Ces genes semblent étre exprimés par toutes nabesomais a des degrés différents. Le
genefimH serait plus exprimé par les souches 7148 et 208 genecsgApar les souches
1958, 1923 et surtout la 7148. La souche ATCC 25828emble pas exprimer beaucoup ses
genesfimH et csgA bien que ce soit une souche productrice de biofdnl'inverse, les
souches 1923 et 2027 expriment respectivement bapueurs genessgAet fimH mais ne
forment pas de biofilnmn vitro. Cependant, a la vue de nos courbes de fusioterfirétation

de ces résultats est difficile et des études camghéaires doivent étre réalisées. Quoi qu’il en
soit, aucun élément évident ne permet d’expligasrdifférences majeures observées dans la

production de biofilmn vitro.
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Tableau 14 : Moyenne des Ct obtenus pougapA et des ratios pourfimH et csgA des souches
testées par RT-PCR.

ATCC25922 1958 1923 7148 2027

moyenne Ct gapA 9,04 9,41 10,29 12,69 9,96
moyenne ratio fimH 2,57 2,36 2,40 1,82 1,92
moyenne ratio csgA 2,27 1,84 1,68 1,02 2,24
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La capacité d’'une souche a former du biofilm esbnaue comme étant un important facteur
de virulence chez de nombreuses especes bactéjatm@E. coli. Le réle pathogéne des
biofilms est maintenant bien établi dans de nond®sinfections chroniques et infections sur
matériel. Leur résistance aux antibiotiques et amtiseptiques en font de véritables
problemes de Santé publique. Il serait donc insamgspour les laboratoires de Bactériologie
médicale de disposer d’'une technique universetlé@r{ptypique ou génotypique) permettant
de prédirein vitro la capacité d’'une souche a former du biofilm. @enbreuses méthodes
d’étude du biofilm ont été décrites, en particupeur les staphylocoques (Oliveira & Cunha
Mde, 2010; Sandberet al, 2009; Toteet al, 2008). Au cours de ce travail de These, nous en
avons utilisé deux : la méthode au Crystal Videefplus anciennement utilisée qui fait office
de référence, et une méthode plus innovante, lg Risf.

La majorité des auteurs utilise une coloration aystal Violet pour quantifier le biofilm
formé. C'est une méthode assez laborieuse et ithffia standardiser. Il existe de
considérables variations entre les protocoles, matant dans le choix des inoculums
bactériens, la température et la durée d’incubatien méthodologie des lavages, la
concentration du colorant ou encore la durée deratbn (Chavantet al, 2007; Naganet

al., 2010; Navee®t al, 2008a; Peeterst al, 2008; Reisneet al, 2006; Skybergt al, 2007).

Le seuil de positivité définissant une souche petritte de biofilm varie également selon les
études. La comparaison des résultats entre legelities publications est donc assez délicate.
De plus, cette méthode évalue la biomasse, quigieaiconstituée de bactéries viables, mais
aussi de bactéries mortes. Par ailleurs, on pguitest que le Crystal Violet est un colorant
toxique, qui doit étre manipulé avec précaution.

La seconde méthode que nous avons utilisée, le Risfj, est beaucoup plus récente : elle
évalue I'immobilisation de billes magnétiques pas Ibactéries organisées en biofilm
(Chavantet al, 2007). Cette méthode a I'avantage de ne pas aéiape de lavage ni
d’étape de coloration, limitant les variations dsultats liees a I'opérateur et simplifiant la

technique.
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Quelle que soit la technique utilisée, il appagaié dans des conditions définies, il existe une
grande variabilité de la capacité des souchesqcies deE. coli a produire du biofilm,
comme cela a déja été montré par certains autBlangeéet al, 2008a; Reisneet al, 2006;
Skyberget al, 2007). Malgré notre faible effectif, celle-ci pjgarait pas directement liée a un
site d’'isolement particulier de la souche ou a wouge phylogénétigue donné. Les deux
souches les plus productrices de biofilm par lahod® au Crystal Violet appartiennent
respectivement aux groupes Bl et D, et ont ét&asopour I'une d’'un liquide péritonéal, et
pour lI'autre d’un liquide gastriqgue de nouveau-neé.

La corrélation entre les résultats des deux teclmsiqi’est pas parfaite, probablement parce

gu’elles n’évaluent pas exactement les mémes éthpfmation du biofilm.

Par ailleurs, plusieurs auteurs ont déja mis endedde linfluence des conditions
environnementales sur la capacité des souchesngeifodu biofilmin vitro, comme la
température, 'osmolarité, 'oxygéne, le pH ou légence de nutriments (Urst al, 2008).
Dans notre étude, nous avons comparé la formatidniafilm par 10 souches d& coli bien
caractérisées dans difféerentes conditions expétaten

Peu d’études ont recherché l'impact de la présefmeygene sur la formation de biofilm.
Pourtant, ce parameétre semble important dans eestaituations cliniquas vivo.

Une seule étude a montré chez un isolaEdeoli K12 que la production de biofilm est
considérablement réduite en I'absence d’oxygenéofGGonzalezet al, 2004). Nous avons
également pu observer une diminution significatiéela formation de biofilm lorsque les
microplagues ont été incubées en anaérobiose. Beughes productrices de biofilm en
aérobiose n'ont plus montré de formation de biofidm anaérobiose, mais une souche a
cependant conservé un indice de formation de hiodilevé. L'effet du manque d’oxygene a
également été étudié chez d'autres especes bacesieavec des résultats variables
(Stepanovicet al, 2003; Ursicet al, 2008). Bien entendu, il serait intéressant devpou
réaliser des variations plus fines de la conceaptran O2.

Il est également décrit que la formation de biofifnvitro peut varier considérablement d’'un
milieu de culture a l'autre (Corona-lzquierdo & Merllo-Hernandez, 2002; Gollest al,
2006; Hancoclet al, 2011; Kawarakt al, 2009; Navest al, 2008a; Reisneet al, 2006;
Shimazakiet al, 2012). Ainsi, la capacité d’'une souche a proddiréiofilm dans un milieu
ne permet pas de prédire sa formation dans un miliex) (Reisneret al, 2006). Le taux de
formation de biofilm serait plus élevé dans lesiendk pauvres en nutriments que dans les

milieux riches (Nave®t al, 2008a; Reisneet al, 2006). Nous avons testé deux milieux de
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cultures différents, tres utilisés dans les lalmres de Bactériologie : le milieu BHI et le
milieu LB, qui sont des milieux riches tous les xlell aurait été intéressant de tester
également un milieu pauvre, comme le milieu M63rdequel certaines études ont montré
une production de biofilm augmentée, mais nousariavpas pu nous en procurer (Naves,
2008a). En milieu LB, une augmentation de la prtidacde biofilm a été observée pour
toutes nos souches, a des degrés plus ou moinstan{sy par rapport au milieu BHI.
Néanmoins, le pourcentage de souches fortementgirizes de biofilms reste identique.
Nous avons ensuite testé I'impact de I'additiorglieeose au milieu LB, qui est variable selon
les isolats : en présence de glucose, certaineshesiproduisent plus de biofilm, alors que
'une de nos souches formant initialement du bofii’en produit plus. Dans la littérature,
I'effet de l'addition de glucose est également able. Jackson et al ont montré que la
formation de biofilm est diminuée par I'addition dricose, avec un effet aléatoire selon les
souches et selon les milieux utilisés, tandis gqeec& et al ont observé un effet positif du
glucose sur la formation de biofilm (Cerca & Jedtar, 2008; Jackscet al, 2002).

Ainsi, les souches d&. coli répondent differemment aux changements de conditie
croissance. Elles utilisent probablement différerggratégies et expriment différents genes
impliqués dans la formation de biofilm en fonctiales conditions environnementales
(Hancocket al, 2011), peut-étre dépendant de leur groupe phgitgpie (Reisneet al,
2006; Skyberget al, 2007).

Dans une derniere partie, nous avons donc chercdungarendre pourquoi certains de nos
isolats, comme la souche 1958, produisent beauglmspde biofilm que d’autres, et ce méme
en faisant varier les conditions environnementales.

La mobilité liée a I'expression des flagelles a é&éérite comme un facteur pouvant initier la
formation du biofilm (Pratt & Kolter, 1998). Danstne cohorte, nous n’avons pu établir de
corrélation entre mobilité et production de biofilm

Un trés grand nombre de genes ont été impliqués ldaproduction de biofilm chez. coli
(Naveset al, 2008b). Les gengzgaA csgAet fimH, codant respectivement pour le P@ly-
1,6-N-acétyl-glucosamine, la protéine CsgA conatitua sous-unité majeure des curli et la
protéine FimH formant les fimbriae de type 1, stiots des principaux génes de virulence
impliqués dans la formation des biofilms. Dans eatohorte, les gendsnH et csgA étaient
présents chez toutes les souches comme cela étdéjwontré par certains auteurs (Bxdral,
2010; Crémett al, 2012). En revanche, la prévalence du gegeAest mal connue chez les

souches cliniques de. coli. Dans notre étude, il était présent seulement ¢hde nos 10
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souches, mais sa présence ne semble pas corrd@egraduction de biofilmin vitro:
certaines souches produisant trées peu de biofilssguent ce gene, alors que la souche 7148
fortement productrice ne le possede pas.

Toutefois, la présence d’'un gene ne présage pasrdaiveau d’expression. C’est pourquoi
nous avons souhaité étudier par des techniquesTde®R les ARNm spécifiques de ces
différents genes. La encore, nous avons échougbéiraine corrélation entre I'expression de
certains genes et les phénotypes observés.

De plus, nous avons réalisé cette expérience d®E®H-a partir de culture bactérienne en
milieu liquide, c'est-a-dire sur des bactéries gianiques. Il faudrait probablement extraire
les ARN directement du biofilm, mais cela nécesaitedes mises au point beaucoup plus
compliquées.

Nos résultats restent donc tres préliminaires, neaisfirment tout de méme la grande
variabilité de la production de biofilin vitro par des isolats cliniques indépendants, I'impact
des modifications de conditions environnementakss,la tres grande complexité des
mécanismes impliqués, qui peuvent étre differenisedsouche a l'autre en fonction de son

patrimoine génétique.

Bien entendu, et bien que ces technignestro soient trés largement utilisées, une question
fondamentale demeure : existe-t-il une corrélatemire ce qui est obserié vitro (en
microplaque) et ce qui se passe vivo, au contact d'une sonde ou d'une prothése ?
L’approfondissement des connaissances dans ce derpasse sans doute par la mise au
point de modéles animaux, dont on connait la coriigle
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Il est désormais reconnu que la formation de o la surface des dispositifs médicaux
implantables comme les cathéters, les valves aprd& les sondes urinaires ou encore les
prothéses articulaires constitue I'élément clé alpdthogénése des infections sur matériels.
Le nombre de patients ayant recours a des disjgositedicaux implantables est en
augmentation, notamment les poses de prothéseslairies en lien avec le vieillissement de
la population. Les infections sur ces dispositifsdinaux sont responsables d’une morbidité et
d’'une mortalité significatives. L'éradication desfiims dans ce contexte pose des problémes
car si les traitements antibiotiques classiques sfficaces sur les bactéries planctoniques, ils
révélent parfois une efficacité quasiment nullelesibiofilms.

ChezE. coli en particulier, 'augmentation inquiétante au sodes dernieres années des
résistances aux antibiotiques par différents méoaes, notamment enzymatiques (BLSE),
associée a leur implantation sur des dispositifslicaéix sous forme de biofilm, pourrait
conduire a des problémes thérapeutiques consi@stabl

Il n'existe pas a ce jour de méthode phénotypiqmple permettant de prédire la capacité
d’'une souche a produire du biofilm. Les méthodesnaroplaques largement utilisées sont
tres dépendantes des conditions expérimentales) gnore si elles refletent réellement les
conditions rencontrées vivo au contact du matériel.

Il n'existe pas non plus de méthode génotypiquevaraelle, car la production de biofilm
n'est pas associée a la présence ni a I'expresbion seul géne, mais a des régulations
géneétiques tres complexes mettant en jeu différ@pésons, avec de probables redondances

fonctionnelles des différents systemes impliqués.

Il devient pourtant essentiel d’améliorer nos casseances sur les mécanismes impliqués dans
la formation des biofilms, afin de trouver de noame moyens de prévenir ou de traiter les
infections associées aux biofilms. Ainsi, de nolegimolécules perturbant la formation, la
maturation ou la persistance des biofilms sontiéasd De plus, la formation de biofilm est
influencée par le type de support. De fagcon géegial rugosité, I'hydrophobicité d’'une

surface et la présence de films protéiques favariseformation d’un biofilm. Une autre voie
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Discussion

de recherche est donc le développement de nouveatériaux réfractaires a la colonisation

par les micro-organismes et a la formation de Ioiofi
Dans l'attente d'un progrés radical dans la luttete les biofilms, leur maitrise passe

actuellement par I'association de gestes préveutEgestes curatifs et du choix de matériaux

limitant 'adhérence.
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