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UNIVERSITE MOHAMMED V DE RABAT
FACULTE DE MEDECINE ET DE PHARMACIE - RABAT

DOYENS HONORAIRES :

1962 — 1969 : ProfesseurAbdelmalek FARAJ

1969 — 1974  : Professeur Abdellatif BERBICH

1974 — 1981 : Professeur Bachir LAZRAK

1981 — 1989 : Professeur Taieb CHKILI

1989 — 1997 : Professeur Mohamed Tahar ALAOUI
1997 — 2003 : Professeur Abdelmajid BELMAHI
2003 — 2013 : Professeur Najia HAJJAJ - HASSOUNI

ADMINISTRATION : a

Doyen : Professeur Mohamed ADNAQUI

Vice Doyen chargé des Affaires Académiques et estiotihes
Professeur Mohammed AHALLAT

Vice Doyen chargé de la Recherche et de la Coopénat
Professeur Taoufig DAKKA

Vice Doyen chargé des Affaires Spécifiques a la Rhacie
Professeur Jamal TAOUFIK

Secrétaire Général Mr. El Hassane AHALLAT

1- ENSEIGNANTS-CHERCHEURS MEDECINS
ETPHARMACIENS

PROFESSEURS :

Mai et Octobre 1981

Pr. MAAZOUZI Ahmed Wajih Chirurgie Cardio-Vascuia
Pr. TAOBANE Hamid* Chirurgie Thoracique

Mai et Novembre 1982

Pr. BENOSMAN Abdellatif Chirurgie Thoracique
Novembre 1983

Pr. HAJJAJ Najia ép. HASSOUNI Rhumatologie
Décembre 1984

Pr. MAAOUNI Abdelaziz Médecine InterneGlinique Royale
Pr. MAAZOUZI Ahmed Wajdi Anesthésie -Réanimation
Pr. SETTAF Abdellatif pathologie Chirurgicale
Novembre et Décembre 1985

Pr. BENJELLOUN Halima Cardiologie

Pr. BENSAID Younes Pathologie Chirurgicale

Pr. EL ALAOUI Faris Moulay El Mostafa Neurologie



Janvier, Février et Décembre 1987
Pr. AJANA Ali

Pr. CHAHED OUAZZANI Houria
Pr. EL YAACOUBI Moradh

Pr. ESSAID EL FEYDI Abdellah
Pr. LACHKAR Hassan

Pr. YAHYAOUI Mohamed

Décembre 1988

Pr. BENHAMAMOUCH Mohamed Najib
Pr. DAFIRI Rachida

Pr. HERMAS Mohamed

Décembre 1989

Pr. ADNAOUI Mohamed

Pr. BOUKILI MAKHOUKHI Abdelali*
Pr. CHAD Bouziane

Pr. OUAZZANI Taibi Mohamed Réda

Janvier et Novembre 1990
Pr. CHKOFF Rachid

Pr. HACHIM Mohammed*
Pr. KHARBACH Aicha
Pr. MANSOURI Fatima
Pr. TAZI Saoud Anas

Février Avril Juillet et Décembre 1991
Pr. AL HAMANY Zaitounia

Pr. AZZOUZI Abderrahim

Pr. BAYAHIA Rabéa

Pr. BELKOUCHI Abdelkader

Pr. BENCHEKROUN Belabbes Abdellatif
Pr. BENSOUDA Yahia

Pr. BERRAHO Amina

Pr. BEZZAD Rachid

Pr. CHABRAOQUI Layachi

Pr. CHERRAH Yahia

Pr. CHOKAIRI Omar

Pr. KHATTAB Mohamed

Pr. SOULAYMANI Rachida

Pr. TAOUFIK Jamal

Décembre 1992

Pr. AHALLAT Mohamed

Pr. BENSOUDA Adil

Pr. BOUJIDA Mohamed Najib

Radiologie
Gastro-Entérologie
Traumatologie Orthopédie
Gastro-Entérologie
Médecine Interne
Neurologie

Chirurgie Pédiatuig)
Radiologie
Traumatologie Orthopédie

Médecine Intern®eyen de la FMPR
Cardiologie
Pathologie Chirurgicale
Neurologie

Pathologie Chirurgicale
Médecine-Interne
Gynécologie -Obstétrique
Anatomie-Pathologique
Anesthésie Réanimation

Anatomie-Pathologique

Anesthésie Réanimati®@oyen de la FMPO

Néphrologie

Chirurgie Générale
Chirurgie Géalé

Pharmacie galénique
Ophtalmologie
Gynécologie Obstétrique
Biochimie et Chimie
Pharmacologie
Histologie Embryologie
Pédiatrie

Pharmacologie Bir. du Centre National PV

Chimie thérapeutique

Chirurgie Générale
Anesthésie Réanimation
Radiologie



Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

CHAHED OUAZZANI Laaziza

CHRAIBI Chafiqg

DAOUDI Rajae

DEHAYNI Mohamed*

EL OUAHABI Abdessamad
FELLAT Rokaya

GHAFIR Driss*

JIDDANE Mohamed
TAGHY Ahmed

ZOUHDI Mimoun

Mars 1994

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

BENJAAFAR Noureddine
BEN RAIS Nozha

CAOUI Malika

CHRAIBI Abdelmjid

EL AMRANI Sabah

EL AOUAD Rajae

EL BARDOUNI Ahmed
EL HASSANI My Rachid
ERROUGANI Abdelkader
ESSAKALI Malika
ETTAYEBI Fouad

HADRI Larbi*

HASSAM Badredine
IFRINE Lahssan

JELTHI Ahmed
MAHFOUD Mustapha
MOUDENE Ahmed*
RHRAB Brahim
SENOUCI Karima

Mars 1994

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

ABBAR Mohamed*
ABDELHAK M’barek
BELAIDI Halima

BRAHMI Rida Slimane
BENTAHILA Abdelali
BENYAHIA Mohammed Ali
BERRADA Mohamed Saleh
CHAMI llham
CHERKAOUI Lalla OQuafae
EL ABBADI Najia

HANINE Ahmed*

Gastro-Entérologie

Gynécologie Obstétrique
Ophtalmologie

Gynécologie Obstétrique
Neurochirurgie
Cardiologie

Médecine Interne
Anatomie

Chirurgie Générale

Microbiologie

Radiothérapie
Biophysique
Biophysique

Endocrinologie et Maladi®étaboliques

Gynécologie Obstétrique
Immunologie
Traumato-Orthopédie
Radiologie

Chirurgie Générderecteur CHIS

Immunologie

Chirurgie Pédiatrique

Médecine Interne
Dermatologie
Chirurgie Générale
Anatomie Pathologique
Traumatologie — Orthopédie
Traumatologie- Orthopédie
Gynécologie —Obstétrique
Dermatologie

Urologie
Chirurgie Pédiatrique
Neurologie
Gynécologie Obstétrique
Pédiatrie
Gynécologie Obstétrigu
Traumatologie — Ortluipé
Radiologie
Ophtalmologie
Neurochirurgie
Radiologie



Pr.
Pr.
Pr.

JALIL Abdelouahed
LAKHDAR Amina
MOUANE Nezha

Mars 1995

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

ABOUQUAL Redouane
AMRAOUI Mohamed
BAIDADA Abdelaziz
BARGACH Samir

CHAARI Jilali*

DIMOU M’barek*

DRISSI KAMILI Med Nordine*
EL MESNAOUI Abbes
ESSAKALI HOUSSYNI Leila
HDA Abdelhamid*

IBEN ATTYA ANDALOUSSI Ahmed
OUAZZANI CHAHDI Bahia
SEFIANI Abdelaziz
ZEGGWAGH Amine Ali

Décembre 1996

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

AMIL Touriya*

BELKACEM Rachid
BOULANOUAR Abdelkrim

EL ALAMI EL FARICHA EL Hassan
GAOUZI Ahmed

MAHFOUDI M’barek*
MOHAMMADI Mohamed
OUADGHIRI Mohamed
OUZEDDOUN Naima

ZBIR EL Mehdi*

Novembre 1997

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

ALAMI Mohamed Hassan
BEN SLIMANE Lounis
BIROUK Nazha
CHAOUIR Souad*
ERREIMI Naima
FELLAT Nadia
HAIMEUR Charki*
KADDOURI Noureddine
KOUTANI Abdellatif
LAHLOU Mohamed Khalid
MAHRAOUI CHAFIQ
OUAHABI Hamid*

Chirurgie Générale
Gynécologie Obstétrique
Pédiatrie

Réanimation Médicale
Chirurgie Générale
Gynécologie Obstétrique
Gynécologie Obstétrique
Médecine Interne
Anesthésie Réanimation
Anesthésie Réanitizam
Chirurgie Générale
Oto-Rhino-Laryngoley
CardiologieBir. HMIMV
Urologie
Ophtalmologie
Génétique
Réanimation Médicale

Radiologie

Chirurgie Pédiatrie
Ophtalmologie

Chirurgie Gérsde

Pédiatrie

Radiologie

Médecine Interne
Traumatologie-Orthopédie
Néphrologie

Cardiologie

Gynécologie-Obstétrique
Urologie

Neurologie

Radiologie

Pédiatrie

Cardiologie
Anesthésie Réanimation
Chirurgie Pédiatrique
Urologie

Chirurgie Générale
Pédiatrie
Neurologie



Pr.
Pr.

TAOUFIQ Jallal
YOUSFI MALKI Mounia

Novembre 1998

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

AFIFI RAJAA
BENOMAR ALI
BOUGTAB Abdesslam
ER RIHANI Hassan
EZZAITOUNI Fatima
LAZRAK Khalid *
BENKIRANE Majid*
KHATOURI ALI*
LABRAIMI Ahmed*

Janvier 2000

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

ABID Ahmed*

AIT OUMAR Hassan

BENJELLOUN Dakhama Badr.Sououd
BOURKADI Jamal-Eddine

CHARIF CHEFCHAOUNI Al Montacer
ECHARRAB El Mahjoub

EL FTOUH Mustapha

EL MOSTARCHID Brahim*

ISMAILI Hassane*

MAHMOUDI Abdelkrim*
TACHINANTE Rajae

TAZI MEZALEK Zoubida

Novembre 2000

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

AIDI Saadia

AIT OURHROUI Mohamed
AJANA Fatima Zohra
BENAMR Said

CHERTI Mohammed
ECH-CHERIF EL KETTANI Selma
EL HASSANI Amine

EL KHADER Khalid

EL MAGHRAOUI Abdellah*
GHARBI Mohamed El Hassan
HSSAIDA Rachid*

LAHLOU Abdou

MAFTAH Mohamed*
MAHASSINI Najat

MDAGHRI ALAOUI Asmae
NASSIH Mohamed*

ROUIMI Abdelhadi*

Psychiatrie
Gynécologie Obstétrique

Gastro-Entérologie

Neurologie -Boyen Abulcassis
Chirurgie Générale
Oncologie Médicale
Néphrologie

Traumatologie Orthopédie

Hématologie

Cardiologie

Anatomie Pathologique

Pneumophtisiologie
Pédiatrie
Pédiatrie
Pneumo-phtisiologie
Chirurgie Géad
Chirurgie Générale
Pneumo-phtisiologie
Neurochirurgie
Traumatologie Orthopédie
Anesthésie-Réanimatimspecteur SS
Anesthésie-Réanimation
Médecine Interne

Neurologie

Dermatologie

Gastro-Entérologie

Chirurgie Générale

Cardiologie

Anesthésie-Réartiom

Pédiatrie

Urologie
Rhumatologie

Endocrinologie etddees Métaboliques

Anesthésie-Réanimation
Traumatologie Orthopédie
Neurochirurgie
Anatomie Pathologique

Pédiatrie

Stomatologie Et Chirurgiexla-Faciale
Neurologie



Décembre 2000

Pr

. ZOHAIR ABDELAH*

Décembre 2001

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

ABABOU Adil

BALKHI Hicham*
BENABDELJLIL Maria
BENAMAR Loubna
BENAMOR Jouda
BENELBARHDADI Imane
BENNANI Rajae
BENOUACHANE Thami
BEZZA Ahmed*
BOUCHIKHI IDRISSI Med Larbi
BOUMDIN El Hassane*
CHAT Latifa

DAALI Mustapha*
DRISSI Sidi Mourad*

EL HIJRI Ahmed

EL MAAQILI Moulay Rachid
EL MADHI Tarik

EL OUNANI Mohamed
ETTAIR Said

GAZZAZ Miloudi*
HRORA Abdelmalek
KABBAJ Saad

KABIRI EL Hassane*
LAMRANI Moulay Omar
LEKEHAL Brahim
MAHASSIN Fattouma*
MEDARHRI Jalil
MIKDAME Mohammed*
MOHSINE Raouf

NOUINI Yassine
SABBAH Farid

SEFIANI Yasser
TAOUFIQ BENCHEKROUN Soumia

Décembre 2002

Pr
Pr
Pr
Pr
Pr
Pr

. AL BOUZIDI Abderrahmane*
. AMEUR Ahmed *

. AMRI Rachida

. AOURARH Aziz*

. BAMOU Youssef *

. BELMEJDOUB Ghizlene*

ORL

Anesthésie-Réanimation
Anesthésie-Réanimation
Neurologie
Néphrologie
Pneumo-phtisiologie
Gastro-Entérologie
Cardiologie
Pédiatrie
Rhumatologie
Anatomie
Radiologie
Radiologie
Chirurgie Générale
Radiologie
Anesthésie-Réanimation
Neuro-Chirurgie
Chirurgie-Pédiatrique
Chirurgie Générale
Pédiatrie
Neuro-Chirurgie
Chirurgie Générale
Anesthésie-Réanimation
Chirurgie Thoracique
Traumatologie Orthopédie
Chirurgie Vasculaire Périplugie
Médecine Interne
Chirurgie Générale
Hématologie Clinique
Chirurgie Générale
Urologie
Chirurgie Générale
Chirurgie Vasculaire Pérndnge
Pédiatrie

Anatomie Pathologegu

Urologie

Cardiologie
Gastro-Entérologie

Biochimie-Chimie

Endocrinologie et Malkesl Métaboliques



Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

BENZEKRI Laila
BENZZOUBEIR Nadia
BERNOUSSI Zakiya
BICHRA Mohamed Zakariya*
CHOHO Abdelkrim *
CHKIRATE Bouchra

EL ALAMI EL FELLOUS Sidi Zouhair

EL HAOURI Mohamed *

EL MANSARI Omar*

FILALI ADIB Abdelhai

HAJJI Zakia

IKEN Ali

JAAFAR Abdeloihab*
KRIOUILE Yamina
LAGHMARI Mina

MABROUK Hfid*
MOUSSAOUI RAHALI Driss*
MOUSTAGHFIR Abdelhamid*
NAITLHO Abdelhamid*
OUJILAL Abdelilah

RACHID Khalid *

RAISS Mohamed

RGUIBI IDRISSI Sidi Mustapha*
RHOU Hakima

SIAH Samir *

THIMOU Amal

ZENTAR Aziz*

Janvier 2004

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

ABDELLAH El Hassan
AMRANI Mariam
BENBOUZID Mohammed Anas
BENKIRANE Ahmed*
BOUGHALEM Mohamed*
BOULAADAS Malik
BOURAZZA Ahmed*
CHAGAR Belkacem*
CHERRADI Nadia

EL FENNI Jamal*

EL HANCHI ZAKI

EL KHORASSANI Mohamed
EL YOUNASSI Badreddine*
HACHI Hafid

JABOUIRIK Fatima
KHABOUZE Samira

Dermatologie
Gastro-Entérologie
Anatomie Pathologique
Psychiatrie
Chirurgie Générale
Pédiatrie
Chirurgie Pedrique
Dermatologie
Chirurgie Générale
Gynécologie Obstétrique
Ophtalmologie
Urologie
Traumatologie Orthopédie
Pédiatrie
Ophtalmologie
Traumatologie Orthopédie
Gynécologie Obstétug
Cardiologie
Médecine Interne
Oto-Rhino-Laryngologie
Traumatologie Orthopédie
Chirurgie Générale
Pneumophtisigi®
Néphrologie
Anesthésie Réanimation
Pédiatrie
Chirurgie Générale

Ophtalmologie
Anatomie Pathologique
Oto-Rhino-Laryngatog
Gastro-Entérologie
Anesthésie Réanimation

Stomatologie et ChirurgieaMillo-faciale

Neurologie

Traumatologie Orthopédie
Anatomie Pathologique
Radiologie

Gynécologie Obstétrique
Pédiatrie
Cardiologie

Chirurgie Générale
Pédiatrie

Gynécologie Obstétrique



Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

KHARMAZ Mohamed
LEZREK Mohammed*
MOUGHIL Said
OUBAAZ Abdelbarre*
TARIB Abdelilah*
TIJAMI Fouad
ZARZUR Jamila

Janvier 2005

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

ABBASSI Abdellah

AL KANDRY Sif Eddine*
ALAOUI Ahmed Essaid
ALLALI Fadoua
AMAZOUZI Abdellah
AZI1Z Noureddine*
BAHIRI Rachid
BARKAT Amina
BENHALIMA Hanane
BENYASS Aatif
BERNOUSSI Abdelghani
CHARIF CHEFCHAOUNI Mohamed
DOUDOUH Abderrahim*
EL HAMZAOQOUI Sakina*
HAJJI Leila
HESSISSEN Leila
JIDAL Mohamed*
LAAROUSSI Mohamed
LYAGOUBI Mohammed
NIAMANE Radouane*
RAGALA Abdelhak
SBIHI Souad

ZERAIDI Najia

Décembre 2005

Pr.

CHANI Mohamed

Avril 2006

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

ACHEMLAL Lahsen*

AKJOUJ Said*

BELMEKKI Abdelkader*
BENCHEIKH Razika

BIYI Abdelhamid*

BOUHAFS Mohamed El Amine
BOULAHYA Abdellatif*
CHENGUETI ANSARI Anas
DOGHMI Nawal

Traumatologie Orthopédie
Urologie

Chirurgie Cardio-Vasculaire
Ophtalmologie

Pharmacie Clinique
Chirurgie Générale
Cardiologie

Chirurgie Réparatrice eaflique

Chirurgie Générale
Microbiologie

Rhumatologie

Ophtalmologie

Radiologie

Rhumatologie

Pédiatrie

Stomatologie et Chirurgieklllo Faciale

Cardiologie
Ophtalmologie
Ophtalmologie
Biophysique
Microbiologie
Cardiologie (mise en disponibilite)
Pédiatrie
Radiologie
Chirurgie Cardio-vascudair
Parasitologie
Rhumatologie
Gynécologie Obstétrique
Histo-Embryologie Cytogénétique
Gynécologie Obstétrique

Anesthésie Réanimation

Rhumatologie

Radiologie

Hématologie

O.R.L

Biophysique

Chirurgie - Pédige

Chirurgie Cardio — Vasttaire

Gynécologie Obstétrique
Cardiologie



Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

ESSAMRI Wafaa
FELLAT Ibtissam
FAROUDY Mamoun

GHADOUANE Mohammed*

HARMOUCHE Hicham
HANAFI Sidi Mohamed*
IDRISS LAHLOU Amine*
JROUNDI Laila
KARMOUNI Tariq

KILI Amina

KISRA Hassan

KISRA Mounir
LAATIRIS Abdelkader*
LMIMOUNI Badreddine*
MANSOURI Hamid*
OUANASS Abderrazzak
SAFI Soumaya*
SEKKAT Fatima Zahra
SOUALHI Mouna
TELLAL Saida*
ZAHRAOUI Rachida

Octobre 2007

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

ABIDI Khalid

ACHACHI Leila
ACHOUR Abdessamad*
AIT HOUSSA Mahdi*
AMHAJJI Larbi*
AMMAR Haddou*
AOUFI Sarra

BAITE Abdelouahed*
BALOUCH Lhousaine*
BENZIANE Hamid*
BOUTIMZINE Nourdine
CHARKAOUI Naoual*
EHIRCHIOU Abdelkader*
ELABSI Mohamed

EL MOUSSAOUI Rachid
EL OMARI Fatima
GANA Rachid

GHARIB Noureddine
HADADI Khalid*

ICHOU Mohamed*
ISMAILI Nadia
KEBDANI Tayeb

Gastro-entérologie
Cardiologie
Anesthésie Réanimation
Urologie
Médecine Interne
Anesthésie Réanimation
Microbiologie
Radiologie
Urologie
Pédiatrie
Psychiatrie
Chirurgie — Pédiatrique
Pharmacie Galénique
Parasitologie
Radiothérapie
Psychiatrie
Endocrinologie
Psychiatrie
Pneumo — Phtisiologie
Biochimie
Pneumo — Phtisiologie

Réanimation médicale
Pneumo phtisiologie

Chirurgie générale
Chirurgie cardio vascukair
Traumatologie orthopédie
ORL

Parasitologie

Anesthésie réanimatimacteur ERSSM
Biochimie-chimie
Pharmacie clinique
Ophtalmologie
Pharmacie galénique
Chirurgie générale

Chirurgie générale

Anesthésie réanimation
Psychiatrie

Neuro chirurgie

Chirurgie plastique etadgirice
Radiothérapie

Oncologie médicale
Dermatologie
Radiothérapie



Pr. LALAOUI SALIM Jaafar*
Pr. LOUZI Lhoussain*

Pr. MADANI Naoufel

Pr. MAHI Mohamed*

Pr. MARC Karima

Pr. MASRAR Azlarab

Pr. MOUTAJ Redouane *
Pr. MRABET Mustapha*

Pr. MRANI Saad*

Pr. OUZZIF Ez zohra*

Pr. RABHI Monsef*

Pr. RADOUANE Bouchaib*
Pr. SEFFAR Myriame

Pr. SEKHSOKH Yessine*
Pr. SIFAT Hassan*

Pr. TABERKANET Mustafa*
Pr. TACHFOUTI Samira

Pr. TAJDINE Mohammed Tarig*
Pr. TANANE Mansour*

Pr. TLIGUI Houssain

Pr. TOUATI Zakia

Décembre 2007

Pr. DOUHAL ABDERRAHMAN
Décembre 2008

Pr ZOUBIR Mohamed*
Pr TAHIRI My EI Hassan*

Mars 2009

Pr. ABOUZAHIR Ali*

Pr. AGDR Aomar*

Pr. AIT ALI Abdelmounaim*
Pr. AIT BENHADDOU EIl hachmia
Pr. AKHADDAR Ali*

Pr. ALLALI Nazik

Pr. AMAHZOUNE Brahim*
Pr. AMINE Bouchra

Pr. ARKHA Yassir

Pr. AZENDOUR Hicham*
Pr. BELYAMANI Lahcen*
Pr. BJIJOU Younes

Pr. BOUHSAIN Sanae*

Pr. BOUI Mohammed*

Pr. BOUNAIM Ahmed*

Anesthésie réanimation
Microbiologie

Réanimation médicale
Radiologie

Pneumo phtisiologie
Hématologie biologique
Parasitologie

Médecine préventive santé publique et hygiéne

Virologie
Biochimie-chimie
Médecine interne
Radiologie
Microbiologie
Microbiologie
Radiothérapie

Chirurgie vasculaire gghérique

Ophtalmologie

Chirurgie générale
Traumatologie orthopédie
Parasitologie
Cardiologie

Ophtalmologie

Anesthésie Réanimation
Chirurgie Générale

Médecine interne
Pédiatre

Chirurgie Générale
Neurologie

Neuro-chirurgie

Radiologie

Chirurgie Cardio-vasculair
Rhumatologie
Neuro-chirurgie
Anesthésie Réanimation
Anesthésie Réanimation
Anatomie
Biochimie-chimie
Dermatologie

Chirurgie Générale



Pr. BOUSSOUGA Mostapha*
Pr. CHAKOUR Mohammed *
Pr. CHTATA Hassan Toufik*
Pr. DOGHMI Kamal*

Pr. EL MALKI Hadj Omar

Pr. EL OUENNASS Mostapha*
Pr. ENNIBI Khalid*

Pr. FATHI Khalid

Pr. HASSIKOU Hasna *

Pr. KABBAJ Nawal

Pr. KABIRI Meryem

Pr. KARBOUBI Lamya

Pr. L'KASSIMI Hachemi*

Pr. LAMSAOURI Jamal*

Pr. MARMADE Lahcen

Pr. MESKINI Toufik

Pr. MESSAOUDI Nezha *
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INTRODUCTION




«L'union fait la force», cette maxime bien connueupait résumer la stratégie
communautaire de survie de nombreuses populatimnsates (fourmis, abeilles pour ne citer
que deux exemples). Elle est également vraie dacas des microorganismes.

Les microorganismes ont été la premiére forme de sur notre planete. lls
rassemblent les bactéries (procaryotes) les leyues algues, les champignons et les
protozoaires. Ces étres vivants sont ubiquitaiceinisant sols, eaux douces et marines et
atmosphere, et sont associés les uns aux autredeparelations adaptées a leurs besoins
biologiques. lls sont indispensables a 'hnommelen@&ironnement en contribuant aux grands
cycles de la matiére et en jouant un réle essemdies presque tous les écosystemes, naturels
et humains, Dés qu’une surface est immergée dafiisiida, elle peut étre colonisée par des
microorganismes et étre recouverte d’un biofilm.

Depuis plusieurs années, les biofilms sont laectbimportantes recherches montrant
que leurs propriétés biologiques sont aussi digegse les organismes qui les constituent et
gu'il existe une multitude d’environnements dansqleels ils peuvent se développer.lls
peuvent se développer sur n'importe quel type dacinaturelle ou artificielle, qu'elle soit
minérale (roche, interfaces air-liquide...), orgp@ (peau, tube digestif des animaux, racines
et feuilles des plantes), industrielle (canalisaiacoques des navires) ou médicale (prothéses,
cathéters, sondes urinaires....).Ce systeme, apgetdikn », s‘avére une structure complexe
formée grace a l'agglomération des microorganisfiaeditée par les matieres polymériques
gu'ils excretent.Au sein des biofilms, les micrganismes sessiles développent des
caractéristiques trés différentes de celles desoraiganismes libres, planctoniques : mise en
ceuvre d’expressions génétiques spécifiques caisgaer par un changement radical de
phénotype et par [I'acquisition de propriétés sjgueds aux biofilms, notamment
I'antibiorésistance et I'expression de facteurs disistance a de nombreux stress
environnementaux, utilisation de systémes de conpation chimique, modifications
structurales, production d’exopolyméres, etc. Ceaxlifitations échappent aux méthodes
d’investigation de la microbiologie traditionne#t@ suspension.

Le mode de vie en biofilms offre de nombreux aages pour la survie et la
multiplication de |'écosysteme bactérien mais pdsegros problemes pour I'homme et ses

activités industrielles. A titre d’exemple tdes secteurs de I'agroalimentaire peuvent étre



touchés : laiteries, industries de transformatienlad viande, brasseries, sucreries, etc...Car
tout équipement non stérilisé abrite des micro4oigTaes pouvant démarrer un processus de
colonisation notamment dans des zones peu acassibInettoyage et a la désinfection. Un

biofilm peut se mettre en place en quelques heetegermettre ainsi aux bactéries qui s'y

trouvent de devenir résistantes aux agents extérengendrant d’éventuelles contaminations

(biofilms composés de bactéries pathogénes cohisteria ou Salmonella).

L’ensemble des secteurs industriels est égaleocwmritonté a la biodétérioration des
matériaux sur lesquels s’installent les biofilme. ghénomene touche notamment les métaux
(on parle alors de corrosion microbienne ou biazian) les polyméres ou les ciments. |l
entraine des pertes économiques importantes etpaddémes écologiques de par les
traitements anti-biofilms appliqués.

En médecine, les biofilms ont une importapaeticuliere car ils sont associés a
des problémes majeur de santé publiqgue et imfdiqdans un large éventail d’infections
chez I'hnomme. Environ 65 % des infections tsolues a des biofiims dans les pays
dits développés. Les biofilms sont aussi implggdans 60 % des infections nosocomiales et
dans toutes les infections prothétiques [1]. Gagmidrs peuvent se former a la surface ou a
I'intérieur des dispositifs médicaux implantés ddosganisme (lentilles de contact, cathéter
veineux central, sonde endotrachéale, dispoditifa-utérins, valves cardiaques artificielles,
pacemakers, cathéters de dialyse péritonéale, samuhaires, prothéses vocales...) ou encore
les muqueuses du corps humain.

Les infections a biofilms sont résistantes aukdmaents antibiotiques, et posent de
sérieux problémes en matiére de santé publiquaai@es maladies peuvent méme favoriser
la formation de biofilms, comme nous le verronscaiexemple de la mucoviscidose.

Etudier la complexité des biofilms exige un travaibnsversal utilisant des
compétences liees a de nombreux domaines complémesnt microbiologie, biologie,
chimie des solutions, physico-chimie des surfaggsplogie, hydrologie, sciences des
matériaux, etc.

Au préalable, on présentera la physiologie desiliisfainsi que les exemples de

biofilms les plus fréequemment rencontrés dans léemimédicale, puis on étudiera les



méthodes de diagnostic et d’analyse des biofilnmfinHa derniére partie sera réservée aux
principales stratégies thérapeutiques utilisées lubier contre ces biofilms.

I- HISTORIQUE ET DECOUVERTE DES BIOFILMS

Dapres les recherches les plus récentes, lesiexseraient apparues sur Terre il y a
environ 3,6 milliards d'années, soit bien avanppaition de I'homme lui-méme, il y a
environ 100 000 années. L'homme ne se doutait padedistence méme des micro-
organismes jusqu'au 17eme siecle, lorsqu‘Antonie \@euwenhoek (1632-1723) a
développé le premier microscope. Il a visualisdlestré graphiquement des «animalcules»
(bactéries) trouvées dans sa propre plaque def24ire

En 1884, Robert Koch a décrit une méthode pountifiier un micro-organisme en
tant que cause de maladie [3]. Les micro-organisoné®€té beaucoup étudiés en suspension
dans un liquide homogene ou par culture sur uremilie culture solide (en boite de Pétri), ce
qui offre une vue trés partielle de la vie micralie dans la nature.

Claude E. Zobell (1904-1989), considéré comme te pgé la microbiologie marine,
démontra vers 1936 que les surfaces solides soéfiQges au développement des bactéries
lors de leur conservation dans un milieu nutritibél. En 1943, il montra que de tres faibles
quantités de nutriments organiques s'adsorbenteswerre et que cette concentration de
matiere organique favorise la formation de commtgsbactériennes fixées sur les surfaces
[4].

Plus récemment, des observations microscopiquestitpieves démontrent que plus
de 99,9% des micro-organismes se développent smusefde communautés agrégees
"sessiles”, c'est-a-dire, attachées a une sunfdut que comme "planctoniques” ou flottant
dans le milieu [5]. Les micro-organismes se fixamtdes surfaces (vivantes ou non vivantes),
forment des « tapis » qui conduisent a la coloitisabtale de la surface. Ces tapis bactériens
constituent des « biofilms ».

Cette notion a été proposée en 1976 par WillianteCms, directeur du « Center for
Biofilm Engineering » de I'Université d'Etat du Mana. Depuis ces premiéres études, la
définition du terme biofilm a constamment évolutosd’avancement des différents travaux

réalisés.



En 1989, Characklis définit les biofilms comme nétaine association de micro-
organismes inclus dans une matrice composée d'&uupees et généralement attachés a la
surface de divers matériaux (plastiques, métauxjcpées, tissus vivants, etc.). En 1995,
Bourion décrivait les biofilms comme une communautérobienne protégée par une matrice
fibreuse de polymeéres extracellulaires et immobdisur une surface.

Plus tard, en 2003, Bosgiraud définit les biofilsenme des structures organisées
permettant de nombreuses communications interagksl, afin d’assurer un equilibre et un
mode de vie coopératif entre les micro-organisnoasposant les biofilms.

Aujourd’hui les biofilms sont décrits comme un emble de micro-organismes,
adhérant entre eux ou a une interface solide-lguliduide-gaz et entourés d’'une matrice
hautement hydratée contenant en majorité des sugetes, protéines, acides nucléiques
extracellulaires et des matiéres minérales commaeels .

En 2006, Allwood et al, ont annoncé dans le jougndature » que les stromatolithes,
qui résultent de I'activité biologique de cyanoléaiets, sont une forme de biofilm composés
de micro-organismes, et qu‘ils ont été a l‘origdeela création de structures de pierre depuis
des milliards d'années. Ces « pierres vivantesaierdf a cette époque, la source unique

d’'oxygéne dans I'atmosphére et donc source dewiadatre planéte (Figure 1) [6].



Figure 1 : Stromatolithes en forme de biofilm [6].

II-QU’EST-CE QU’UN BIOFILM ET POURQUOI S'Y INTERES-

SER?

Il est maintenant communément admis que le biofishla forme de développement
la plus répandue dans I'environnement pour I'endendes micro-organismes. La forme
planctonique ne serait qu’une étape transitoirealgacolonisation de nouvelles surfaces. Ce
qui donne que le biofilm est le mode de vie normiaimajoritaire des microorganismes
contrairement aux idées recues .Alors les recherche les bactéries devraient donc
s'intéresser a ce type de structure plutot quéoleses planctoniques .Une simple recherche
de publications avec le mot clé « biofilms » morgue les recherches sur les biofilms ont
vraiment débuté a exploser qu’ a partir des an@866 , avec la réalisation des premiéres
images CLSM (Confocal Laser Scanning Microscopybidélms vivants par Lawrence et al
.Une augmentation de plus de 12 % par an (a246 Bublications en 2010)[7].
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Figure 2: Nombre annuel de publication scientifiquesur la thématique
biofilms entre 1988 et 2010]8].

Depuis les premiéres études, la définition du ¢éebmofilm a constamment évolué selon
'avancement des différents travaux réalisés. Algoeent, une définition communément
admise pour les biofilms est celle établie en 2682Donlan et Costerton[9] : « Un biofilm
est une communauté microbienne sessile caractgraedes cellules adhérées de maniére
irréversible & un substrat, une interface ou eelless, enrobées d’'une matrice de substances
polymériques extracellulaires (EPS pour « extratall polymeric substances ») auto-
secrétées et qui présentent un phénotype particetieterme de taux de croissance et de

transcription de genes. »

[1-STRUCTURE DES BIOFILMS
Dans les conditions naturelles, les bactériesexistous deux formes :
-Forme végétative (métaboliquement active)
-Forme sporulée (métaboliquementtine)

La forme végétative peut se diviser en deux :

» Phénotype panctonique (dans un laboratoire) i Mitore :
Seulement 1% du mode de vie danstiare



Sensible au nettoyage, aux antifpims, aux antiseptiques

Sensible au systéme de défense intaiennon spécifique et spécifique
» Phénotype biofilms (dans la nature) in vivo ; gess

99% du mode de vie dans la nature

Résistant au nettoyage, aux antifpi@s, aux antiseptiques

Résistant au systeme de défense mitaie non spécifique et spécifique

Le passage d’un mode de vie libre a sessile egrasessus dynamique et complexe.
Ce mode de vie en biofilm permet a des coloniesaitéries de persister a un endroit donné,
sans proliférer. Il confere a la communauté baetére une véritable protection contre un
certain nombre de stress environnementaux comuihesksiccation ou encore I'action d’agents
antimicrobiens. Un biofilm a la capacité de deveégistant aux réponses immunitaires innée
et acquise de I'hoéte. Les traitements antimicrabien des concentrations classiques
d’utilisation ne permettent pas I'éradication désfilms. L'étude de la structure des biofilms
et des mécanismes de leur dynamique de formatidona un intérét dans la recherche

concernant les moyens de lutte contre les biofjog

1. Une grande diversité de biofilms :

Le terme de biofilm pourrait laisser entendre gsdgit d'une simple couche de micro-
organismes déposée sur une surface. Les biofilmsties hétérogenes, dans le temps et dans
'espace. lls sont constamment remodelés, suitéinluénce permanente de facteurs
endogenes et exogénes. lls présentent une graretsith aussi bien au niveau structural (une
ou plusieurs especes de micro-organismes au seibiafilm, épaisseurs diverses) qu’'au
niveau des supports colonisés [11].

Un biofilm peut étre constitué d’une ou de plusseespeces de micro-organismes : on
parle respectivement de biofilms homogenes ou délrhs hétérogenesLa plupart des
biofilms rencontrés sont hétérogéenes. La présehre eespece de micro-organisme ou d’'une
autre au sein du biofilm dépend des conditionsrenmementales. Par exemple, les biofilms
éclairés par la lumiére du soleil sont composérntajrement d’organismes phototrophes,

comme les algues ou les cyanobactéries, réalisarpphbtosynthese et produisant leur
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biomasse a partir de carbone minéral. Les biofiforsnés en absence de lumiére sont
constitués principalement de bactéries hétérotmthégradation de la matiére organique) et
chimiotrophe (transformation de substances mingyfie].

Les biofilms peuvent se former sur des surfaceEdodiques ou inertes, d’une grande
diversité : tissus vivants, appareillage médican@e, cathéter, broches...), systeme de
canalisation industriel ou d’eau potable, surfaicesergées... Les propriétés physiques et
chimiques de la surface jouent un role dans lesamsmes de formation du biofilm.

Selon le type de support sur lequel se formedéli, 'organisation structurale de ce
dernier sera différente. Un biofilm fixé dans laniére d’'une canalisation a une structure trés
complexe, et contient divers composants : prodgiss de réactions de corrosion, boue,
algues unicellulaires et bactéries filamenteusesbidfilm formé a la surface d’'un cathéter a
une organisation plus simple : on distingue desrariolonies de coques associées a une
matrice d’exopolymeéres [13].

Tous les biofilms n'ont pas la méme épaisseur. hiedilms des eaux naturelles
oligotrophes sont plus fins que ceux des milieuwear riches comme la plaque dentaire ou
les cathéters. Les biofilms récemment formés soovent monocouches, a linverse des
biofilms plus anciens qui sont stratifiés.

L’architecture du biofilm dépend des conditionaritives, ce qui suggére une facilité
de remodelage des biofilms. De bonnes conditionstives sont nécessaires aux étapes de
formation du biofilm, alors que les phases de diysment tardif sont possibles dans des
conditions nutritives moins bonnes [14].

Alors I'hétérogénéité des biofilms se déclinplasieurs niveaux :

- Hétérogénéité géométrique : épaisseur, rugositia durface et porosité du biofilm,
surface du substratum recouverte par le biofilnrotien.

- Hétérogénéité chimique : diversité des solutBsnigues (nutriments, produit
métaboliques, inhibiteurs...), variations de pH, d#é de réactions (aérobies/anaérobies,
etc.).

- Hétérogénéité biologique : diversité des espatesobiennes et de leurs

Distributions  spatiales, différences d'activitGo{ssance cellulaire, production de

substances polymériques extracellulaires, mortilzéte, etc.).



- Hétérogénéité physique : densité du biofilm, pEahbilité, viscoélasticité, viscosité,
propriétés des substances polymériques extradedisjeforce du biofilm, concentration en

solutés, diffusivité des solutés, présence de eslabiotiques.

2. Une organisation structurale commune

Les biofilms sont hétérogenes d’'un point de vuecstral. lls se forment sur des
supports variés, ont des épaisseurs différentesomt formés par des espéces variées de
microorganismes. De cette diversité on peut néamsndégager certaines caractéristiques
structurales communes a tous les biofilms. Un lioést constituée d’une fine monocouche
de cellules a sa base (fixées a la surface duratipsturmontée de plusieurs couches épaisses
de cellules enfermées dans une matrice et reliaesd@gs canaux aqueux. Il s’agit d’'une
organisation spatiale stratifiee, permettant ddgmgges (informations, nutriments...) et une
coopération entre micro-organismes [14,11].

3-Une organisation stratifiée

La couche la plus profonde du biofilm est consatpar les cellules qui se sont fixées
en premier. Ces cellules sont petites, leur méistinel est anaérobie et leur croissance est
lente. La couche superficielle du biofilm est citnge de grandes cellules en aérobiose et a
croissance rapide. Entre ces deux couches de exllubn trouve des cellules en
microaérobiose. L'organisation stratifiee des tmoé s’explique par I'existence de gradients
de nutriments, d’ions... Les nutriments présentssda milieu extérieur diffusent en plus
grande quantité dans les couches superficiellesiafiim. Plus on avance vers les couches
profondes du biofilm, moins la diffusion est effieaet plus les concentrations en éléments
nutritifs sont basses. Ces gradients permettexptitpier la présence de zones de croissance
différentes des micro-organismes [15].

Des simulations tridimensionnelles réaliséas ipformatique ont permis de montrer que
les zones de croissance rapide du biofilm sontcténiaées par la présence de larges
structures en colonnes contrairement aux zonesoisance réduite ou I'on trouve un réseau
étroit de structures entrainant ainsi une rédudaes communications intercellulaires et de la

croissance du biofilm [10].
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Au sein du biofilm, les micro-organismes iBoou lysés sont réutilisés comme
nutriments : on parle de « cannibalisme ». L’ADNélié lors de la mort programmée de
certains micro-organismes du biofilm aurait un réteuctural dans la stabilité des biofilms
[15].

4. Les principaux constituants du biofilm

Les constituants essentiels d’'un biofilm sont lesroaorganismes aggloméreés et la
matrice qu’ils synthétisent. Les micro-organismeprésentent 2 a 15 % du matériel du
biofilm alors que la matrice extracellulaire regné® 50 a 90 % de la masse organique
carbonée d’'un biofilm. [16].L'organisation d’'un ez de canaux aqueux au sein du biofilm
permet I'acheminement de I'oxygéne et des nutrisiamitre les microcolonies et vers les
régions les plus enfouies, ainsi que I'évacuati@s déchets. Toutefois, un gradient de
nutriments et d'oxygéne existe depuis la superfieigs la profondeur du biofilm, ou
I'environnement devient plus propice aux organism@esiuant en anaérobiose. Ainsi, I'état
métabolique d’'une bactérie au sein du biofilm pétre directement dépendant de sa
localisation a l'intérieur de la structure [10,17].

Le rapport C/N (carbone /azote) d’'un biofiest cing fois plus élevé que pour une
suspension de bactéries planctoniques, ceci étaat ld prédominance de la matrice .Cette
matrice est fortement hydratée et est formée esHlentent des exopolisaccharides
(EPS).L’expression « substances polymériques eltidaires » regroupe différentes classes
de macromolécules présentes a l'intérieur deslbisfi des polysaccharides, des protéines,
des acides nucléiques, des lipides et d’autresamaécules dites substances humiques (ce
sont essentiellement les sécrétions de haut poidscaiaire) ainsi que les produits des lyses
cellulaires et de I'hydrolyse de macromolécules.s Dmmposants inorganiques ont été
également trouvés dans la matrice extracelluldiableaux 1).

La composition des EPS est tres différenta diofilm a I'autre. Elle dépend de la nature
des microorganismes présents dans le biofilm, &gel'du biofilm et des différents facteurs
environnementaux comme les forces hydrodynamigaetempérature et la disponibilité de

nutriments et leur nature [15].
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Tableau 1 : principaux constituant de la matrice dubiofilm [16].

Component % of matrix

Water up to 97%

Microbial cells 2-5% (Many species)
Polysaccharides 1-2% (Neutral and polyanionic)
(homo- and heteropolysaccharides

Proteins (extracellular and resulting from lysis) <1-2% (Many. including enzymes)
DNA and RNA <1-2% (From lysed cells)

lons 7 (Bound and free)

La matrice d’exopolysaccharides joue un rble stmadtimportant, ces propriétés
physico-chimiques sont variables d’un biofilm aubtiee. Sa tres forte teneur en eau, due a sa
capacité a fixer un grand nombre de molécules dpEaudes liaisons hydrogene, permet a
certains biofilms de lutter contre la dessiccatidans le milieu naturel, les substances
bactéricides mais aussi contre les bactériophhgesi¢ aussi un rbéle majeur dans les
propriétés de résistance aux biocides des biofilers,se liant directement aux agents
antimicrobiens et en les empéchant de pénétregiauda biofilm [9,13].

IX-LE CYCLE DE VIE D’UN BIOFILM ET SA REGULATION

Le cycle de mise en place d’'un biofilm peut é&wonsidéré comme un équilibre
dynamique entre les phénomeénes qui tendent a eneautgr I'épaisseur (multiplication des
cellules qui le composent ou agrégation de nouvearganismes planctoniques, en
suspension) et les phénomeénes qui tendent a errgébifipaisseur (mécanismes de
détachement) [18].

L’étude de ce phénomeéne est complexe eteaevl’interdisciplinarité : microbiologie,
géneétique, physico-chimie de surface... L’'approche [@a génétique et la biologie
moléculaire a permis un grand progrés dans la céinemsion des mécanismes de formation
et de développement des biofilms [19,20].
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Ce mécanisme est caractérisé par une modificagoiferpression genétique et par un
changement de phénotype des micro-organismes c@wel 'activation de nombreux
groupes de genes (1073) en quelques minutes regtiéepermutation de mode de vie [21].

Trois criteres influencent la formation d’uiofiim :
» Le phénotype et le métabolisme bactérien
» Le type et I'état de surface

= L’environnement physico-chimique et biologique]f22

1-Les étapes de formation des biofilms :

Les différentes études montrent que les biofiim$osment de la méme maniere quel
que soit I'environnement qu'ils colonisent. La fatimn du biofilm est composée de cing
étapes; qui sont les suivantes [23, 24,25] :

a. Mise en place d’un film conditionnant

b. Transfert des cellules bactériennes leessirface

c. L'adhésion réversible et irréversible daesroorganismes sur la surface conditionnée.
d. La croissance, la colonisation et la maton sur la surface.

e. Dispersion, détachement cellulaire

[1] 2] (3] (4] (5]

Conditionnement ;Transﬂmvemla Adhésion réversible Bi0film mature Défuchemen:}

de la surface :guface et irréversible

O \ . E \\gkz.r_}
— (e - -
N? £ A v *

\ o
Ley.

B

Figure 3: Cycle de développement simplifié d’'un bifim d’apres Ghigo
2003[26]
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a-Mise en place d’un film conditionnant

Cette étape est rapide, elle a lieu quelques nsnap@eés I'exposition d'une
surface propre a un fluide contenant des microrosgaes. Avant qu’une surface ne soit
exposee dans un milieu liquide, elle est chargéenggativement ou positivement. Apres
I‘'exposition au milieu, la surface acquiert des écoles de charges différentes. Elle
adsorbe également des molécules de faible poidécuaire, des molécules hydrophobes,
des polysaccharides complexes, des glycoprotédess/ipides, des composés humiques
pouvant étre utilisés par les bactéries. Ce filingemlifié de conditionnant car il peut
modifier les propriétés de surface initiales duérati ce qui a pour conséquence soit de
prévenir I'approche des bactéries soit au contrdieecréer un micro-environnement

favorable a I'adhésion stable des bactéries [18].

b-Transfert des cellules bactériennes vers la surte
Le transfert des bactéries vers la surface estdeltat des phénomeénes de nature
physicochimique et biologique.
Plusieurs facteurs physiques peuvent expliqueracesfert :

* les mouvements browniens ou transgiffsif

* la sédimentation, qui est liée aifeécence de gravité entre la cellule bactérienne e
le fluide dans lequel elle se trouve

» le transport convectif, d0 aux cagastigues hydrodynamiques du fluide
environnant (régime statique, turbulent ou lammairCe type de transport semble étre
particulierement important pour I'attachement deltuées. Un régime d’écoulement turbulent
favoriserait I'adhésion en augmentant la probabilite la rencontre entre une cellule
bactérienne et une surface [18].

Le facteur biologique prédominant dans la phasdransfert est la chimiotaxie. Le
chimiotactisme est I'ensemble des mouvements f&ige$ d’'une cellule dépendant d’un
gradient de concentration d’'une molécule donnéecetihcentration détectée au niveau de
récepteurs chimiotactiques va jouer sur le senet@¢ion du moteur du flagelle. La mobilité
flagellaire joue par ailleurs un role essentiel sddimitiation de la plupart des biofilms

permettant entre autre de surmonter les forcesédelgion existant entre la cellule et la
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surface a coloniser,et peut aussi contribuer a lI'adhésion cellulagre augmentent la
probabilité de contact entre la cellule et la steff27,28 ,29].

La transition entre l'état planctonique et sessikressite aussi des changements
physiologiques. Le Cyclique (5-3) monophosphatgudnosine (c-di-GMP) est un message
intracellulaire qui joue un réle clé dans la tréiosi. En effet, il fonctionne comme un
messager secondaire en réponse a des signauxedluteae et régules les comportements
multicellulaires, la mobilité et la virulence de mbreuses espécesbactériennes .La forte
concentration en C-d-iGMD coincide avec une augai®n de I'adhésion, liée a une
induction de la synthése des fimbriae et de lawap®t une réduction de la mobilité par
diminution de synthése et de la rotation des flaggR7,30].

Il faut cependant savoir que les bactéries utitisififérentes approches pour former les
biofilms. Certaines bactéries formant des biofilms possedent pas de flagelles comme
Staphylococcus aurew Staphylococcu epidermidis

L’absence de flagelles est compensée par I'existahiautres molécules adhésives,
comme les curli, permettant I'attachement de laévaca la surface. Certaines bactéries sont
capables d’établir un contact avec une surface desr mécanismes de signalisation et
d’exprimer par la suite des adhésines a leur serf@e mécanisme est appel&@uorum
sensing [31].

C-Adhésion réversible et irréversible

Une fois que les microorganismes sont instaliégrbcessus d'adhésion microbienne
aux surfaces est conditionné par un certain norderéacteurs, y compris les especes de
bactéries, la composition de la surface des csllldenature des surfaces, la disponibilité des
éléments nutritifs, les conditions hydrodynamiquasommunication Quorum Sensing. Il y a
plusieurs hypotheses proposées pour décrire lenisgea d‘adhésion et qui ont le méme axe
d‘interprétation [32, 33,34].

Zobell montre que l'adhésion est composée de déape® alternatives: I'adhésion
réversible fait intervenir un processus physicoéfira et constitue une étape non spécifique,
et I'adhésion irréversible fait intervenir un phémwme biologique et constitue une étape

spécifique [35].
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Lorsque les microorganismes arrivent a faibleatisé de la surface (de nanométres a
quelgue dizaine de metres) I'adhésion fait intenvdifférentes types d’interactions que I'on
pourrait classer en interaction électrostatiqueoet électrostatique qui sont des interactions
faibles entre la surface et les bactéries (intemastde type van der Waals et acido
basique ;liaison covalent ....Figure 4). A ce stddehactérie peut désorber de la surface et
retrouver son état planctonique. La théorie DVLGejéguin et Landau 1941, Verwey et
Overbeek 1948) prend en compte la variation d’'éeeegtre I'énergie d’attraction due aux
interactions dipolaires intermoléculaires et I'éperde répulsion générée par la double
couche d’ions chargés formée en surface en fondiola distance entre deux particules . La
somme des deux énergies donne I'énergie totaléedéiction [34].

L’adhésion irréversible, quant a elle, corresponoha@ fixation active et spécifique des micro-
organismes sur une surface. Grace aux structusekhésion qui varient selon les types de
micro-organismes concernés. Pour les bactériesa-@egatif, il s'agit des pili, des curli, des
capsules et du glycocalix. Pour les bactéries angrasitif, ce sont les acides teichoiques,
I'acide mycolique, la capsule et le glycocalix. @aslécules d’adhésion permettent d’établir
des liens cellule-surface et des contacts celleliede [36].Et aussi grace a la sécrétion
d’exopolymeres par les bactéries permettant deaotidies leur fixation sur la surface. Ces
liens nécessitent une action mécanique ou chinpque étre brisés La synthese des EPS, qui
débute dés les premieres étapes d’adhésion, ssytopendant la maturation du biofilm et la

matrice peut alors occuper jusqu’a 75-95 % du velatan biofilm mature [37].
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Figure 4 : présentation schématique des forces etteractions pouvant étre
mise en jeu lors de la formation d’un biofilm (D’aprés L.Ploux r2007) [38]

d- Maturation :

Des que l'attachement au substrat devient irréviersie biofilm entame des phases de
croissance et de maturation, sa multiplication citnd la formation de colonies qui vont
recouvrir toute ou une partie de la surface sedsrpropriétés de surface des bactéries et des
matériaux. La structure du biofilm dépend des cion environnementales telles que la

source de carbone ou le régime hydrodynamique [39].
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Figure 5 : Micro-colonie d’'un biofilm de staphylococcus sciulapres

croissance a | surface d’un tapis

De nombreuses molécules d’eau sont associées aprlgmeres rendant la matridu
biofilm hautement hydtée, visqueuse et élastique, Seuls 1 a 2 % diéresmorganique
sont nécessaires pour lier 98 8% d’eau et former un gel stable [9].

La maturation du bidm est divisée en deux phasLa premiéere phase est marquée
des régulations de genes endrant un changement marqué de phénotype par tappe
formes planctoniquesElle concerne essentiellement des genes codant gesiprotéine
impliquées dns des métabolismes anaérol cela suggére la faible présence d’oxyge
surtout dans les zondes plus proches disupport, Soixantelix génes subiraient di
modifications au cours de la maturation dbiofilm. La seconde phase de maturation
biofilm est marquée par des syntheses polymérigt@eéiniques importantes. Durant ce
phase le bifdm a une croissance exponentielle se traduisaart yne augmentatic
importante de son épaisseur jusqu’a former un ligterogentridimensionnel 10 ,40].

Cette architecture complexe du biofilm se met kxcg avec la formation de cane

aqueux et ds pores entre les mi-colonies permettant 'acheminement d’oxygene e
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nutriments nécessaires a la croissance de micemimmes, ainsi I'évacuation des produits
issus du métabolisme bactéri@d,41].

Toutes ces transformations sont cordonnées granesgstéme de communication entre
les bactéries au sein du biofilms appelguerum sensing.

Lors de la maturation du biofilm les événements ndert et de lyses cellulaires
localisées sont fréquents. lls apportent des natrimau reste de la population mais aussi a
’ADN, qui est un composant structurel essentiel bilofilms. Ces évenements participent

aussi au développement et a la dispersion du ivi¢fD,41].

€-Dispersion et détachement cellulaire

Malgré les nombreux bénéfices apportés aux csllodetériennes par I'état biofilm, le
détachement s’avere nécessaire .Lorsque I'épaigsenimale du biofilm est atteinte, le
biofilm subit des phénomenes de dispersion. Lorsate phase, des formes planctoniques
sont relarguées dans le milieu extérieur. Cetterdition permet de promouvoir une diversité
génétique et de favoriser la colonisation de ndesehiches écologiques engendrant la
formation d’autres biofilms [42 ,10].

La dispersion peut s’effectuer passivement viatibecde stress hydrodynamique ou
activement .Le détachement passif d'un groupe Heles se fait par I'action de flux ou de
forces de ciscaisément selon trois modes : soisi@n (détachement continu de cellules
individuelles ou de petits agrégats), relargagga@chement massif et rapide de quantités

importantes de bactéries), ou par abrasion (détaehiepar collision de particules).
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Figure 6 : Détachement superficiel du biofilm [140]

La libération active de cellules d'un biofiims sa@itfen réponse a certains signaux
environnementaux comme lI'accumulation de déchetshloéques toxiques ou la carence en
carbone, azote; oxygeneainsi que l'appauvrissentgentmilieu en nutriments [43].Le
détachement actif des cellules d’'un biofilm etisgapar différents mécanismes affectant soit
I'intégrité de la matrice extracellulaire via lddration d’enzymes extracellulaires ou autres
molécules, soit la physiologie de cellules elle-re@mar modification de leurs propriétés de
surface ou par réactivation de leur fonction de ititébcomme les flagelles.Ceci ne peut se
faire que par détachement actif du & des remanitsndm I'expression de certains genes
spécifiques [44].

Les formes planctoniques ainsi libérées peuvensamwer des caractéristiques des
bactéries du biofilm, comme [Iantibiorésistance. Effet, les bactéries planctoniques
essaimant d’'un biofilm sont capables de résisterd@fienses immunitaires d’un héte et étre a
I'origine d’'une infection [9].

La formation d’'un biofilm est un phénomene comples@us l'influence de nombreux
facteurs ; caractéristiques du substrat sur lelggdbactéries vont se fixer, caractéristiques du
milieu et propriétés de la surface des cellules pmopriétés physico-chimiques des deux
surfaces en présence (la bactérie et le suppade¥aiont particulierement déterminantes dans

le processus d’adhésion microbienne.
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2-Facteurs favorisant la formation d’un biofilm :
a-Caractéristiques de la surface
Plus une surface est rugueuse, plus la colimsde cette surface par des micro-
colonies estimportante. Les surfaces rugueusescstottisées de facon préférentielle car les
forces répulsives sont moindres et la surface>dgifin est augmentée .Néanmoins, certaines
souches sauvages de bactéries colonisent aussiidases lisses [9,13].

Les propriétés physicchimiques de la surface peuvent exercer une infeien
sur le taux d’attachement et sur son ampleur :d’pag I'hydrophobicité, les micro-
organismes se fixent plus facilement a des surfagéophobes et non polarisées que sur des
matériaux hydrophiles comme le verre ou les méttuxl‘autre part la présence d’'un film
protéique .En effet, la présence préalable suriomdtériau d’un film protéique comme le
sang, les larmes, 'urine, la salive, le liquidtenstitiel et les sécrétions respiratoires influenc
I'attachement de bactéries a sa surface, et favdaidormation de biofilms .Alors ce film
organique masque en partie ou totalement les @tégriinitiales de la surface et augmente

I'adhésion ou au contraire la diminue [45,46].

b-Caractéristiques du milieu

La formation et la dispersion d’'un biofilm nécésst des équipements enzymatiques
précis et des entités structurales particuliéresnt d’'activation dépend de facteurs
environnementaux clefs. On peut citer les factauiwants [47,48] : température, pH
(conditions optimales de formation de biofilms @wation de neutralité), concentration en
oxygene, concentration en fer, osmolarité, présel’ions spécifiques, sources de carbone
disponibles, concentrations en nutriments : dansmilieu statique, La concentration en
nutriments doit étre élevée pour qu’il puisse yiatmrmation d’'un biofilm ; ce n’est pas le
cas pour un milieu hydrodynamique [49].

c- Propriétés des cellules
L’hydrophobicité de la surface de la cellule, l@gence de fimbriae et de flagelles, et la
production d’exopolysaccharides influencent I'diiament des bactéries sur une surface.

L’hydrophobicité de la surface bactérienne jouer@le important dans la formation des
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biofilms. L’hydrophobicité est une propriété infaciale directement liee a I'énergie de
surface de Gibbs, qui est la somme nette des atikena attractives de van der Waals et des
interactions électrostatiques [50]. Une augmentatite I'hydrophobicité de la surface
cellulaire créera une diminution équivalente ddesces de I'énergie de surface de Gibbs.
Cela favorise l'interaction cellule-cellule qui &titue par la suite une force motrice pour
I'agrégation bactérienne hors de la phase aquédde [

Plusieurs éléments structuraux des bactéries irtergnt dans leur attachement a une
surface : flagelles, fimbriae, polysaccharides...pdut y voir des compétitions ou des
coopérations entre cellules lorsque plusieurs espéte bactéries sont concernées. Les
polyméres apolaires situés a la surface des celadmme les fimbriae, certaines protéines, et
les acides mycoliques (composants de certainegriegiGram positifs) semblent s’attacher
de facon prédominante a des surfaces hydrophobes. dxopolysacchardies et les
lipopolysaccharides sont plus importants dans |ésamismes d’attachement a des surfaces
hydrophiles [13].

La synthése de fimbriae de type | par des bactégean processus complexe gouverné
par les statuts nutritionnels des cellules (il stimulation de la synthese s'il y a un déficit
carboné ou en acides aminés chez les souches hwgpaesd’Escherichiacoli) et par les
conditions environnementales (il n'y a pas de s&s¢hsi pH bas, température basse ouforte
osmolarité) [52].

L’expression des curli est sous le controle decadss de phosphorylation. Les
conditions environnementales répriment ou stimulexpression de genes codant pour des
caractéres de motilité. La synthese de curli @siudte dans les conditions environnementales
suivantes: faible osmolarité, basse températurndlefadisponibilité du milieu en azote,

phosphate et fer; microaérophilie et croissananted [52].
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Tableau 2: Facteurs influencant I'attachement de dkiles et la formation
d’un biofilm D’aprés (Donlan, 2002) [13]:

Propriétés du substrat Propriétés du milieu Propriétés des cellules
aqueux environnant

Texture, rugosité, présence Vitesse du flux, présence Hydrophobicité de la surface
d aspérites d un flux laminaire ou non des cellules
Hydrophobicité pH Présence de fimbriae
Présence préalable d'un film | Température Présence de flagelles
protéique recouvrant la _
surface *Cations (Ca2+, Na2+, Role des structures

Fe3d+. ) polymeériques extracellulaires

) d’exopolysaccharides
*[Fer]. [autriments]

*Sources de carbone
disponibles

*Dhsponibilité du milieu en
oXygene

Présence d’agents anti-
microbiens

3- les mécanismes régulateurs de la formation dedfilms
Au sein d’'un biofilm, les micro-organismes commum@qt entre eux par des signaux de
cellules a cellules. Ces derniers, appelés « quaemsing », jouent un réle important dans le

développement et la régulation de la formationldeBims.

a- Le quorum sensing:

La formation d’'un biofilm est contrélée par degcanismes de quorum sensing. Il
s'agit de mécanismes de contrbéle ayant lieu audesncellules, optimisés par des signaux de
cellules a cellules, et dépendant de leurs quaniité parle de mécanismes de perception du
quorum. Ces meécanismes sont basés sur le prineipeadse critique [53]. Une fois que les
signaux atteignent une valeur seuil (valeur crgudes régulateurs transrationnels sont

activés et exercent un contrble sur des genes fepis [54]. Ces mutations de génes
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impliqués dans les mécanismes de quorum sensingjregrit des répercussions sur les stades
tardifs de formation des biofilms. Ces génes exdro@ contrble sur une grande partie de
I'expression du transcriptome et du protéome, avecontrole de I'expression de facteurs de

virulence comme les protéases par exemple [53].

» Les molécules impliquées dans le quorum sensing

Il existe plusieurs classes de molécules du quasansing comparées trés souvent
dans leur action aux hormones, qui se diffeseltn les types de bactéries. En général, on
trouve des acylhomosérines lactones (AHL) chezupart des bactéries Gram-négatifs.

La majorité des bactéries Gram-positifs utiliseas gheptides auto-inducteurs, dont la
taille est treés variable (de 5 a 87 acides amirids)dernier type de molécules a été mis en
évidence par Bassler et al. (1994), mais sa streictia été connue qu‘en 2001il s‘agit d‘'une
furanone (ou Al-2) qui permettrait une communicatioter-especes, contrairement aux deux

autres qui se limitent a l'intra-espece [54,55].
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Figure 7 : Formules de molécules de communicatio® ]

Les molécules du quorum sensing sont dégradéedepagnzymes : AHL-lactonases et

AHL-acylases .L'origine métabolique des AHLs et Alest bien connue, puisqu‘elles
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proviennent toutes les deux du méme précurseuS:Aalenosyl Methionine (SAM) (figure
8).

SAM
Wk | “I Lanl M
Tramslerase # Aok ACP
SAH MTA + Acyl-HSL
™ “‘" \dename Addenine "
w
SRH MTR
LS
w
Al-2 + HC T

Figure 8 : Voie de synthese des AHL et Al-2 a partide SAM [55]

» Roble du quorum sensing

Le quorum sensing régule la physiologie du biofém modulant la taille de la
population du biofilm. Il initie les phénomeénes dispersion des bactéries planctoniques a
partir du biofilm Le quorum sensing aurait augsir@le dans la détermination de I'épaisseur
du biofilm. Il peut réprimer ou stimuler I'expressi de certains caractéres, comme par
exemple la motilité ou certains facteurs de viraeextracellulaires, comme les protéases. Le
guorum sensing jouerait un réle dans [I'établisseam@antibiorésistances, mais cette
hypothese reste controversée. Les molécules dwigusensing jouent aussi un réle dans la
lutte contre l'attaque d’autres organismes vivam@mme les protozoaires.Les biofilms
composés de plusieurs communautés de bactériepedeEs différentes ont de fortes
concentrations en molécules du quorum sensing, tapu de la densité élevée de cellules

présentes [54,56].
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b-Régulation génétique par les cellules fixées

Apres fixation sur un substrat, I'expression d'@ntain nombre de génes est régulée par
les cellules fixées. Cette régulation peut étretypee inhibiteur ou stimulateur. Elle va
entrainer une modification phénotypique des baetért avoir pour conséquence la formation
d’'un biofilm. Au cours de la formation d’'un biofilm22% des génes sont stimulés et
I'expression de 16% des genes est inhibée. Lorsladdormation de biofiims de
Staphyloccocus aureudes genes codant pour des enzymes intervenastla@dermentation
et la glycolyse (phosphoglycérate mutase, triosgphate isoméraseet alcool
déshydrogénase) sont stimulés. Ceci peut étre aelifait que la concentration d’oxygéene
dans le biofilm diminue au fur et & mesure de saretbppement [13,57].

c- Les autres mécanismes régulateurs de la formatiode biofilms comme les
polysaccharides, le GMP-c et par I'acétyl phosphatet I'alarmone
Les polysaccharides présents a la surface degesglouent un réle important dans les
interactions entre bactéries et leur environnememédiat. Par exemple, on trouve a la
surface d’EscherichiaColi I'antigene du lipopolysaccharide O (LPS) et I'getie
polysaccharidiqgue de capsule K. Les lipopolysaddbear appelés aussi endotoxines, font
partie de la paroi des bactéries Gram-négatifgdls/ent inhiber ou stimuler la formation de
biofilms selon les cas. Les polysaccharides desutap sont des facteurs de virulence; ils
protégent les bactéries des défenses immunitagebhdte (phagocytose et activation du
complément).Trois polymeres synthétisés pacherichia coliet faisant partie de la matrice
ont un rble important dans la formation d’'un biofilet dans I'expression de facteurs de
virulence; il s’agit de la cellulose, de I'aciddamique (polymere chargé composé de glucose,
galactose, furctose et acide glucuronique) et d\ R&1,6-N-acétyl-D-glucosamine). La
synthese d’acide colanique peut étre induite par ancentrations d’antibiotiques de la
famille desp-lactamines, proches des concentrations létaléacide colanique forme une
capsule. Il en résulte une exacerbation de la fbomat de la persistance d’un biofilm face a
des agents anti-microbiens [58 ,15].
Le c-di-GMP, est un régulateur central du mode igesous forme de biofilms et de

I'expression de facteurs de virulence. Le c-di-G&HP un second messager, intervenant dans
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des cascades de phosphorylation et modulant I'egjmme de certains génes des bactéries du
biofilm, impliqués dans les mécanismes de formatanbiofilm et dans I'expression de la

virulence. La transformation du GTP en GMP-c patituanylate cyclase est activée par des
signaux extracellulaires, différents selon les &aes concernées. Lorsque la quantité de
GMP-c augmente au sein de la cellule, la quangt@rdtéines jouant un réle de facteurs de

virulence augmente [59].

E-;;_"l'_"l'lt_'! Yy
{ biofiltm )

MNormadic
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Figure 9 : schéma représentant le changement de made vie de la
bactérien en fonction de la concentration intraceillaire en c-di-GMP [60].

Une concentration intracellulaire élevée en c-dif&&Mvorise une existence sédentaire
tandis que de faibles concentrations favorisenmaade de vie planctonique. Ces protéines
pourraient constituer de nouvelles cibles pourrdelcules antimicrobiennes.

Récemment, de petites molécules intervenant dangglaation de la formation d’'un
biofilm selon les conditions nutritionnelles du @il ont été identifiées. Il s’agit dacétyl
phosphate et de I'alarmone L'acétyl phosphate s’accumule dans le milieuaogtiulaire
lorsque la concentration en source carbonée augmetu lorsque la concentration en
oxygéne est basgéalarmone est une molécule signal intracellaulgué s’accumule lorsque
les concentrations en nutriments sont tres bassske :induit une cascade enzymatique

aboutissant a la régulation de I'expression de genetamment de genes codant pour des
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fimbriae de type I. L'action de cette molécule vermettre d’augmenter la probabilité de
survie des bactéries dans des milieux stressaptsndde de vie sous forme de biofilms

protége les micro-organismes qui le constituergwetconfere de nombreux avantages [61].

4-Avantage conferes par le mode de vie en biofilm

Le mode de vie sous forme de biofilm protéegentésro-organismes qui le constituent
et leur confere de nombreux avantages : coopérakms certains systemes cataboliques,
synergies entre micro-organismes, expressions pyigaes de facteurs de résistance lors de
situations de stress. Ces changements permetxlidiuer I'adaptation des biofilms a des

conditions environnementales stressantes et I'aitouni d’avantages évolutifs [62].

a-Avantage métabolique

La croissance bactérienne en biofilm permet I'asitjon d’avantages métaboliques par
'action synergique des différentes especes bachées. L’organisation structurée en
communauté des biofilms permet I'optimisation de&camismes de capture des nutriments et
ainsi la réalisation d’économies énergétiques. iAifisrganisation architecturale complexe
des biofilms permet aux micro-organismes de coopgoeir dégrader certains nutriments
complexes. Un nutriment donné peut avoir des effitscts ou des effets indirects sur
I'environnement du biofilm. Il peut constituer useurce d’énergie, une source d’azote ou
une source de carbone pour un ou plusieurs miganismes dans le milieu. Les métabolites
de certains micro-organismes peuvent égalementuéti®es par d’autres micro-organismes
comme nutriments [16 ,63] .Hétérogéneité métabelige la population bactérienne due a
'accumulation de multiples microniches, participgns doute largement aux propriétés de

récalcitrance et de persistance. [53]

b- Protection vis-a-vis des agressions de I'enviroement
Les bactéries du biofilm résistent mieux que legrsv@lents planctoniques a diverses
agressions extérieures comme les UV, les changsntentpH et d’osmolarité, forces de
cisaillement, dessiccation ....) Le mode de vie arfilm est accompagné de la sécrétion

d’'une matrice exopolymérique constituant une gangtabilisatrice et protectrice, par
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exemple la couche la plus externe de cette masgceléshydratant afin de former une
interface séche et d’'empécher une dessiccationrpiuguée.ll a été proposé que la matrice
agisse comme barriere de diffusion a la pénétratiencertaines molécules toxiques. La
matrice assure aussi une protection mécanique des-organismes contre I'entrée dans le
biofilm d’antiseptiques, de détergents et d’antiiojoes [16].
La présence de zones peu ou pas oxygénées daosuldses profondes du biofilm peut
également contribuer a la résistance a certaingdas qui peuvent étre inactivés dans ces
conditions ou qui sont peu efficaces sur les basénétaboliguement peu actives. Enfin, de
plus en plus d’arguments expérimentaux suggereskistence d’une résistance liee a
I'expression de mécanismes génétiques particuliers.

Des études menées sur des biofildEscherichia coli de Vibrio choleraeet de
Pseudomonas aeruginosat permis de montrer I'importance du réle d’'untéar, le facteur
o RpoS, dans la réponse des communautés microbiemgasisées en biofilms dans des
situations de stress (Stress oxydatif, irradiatid, hautes températures, hyper-osmolarité,
baisse importante du pH, manque de source carboné@es. situations entrainent des
modifications de I'expression du génome. Il y awvation du facteus RpoS, qui va stimuler
la réponse au stress par un ensemble de modifisatio métabolisme des cellules .Le facteur
RpoS va ainsi engendrer des modifications phéngiygs importantes du biofilm, comme

I'acquisition d’'une antibiorésistance [49].

c-Transfert d'information génétique au sein du biofim

Les transferts horizontaux d’informations génétgjyeuent un réle important dans
I'évolution et la diversité génétique des commuéaumicrobiennes. L'un des principaux
mécanismes de transfert génétique est celui dedagaison qui permet I'’échange direct
d’ADN par contact physique entre deux celluleswiapilus de conjugaison. Les biofilms, en
favorisant le contact des bactéries entre elldsertfun environnement idéal pour le transfert
de génes par ce mécanisme, et de nombreusess e@intlenontré que la fréquence de
transferts génétiques par conjugaison augmentagle les bactéries se développaient sous
forme de biofilm [64]. La mise en évidence de latieh entre conjugaison et capacité a

former un biofilm a de profondes conséquences épleg. Elle suggere en particulier que
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les plasmides conjugatifs, en exprimant des fonstidadhésion, favorisent I'accés de leurs
bactéries hoétes aux biofilms, micro-environnements tfavorables a la transmission
horizontale de matériel génétique, un mécanismenéss d’acquisition de genes de
résistance aux antibiotiques. Ainsi, l'utilisatioles antibiotiques en médecine humaine ou
vétérinaire, en favorisant la sélection de sougeteuses de plasmides vecteurs de résistance
aux antibiotiqgues, pourrait également favoriser farmation de biofims dont
I'éliminationpose un grave probleme de santé puielip4].

Alors I'association organisée de bactéries au skine matrice d’exopolymeres leur
confére de nombreux avantages
- Création de leur propre micro-niche, ce qui leffre une protection contre des conditions
environnementales potentiellement défavorables,

- Protection contre la dessiccation,

- Plus grand acces aux nutriments circulant eegdéactéries,

- Concentration des nutriments,

- Communications et échanges (chaine nutritionnelter-espéces,

- Transferts d’éléments génétiques mobiles,

- Résistance aux bactériophages,

- Résistance aux agents antibactériens : biocitlemntiiotiques en établissant une
barriere de diffusion et en concentrant dans lariogatles enzymes seécrétées (types
lactamases, protéases...) [65].

L’ensemble de ces caractéristiqgues suggere quéofib constitue un mode de vie
favorable pour les bactéries, au point de constifpeur certaines especes bactériennes, un
mode de vie par défaut. Cette capacité exprimeéelgmibiofiims rend leur élimination
difficile. Ceci a un impact considérable comptett@l® I'importance médicale et industrielle

des biofilms.
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V-BIOFILMS, CAUSE D'INFECTIONS CHRONIQUES

1-Interaction entre biofilms et le systeme immunitae

Les bactéries planctoniques qui pénétrent dangdidsme vont stimuler la réponse
immunitaire de I'h6te. Les phagocytes et les ampisgroduits vont pouvoir les éliminer et
controler I'infection aigué (étape a). Les bactagant formeé un biofilm stimulent également
la réponse immunitaire mais son efficacité est tbmipar défaut de pénétration des
phagocytes et des anticorps dans la matrice dirbi¢étape b). Les phagocytes vont libérer
leurs enzymes phagocytaires sur place (étape c).
Cette interaction active entre les microbes enilmgfet le systeme inflammatoire induit un
état hyper inflammatoire persistant avec accunaratide neutrophiles, cytokines,
augmentation d’enzyme type protéase et elastasempommage les tissus environnants
(étape d).

Cet état permet aux microbes en biofilms d’augnrdete apport en nutriment tout en
maintenant le systeme immunitaire inefficace poadiguer les microbes .L'infection devient
chronique ou persistante et empéches la guérises.bfilms deviennent aussi une source

de réinfection aigue causeé par la libération pigioe de microbes planctoniques.
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Aribiotiqus Anluurps n Bactérle @ Bacteria mEnqrmes
planctoniquz du biefilin phagecytairas

Figure 10 : Mécanismes de résistance des biofiimaxadéfenses de I'héte.
(Figure reproduite et adaptée avec la permission d&diteur « Springer » :
The Biofilm Primer [66]

2-Le biofilm face aux antibiotiques

Les bactéries vivant au sein du biofilm sont mosensibles aux antibiotiques et
désinfectants que leurs homologues planctoniquép [&s concentrations d’antibiotiques
nécessaires pour inhiber les bactéries au sein lafilm peuvent étre 10 & 1000 fois plus
élevées que celles utilisées pour inhiber les méaeteries a I'état planctonique |68]. Ainsi,
le traitement antibiotique est généralement eficaantre les bactéries planctoniques libérées
du biofilm mais ne permet pas I'élimination complétu biofilm. Ce phénoméne est un
élément clé de la persistance des infections chuesi liées aux biofilms, créant un sérieux
probleme de santé publique. Cette persistancegieutiue a I'émergence de phénomenes de

résistance bactérienne [69].
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La notion de «résistance» des biofilms aux aniitpiets mérite d’étre clarifiée. En effet,
une souche bactérienne est définie comme étastagte si sa croissance n’est pas inhibée a
une concentration critique (CMI) d’antibiotiquesngéalement observée pour la majorité des
souches de I'espece considérée. Les cellules dafiinb sont quant a elles décrites comme
résistantes par comparaison avec leurs homolodaastpniques. Par ailleurs, il est parfois
plus exact de parler de tolérance plutét que dudmnigable «résistance» lorsque le mécanisme
impliqué est de nature phénotypique (adaptationaoddisles a la vie en biofilm) et donc
réversible (les bactéries revenues a I'état plamgtee retrouvent leur sensibilité initiale). Le
terme de résistance devrait étre restreint a desamsmes génétiquement transmissibles.
Cependant, il est rarement possible d’identifienddaure de I'insensibilité aux antibiotiques
des bactéries incluses en biofilms; c’est la raipmur laguelle on privilégie le terme
générique de « résistance des biofilms ». Il egiuad’hui bien établi que la résistance des
biofilms a I'action des agents antimicrobiens esttifactorielle [70].

Plusieurs mécanismes sont impliqués :
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Figure 11 : Résistance des biofilms aux antibiotigs. A. Un biofilm est traité durant 24
heures avec des concentrations croissantes d’antiique bactéricide X. A partir d’'une
certaine concentration, le nombre de bactéries suivantes ne diminue plus. Il s’agit
desbactéries tolérantes du biofilm. B. Hypothéses @iquant le phénomeéne de résistance
du biofilm vis-a-vis des antibiotiques [71].

» Limitation de la diffusion de I'antibiotique
Le premier mécanisme de résistance est lié au défaupénétration des agents
antimicrobiens dans les profondeurs du biofilm. bedtiples couches de cellules et les exo-
polysaccharides constituent une structure compktxeompacte que les antibiotiques et
désinfectants ont du mal a traverser. Dans le eagdtites molécules, cette barriere permet
uniguement de ralentir le passage. Pour les maécdhargées positivement comme les
aminosides, la diffusion pourrait étre limitée pewr liaison aux exo-polysaccharides de la

matrice qui est chargés négativement [67].
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De plus, le retard de pénétration des moléculet qessi favoriser I'activité inhibitrice
des enzymes produites par les bactéries comnfielsssamases. Une diminution significative
de la pénétration d&lactamines, des glycopeptides et des aminosiées mpportée mais de
tels résultats n'ont pas été toujours retrouvés cgte hypothése est contredite par la bonne
pénétration de certains antibiotiques (fluoroquinels, rifampicine, les tétracyclines, la
fosfomycine ampicilline) au sein de biofilms néamnsotolérants a ces molécules. Ainsi,

d’autres mécanismes de résistance doivent intary/&2i.

» Altération du microenvironnement et adaptation phértypique des cellules
incluses dans un biofilm

Il existe un gradient de sensibilité aux antibioég de haut en bas du biofilm. En effet,
les bactéries au sein du biofilm ont un métaboligm&erogene, celles ensurface ont un
meilleur acces a lI'oxygene et aux nutriments, ediasthétisent plus deprotéines et ont une
croissance plus active que les bactéries situépsodondeur du biofilm qui se caractérise par
une carence en oxygene et en nutriment, une acatiorutde déchets et un pH acide [67].Ces
conditions locales d’environnement permettre lamiaiion de multiples gradients de
concentration (figure 12), gouvernent I'hnétérogEnphysiologique des cellules du biofilm,
facteur tres fréquemment invoqué pour expliqgueésastance aux antimicrobiens.

Il a ainsi été montré une stratification de l'attvmeétabolique dans des biofilms de
Staphylococcus epidermidiss cellules les plus actives se trouvant prineipant a
I'interface entre le biofilm et le fluide exterriee faible métabolisme des cellules des couches
les plus profondes (« slow growth cells ») est paemple proposé pour expliquer
I'insensibilité des biofilms aux antibiotiques defamille des-lactamines (qui agissent sur
les cellules en division).De plus, les variatiomspiH et I'hypoxie locale sont défavorables a

I'action des aminosides. [70,71].
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Figurel?2 : Schéma présente I'’hétérogénéité d’'un Hitm
Microenvironnement [73]

» Laréponse des bactéries a un stress : mécanisn@ngtique spécifique

Dans un biofilm, les bactéries subissent des atlapsagénétiques pouvant mener a une
augmentation de la résistance aux agents antinigreb Ces modifications résultent de
I'expression des géenes spécifiques en réponseanditions environnementales.

Par exemple, les bactéries au sein d'un biofilnnvpat augmenter leur capacité
d’expression de lefiflactamase chromosomique suite a une expositiolorgée auxp-
lactamines [71]. Un autre exemple concetas entérobactériesynthétisant un facteur
sigmaRpoS, sous la dépendance du régulons Rpa&pense a différents stress. Ce facteur a
un role régulateur clé dans la survie bactérierirdans la résistance généralisée a différents
stress. Par ailleurs, l'induction de I'expressian génes codant pour les pompes d'efflux,
systemes permettant aux bactéries d’éliminer ddgaules toxiques, pourrait étre un autre
mécanisme expliguant la résistance aux agents ignviniens mais leur impact n’a pas encore

été clairement défini [67].
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Un lien entre I'apparition, des cellules mutantes yariantes) qui émergentdurant le
développement d'un biofilm et le développement féations chroniques persistantes aux
antibiotiques a pu étre établi.Ces cellules muféesient des colonies sur boite de Pétri
(petites colonies variantes (SCVs), colonies rugasuetc..) qui peuvent se distinguer du
reste de la population. Ces colonies qui peuvenas étisolées soit a partir de biofiims de
Staphylococcus aureuprovenant de sécrétions des patients atteints deoviscidose,
prélevements des malades atteints d’ostéomyélienafue ou de protheses orthopédiques
contaminées, ont explantéleurs résistants a pitssiantibiotiques par comparaison aux

souches d&taphylococcus aureasginelles [74,75].

> Bactéries persistantes

Bien gue les mécanismes décrits plus haut jouemble certain dans la résistance des
biofilms aux antibiotiques, ils n’expliquent pasisemble des phénotypes observés. L'effet
des fluoroquinolones sur les biofilms illustre padgment ce propos : malgré leur bonne
diffusion et leur action contre les bactéries pguil ne se multipliant pas, elles ne sont pas
capables d’éradiquer 100 % des bactéries d’'unlimofia principale hypothése avancée pour
expliquer ce phénoméne correspond a la présencee ddous-population bactérienne
minoritaire appelée « bactéries persistantes >péosister cell en anglais) .Ces « persisters »
représentent une sous-population trés minoritage bdctéries hyper-résistantes dont la
proportion dépend de I'état physiologique des tedlumais dont la physiologie reste encore
mal définie [76].

Ces bactéries ont été découvertes il y envirormadans des cultures liquides (ou
planctoniques) lorsque Joseph Bigger n'arrivait pamtalement stériliser un inoculum de
Staphylococcus aurewsec de la pénicilline .De maniere reproductigleglques dizaines de
bactéries survivaient, et ce, malgré 'augmentatieda concentration d’antibiotique ou de la
durée de traitement. Il a ensuite démontré québaeteries, a l'inverse de mutants résistants,
ne pouvaient croitre en présence d’'un antibioti\ges avoir repris une multiplication au

contact d’'un milieu riche, les bactéries présemiune sensibilité normale aux antibiotiques.
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Le modele actuellement proposé pour expliquer $ést@nce des biofilms aux antibiotiques
repose dans une large mesure sur I'existence deactSries persistantes [71].

Ainsi la résistance d’un biofilm est un processustifactoriel basé sur des mécanismes
de défenses innés, liés a la structure et la ploggeodu biofilm (limitation de la diffusion,
hétérogénéité de I'environnement), et des mécamsisangquis, résultant de I'action du stress
(induction de la réponse au stress etc....) [77].

La résistance des biofilms aux antibiotiques egptoasable d’'une grande partie des difficultés

rencontrées au cours du traitement des infectissscaées aux biofilms.

3-Biofilms bactériens et risque infectieux : bactées en cause, les virus

aussi
Parmi les microorganismes capables de formebiddéitms, on peut citer les bactéries,
les champignons, les algues, les protozoairesefines. Les biofilms peuvent étre constitués
d’'une seule espece mais généralement on retrosvieiafms mixtes dans la nature.
Les principaux micro-organismes d’intérét médiaaits
- Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosst une bactérie ubiquitaire que I'on retrouve sdbn sol,
'eau ou la végétation. Cette bactérie est a linagd’infections opportunistes chez des
patients le plus souvent immunodéprimés ou frag(Egets agés, patients atteints de
mucoviscidose, brdlés, ...). Les infections les magrantes sont les infections pulmonaires,
du tractus urinaire, des plaies ou les bactériénhies infections chroniques se caractérisent
par la formation d’'un biofilm bactérien puisque teebactérie a une grande capacité a
coloniser les surfaces et a former des biofilmg.[78

- Staphylocoques

Les staphylocoquesont responsables de la grande majorité des iofsctausées par
des biofilms.Staphylococcus epidermidet staphylococcus aureusont les agents les plus
frequemment responsables d’infections nosocomialesd’infections sur les dispositifs
médicaux, qui impliquent la formation de biofilngtaphylococcus epidermidigespece
dominante de la flore résidente de la peau, ad#téidérée pendant de longues années comme
une bactérie non pathogéne car I'’émergence d’iofextnosocomiales &taphylococcus
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epidermidissur des dispositifs médicaux a été récemment regggdPar comparaison avéc
aureus cette espece exprime moins de facteurs de viralais que la sécrétion de toxines ou
la résistance au systeme immunitaire, mais sa té@atormer des biofims trés mucoides lui
permet de devenir un pathogene opportuniste [79].
- Escherichiacoli

Escherichia coliest une bactérie commensale de I'intestin de linenet des animaux.
C’est I'espece aérobie la plus importante de leefldigestive. C’est aussi le premier germe
responsable d’infections communautaires et nosalemiLes infections Bscherichia coli
sont de deux types : les infections intestinalee®tinfections extra-intestinales (infections
urinaires, bactériemies et méningites). Parmi @slireux facteurs de virulence décrits chez
Escherichia coliun certain nombre sont connus pour étre impligudes degrés divers dans
la formation de biofilms. On peut citer les flagsllet les fimbriae (ou pili), plutét impliqués
dans les étapes d’adhérence aux surfaces et dopigement précoce du biofilm, ainsi que
I'antigene 43, le PGA (Polf-1,6-N-acétylglucosamine), la cellulose ou I'actiganique qui

ont un réle dans la maturation du biofilm [80].

Tableau 3 : Fréquence relative des microorganismesolés dans les
bactériémies nosocomiales a porte d’entrée poteatiement associée a un
dispositif invasif, RAISIN 2004 [81]
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v Origine fongique :

Au cours de cette derniere décennie. Au c6té ditidas bactériennes, en remarque un
nombre en constante augmentation d'infections Bygiées d'origine fongique,
principalement causées par les levures du genrdi@anCes levures, plus particulierement
Candida albicans Candida glabrata, Candida parapsilosist Candida tropicalis sont
considérées comme la troisieme ou quatrieme caasssapticémies acquises a I'hopital [82].

Candida albicansest I'espéce fongique la plus souvent associés farmation des
biofilms. Cette levure est capable de dévelopgsr lofilms sur presque tous les implants
médicaux, les cathéters vasculaires et pacemakergprbthéses dentaires et lentilles de
contact. Dans 1 a 60% des infections hospitaligrai

développement d'une infection aprés lintroductidiun dispositif médical et les
especes de Candida sont responsables d’environd20%es infections. De plu§andida
albicans peut coloniser aussi différents tissus de I'hétanme par exemple I'endothélium
des valves cardiaques ou la muqueuse vaginale,usamd ainsi au développement des
endocardites ou des vaginites [83].

Les données cliniques ainsi que les études menéates biofilms formés in vitro par
différentes espéces de Candida montrent que cébrisioau méme titre que ceux formés par
les bactéries, présentent une résistance intriesada plupart des antifongiques utilisés en
clinique, expliquant, par la méme, limpact de lalonisation des implants sur les
candidémies. Par ailleurs, il a été montré que Iésfilms a Candida réduisent
considérablement leur sensibilité aux différenttifamgiques, ce qui rend leur traitement
difficile a réaliser et présente un important peobé de santé publique. Cette résistance est un
phénomene multifactoriel car ces biofilms échappetd réponse immunitaire de I'héte et

réduisent significativement la thérapie antifongid84].

v Origine virale :
En 2010, et pour la premiére fois des chercheur$laitut Pasteur et du CNRS
Centre national de la recherche scientifique asPamontrent que certains virus peuvent

constituer des structures complexes similaires l@aklms bactériens. Ces formations, qui
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assureraient une protection des virus face au megstémmunitaire, permettent une
dissémination efficace de cellule & cellule.

Selon I'étude publiée, les biofilms viraux serainimode de propagation majeur de
certains virus et pourraient constituer de nousetibles thérapeutiques en infectiologie. Le
modéle d’étude des chercheurs francais est levidisoHTLV-1.

Il s’agit d’agrégats de virus et de matrice extlataire riche en sucres, secrétée par la
cellule, et dont la synthése que code le génomardlintégré au génome cellulaire.

Les scientifiques cherchent a présent a caractéesenécanismes de production des
biofilms viraux et a déterminer si d’autres typaswk forment de telles structures. Pour les
virus formant des biofilms, il serait intéressantrddessiner des stratégies thérapeutiques

antivirales nouvelles, avec pour cibles le virukeddiofilm [85].
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Tableaux4 : principales bactéries impliquées dang développement des

infections chroniques liées aux biofilms chez I'nmme [86]

Infection or disease Common bacterial species involved

Dental caries Acidogenic Gram-positive cocci (Streplococcus sp.)
Periodontitis Gram-negative anaerobic oral bacteria

(nitis media Nontypeable Haemophilus influenzae

Chronic tonsillitis Various species

Cystic fibrosis pneumonia Pseudomonas aeruginosa, Burkholderia cepacia
Endocarditis Viridans group streptococci, staphylococci
Necrotizing fasciitis Group A streplococc

Musculoskeletal infections Gram-positive cocel

Ostcomyelitis Various species

Biliary tract infection Enteric bucterin

Infectious kidney stones

Bacterial prostatitis

Infections associated with foreign body material
Contact lens

Sulures

Ventilation-associated pneumonia
Mechanical heart valves

Vascular grafts

Arteriovenous shunts

Endovascular catheter infections
Peritoncal dialysis (CAPD) peritonitis
Urinary catheter infections

IUDs

Penile prostheses

Orthopedic prosthesis

Gram-negative rods
Escherichia coli and other Gram-negative bacteria

P aeruginosa, Gram-positive cocci
Staphylococci

Gram-negative rods
Staphylococci

Gram-positive cocc
Staphylococei

Staphylococe

Various species

E. coli, Gram-negative rods
Actinomyces israelit and others
Staphylococci

Staphylococei

42



VI-INFECTIONS ASSOCIES A DES BIOFILMS

Sur le plan médical, la formation des biofilms estonnue comme responsable du
développement ou de I'exacerbation de nombreudestions chroniques. Telles que les
parodontites, les infections sur matériel médilead,pneumonies chez les patients atteints de
mucoviscidose, les infections chroniques du traaitisaire (UTI), les otites moyennes
chroniques, les prostatites chroniques ... [9].

La croissance des biofilms est lente et les pressgnes clinique sont souvent longs a
apparaitre mais ils sont persistants .L'immunodggion et la présence d’ un dispositif
médical sont deux facteur de risque de développedigrection impliquant un biofilm .Les
agents bactériens les plus souvent rencontrés teppent a la flore commensale de
I'individu comme staphylococcus aureus, pseudomonas aeroginosa,fisuheoli....

Certaines maladies peuvent méme favoriser I'invasies bactéries et la formation de
biofilms, c’est le cas, entre autres, de la mucandase, qui est une affection héréditaire de
I'appareil respiratoire profond caractérisée pgpridsence dans les poumons d’'un mucus tres

visqueux.
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Figurel3: Principales infections associées a la présencelaefiims. [87]

1-Infections chroniques liées a la présence de biafis. Etude de
quelgques exemple :
» La mucoviscidose :

C’est une maladie génétique autosomique récessiahant environ 35 (0 enfants et

jeunes adultes en Europe, capar la bactériePseudomonaseruginos: qui est capable

d’'infecter de maniere durable leurs poumons en satmant extrémement résistant ¢

antibiotiques les plus puissants. De plus, le syst@dmmunitaire de es individus, en
répondant de fagon excessive a cette infectiomranthge le tissu pulmonaire. Ce haut de
de résistance associé a la nocivité de la répomseinitaire sont caractéristiques des biofi
bactériens. Les biofilms sont des réseaux de cunautés bactériennes enveloppées

sécrétions visqueuses. Les bactéries produisersigiesux chimiques qui vont leur perme
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de communiquer entre elles. A une densité critigtes signaux vont s’accumuler et
déclencher I'expression d’'un ensemble de génesifispis, avec comme conséquence la
formation de biofilm.

Les études ont montré queseudomonas aerugings&olé des poumons de sujets
atteints de mucoviscidose, communiquait de cetterfeet s’organisait a la maniére d’'un
biofilm. Les auteurs ont démontré que cette baegndduit deux molécules signal, une a petit
poids moléculaire (PM) et une a grand poids mob(GM), et qu’elle utilise une des deux
pour initier la formation de biofilms. Ainsi l'infgion par cette bactérie représente la

principale cause de mortalité chez les patienésrast de mucoviscidose [88].

» Biofilms et Infections associées aux plaies chronigs :

On estime que 1 a 2 % de la population des payslajgpés souffrent de plaies
chroniqgues comme les ulcéres des membres inférigutss complications cutanées liées au
diabéte. Soixante pour cent d’entre elles (cont¥e @des plaies aigués) sont colonisées par des
bactéries ou des champignons sous forme de biofirolymicrobiens tolérants aux
antibiotiques qui ralentissent ou empéchent la tiggzdion en favorisant un état
d’inflammation chronique. Puisqu'’il a été rappoagiée les biofilms constituaient un facteur
majeur contribuant a de multiples maladies inflamines chroniques, il est probable que la
quasi-totalité des plaies chroniques présente desntinautés de biofilms sur au moins une
partie du lit de la plaie [89 ,91].

De quelle facon les biofilms retardent-t-ils la atitsation des plaies ? Les biofilms
stimulent une réponse inflammatoire chronique darestentative de débarrasser la plaie du
biofilm. Cette réponse entraine une production irtgmte de polynucléaires neutrophiles et
de macrophages qui encerclent les biofilms. Cdsleslinflammatoires sécretent des taux
élevés d’espéces réactives d’oxygene (ERO) et aégmes (métalloprotéinases de la matrice
(MMP) et élastases). Ces protéases peuvent coetrébbrriser les liens entre les biofilms et le
tissu, détachant ainsi les biofilms de la plaieut€fis les ERO et les protéases altérent
également les tissus normaux et le tissu de cedion, les protéines et les cellules

immunitaires, entrainant ainsi des effets « hdoech qui entravent la cicatrisation.
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La réponse inflammatoire chronique ne permet pa@tos de retirer le biofilm et I'on
a avancé I'hypothése que la réponse se ferait tiatérét du biofilm. En induisant une
réponse inflammatoire inefficace, le biofilm prodétps micro-organismes qu’il contient et
augmente la production d’exsudat, ce qui offre soerce de nutrition et contribue a
perpétuer le biofilm.

Est-il possible de distinguer les biofilms de lznede humide ? La nécrose humide des
plaies a été décrite comme une couche visqueuse gt relativement opaque sur les lits des
plaies, alors que le biofilm retrouvé dans lesgdaerait plus d’une consistance semblable au
gel et brillante. Néanmoins, il se peut qu’il egisin lien entre les biofilms et les tissus
nécrotiques humides. Les biofilms stimulent I'imflanation ce qui augmente la perméabilité
vasculaire et la production d’exsudat de la plaite @léveloppement de tissu fibrineux. Il se
peut par conséquent que la présence de nécrosedumiique la présence de biofilm dans
une plaie. Toutefois, un tel lien entre nécrose idenet biofilms dans des plaies chroniques
n'a pas encore été pleinement défini.

Actuellement, la méthode la plus fiable pour canér la présence d’un biofilm microbien est

la microscopie spécialisée, par exemple la micqeigcoonfocale a balayage laser [90].

» Biofilms de la plague dentaire et caries dentaires

La cavité buccale est un écosysteme dynamiquenagpleae a équilibre fragile. Elle est
colonisée par des bactéries qui adhérent sur lets @g¢ forment la plaque dentaire (amas
bactérien, sans organisation particuliere). L'sdition récente de techniques de microscopie
confocale a balayage laser a pu montrer que laiplagune architecture similaire a celle des
biofilms provenant d’autres sites. Cette plaguengrée nom aujourd’hui de biofilm
(accumulation structurée et ordonnée de bactdbes}. la cavité buccale, les surfaces
dentaires et gingivales baignent en permanencescgpment dans la salive et le fluide
gingival qui représentent donc un milieu humidecledud, permettant la croissance d’'une
remarquable collection de microorganismes, a linggle la formation du biofilm [92].
A l'occasion de modifications des conditions enwrementales ou d'une augmentation de la

sensibilité de I'néte, il y a rupture de cet éctlay®. L'altération des conditions locales va
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permettre la croissance et le développement d'esppathogenes qui est a l'origine du
déclenchement de la maladie parodontale.

Les maladies parodontales représentent 30 a 40 caleses d'extraction dentaire.
Leurs fortes prévalences, leurs conséquences wési@t les codlts importants liés a leurs
traitements ou a ceux de leurs séquelles en foptalleme sérieux de santé publique.

La parodontite et les caries sont des maladiextiefeses de la cavité buccale dans
lesquelles les biofilms buccaux jouent un réle ah[83].

La formation d’'une carie dentaire résulte du désiége ecologique entre la matiére
minérale dentaire et les biofilms présents dansdeaté buccale. En effet les bactéries
présentes dans le biofilm formant la plaque demtaiterviennent dans des réactions de
fermentation de sucres ingérés par l'individu. leanfentation de ces sucres produit des
composeés acides qui vont attaquer I'émail et laidenLa dent va se déminéraliser, et une
cavité va se creuser dans la dent. Alors Une adeigaire correspond a une destruction
localisée de I'émail dentaire par des composéseadibus de la fermentation bactérienne de
composeés organiques .Ainsi la parodontie et laigiegrésultent de I'attaque permanente de
polynucléaires neutrophiles dirigés contre les mymmganismes du biofilm formant la plague
dentaire entraine une réaction inflammatoire clyw&i Les médiateurs de I'inflammation,
dont des cytokines, sont surexprimés et stimukemésorption de I'alvéole dentaire ainsi que
la destruction du collagene, qui est a I'originer® gingivite et d’'une périodontie [94].

Différentes études mettent en évidence une relatbre les germes retrouves au niveau
des biofilms endodontiques et au niveau des irdestiardives de prothéses de hanche dans
un pourcentage de cas non négligeable. Il sergbrogn qu’avant toute pose de prothése
interne, les foyers infectieux dentaires soienheechés et éliminés lors d’'un checkup buccal,
gu’ils soient parodontaux, carieux ou endodontiqu&srées la pose d'une endoprothése
articulaire, les patients devraient étre invitésmaintenir une hygiéne bucco-dentaire
rigoureuse, avec un suivi professionnel régulienservant la sphéere buccale exempte de
foyers infectieux, sources possibles de bactériei9g].

L’utilisation des antimicrobiens pour I'éliminatiafu biofilm dentaire, responsable des
maladies parodontales, était limitée. D’autres agipes de traitement sont alors apparues, en

exploitant d’autres cibles. L'étude du quorum segsaboutit aujourd’hui au développement
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de futurs traitements, ayant pour cible les sysgeAle2(Autoinducer-2) et CSRCompetence

stimulating peptide), et ceci afin d’affaiblir larwlence bactérienne en interférant avec la
communication de cellule a cellule. Une nouvellasse de peptides antimicrobiens
spécifiguement ciblés STAMPS (selectively targetatimicrobial peptides) a recemment été
mise au point. Les STAMPS ont une structure a daces. La construction des STAMPS est
basée sur la fusion d’'un domaine peptidique cildpéee spécifique avec un domaine
peptidique antimicrobien a large spectre. Le premamaine permet I'adhérence spécifique
du STAMPS sur une bactérie et le second est undeeghtibactérien non spécifique qui est

lié chimiquement a la séquence et tue la bactésiéecapres fixation [96].

» Légionellose :

La légionellose est une infection provoquée pabkesériesegionella. 1l s’agit d’'un
bacille présent dans les milieux aquatiques. Illté& @montré que l'espedeegionella
pneumophilgeut étre présente, tant dans I'eau potable eintulans le réseau de distribution
que dans le biofilm qui se forme sur les paroisrimts des canalisations et dans les systemes
de climatisation. Une des caractéristiques desihlies est qu’elles vivent et se reproduisent
dans d’autres micro-organismes tels que les amiBest pourquoi, les biofilms qui sont
présents dans toutes les canalisations et les/o#sed’eau offrent a une certaine température

des conditions de vie optimales aux Iégionelles.
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Figure 14: schéma représentant les modes de contamination tée
leégionellose[97]

La contamination plLegionella pneumophiturvient principalement <e a
I'inhalation de particulesd’aérosols de moins de 5 micrométressquelles peuvent ét
formées par les tours aéroréfrigérantes, les badusbillons, les humidificateurs, ¢
pommeaux de douche et les areils de thérapie respiratoiPdusieurs facteurs favorisent
prolifération de ces bactéries : une températur 25 a 45°C, la présence de déf
organiques et de sédiments, la stagnation de lleanature des matériaux et I'abse de
biocide résiduel circulari®7].

La prolifération dedégionellesdans les réseaux intérieurs de distribution d'des
établissements publicghbtels et surtout établissements de santé) et icheseubles
d’habitation, représente un risque sanitaire, etiqudier pour les personnes les plus fragil
La légionellose est une infection pulmonaire bilal La forme bénigne ou fiée de Pontiac
s'apparente a une grippe et guérit sans traiteamehé 5 jours, souvent sans que le diagn
de la présence de légionelles n'ait été effect

La forme grave, appelée "Maladie des légionnairéstiche surtout des persont

fragilisées (tabagiques, malades pulmonaires chroniques, suj&fss,...). La duré
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d'incubation est de 2 a 18 jours. Les premiers $§mes ressemblent a une grippe, puis la
fievre augmente (39,5°C);le malade éprouve des iseglaet des douleurs abdominales
(nausées, vomissements). Deux complications peuetrt fatales : une insuffisance
respiratoire majeure et une insuffisance rénalaé&i@ans plus de 10% des cas, la maladie
des légionnaires est mortelle; dans les autredesmsyalades présentent parfois des séquelles
de la maladie 5 ans apres l'avoir contractée [78].

Les personnes immunodéprimées sont reconnues ponstituer un groupe
particulierement a risque, notamment celles vivdams certaines institutions (résidences
communautaires ou institutions hospitalieres pangle).

En effet, selon le Bulletin Epidémiologique Hebdalaiae sur les Iégionelloses survenues en
France en 2005, un ou plusieurs facteurs favossiankgionellose ont été retrouvés dans 1
084 cas (71%) : 9% présentaient un cancer ou umeethie, 8% étaient sous corticoides ou
autres traitements immunosuppresseurs, 14% édimnétiques et 44% étaient des fumeurs

Le tabagisme était rapporté comme seul facteuriseuat pour 444 cas (29%) [99].

Tableau 5 : Facteurs favorisants parmi les cas dédionelloses survenus en
France entre 2002 et 2005 : [99]

Facteurs favorisants parmi les cas de légionellose survenus en France,

2002-2005
2002 2003 2004 2005
N % N % N % N %
Total 1021 1044 1202 1527
Facteurs favorisants*
Cancer/hémopathie 114 N m 1w 112 § W g
Corticoides/immunosup nm n Be 8 113 8 18
Diabete 118 i MM M 157 13 aa if]
Tabsgisme 22 4 439 42 656 46 B7d 44
Autres** 20 21 25 2 Pl R o 20
Au moins un facteur rna M 3 n geR 72 1084 i
* non misuellemant axcluss
** respiratolne - cardizgue - éthyleme - VIH
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L’age médian des cas était de 61 ans (extrémdéX¥ &is). Le sexe ratio H/F était de

3,0. L’incidence la plus élevée était retrouvéezcles hommes de plus de 80 ans (119.10
(Figure 15).

Reépartitlon du taux dincidence de la lagionellose par classe d'age et par
sane des cas survenus en France en 2006

Taux dincidence / 100 000
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Figure 15. Répatrtition du taux d’incidence de la I§ionellose par classe
d’age et par sexe des cas survenus en France en2(Q00]

De récents travaux ont permis de démontrer quedsnalisations en cuivre limitent le
développement deegionella pneumophila

2- Biofilms et implants médicaux :

En 2006, parmi les 180 000 patients hospitalisésoent séjour dans les établissements
de santé francais et inclus dans I'enquéte nagatalprévalence des infections nosocomiales,
43,5 % étaient porteurs d’au moins un dispositiasif (cathéter vasculaire, sonde vésicale,
sonde endotrachéale ou trachéotomie). Ce pourcemntagatients exposés atteignait 75 %
dans les centres de lutte contre le cancer et 99aP6 les services de réanimation .Ces
dispositifs invasifs sont donc incontournables,naains a titre provisoire, dans la prise en
charge d’'un patient mais leur présence s’accompati@eénements indésirables parmi
lesquels les complications infectieuses occupeatplace prépondérante chezles patients les
plus fragiles [101].

L’OMS estime qu’entre 5 et 12 % des patients hasipés dans le monde développent

une infection associée aux soins (IAS) dont plus@é&o sont associées a I'implantation d’un
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dispositif médical ou chirurgical. Tout dispositimplanté a titre provisoire ou permanent,
peut devenir le site d’une éventuelle infectionn@® urinaire, canule d’intubation, valve
cardiaque, prothese vasculaire ou orthopédiqueositif intra-utérin, etc.). Des biofilms

peuvent se former a la surface ou a l'intérieur de&s dispositifs médicaux implantés dans

I'organisme. Ceci pose un véritable probléme dééspnblique pour les personnes nécessitant
ces implants [102].

1. Attachment to unmodified polymer surface:
van der Waal's forces, hydrophobic interactions,

SSP-1/SSP-2, AtlE, PSA/A, Bhp?
‘/ ac®
0
o
[ 8 00 0000 ©
Skin
> A
o0 0 - ~
Vessel o O e Py “_,09 -~ & '\
P X x = mﬁow Conditioning film: - .
e ===ameE oo ) fibrin, fibrinogen, fibronection, vitronection,
| " / thrombospondin, von Willebrand factor
P
" C 0_0Q X 1:—"/
b oa; Ot :ﬁ.ﬁ‘i £ T‘Q‘E’B 2. Attachment to polymer surface coated with
el e Y extracellular matrix proteins: transcutaneous migration
3. Proliferation and accumulation in multilayered cell clusters: :gg/gn [Ser}g teid:ws:ce:im fand L
PIA, PS/A, AAP, Bhp? ' :

Figurel6 : Principales étapes de formation du biolim de Staphylococcus
epidermidissur un implant transcutané. [103]

Les microorganismes responsables proviennent difola cutanée du patient, de
'environnement ou de la micro-flore exogéne tramig véhiculée par le personnel
hospitalier. Les biofilms peuvent étre composésné’wu plusieurs espéces de micro-
organismes, selon le type de dispositif implantéaaturée d’implantation dans I'organisme
du patient. La formation de biofiims dépend de igluss facteurs : nombre de cellules
présentes, vitesse du flux du liquide dans leqadr@uve le dispositif, propriétés physico-
chimiques de la surface [104].

Nous allons traiter différents exemples d'implanmigdicaux sur lesquels se forment des

biofilms, et envisager les conséquences medi@lesurues par le patient et comment les
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prévenir.Nous allons tout d'abord s'intéresser dsfiims se formant sur les sondes

urinaires.

» Biofilms et infections du tractus urinaire :

Trente pour cent des infections associées aux somtsactées dans un établissement de
santé sont des infections urinaires (IU) (soit 968es patients hospitalisés). Leur fréquence
relative varie de 12 % (en réanimation) a 40 % $8RSoins de Suite et de Réadaptation)
selon le type de séjour et on estime qu’enviror8@ 85 % des infections urinaires sont
associées a la réalisation d’'un acte de soin théteme ou diagnostique sur la sphére
urogénitale.La pose de sonde urinaire est le mnefacteur responsable du développement
d’une infection urinaire [102].

Les sondes urinaires sont des dispositifs médiadlizés pour :

-permettre I'évacuation des urines en cas datiéteaigue
-le drainage permanant en cas rétention chroregueconsciente
-un but thérapeutique (lavage, instillation . [105]

Les microorganismes les plus fréequemment a I'oeiglas IUSV (Infection Urinaire sur
Sonde Vésicale) restent dans 60 % des cas lesobatééries de la flore digestive ou la
région anale du patient, natives ou modifiées [@pbsition a une antibiothérapie, ou par
transmission croisée, avec prédominaxdescherichia coli (25%). Dans les services de
réanimation, apres lemntérobactériesPseudomonas aerugino$a6 %), Candida(15 %) et
les entérobacte(12%) occupent une place non négligeable. Cestagmthogénes vont
former un biofilm sur sonde urinaire et étre aifore d’'une infection. Ces micro-
organismes proviennent aussi des micro-floregstiaires portées par le personnel

hospitalier.
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Tableau 6 : Fréquence des infections urinaires seide type d’agents
pathogénes rencontrés D’apres RAISIN 2004 [106]

Micro-organisme rencontrés Pourcentage d’infection
Escherichia coli 25
Entérocoques spp 18
Pseudomonas aeruginosa 16
Candida albicans 15
Enterobacter spp 12
Klebsiellia pneumoniae 8

Le mécanisme de formation de biofilms sur une sand®ire est simple .Une fois la
sonde posée, un film protéique va se déposer arkecs et favoriser la fixation de micro-
organismes, et par conséquent entrainer la formatim biofilm. Une fois que les bactéries
ont colonisé la sonde et I'uro-épithélium, ellesvéat s’adapter a I'environnement formé par

le tractus urinaire et se procurer des nutriments.
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Figure 17 : Principale voies d’'acquisition des mias-organismes lors d'un
sondage vésical [102]

Lors de I'insertion de la sonde, la muqueuse al&peut étre endommagée et son effet
protecteur vis-a-vis des micro- organismes estaltiéré. Les zones altérées de la muqueuse
uro-épithéliale suite a la pose de la sonde somtodweaux sites de fixation potentiels pour
les bactéries. La pose d’'une sonde dans de maswaselitions d’hygiene peut favoriser la
pénétration de germes dans le tractus urinaire.

Les complications les plus fréquentes aprés la mbgee sonde urinaire sont les
infections nosocomiales du tractus urinaires, oWCTK 10 a 50% des patients porteurs d’une
sonde urinaire pendant une courte durée (7 jourg) ume infection urinaire due au
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développement de biofilms sur la sonde, et 100%pdé&isnts sont infectés lorsqu’ils gardent
la sonde pendant une durée supérieure a 28 jours.

Les CAUTIs (Catheter-Associated Urinary Tractektfons) sont asymptomatiques
dans 90% des cas. Mais peuvent devenir symptoneati(pactériurie, pyurie...). Le patient
va développer dans ce cas une cystite, une urétnite hyperthermie mais il peut aussi
présenter des signes cliniques plus séveres : m§@hoite aigué, calculs, bactériémie et
|ésions rénales. [107].

La persistance des infections au sein du traatingite s’explique par le fait que les
bactéries du biofilm résistent aux mécanismes dendé immunitaire de I'héte, via la
production de capsules, de protéases dirigéesectémtcomplément et les peptides anti-
microbiens et de lipopolysacharides .Etant moinssibées aux antibiotiques, elle cause le
risque de récidive de I'infection [107].

Il faut retirer la sonde urinaire ou la changestpre le drainage est indispensable. En
effet la colonisation urinaire n’est pas une intdaa au traitement systémique par un
antibiotique car son utilisation dans ce contaxéepermet pas de diminuer le risque de
survenu d’épisodes symptomatiques mais le risqueraiouvoir I'apparition de résistance
bactérienne [107].

La formation en cours d’emploi pour le persdnee I'éducation aux patients
constituent les bases susceptibles de mener &duoetion des risques d’infections urinaires.
Pour le personnel il doit éviter le sondage vésaialsif, les indications et la durée du
sondage doivent étre limitées aux strictes néaessdes études ont indiqué que 21a38% des
sondages étaient non justifiés. Il est égalemanimenandé de procéder a la pose d’une sonde
de maniére a minimiser l'introduction de bactégea réduire les traumatismes physiques qui
y sont associés. Entre autres, l'utilisation d'@héter de composition et de taille optimale
pour le patient, 'emploi des principes d'insertistériles, le recours a des systemes de
drainage clos, I'entretien rigoureux de la sondsagt changement opportun réduiraient les
risques d’infections. Parmi les pratiques actsellié faudrait surveiller l'utilisation de
produits antibiotiques en prophylaxie et les ahtimergiques en raison des effets

secondaires reconnus [107].
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> Biofilms associés aux cathéters vasculaires

Disposer d’'un abord vasculaire est essentiel ppprise en charge des patients relevant
de la réanimation, la cancérologie, ou de I'hémlgda..L'implantation d'un cathéter
vasculaire permet la réalisation rapide d’'une egjmmn volumique, I'administration de
médicaments, de nutrition parentérale ou de predsd@nguins, ainsi que la surveillance
cardio-vasculaire et le maintien d’une voie d’acegiseux en situation d’'urgence.

Les cathéters vasculaires sont, a égalité aveitelaignaire, les premiéres causes des
bactériémies nosocomiales. lls sont a I'origine llactériemie sur 5, dont la moitié liée aux
cathéters veineux centraux [102].

Les micro-organismes en cause proviennent de fla flotanée du patient, de la micro-
flore exogéne du personnel hospitalier, ou enc@evitonnements contaminés. . Les micro-
organismes les plus fréequemment isolés sont (TablBa staphylocoques a coagulase
négative (38 %) puis lesStaphylococcus aureu@7 %), Staphylococcus epidermidis,
Candida albicanset lesenterobacterieEn réanimation, apres lescci a Gram positif (49
%), entérobactérieq28 %) etPseudomonas aeruginoga3 %) occupent une place non
négligeable parmi les microorganismes responsatiéss colonisations des CVC (Central
venous catheter) [104,108].
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Tableau 7: Liste de micro-organismes isolés a partde biofilms formés sur

des cathéters veineux centraux, D’aprés Donlan 20(188]

Bactéries Gram- positives

Bactéries Gram- négatives

Autres micro- organismes

Corvnebacterium spp

Acinefobacter spp

Candida spp

Enterococcus spp

Acinetobacter calcoaceficus

Candida albicans

Emterococcus fascalis

Acinetrobacter anitratus

Candida tropicalis

Enterococcus faecium

Enterobacter cloacae

Staphyvlococcus spp

Enterobacter aerogenes

Staphyvlococcus aureus

Eschrichia coli

Mycobacterium chelonei

Staphyvlococcus aureus
résistant 4 la méthicilline

Klebsiella preumoniae

Staphvlocoques coagulase Klebsiella oxytoca

negatifs

Streptococcus spp a- FPseudomonas aeruginosa

hemolyvtigues

Streptococcus spp (viridans Proteus spp

streptococct)

Streptococcus prewmoniae Providencia spp

Serratia marcescens

Comme pour tout dispositif implanté, dans les 2drée suivant I'insertion du cathéter
dans l'organisme, débute la constitution du biofiéml’origine d’infections locales et/ou
systémiques. Schématiquement, trois voies d’adguisdes microorganismes sont décrites
dont les deux premieres se succedent pour un eatffietongue durée.

La colonisation par voie extraluminale du cathéest le mécanisme le plus
frequemment évoqué pour les cathéters a émergeiteece. Dans les premiers jours suivant
la pose. Les bactéries des flores du patient, éetasurtout ou oropharyngée, du
professionnel, ou provenant d’'un antiseptique cuomé migrent via le site d’insertion,
suivant la surface externe du cathéter, le longrajet sous-cutané. Cette contamination peut

aussi survenir secondairement lors de la réalisates pansements du site d’'insertion. En ce
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qui concerne les CCI (Cathéter a chambre implaatabé mécanisme est secondaire a cause
de leur implantation chirurgicale dans une logertéigue sous-cutanée.

- La colonisation intraluminale du cathéter a maarigine lintroduction de
microorganismes dans la lumiére du cathéter arpaduticonnecteur lors de la manipulation
des raccords sur la ligne veineuse (injection, déerion) ou par une préparation injectable
contaminée. Elle devient prépondérante pour ldstats maintenus au-dela de 4 jours (CVP)
(Central venous pressure)ou de 7-10 jours (CVCgstCe mécanisme le plus fréquent pour
les chambres a cathéters implantables en raisomjédetions itératives dans le réservoir apres
passage a travers la barriére cutanée [102].

- La colonisation de la portion intravasculaixe @athéter peut également se faire par
voie hématogene secondairement a un ou des épibadésriémiques occasionnés par la
présence d'un foyer infectieux a distance (urinapelmonaire, chirurgicale, digestif ou
autre). Elle est considérée comme rare (< 10 %8][10

Au contact du flux sanguin, la surface du cathéser recouvre d’un film protéique
(plaquettes, plasma, fibronectine, laminine, ouiri). La présence de ce dernier va modifier
les propriétés physico-chimiques de la surface dihéater et favoriser la formation de
biofilms, et ce dés 3 jours aprés la pose du cath£08].

La localisation et I'extension du biofilm sur lathéter dépend de la durée de la
cathéterisation. Les cathéters de courte duréérignire a 10 jours) ont des biofilms au
niveau de la partie externe du cathéter alors legieathéters de longue durée (30 jours) ont
des biofilms plut6ét au niveau de la lumiere du étgh
Le risque infectieux varie selon le site d’'insemtidimmunocompétence du patient, la durée
de pose et le type de cathéter. Alors que Le dstgnd’infection liée a un cathéter se fera a
I'aide de préléevements d’hémocultures différentielet ou de prélevements de pus au niveau
de sites d'insertions et / ou de la culture du &t&th

Pour prévenir les infections liées aux dispositifisavasculaires, il faut tout d’abord
limiter les facteurs de risques. A coté des fastede risque liés au malade qui sont
difficilement contrélables, tels que les ages ew&#é ou I'immunodépression, d’autres
facteurs ont été identifiés : les conditions deepais cathéter et I'expérience de I'opérateur, le

site d’insertion, le matériau du cathéter et soitisation (durée de pose, fréquence et
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condition de manipulation de la ligne veineusegtge soluté perfusé selon sa composition,
son pH, son osmolarité).

Une étude a évalué l'efficacité d’antibiotiques@amycine et gentamicine) dans le
traitement de la bactériémie liée a la présenca dathéter chez des patients hémodialysés.
Le traitement antibiotique a été efficace dansesaght 32% des cas, ce qui suggéere que les
traitements systémiques anti-microbiens ne sont ywasmoyen efficace de juguler la
formation de biofilms sur les cathéters [109]. M&ésadication des biofilms reste possible.
Celle-ci dépend de la nature des micro-organisrasgposants le biofilm, de I'adge du biofilm,
de I'agent anti-microbien utilisé et de la duréetdhitement. Des stratégies autres que les
traitements systémiques de routine ont été misgdaee. On peut citer parmi elles la thérapie
anti-microbienne de verrouillage. Brievement, céttrapie consiste en l'instillation de fortes
concentrations d’agents anti-microbiens directerdant le cathéter colonisé par les biofilms,
pendant une durée suffisante, afin d’éradiqueidélim. Il faut cependant faire trés attention
a l'apparition d’éventuelles résistances. Pourstamt, le meilleur moyen de lutter contre les

biofilms réside dans la rigueur des conditions dibpe dans le milieu hospitalier [108].

» Biofilms et valves cardiaques artificielles

Des biofilms peuvent se former sur des prothesesmbies cardiaques. Les principaux
micro-organismes responsables sor8taphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis,
Streptococcus sppet Candida albicarSes micro-organismes proviennent de la peau,
d’'implants médicaux comme les cathéters veineuxraex ou ont une origine dentaire. Le
geste chirurgical permettant 'implantation d’uredwe cardiaque artificielle induit des Iésions
tissulaires. Des plaquettes et de la fibrine ontlémce a s’accumuler au niveau de la zone
d’'implantation de la valve. Les biofilms rencomtrée forment plutét au niveau des tissus
avoisinants la prothése ou des sutures que suaiVa en elle-méme, aboutit a la fomation
d’endocardite infectieuse [102,110].

» Pneumopathies acquises sous ventilation mécanique
Une pneumopathie acquise sous ventilation mécarn(ig8& M) correspond a « toute

pneumonie associée aux soins, survenant chez wadendbnt la respiration est assistée par
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une machine, soit de maniére invasive par l'intafiaiée d’'un tube endotrachéal ou d’'une
trachéotomie, soit de maniére non invasive patdfimédiaire d’'un masque facial ou d’'un
autre procédeé, dans les 48 heures précédant lamnsiende l'infection » [102].

Les pneumopathies associées aux soins représesgnbn 15 % des infections
nosocomiales et occupent, avec les infections ®@uogiératoire, le deuxiéme rang des sites
infectés. Leur incidence varie entre 0,5 a 1 cag A00 admissions, et augmente de 6 a 20
fois chez les patients, adultes ou enfants, sowdilatton mécanique. Ce qui place les
pneumopathies acquises sous ventilation au ler ey infections nosocomiales en
réanimation. Les patients atteints de ces pneurhigsatécessitent une ventilation mécanique
et un séjour prolongés ainsi que des antibiothésapbuvent lourdes, responsables d’'un
surcodt non négligeable. La mortalité attribuakie BAVM pourrait excéder 10 %.

La pneumopathie acquise sous ventilation mécanigd&M) pourrait aussi bien étre
nommée pneumopathie liée a la sonde d'intubatioetteCderniére favorise les deux
principaux mécanismes reconnus comme a l'originend®AVM .Le biofilm bactérien qui se
dépose dans la sonde d’intubation est un des nstwaside développement des pneumonies
acquises sous ventilation mécanique. Ce biofilnt peuwlétacher spontanément sous I'effet de
la ventilation par un effet d’aérosolisation (jugg60 cm du Réanimation) ou détachement
induit par le passage de la sonde d'aspiration teacléale du les trachées vers le poumon
qui mobilise alors un agrégat de biofilm [102].

Contrairement a d’autres matériels biomédicaux gdacdans des zones stériles
(pacemaker et cavités cardiaques, prothé- sediatlations, etc.), la sonde d’intubation est
placée a travers la cavité oro-pharyngée jusque [@atmtachée ou se trouvent de nombreuses
bactéries résidentes. D’autres bactéries peuventrdindre en migrant de la sphere
oropharyngée en suivant soit la surface externka dgende, via le ballonnet, soit la surface
interne lors des aspirations.

Le mécanisme d’acquisition principal est la mianbdlation de sécrétions contenant
des microorganismes pathogenes, endogénes ou @soffeansmission croisée a partir d’'un

autre patient ou de I'environnement), colonisaateies a€riennes supérieures et digestives.
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Figure 18 : les voies de la colonisation bactérieerpouvant conduire au

développement d’'une pneumonie nosocomiale [111]

Les microorganismes en cause varient en fonctiométhi de survenue de la PAVM par
rapport a l'intubation. Dans les PAVM survenantqeeéement (< 5 jours de ventilation), les
espéeces bactériennes habituellement responsaitieptococcus pneumoniae, Haemophilus
influenzae, Escherichia coli, staphylocoque dorasg®@e a la méticilline.) sont souvent
présentes dans la flore oropharyngée commensdés &bnt due a une inhalation lors de
I'incubation et sont généralement moins sévéreslegsid?AVM tardives (plus que 5 jours)
dans lesquelles on trouve une flore modifiées &Reroginosa Acétobacters bauman
degnterobacteriesiont la sensibilité peut étre modifiée par unebasthérapie préalable a
large spectre [112].

Les facteurs de risques prédisposant au déveilopped’'une pneumonie chez un
patient ventilé mécaniquement sont nombreux. Gertsdnt liés au patient lui-méme comme
I'age, la présence d’'une BPCO (Broncho Pneumopdthi®nique Obstructive) ou d'une
diminution de I'état de conscience. D’autres fadegont « modifiables » comme le

décubitus dorsal, la nutrition parentérale, ung@pytaxie des ulcéres de stress, le changement
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fréquent des circuits du ventilateur, la préventites auto-extubations, une pression basse
dans le ballonnet de la sonde d'intubation et uméiathérapie large spectre préalable. La
reconnaissance de ces facteurs de risque et deysgopathologie de la PAVM a permis de
développer une série de méthodes préventives

Les efforts de prévention peuvent étre dirigésrs8laxes majeurs :

- limiter I'exposition au risque en privilégiala ventilation non invasive, en réduisant
la durée de ventilation mécanique par des protsaddesevrage et en évitant extubations non
programmeées et/ou réintubations.

- limiter la colonisation bactérienne des voiesiamides supérieures et digestives en
antiseptiques, en réservant la prophylaxie antialege aux patients a haut risque d’ulcere de
stress.

- prévenir l'inhalation en installant le patiesh position demi-assise (30°), en vérifiant
régulierement la pression du ballonnet de la s@miotrachéale, en aspirant les sécrétions
sous-glottiques [112].

Différentes techniques ont été proposées pourdact®dn du biofilm bactérien comme
imprégnation de la sonde d’intubation par I'arggnita des propriétés antibactériennes C’est
la technique actuellement la plus développée. Gettenique a été trés critiquée et ne permet
pas de retenir actuellement la sonde imprégnégeahiircomme technique de routine pour
prévenir la PAVM car une baisse significative deddonisation pulmonaire n’a été montrée
que sur des modeles animaux. D’autres techniquesistant a aspirer, a brosser ou a détruire
le mucus par photosensibilisation sont en courgadlgétion et n’ont pour l'instant démontré

leur efficacité que sur la diminution du biofilm1[3].

» Biofilms et les infections ostéo-articulaires sumatériel (IOAM)
Les infections ostéo-articulaire sur matériel cnsht I'une des complications les plus
redoutées en chirurgie. Elles sont estimées eff® &t 2500 cas par an en France
2005[114].
Ces infections peuvent avoir des conseéquences idonetles importantes pour le

patient, voire mettre en jeu le pronostic vital.utgrise en charge doit faire I'objet de
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concertations pluridisciplinaires entre chirurgiens, infectiolag) microbiologistes,
radiologues, anesthésistes et rééducateurs fonetmn
Le matériel utilisé en chirurgie orthopédiqueipétre :

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

- des protheses, considérées comme défisitikeurs ablations ne peuvent étre
envisagées qu’au prix d’une dégradation fonctiderigiportante ;

- des substituts osseux et allogreffes.

Les implants se recouvrent de protéines de I'réjpgdement apres leur pose, favorisant
I'attachement des bactéries puis la formation dafilbi, a l'origine d’infections ostéo-
articulaires sur matériéJn inoculum bactérien inférieur a 1 000 unités fantncolonies est
considéré comme suffisant pour déclencher le psosesfectieux. Le biofilm s’étend en
qguelques heures a quelques jours a toute la sudag®tériel, expliguant gu'un lavage
chirurgical tardif au-dela de 15 jours soit inedite. Ces constatations physiopathologiques
expliquent la nécessité de I'ablation du matéggblus souvent, surtout lorsque l'infection est
ancienne, I'implant descellé ou I'état immun duiguatt défavorable [115,116].

Les bactéries peuvent provenir :

» d’'une contamination directe de I'extérieur :

- lors d’un geste invasif : il s’agit d’infectiorussite opératoire ou d’infection aprés
un geste thérapeutique ou diagnostique ;

- post-traumatique : I'os et son matériel peuvdrd éxposés a I'air lorsd’effraction
cutanée provoqueée par un agent vulnérant ou pafraceire ouverte, des escarres,
des vascularites, des artérites, ... ;

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

» d’'une contamination par voie hématogene.

Les staphylocoquesont les bactéries le plus souvent isolées dansnfections sur

matériel orthopédique. La fréquence des souchestajghylocoque a coagulase négative
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(particulieremertaphylococcus epidermidgligejoint celle duStaphylococcus aureuses
infections sont le plus souvent mono-microbienr®s%). Parmi les autres bactéries isolées,
les streptocoque (Bhémolytiques ou non hémolytiques)nté&ocoques Pseudomonas
aeruginosa, les entérobactéries (Escherichia datiterobacter cloacae, Proteus mirabjlist
les anaérobiegfopionibacterium acngssont a retenir.
Il faut cependant souligner qu’en présence de meftérimporte quelle espéce bactérienne
peut étre impliquée, gompris Brucella, Pasteurella, Listeria, Haemophilu
Campylobacter... [115].
Les mesures générales de prévention des iofisceén chirurgie orthopédique et

traumatologique sont :

- la préparation cutanée l'asepsie et la préparadiatiseptique des mains et du site
opératoire en préopératoire),

- 'antibioprophylaxie par voie systémique,

- I'antibiothérapie locale a visée prophylactiqueus forme de ciments imprégnés
d’antibiotiques, qui est recommandée dans le cdidréhroplastie de premiere intention.
La mise en place de mesures préventives a rédugigee d’infection per-opératoire a moins

de 1 % pour les prothéses de hanche et a moin®gpdur les prothéses de genou [114,117].

» Biofilms et prothéses oculaires

Les études concernant le role des biofilms dan@festions oculaires sont récentes et
incomplétes, et beaucoup sont uniguement des@ptlUn grand nombre d’hypothéses sont
proposées mais elles n’ont pas encore été vérifigsshiofilms bactériens joueraient un role
non négligeable dans les infections bactériennetaioes. lls peuvent étre présents sur des
matériaux placés sur I'ceil ou dans I'ceil, comme lestilles de contact, les lentilles
intraoculaires et les fils de suture.

Aux Etats-Unis, 56% des ulcéres cornéens diagngsticsont associés au port de
lentilles de contact.L’incidence des kératites éaehnes est plus élevée chez les porteurs de
lentille de contact que dans la population génétadecontamination bactérienne ne dépend
pas du type de lentilles utilisées (dures ou s@)me du type de produit de décontamination

utilisé, mais le port de lentilles de contact fas® le développement d’infections cornéennes
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en induisant une hypoxie cornéenne, une hypercagtrdes lésions de I'épithélium cornéen.
Les lentilles de contact offrent aussi une surfaaelaquelle les bactéries peuvent se fixer et
former des biofilms [119].

L’'une des complications les plus sérieuses faisante a la pose d'une lentille
intraoculaire lors de chirurgie correctrice de catte est 'endophtalmie. La formation de
biofilms sur la lentille intraoculaire placée lats la chirurgie pourrait jouer un rdle dans cette
pathogénese de I'endophtalmie. Elle constituefiat ene surface abiotique sur laquelle des
biofilms peuvent se fixer. Par le biais de cetteation, les bactéries échappent aux
mécanismes d’élimination des bactéries ayant lamsda chambre antérieure de I'ceil. Cette
complication post-opératoire est treés rarementaemée : entre 0,1 et 0,3%. Aux Etats-Unis,
Staphylococcus epidermidisst retrouvé dans 70% des cas d’endophtalmie agegue
complication post-opératoire de chirurgie de catarg120]

Aussi les biofilms sont responsablesd’autres carapbins comme la kératopathie
infectieuse cristalline, appellée aussi IDK17. €'ese forme rare de kératite microbienne
caractérisée par la présence de structures coreeesm forme de cristaux, associée a la
présence d’'un cedéme cornéen. Des biofilms bacténah été mis en évidence dans des
biopsies de cornées réalisées chez des patienwntatt d’'IDK : la matrice
d’exopolysaccharides est colorée par le rouge Ruih& L’'antibiothérapie est peu efficace
dans le traitement de cette infection. Comprendredle des biofilms bactériens dans les
infections oculaires pourrait guider les recherattde développement de nouvelles stratégies
antimicrobiennes spécifiques a I'ophtalmologie [[L19

Alors ces infections liées aux dispositifs médicaexvent étre considérées comme une
conséquence du progres médical dans la mesurdestné&xistaient pas avant l'introduction
de ces mesures thérapeutiques. L'existence de araplications n'obere pas le bénéfice
cliniue qu’ils apportent mais impose que tout $ois en ceuvre pour les prévenir et que
patients, médecins traitants et infirmiéres deevilbient informés de leur existence et des
moyens disponibles pour les prévenir. Bien qu'umerise recherche fondamentale soit en
cours pour améliorer I'arsenal des mesures préxasjtile trépied associant réduction de
l'indication et de la durée des dispositifs-asepsiehygiéne-formation du patient et du

personnel soignant reste le pivot de la préverfti@d].
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VII-DIAGNOSTIC D’'UNE INFECTION A BIOFILM

1-Diagnostic indirect d’infection a biofilm, signescliniques :

Plusieurs criteres ont été proposés afin de de&finine infection est associée, ou non, a
un biofilm :

— les bactéries doivent étre asgscééune surface ou dépendantes d’'un substrat ;
— les bactéries doivent étre organisées en agré@gditilaires ou communautés enchassés
dans une matrice composée d’éléments bactérieds bldte ;

— linfection initiale doit étre cbnée a un site de I'organisme ;
— linfection doit résister a I'antibiothérapidien que les bactéries testées en phase
planctonique y soient sensibles...

Parmi les complications médicales liées aux bidfjlrpeuvent étre distinguées les
infections liées a un matériel implanté et les atileis chroniques. Les signes cliniques
relatifs a I'infection surviennent dans les joutsles semaines, voire les mois ou années qui
suivent l'intervention [91].

En fonction du micro-organisme responsable, de memb criteres cliniques sont
souvent utilisés pour le diagnostic indirect d’umiection associés aux biofilms par exemple :

-Présence d’'une infection plus de 30 jours,

-Présence d’'une infection subaigué,

-Réinfection a l'arrét du traitement,

-Présence d’'une infection intermittente (exibagon),

-Présence d’'un séquestre, de nécrose ou dg étmgmger synthétique,
-Réponse aux stéroides ou inhibiteurs TNF-alpha

-Présence d’un biofilm visible [122].

2-Les outils utilisés en laboratoire pour diagnostjuer les infections
liées aux biofilms :

Le diagnostic des infections a biofilm est difficilll est souvent faussement négatif,
probablement parce que les micro-organismes pansisadhérer a une surface, mais pas sous

forme planctonique .Les Fragments de biofilm indliels avec des centaines de cellules
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slime-clos peuvent donner une seul colonie sugélase, ou peuvent ne pas se développer
tout a cause de I'état de dormance de la bactébargué.

Les infections avec des biofilms sur les dispasitiiplantés peuvent étre divisées en
deux groupes: infections de faible grade (indokgnsuccinique) et celle qui est associées a
des manifestations cliniques .La différence eée len partie aux espéces bactériennes
impliquées.

Les microorganismes tres virulent (par exem@lephylococcus aureus et les Bacilles
a Gram négatifsont généralement impliqués dans les infectiangatérisées par I'apparition
précoce de symptomes liés a la production de texaetede facteurs de virulence et a la
propagation de l'infection a distance de la pofentrés au moyen de la métastase septique.
Les patients atteints des infections de haute @uathpliquant prothése orthopédique par
exemple éprouvent généralement des fiévres, umdewo persistance, un érytheme, de
'cedéeme, d’hématomes massifs locaux et des petionsadu processus de réparation des
plaies. La douleur est souvent grave lorsque destions sont provoquées fseudomonas
aeruginosaet cela peut étre un reflet du grand frappantbrende protéases, leukocidins, et
d'autres facteurs de virulence codés dans ce gatbagde extensif génome. Infections liés au
dispositif de cette catégorie sont généralemengesiié précoce et traitée rapidement.

D'autres bactéries qui sont moins virulente (pamgde,staphylocoques a coagulase
négativg sont généralement la cause de bas grade. Cetonfepeuvent rester cliniguement
en silence pendant des années tandis que lesibacécumulent lentement sur l'appareil.
Cellules planctoniques se détachent de surfacgderle biofilm arrive a maturité et se
répandront dans tout le corps, induisant une caepiéaction inflammatoire liée a une
septicémie. Le retard d’apparition de [linfection(arbitrairement définis comme ceux

apparaissant six mois ou plus aprés dispositifamaition) [123].

a-Procédures diagnostiques conventionnelles

- Les tests sanguins non spécifiques :
Plusieurs tests de laboratoire sont utilisés patieder I'inflammation et l'infection

bactérienne possible par un agent pathogene. Gasesependant, ne sont pas spécifiques
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pour la présence de bactéries et peuvent étre ewrmdorsqu’elles sont interprétées de
maniére incorrecte.

Le nombre de globules blancs et leur répartitidlulegre dans le sang ne sont pas assez
discriminatifs pour affirmer ou infirmer une infemt.

En Europe, la vitesse de sédimentation ne s'utilegituellement plus comme moyen
de diagnostic d’une infection.

La protéine-C réactive dans le serum (CRP) estélaprés chaque geste chirurgical et
se normalise en I'espace de quelques semained [idas cette raison que des contrbles a
répétition donnent de meilleures informations ge’waleur unique en postopératoire. Une
augmentation de la CRP apres une diminution ieitgadstchirurgicale parle en faveur d’'une
infection.

La mesure des leucocytes dans le liquide synevild répartition représentent un test
simple, rapide et précis pour différencier une dtitm de prothése d'un descellement
aseptique.

Dans une étude récente, la valeur de la procalogo(PCT) aprés une chirurgie

orthopédique peut erre utiliser [124].

- Microbiologie conventionnelle :

L'utilisation de plusieurs cultures de sang. Pnéselusieurs inconvénients, des faux
négatifs peuvent émerger quand un traitement atitjpe a été administré avant
I’échantillonnage du sang. Cependant, le problernreipal est que les especes bactériennes
les plus fréquemment responsables d’infectiondbpdiim sur les implants médicaux ne sont
pas les réels agents pathogenes, mais font parteeftbre commensale de I'hote [123].

La coloration de Gram du liquide synovial et dustispériprothétique montre une
superficielles ou de fistules sont fréquemment thas a cause de la colonisation
microbienne du tissu périlésionnel mais ne corredpot souvent pas aux germes qui se

trouvent vraiment en profondeur
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Ces examens devraient donc étre évités. Il estopdial si possible d’arréter toute
antibiothérapie deux semaines avant d’'effectuempdégvements tissulaires pour les cultures
microbiologiques, et la sensibilité de ces cultyrest ainsi aller de 65% a 90%.

Lors de prélevements d’échantillons en préopéetoifaudrait prélever au moins trois
spécimens afin d’augmenter les chances de trouvgerume.

Il ne faut cependant pas oublier que des cultpeesent étre négatives a cause , d’'un
nombre tres bas de germes, d’'un moyen de cultule &ansport inapproprié, d’organismes
tres fragiles ou d’'un temps de transport trop ingarentre la salle d’opération et le suivi
microbiologie[124,125].

- Etude histopathologique :

L’analyse histologique des prélevements peropéest@st rarement réalisée en routine.
Pourtant elle permettrait de faire un diagnostiofdttion avec une sensibilité de plus de 80
% et une spécificité de plus de 90 % mais ellastexcependant d’'importantes variations
inter-observateurs et chez un méme malade en fondis sites prélevés. Cette variation

dépend de facon tres importante du pathologue [125].

b-Nouvelles méthodes de diagnostic :

Sonication des implants :

Au cours de ces dernieres années, les outilsadmastic ont été améliorés par la mise
en ceuvre de nouvelles méthodes diagnostiques colamsenication. L'utilisation de la
sonication pour des implants explantés provoqudéaaollement des micro-organismes de la
surface d’'un implant et augmente de facon sigrtifieda sensibilité de la culture, surtout si
le patient a été ou est encore sous traitemeritiatigue [124].

Cette Méthode (traitement aux ultrasons) permegtacher, en douceur, des biofilms
de la surface. A cet effet, Iimplant est plongésian liquide (solution de Ringer stérile) au
laboratoire de microbiologie, afin que les ultrasagissent sur I'ensemble de la surface. Dans
un bain a ultrasons spécialement concu pour ceéthode, les implants sont brievement
soumis a des ultrasons de basse fréquence etotie ifgensité. Le biofilm se détache alors de

I'implant sous I'effet de micro-courants, de fordescisaillement et d’oscillation de micro-
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bulles, sans que les structures cellulaires nensaiétruites. Les microbes sortent de leur
matrice et redeviennent planctoniques [126].
Les microorganismes ainsi, recueillis dans le tiquile sonication sont ensuite mis en

culture et, au besoin, identifiés par PCR.

Mise en
culture

Sonication

Materiel place dans
P Vortex 5 min

un contenant stérile

Figure 19 : les étapes de la sonication utilisée mles laboratoires de
bactériologie [127]

Les indications de la sonication est pour I'endenmdes infections associées a des
implants :

» implants orthopédiques (protheses articulametgosyntheses).

« stimulateurs cardiaques, défibrillateurs autoguats implantables, valves cardiaques.

* protheses mammaires.

* implants analogues pouvant étre retirés de llmsyae dans des conditions d'asepsie
Les fragments osseux et les tissus mous les ngepepas étre analysés par cette technique
de sonication.

La sonication d'implants s’est révélée spécialaemuite chez des patients qui avaient
recu des antibiotiques au préalable. De plus, l@tres aprés sonication ont pu aider a
identifier des infections mixtes, contrairement aaralyses de tissus périprothétiques
habituelles. Une étude a montré que la sonicat#d831 prothéses de hanches et de genoux a
été testée dans des containers solides, la séésdsbk cultures du liquide de sonication était

plus élevée que lors de 'examen de tissu périptimfhe avec une spécificité de 99% pour les
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deux. Le prétraitement d'une prothése par sonitaiogmente les résultats de la culture
périarticulaire conventionnelle de 30% [124].

=T

Figure 20: Augmentation significative de la sensihté des cultures apres

sonication [127]

-Microcalorimétrie :

Les lacunes des méthodes de diagnostic actueliésgse le diagnostic ne se fait pas
en temps réel, gu’elles prennent du temps et qurere peut pas prendre de bonne décision
en salle d'opération. Par conséquent, le développerd’outils de diagnostic rapides et
précis, permettant de détecter un large éventaineo-organismes et leur résistance aux
antimicrobiens, est toujours plus nécessaire.

Le microcalorimétrie isotherme (IMC) est une teclud@ prometteuse et
particulierement adaptée a I'étude des échantilitinsobiologiques dans des environnements
complexes ou hétérogénes car elle ne nécessitéa pdarté optique de I'échantillon et est
capable de détecter l'activité métabolique d'apesi que 10 cellules. Ce procédé présente
l'avantage qu’il permettre la détection de la lagse bactérienne sans enlever le biofilm de
la surface de I'échantillon [124].

La microcalorimétrie a été utilisé pour la détecticapide et précise des
micro-organismes soit par exemple dans les liqumgshalorachidiens, des concentrés de
plaguettes et pour des tests de sensibilité aubiatiques. Dans un travail récent, les

72



chercheurs ont étudié les courbes de mesuresududé chaleur avec la calorimétrie du
liquide de sonication des implants récupérés. apiheses infectées sur un total de 34 ont
montré une augmentation de la production de chailediquant une réplication des

micro-organismes, tandis que 27 prothéses nontégsa’ont produit aucune chaleur [125].

Heat
Flow
(uW) A

400,00

50,00
Time (h)

Figure 21 : Courbes de mesures du flux de chaleuwvac la calorimétrie du
liquide de sonication des implants récupérés [125].

3-Les méthodes d’études des biofilms

Le role des laboratoires n’est pas limité au disgic mais il joue un réle primordial
dans I'étude et 'analyse de ce mode de vie enilimoPour prévenir et lutter contre ces
biofilms, une meilleure compréhension de leurs mistaes de formation est nécessaire. De
nombreuses méthodes d’étude de la formation etéhelopbpement des biofilms ont été
utilisées au cours des dernieres années .Ces nmeéthednt groupées en techniques
destructives avec lesquelles le biofilm est détagtés |'‘application de ces techniques et

d‘autres qui sont non destructives avec lesquelesbiofiim peut continuer son
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développement aprées |‘application de ces techniguess présentons quelques méthodes de
chaque groupe [128].

a- Techniques destructives
- Le comptage direct
C'est la méthode classique, fondée sur la séparates bactéries associées sur une
surface, puis I‘évaluation du nombre et le typendieroorganismes présents. Pour cela,
plusieurs méthodes ont été proposées :

» Sur une cellule de comptage sous un microscope@veans coloration.

» La cellule de Malassez (Hématimetre) : Il s‘agiirte lame dont l‘'une des faces est
creusée en carrés avec des dimensions connuessph@nsion bactérienne est placée
dans la cuvette puis recouverte d‘une lamelle. Belsimes précis sont donc
délimités au niveau des quadrillages dans lesd@glsicroorganismes sont comptés
au microscope avec ou sans coloration. Le nombmgtd est rapporté au volume
délimite.

» L‘ensemencement d‘un volume défini d‘échantillorr soilieu de culture gélosé
(boite de Pétri) permet, aprés incubation, de taicla quantité de microorganismes
viables cultivables présentes dans I‘échantilloalgsé. Le résultat est exprimé en
Unités Formant Colonie par millilitre (UFC/ml). Rleurs procédés peuvent étre
appliqués pour désagréger les microorganismesutiéiefilm comme la sonication
et I'agitation avec des billes de verre [129].

- Etude in vitro en microplaques
Des modéles d’étude in vitro en microplaques a8t développés. Ces tests ont
l'avantage d’étre relativement rapides et peu aodtds permettent de réaliser de nhombreux
tests simultanément, notamment pour tester I'effet plusieurs facteurs influencant la
formation de biofilm, comparer la capacité de fotiotade biofilm de souches sauvages et de
souches mutantes, ou encore tester la sensibédgédctéries au sein du biofilm aux agents
antimicrobiens.
Aprées 24 a 48h de culture, un biofilm peuf@ener au fond de la microplaque. Des

étapes de lavage éliminent les bactéries n’ayant gudnérées, puis on peut observer et
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guantifier la formation de biofilm grace a I'ajodiun composé coloré ou fluorescent (figure
22). La détection du biofilm formé repose sur lasore de la biomasse (quantification de la
matrice et des bactéries vivantes ou non), dedlailité (quantification des bactéries vivantes)

ou de la matrice (quantification des composantsigées de la matrice) [130].
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Figure 22 : Principe des techniques de quantificatn des biofilms en
microplaque. [107]

* Mesure de la biomasse

La méthode de quantification de la formation ddilmoutilisant le Crystal Violet (CV)

a été décrite la premiere fois par Christensenl.eera 1985 [131], puis modifiée pour
augmenter sa précision et permettre la quantifinadie la biomasse totale par resolubilisation
du colorant.e CV est un colorant basique qui se lie aux madéxue surface chargées
négativement et aux polysaccharides de la matxtaaellulaire. Les bactéries vivantes, les
bactéries mortes et la matrice exopolysaccharidsque donc colorées par le CV. Cependant,
de nombreux facteurs physiques, chimiques et bipl@g peuvent influencer cette fixation
[107].

Chaque puits de la microplaque est inoculé avecswspension bactérienne. Aprés
incubation de la microplague, des étapes de lavdgemise en contact avec le CV, de
nouvelles étapes de lavage et de redissolutionothrant sont nécessaires pour mettre en
évidence la formation de biofilm par une coloratigalette (figure 23). La densité optique,
mesurée par spectrophotométrie a 560 nm dans tautesle microplaque, est proportionnelle

a la quantité de biomasse dans le puits de la plamae.
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Figure 23 : Principe de mesure de la biomasse pk méthode au (CV)
Crystal Violet. [20]

Ce colorant permet la quantification de la bissgade biofilm de faible épaisseur
(4gés de quelques heuresou quelques jours). Dddda difficulté de la pénétration du CV
dans un biofilm épais (quelqgues semaines voireguesl mois), cette méthode doit étre
modifiée pour étre adaptée aux biofilms épais

Le CV est un produit cancérigene, nocif en casgd'stion, d'inhalation ou de contact
avec la peau et toxique pour I'environnement aquatifigure 24).

Figure 24 : Toxicité du Crystal Violet (EMD, 2009)[132]
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Mesure de la viabilité cellulaire

Il peut étre intéressant de différencier les b@térivantes des bactéries mortes,
notamment lorsque l'on teste I'effet d’agents aidtnobiens sur les bactéries au sein du
biofilm. Des techniques de quantification basées I'awctivité métabolique des bactéries
vivantes ont été développées on utilisant différ@omposeés :

Le XTT (sel de tétrazolium) est un composé jaumevant étre réduit par les bactéries
métaboliguement actives en forment, un coloramgeale formasan est soluble dans I'eau
et peut étre directement quantifié par spectrophétoe. Le test au XTT a été largement
utilisé pour la quantification de cellules viabbEmns les cultures de bactéries planctoniques, et
a montré son intérét dans I'étude de la formatierbidfilm chez d’'autres espéces fongiques
et bactériennes. Certaines limites a l'utilisatitence réactif ont été décrites. Par exemple, la
modification des états métaboliques des bactétawars des différentes étapes de formation
des biofilms peuvent entrainer des fluctuationssdanrs capacités a métaboliser le colorant,
de plus des variabilités inter et intra-espécegtinteportées [130 ,133].

Plus récemment, Une autre technique a été dévaaapétilisant la résazurine. Elle a
ete utilisée avec succes pour la quantificatiofadformation de biofilm en microplaque et
pour évaluer l'efficacité d’'agents antimicrobienand la lutte contre les biofilms chez
différentes souches bactériennes et fongidueseésazurine est un colorant non toxique de
couleur bleue qui peut étre réduit par les bacténétaboliquement actives en résorufine, un
compose rose fluorescent. La quantité de résorufesurée par fluorimétrie, est directement
proportionnelle au nombre de bactéries viablesamtés dans le milieu. [134] [135]

Une étude a montré la supériorité du test au FCfAvorescéine diacétate) pour la
quantification des biofilms par rapport aux testdisant le XTT et le résazurine. Les
estérases responsables du clivage du FDA formengronpe d’enzymes dont l'activité
semble plus stable malgré les changements phénobggi.Le FDA est un composé non
fluorescent hydrolysable en un composé jaune, Bhaba 490 nm et trés fluorescent, par des
estérases intra et extracellulaires non spécifigpesduites par les bactéries et les

champignons viables [136].
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Mesure de la matrice : le DMMB (1,9-dimethyl mé#rykbleu)

La matrice extracellulaire est un élément esseatilel formation et au maintien d’'un
biofilm mature. Le DMMB forme un complexe insolubd® présence des polysaccharides
sulfatés de la matrice du biofilm. Le taux de calturlibéré aprés ajout d’une solution de
décomplexation est mesuré par un spectrophotomédreensité optique est proportionnelle
au taux de polysaccharides sulfatés présents @amsatrice. Le test au DMMB a été
initialement développé pour la détection d’aminaglyes, puis a été optimisé pour permettre
la quantification des biofilms &. aureusll a montré une bonne répétabilité pour difféesnt
especes bactériennes [137,138].

Ensemble de ces méthode d’étude en microplaguiliser présente des
inconveénient , la nécessiter des coloration etlaleages manuels a l'eau, ce qui les rendent
difficilement reproductible des biofilms, D’ou teécessiter de développement d’'un nouvelle
technique Ring Test; cette technique ne préseate ()étape de lavage ni d'étape de

coloration, ce qui limite les variations de réstsli&es a I'opérateur et simplifie la technique.

- BioFilm Ring Test®

Ce Biofilm Ring Test est basé sur la capacité desénies adhérentes du biofilm a
immobiliser des particules magnétisables. C'eshauvel outil de travail en microbiologie,
pratique et rapide, pour étudier le potentiel desrarorganismes a former des biofilms. I
permet aussi de trouver de nouvelles moléculesbéagpad'inhiber ou de retarder la formation
de ce biofilm.

L’analyse est trés simple, réalisée grace a depostgoen plastiques standards de 96
puits. Chaque puits recoit une solution bactérieztraes particules magnétisables. Un champ
magnétique créé par un aimant va attirer les péescau centre du puits, ce qui va se traduire
par un spot visible sur I'écran du lecteur. Endmgormation d'un biofilm, les bactéries ont
adhéré au fond du puits, immobilisant ainsi legipales. Aucun spot n'est visible sur I'écran.
Le test ne nécessite aucun lavage et dure quelgueges. Hautement reproductible, cette
technique est en cours d'automatisation. Elle depeamettre de réaliser des milliers de tests

par jout
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» Simple : Pas de lavages ni de coloration ;

» Rapide : 2 minutes d’analyse ;

» Performante : haut débit (1000 tests par jowfpraatisable ;

» Pertinente : spécifique des « biofilms ».

De plus, le Ring Test® permettrait de détecter ghwscocement la formation de
biofilm, dés I'étape d’adhérence des bactériessattace de la microplaque [138,139].

- Meéthodes dynamiques : Les cuves a flux continu

En parallele des méthodes en microplaques, Deslolgns ont développé d’autres
modeles de biofilms artificiels, reproductibles m’laboratoire a un autre. Les cuves a flux
continu sont de petites chambres a parois transiggredans lesquelles des biofilms
submergés peuvent se former et sont continuelleapgrovisionnés en nutriments. Comme
I'indique le nom de la technique, les biofilms sdians un milieu aqueux, caractérisé par un
flux de liquide, dont la vitesse est constante. badilms formés dans ces cuves a flux
continu peuvent étre facilement observés avecdebniques de microscopie confocale a
balayage laser,on obtient ainsi des images de Ibofia tous leurs stades de

développement.[36]

b-Techniques non destructives
Les principales méthodes d’observation des biofilsmmt (microscope a fluorescence,
microscope confocal a balayage laser, microscoperéhique a balayage). Ces techniques

permettent d’obtenir des informations détailléessmsant difficiles a réaliser.

- Microscope optique

Le microscope est un instrument permettant d‘olesevisuellement les petits objets
généralement invisibles a I'ceil nu. L'agrandisseimamgulaire et la résolution optique et
numérique sont des propriétés qui influencent tfopmance du microscope. Le microscope a
fourni une vaste gamme de méthodologies permed@ntsualiser la morphologie de biofilm
avec de nombreux objectifs. Sous le microscope d geux modes d'‘observations : la

microscopie a fond clair permet d‘observer des éitihans colorés. En microscopie a fond
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noir, l'image est créée par la diffraction de lanlare. Le microscope optique en mode fond
noir a été utilisé par en combinaison avec |'gsald'image pour quantifier la cinétique de

croissance, la mobilité et le comportement desanicganismes sur les surfaces [140].

- Microscopie a Force Atomique (MFA)

C'est une forme de scanner utilisant une sonde(kpointe » de 10 nanometres) pour
suivre la topographie d'un échantillon et retransdes profils de la surface étudiée au niveau
de I'atome. La pointe produit soit une attracti@usée par la force de Van des Waals, soit
une répulsion. Ces forces provoquent des dépladsmdera pointe, entrainant des déviations
du levier qui sont enregistrées et traitées painatdur pour donner le relief a la surface. Il
n'‘est pas limité en résolution comme le microsagueue [14Q.

La microscopie a force atomique (AFM pour Atomiad¢eMicroscopy) a récemment
émergé parmi les techniques d’étude du monde liexctEHe permet, par le balayage de la
surface par une sonde d’échelle nanométrique, efbtdes images topographiques de la
surface de cellules bactériennes avec une résolptavant aller jusqu’a I'échelle atomique.
L’AFM est également congcue comme outil dinvestigas moléculaires grace a la
spectroscopie de force. Elle permet d’étudier leppétés mécaniques et conformationnelles
des polymeres de surface. Ce type d’études perna@bid une meilleure vision des
interactions, mettant en jeu les structures deasarfentre les cellules bactériennes et leur
environnement [141,142].

L’étude des systemes microbiologiques doit se fgréférentiellement dans un
environnement aqueux pour se rapprocher des consglifpphysiologiques afin qu’ils soient
dans leur état natif. Or, dans ces conditions,olgact entre les bactéries et le substrat est
réduit a une faible surface et n’est assuré quelgafaibles liaisons facilement perturbées par
le balayage de la sonde AFM, ce qui peut entrdéndétachement des bactéries du substrat et
la destruction de I'échantillon.

Dans le cas de bactéries planctoniques, il exiffierehtes méthodes d'immobilisation
de bactéries. On distingue I'immobilisation élestatique, chimique et mécanique. En
revanche, dans le cas de biofilms bactériens, &sidim des bactéries au substrat fait
intervenir des forces plus importantes que cellesesnen jeu lors de I'adhésion de bactéries
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planctoniques a un support ainsi que des Iinteratioomplexes entre les cellules
bactériennes, les EPS et le substrat. Le détachataearllules est donc moins problématique,

et peut étre minimisé en ajustant les parameétneéramentaux d’enregistrement [140,142].

- Microscopie électronique a balayage (MEB)

La microscopie électronique a balayage est urtenigae de microscopie électronique
basée sur le principe des interactions électrorteerea Elle permet d'obtenir des images
tridimensionnelles en haute résolution de la serfatun échantillon. Le principe est
d’envoyer un faisceau d’électrons sur la surfacd’@santillon a analyser qui, en réponse,
réémet certaines particules. Ces particules soatys#es par différents détecteurs qui
permettent de reconstruire une image en trois dinaas de la surface. Le premier
microscope électronique fut commercialisé en 196bes microscopes électroniques a
balayage les plus récents, dits « environnementawexnécessitent pas de vide pousseé [140].

La vision en relief du microscope électronique yege permet une bonne observation
des micro-organismes grace a sa profondeur de chaetigment plus élevée que celle des
microscopes optiques. Mais progressivement, laasi@pie électronique a balayage a été
supplantée par la microscopie confocale a balalzsge.

Figure 25 : Images obtenues par microscopie électmmue de cellules de S. aureus
adhérentes et formant des biofilms chez I'héte suine valve cardiaque (a gauche) et un
tube endotrachéal (a droite). [70]
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- Microscope confocal a balayage laser (MCBL)

Pour résoudre les défauts du microscope optigogrfiment la difficulté de mise au
point dans le cas d‘objets épais), la surface@atrée par un rayon laser qui balaye la surface
en positionnant un diaphragme (« pinhole en anglaisvant le détecteur. Ici il n'y a pas une
image complete de I'échantillon. A chaque instamngé un seul point de I'échantillon est
observé et seuls les photons provenant du plah pasaent le diaphragme et participent a la
formation de l'image, d'ou le nom confocal (monodl). La Figure 26 montre le principe du
microscope confocal a balayage laser. A chaqueaniVerizontal a travers I'épaisseur du
biofilm, I‘appareil prend les informations et leggroupe pour former une image. Le
microscope confocal a une résolution un peu meélea I'horizontale qu'en vertical.
Pratiguement, la meilleure résolution horizontdlendnicroscope confocal est d'environ 0,2

microns, et la meilleure résolution verticale éshdiron 0,5 microns [140].

Epaisseur
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Figure 26 : Principe de I'étude du biofilm par MCBL. Le biofilm est scanné
verticalement en tranches et chacune est composéesgoints focaux. L’ensemble forme
une image 3D. [140]

Le microscope confocal a balayage laser offre plusi avantages par rapport aux
microscopes optiques conventionnels. Il permet de :

- visualiser des structures complexes a fort ggesment.

- réaliser des coupes optiques a travers I'épaigskeliechantillon dans les cas ou les
applications de microscopie traditionnelle sontité®s, ce qui permet des reconstructions en
trois dimensions.

82



- visualiser simultanément plusieurs marqueursrélscents.

Des produits fluorescents ont été adaptés a lahsstion des microorganismes des
biofilms : I‘acridine orange (AO), l'iodure de pidpum, la rhodamine Rh 123 et le chlorure
de 5-cyano-2 ,3-ditoyl (CTC) sont souvent utiliséxar exemple les couleurs de fluorescence
obtenues avec I'AO sont un reflet de la viabiligsaellules. Lors de la croissance, la quantité
d’ADN des microorganismes est supérieure a la dgiéadtARN et la fluorescence des
cellules est verte. En revanche, les cellules rman peu d’ADN et un haut contenu d'ARN ;
la fluorescence est dans la partie jaune/oranda damme. L‘'ensemble des images permet
de représenter la macrostructure du biofilm. Leédmaent des images obtenues donne acces a
la composition du biofilm en microorganismes etufas composants intéressants [143]

Il'y a beaucoup d‘applications du microscope coafaans le domaine des biofilmsont
montré que I'‘épaisseur du biofilm dans les réastdRIBC dépend de la concentration du
substrat. D‘autres études sont orientées versnlifigation des microorganismes et leur
activité biologique.

Cette technique permet de réaliser des études wumatériel fixé, mais permet
également d'étudier des phénomeénes dynamiqueslesucellules ou des tissus vivants, en
particulier grace a l'utilisation de molécules ftascentes [144].

Actuellement le microscope confocal au laser estroercialisé pour diagnostiquer
des infections a biofilms in vivo, technologie adtement reconnue en ophtalmologie

(pathologiede la cornée et de la paupiere) et ematelogie (pathologie oncologique) [122].

83



lJ | »-. £ 1 1 :|. | . i
Figure 27: Equipement commercial de microscope cdéocal in vivo en
ophtalmologie et en dermatologie [122]

Grace cette technique dimagerie par fluorescerwrabinatoire qui permet de
visualiser la structure en trois dimensions deolmmunauté microbienne. Des chercheur ont
constaté que les tumeurs du codlon ascendant (etceles du codlon descendant) se
caractérisaient par la présence d'un biofilm baaiétl s'agit d'un écosystéme microbien, une
sorte de matrice, composée de micro-organismesésdes uns dans les autres, qui se

développe sur une surface (devenue substrat).€sapessica Mark Welch l'une des
auteurs, qui travaille au Marine Biological LabargtaWoods Hole (Massachusetts),« c’est
la premiere fois que I'on montre que des biofilmstsassociés avec le cancer du célon ».La
technique d’'imagerie combinatoire pourrait done étiilisée afin d'établir  le  diagnostic
clinique de cancers et tumeurs précancéreusedaladkon ascendant[145].

Les méthodes d’étude des biofilms ont beaucoupuéya@n partie avec I'arrivée de la
microscopie confocale et les outils du génie géuéti Leur standardisation a permis de
réaliser des modeles d’'infections associées aidébris, reproductibles d’'un laboratoire a un
autre. Ces méthodes connaissent un essor impdepnots ces dix dernieres années ce qui a

aidé a mieux prévenir et lutter contre ces biofilms

84



VIII-STRATEGIE THERAPEUTIQUE POUR LUTTER CONTRE
LES BIOFILMS

Par les dommages qu'’ils causent dans les miliewdiaaiet industriel, les biofilms ont
un impact économique important. Il est nécessagedévelopper des moyens de lutte
efficaces et pérennes contre la formation de Ionfil

De maniere croissante ces dix dernieres annéesgdbsrches concernant les moyens
de lutte contre les biofilms se multiplient.La &ttontre les biofilms peut se définir selon
deux axes principaux : empécher la formation délivis, et lorsqu’ils sont déja présents, les
détruire.

Il existe plusieurs moyens de lutter contre la fation de biofilms indésirables. On
prendra I'exemple du milieu hospitalier, dans ldges biofilms, a l'origine d’infections

nosocomiales, posent de sérieux problemes de gabli§ue.

1- Les mesures préventives qui empéchent la foriman des biofilms :

Quelques principes fondamentaux sont indispensableprévention des infections sur
matériel liées aux biofilms. Il faut limiter I'utdation de ces dispositifs médicaux au strict
nécessaire, les garder en place le moins longtgragsible, les poser dans des conditions
strictes d’hygiene.

- Hygiene

La pose de I'implant doit se faire dans des coodgid’hygiéne strictes, afin d’éviter au
maximum toute contamination bactérienne .L’appiliccate mesures d’hygiene maximale en
contexte opératoire n’est pas spécifiguement ureureeantibiofilm. Néanmoins, la limitation
des risques de contamination du site opératoifeyglication stricte des recommandations
concernant la manipulation des dispositifs limitlentisque d’adhérence bactérienne initiale.
Par exemple, lors de la pose de cathéters centi@pplication de mesures d’asepsie
chirurgicale a montré son efficacité pour rédlgreisque infectieux associé a ces dispositifs
[91].

Parmi les mesures de controle de la formation délms sur les cathéters veineux

centraux [109] :
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-Préparation aseptique du site,

-Pose aseptique du cathéter,

-Durée de cathéterisation minimale,

-Utilisation topique d’antibiotiques,

-Création d’'une barriere mécanique en fixant leh&®r sur un implant fixé
chirurgicalement,

- Recouvrement des parois de la lumiére du catpéreun agent antimicrobien.

Cependant ces regles ne sont pas suffisantes atoddreuses recherches sont

consacrées a la lutte contre la formation deslbisfiLes idées principales sont les suivantes :

- Les dispositifs imprégnés de substances hydrophiles
L’adhérence bactérienne dépend fortement des gtépri physicochimiques des
matériaux constituants les dispositifs médicauxlamigs, notamment leur hydrophobicité et
les charges présentes a leur surface. Les didpositedicaux constitués de polymeres

hydrophiles a leur surface permettent de limieetHérence des bactéries [146].

- Les dispositifs imprégnés d’argent ou de substancesitimicrobiennes

L'utilisation de matériel imprégné d’antibactériepermet de libérer localement, au
niveau du site a risque de colonisation, une cdraton élevée d’agents antibactériens. |l
existe aujourd'hui plusieurs types d'imprégnatioaatiseptique (chlorhexidine- sulfadiazine
argentique), antibiotique (rifampicine-minocyclimampicine- miconazole), héparine, ions
argent.et plus recemment 5 fluorouracil.Pres dtinquantaine d'études et de nombreuses
méta analyse récentes suggerent un bénéfice dedgngtions tant en terme de colonisation
que de bactériémie liée aux cathéters .Des imptatit®pédiques imprégnés sont également
en cours d’évaluation. Le défaut principal de ceaftproche est sa durée d’action limitée qui
restreint son intérét aux dispositifs de courteéduou a la prévention des colonisations
peropératoires ou postopératoires précoces [91,147]

C'est pourquoi les recommandations actuelles fre@gane proposent pas l'utilisation
systématique de ces dispositifs, mais seulemens tkarcas, ou malgré une politique de
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stratégie de prévention (éducation du personnékaution barriére stérile et chlorhexidine
alcoolique lors de la pause le taux reste éled@][1

L’argent a également montré son efficacité dangrivention de la formation de
biofilm pour les dispositifs intravasculaires mis place moins de 10 jours.ll limiterait

I'attachement et la croissance des bactéries [9].

- Verrous d’antibiotiques ou d’éthanol préventifs

Cette stratégie repose sur l'injection et le mam entre 12 et 24 h, d’'un volume
restreint d’antibiotiques tres concentrés dansulaiére du cathéter. Actuellement, cette
mesure est réservée aux patients porteurs d’ureteatbe longue durée ayant présente, de
multiples complications infectieuses, malgré laares place de mesures de prévention [91].

Le risque de recourir a cette stratégie de mamikre large et durable est de favoriser
I'émergence de résistances bactériennes a l'atijh® choisi. Parallélement, certaines
équipes ont développé I'utilisation de verrous«ragrantimicrobien » a base d’éthanol a
visée préventive permettrait de limiter les infeos liées a ces cathéters et des résultats
prometteurs en nutrition parentérale pédiatriquesminémodialyse. La combinaison de 4 %
de citrate de sodium et de 30 % d’éthanol prévignth formation de biofilm par des souches

cliniquesd’E. Coli pendant 72 heures [148].

- Les verrous d’agents chélateurs

Les cations métalliques (magnésium, calcium, femt sessentiels a la croissance
bactérienne et peuvent étre impliqués dans lelolgwement et le maintien de la structure de
la matrice du biofilm. Il a donc été proposé diggr des verrous composés de chélateurs de
ces métauXEDTA, citrate) qui permettraient d’'inhiber la croissance bactéreé de prévenir
I'adhérence initiale, voire de favoriser la destiort des biofilms. Les données in vitro sont
encourageantes et les évaluations cliniques - monaincipalement sur le citrate ou
'association de minocycline et ’EDTA a visée prilve — décrivent une réduction
significative de I'incidence des complications ittfeuses liées aux cathéters. De plus, ces
chélateurs ('EDTA, Ethyléne Diamine Tétraacétigheide) ou le citrate de sodium

possedent également une activité antimicrobienne
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Des études ont été menées aeelactoferrine, un agent chélateur du fer, joue un réle
dans les premieres lignes de défense contre lesnisrges pathogénes invasifs, en les
privants du fer nécessaire a leur croissance. tflxrine a été demontré bénéfique pour
bloquer le développement des biofilms patogeneais.ldlus de recherche est nécessaire pour
démontrer 'efficacité de la lactoferrine dans raitement des infections urinaires chronique
[91,148].

2- Traitements curatifs pour I'élimination des bidilms déja formés :

Une fois le biofilm formé, il est tres difficile d&liminer. Dans le cadre des infections
associées a un dispositif invasif, la réussite rditeiment est trés souvent conditionnée par
I'ablation du dispositif. Cependant, I'antibiothpr@ a long terme est nécessaire lorsque le
dispositif ne peut étre retiré.

- Elimination mécanique du biofilm

Le nettoyage mécanique reste I'un des moyens lesgificaces pour lutter contre les
biofilms. Il permet de les éliminer en détachaist heicro-organismes de leur support, grace
aux forces de cisaillement importantes crées. €gtcapplicable pour les biofilms présents sur
des supports variés : peau, implants médicauxssi d&s batimentset coques de bateaux ...
En médecine équine, le premier traitement a medtreplace en cas de plaie cutanée
importante est d’arroser la plaie au jet d’eau sm@ssion pendant au moins trente minutes
afin de nettoyer cette derniere [12].

Le nettoyage qui précéde la désinfection. Ledmutette derniere est de détruire les
les molécules n'ont pas la méme efficacité. L'usdgechlorexhidine comme antiseptique
n'est pas efficace pour réduire le nombre d’infatsi dues a des bactéries Gram-négatifs et
sélectionne des individus résistants a de nombagexts anti- microbiens. La plupart des
antiseptiques et désinfectants ont du mal a pénétresein des biofilms, et les bactéries des

biofilms sont résistantes a leur action. Cette wdth se révéle peu efficace [15].
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- Antibiothérapie

Les biofilms sont caractérisés par des propriét@mtidiorésistance élevée. De
nombreuses recherches sont donc actuellement es afm de trouver le moyen de contrer
cette antibiorésistance développée par les biofilhme hypothese étant que I'on n’administre
pas les antibiotigues a une dose suffisante pooningr le biofilm, c’est pour cette raison
certains chercheurs cherchent a déterminer leseatnations d’antibiotiques qu’il faudrait
pour éradiquer un biofilm [70].

La sensibilité aux antibiotiques n’est pas la mmear une bactérie donnée, il se
differe selon son mode de vie, planctonique ouiefiltn. Cette sensibilité est mesurée selon
des techniques standardisées définies par le NdétiGommette for Clinical Laboratory
Standards (NCCLS). La sensibilité des bactérianqtbniques relarguées par le biofilm, est
évaluée par la Concentration Minimale Inhibitriae Biofilm ou CMIB, de la méme maniere
que la sensibilité aux antibiotiques de bactériéangtoniques qui est évaluée par la
Concentration Minimale Inhibitrice ou CMI. La seniité aux antibiotiques des bactéries du
biofilm est évaluée par la Concentration MinimalErddication du Biofilm ou CMEB. La
valeur de la CMEB renseigne sur la sensibilité ldastéries du biofilm a un antibiotique
donné.Le but des recherches est de trouver desnsig@gir lutter contre I'antibiorésistance
des biofilms en déterminant leur CMEB [15,107].

Une antibiothérapie a long terme peut étre efficatez des patients atteints
d’infections associées a la présence d’'une protimisarasculaire. Ce traitement ne présente
en aucun cas une alternative au traitement chaalrgietrait de la prothése) si ce dernier est
possible ; mais c’est la meilleure solution powgrpatients qui ne peuvent pas subir a nouveau
une intervention chirurgicale (sénilité, maladietercurrentes, risques per opératoires et post-
opératoires, ou refus de la part du patient der $ufttiervention). Les agents anti- microbiens
doivent étre administrés par voie intraveineuse @dse maximale tolérée par le patient,
pendant une durée minimum initiale de 4 & 6 semsaio@rsque la phase aigué de l'infection
est jugulée, on continue l'antibiothérapie par vorale. On ne connait pas la durée totale
conseillée du traitement [149].

Les molécules qui pénétrent bien dans le biofiliieseque les fluoroquinolones et la
rifampicine sont plus efficaces. Une étude a égaignmontré que I'association amoxicilline-
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acide clavulanique pénetre bien dans le biofilm $bQle la concentration initiale apres 1
heure d’incubation, 60 & 70 % apres 6 heures), @émanque la fosfomycine et la

ciprofloxacine,de plus les macrolides ont montrér |lefficacité dans la réduction des

exopolysaccharides du biofilm : ils favorisent alda pénétration des autres antibiotiques
[148].

L'usage de c'est bithérapie pour cibler des b#&dédans des états métaboliques
différents a également été suggéré dheaeruginosaUne étude in vitro met en évidence la
stérilisation d’'un biofilm deP. aeruginosapar l'association de ciprofloxacine (une
fluoroquinolone) et de colistine grace a leur attidifférentielle en fonction de ['état
métabolique de différentes niches bactériennespl&s de I'intérét prouvé ou potentiel des
multithérapies,

Les verrous antibiotiques curatifs sont restremnts cas d’'infections liées a un cathéter
de longue durée dues a certaines bactéries (paleanentstaphylocoques a coagulase
négatify et en I'absence de complications. Dans ces @agaux global de succés avec
conservation du cathéter en place est d’enviro#8Q’éthanol, utilisé comme verrou a visée
curative, constituerait également une option das ihfections de cathéter : elle est
actuellement en cours d’évaluation clinique

Tableau 8 : Verrous antibiotiques curatifs étudiésn clinique [150]

Gram positifs Gram négatifs CG+ et BG- Candida spp

Vancomycine Amphotéricine

Vancomycine Amikacine ; ; ;
+ciprofloxacine | B liposomale

Vancomycine

0,
+ceftazidime Ethanol 70%

Téicoplanine Gentamicine
Céfazoline Ceftazidime Ethanol 70%
Daptomycine Ciprofloxacine

Ethanol 70% Levofloxacine
Ethanol 70%
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Récemment, I'utilisation de nouveaux agents antdsans permettrait de lutter contre
I'infection chez les patients inopérables pendamt longue durée et de I'éradiquer. Ces
nouveaux agents antibactériens et antifongiquesioatactivité bactéricide rapide, et/ou un
large spectre. On peut citer : la daptomycine alspofungine (activité bactéricide rapide), la
tigecycline (large spectre) ou encore le ceftaldiggrune céphalosporine de 4éme génération,
sont a l'étude. Cependant, les données concerrefficdcité et l'innocuité de ces
meédicaments sont loin d’étre complétes [149].

Cependant, I'antibiothérapie reste trop peu soueéfitace et ne doit pas remplacer le

retrait du dispositif lorsque cela est possiblg.[15

- L’ablation du dispositif

En cas d'infection liée a un matériel implantéblaion de ce dernier est souvent
recommandée, car son maintien expose a un risgee &’'échec thérapeutique. Cette
décision peut étre problématique pour certainsaodisiis (stimulateur cardiaque, prothese
orthopédique) en raison des conséquences pour tienpaet des colts associés a
I'immobilisation prolongée et a la pose d’'un secamatériel aprés antibiothérapie [91].

Malgré leurs intéréts respectifs, toutes ces apm®présentent de multiples limites, et
il est probable que le développement de traitemglots efficaces et plus ciblés passera par
une meilleure compréhension des mécanismes aitierdg ces limitations.

Compte-tenu de I'importance considérable des bnsfiet des problémes qu'ils posent,
de nombreuses pistes de recherche sont consadaégta contre leurs formations. Ce sont

souvent les nouvelles technologies qui sont uéksé

3-Les nouvelles approches antibiofiims : les appmt de recherche
actuels
- Revétement biocompatible auto défensif destinés almomatériaux implantables
La prévention de la colonisation des implants pas gathogénes responsables
d’infections nosocomiales est une préoccupation icaéel et économique majeure.
L’'immobilisation de molécules antimicrobiennes sces matériaux pourrait permettre

d’empécher leur contamination par des bactériedesl levures. Dans ce contexte, des
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chercheurs de l'institut Charles Sadron de Stragh(@NRS) viennent de mettre au point le
premier revétement biocompatible auto-défensifavigs a la fois des bactéries et des levures,
destiné a recouvrir les implants médicaux.

Ce revétement, obtenu par la technique couchemarhe, est a base de
polysaccharides, le chitosan (CHI) et I'acide hyahique (HA). Il contient également de la
cateslytine (CTL), un peptide endogene antibaatégteantifongique qui a été greffé sur HA
(HA-CTL).

La libération des peptides antimicrobiens (CTL)asenue par le pathogene lui-méme
qui produit 'enzyme responsable de la dégradatianrevétement. Il empéche donc la
prolifération des bactéries d&taphylococcus aurewst des levure€andida albicansa son
contact. Ces pathogénes, parmi les plus commungridéents responsables des maladies
nosocomiales, produisent de la hyaluronidase, nzgnee responsable de la dégradation du
film et de la libération de CTL. La libération duTC antimicrobien favorise ainsi
I'élimination des pathogénes (Figure 28).

La biocompatibilité de ces films a également éstée vis-a-vis des cellules humaines.
Les films de CHI/HA-CTL, sans étre cytotoxiquesst:a-dire sans nocivité pour les cellules,
inhibent I'adhésion des fibroblastes humains (¢efiudu tissu conjonctif). Ces propriétés
permettent d’envisager pour ces revétements polgoes innovants des applications
médicales particulierement efficaces contre le ifppement d’infections microbiennes lors

d’interventions chirurgicales ou apres la poseathéters intravasculaires [151].
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Staphylocogue doré Candida albicans

Biomateriaux

Figure 28: schéma simplifié des mécanismes d’actiates revétements
biocompatible auto-défensifs [151]

D’autres revétements retardent la fixation désrerorganismes par le jeu de forces
de répulsion. Les antibiotiques ou le systéme initaira auraient alors le temps d’agir contre
les micro-organismes non fixés. Cette techniquéutle contre les biofilms reste néanmoins
peu efficace car la matrice extracellulaire quf@ene autour des protheses peut elle-méme
étre initiatrice de la formation de biofilms [158]0

- Vers un vaccin antibiofilm

Pour inhiber I'adhésion des micro-organismes, out p#iliser la vaccinologie. Des
vaccins sont actuellement en cours de développemamime par exemple les vaccins contre
les caries, dirigés conti®treptococcusnutants. Le but de la vaccinologie est de formesr d
IgA qui vont inhiber les phénoménes responsabled’atthésion des micro-organismes.
Certains vaccins ont été efficaces sur des modalesaux, mais beaucoup restent encore a
prouverlLa finalité de cette vaccination est d'immuniseringividu contre certains antigenes
bactériens exprimés lors de l'adhérence initialdhésines) ou dans le biofilm mature
(polysaccharides de la matrice) afin d’empécheéleloppement du biofilm [91 ,108].

Des travaux in vitro et in vivo ont montré que eedipproche réduisait le risque par

exemple de colonisation et d’infection des voigsaires en ciblant des adhésines impliquées
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chez des souches uropathogenesEscherichia Coli et plusieurs vaccins
ciblantStaphylococcus aureusu Staphylococcus epidermidisont en cours d’évaluation.
Cette vaccination pourrait concerner des patieots pesquels I'implantation d’un matériel
tel que stimulateur cardiaque, valve cardiague migoa ou prothése articulaire est

programmée, ou encore chez les patients a risguéection chronique (mucoviscidose,

infection urinaire) [107].

- Brouiller les communications et limiter la maturation du biofilm
Dans cette approche, il s'agit d’empécher la naiom du biofilm en interférant avec
les signaux de communication intra ou inter baegrPar exemple au niveau des molécules
de signalisation du quorum sensing, afin de peetudtarchitecture du biofilm et ses
propriétés d’antibiorésistance, différentes appesabnt été proposés

pour brouiller les communications de ce systemai se different selon les bactéries
en cause du biofilm [108].Les biofilms formés seudomonas aeruginosaposent sur
I'inhibition du quorum-sensing en utilisant des lagaes structuraux des homosérines
lactones, commkes furanones,qui réduisent le biofilm d@seudomonas aerugingsa vitro
et in vivo. Les furanones sont donc des inhibggpotentiels du quorum sensing chez les
bacilles & Gram négatifs. Ces inhibiteurs pountaiaméliorer la sensibilité des bactéries au
sein des biofilms a cet antibiotique[107,146].

Chez lesstaphylocoque une approche similaire a été proposeée, le queamsing peut
étre inhibé par le peptide inhibant RNAIII (RIRRLP est un heptapeptide et en sa présence,
les bactéries ne sont plus virulentes et ne caysentle maladiddes données in vivo dans un
modele de cathéter central chez le rat ou de phla@nique chez la souris ont mis en évidence
une réduction significative de la colonisation martaines bactéries.Aussil’'utilisation de
I'azithromycine, qui n'a qu’une activité faible do@ Pseudomonas aerugingsaltere les
sighaux de communication de la bactérie in vitrinetivo et permet une ameélioration de la
fonction respiratoire et une réduction du nombexdterbations chez les patients atteints de
mucoviscidose. Néanmoins, il a été démontré quathisomycine pouvait avoir un effet
immunologique direct chez 'lhomme dont les conséges sont, pour l'instant, mal connues.
[91].
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'y a quelques indications que les aliments quntiemnent desfuroscoumarins
inhibent la signalisation des auto—inducteurs, eatpe trouver par exemple dans le jus de
pamplemousse ou la bergamote. Aussi certaines espBalgues sont a |'étude pour leur
capacité a bloquer la signalisation des bactétig2][

Une autre piste serait d’interférer avec la voiedilGMPc qui est impliqguée dans la
régulation du mode de vie biofilm. L'inhibition di biosynthése de di-GMPc par le
sulfathiazole ou le fluorouracile a été décriteerBiqu'une étude clinique ait montré que
I'utilisation de cathéters imprégnés de 5-fluorailea permettait de réduire le risque de
colonisation bactérienne, la toxicité chez I'homaesulfathiazole ou du fluorouracile reste a
évaluer. En plus de leur toxicité réelle ou potltdj la limite de ces approches est que leur
spectre d’action est étroit car elles ne cibleritiigunombre restreint d’espéeces bactériennes. Il
a également été déemontré que certaines bactéaesnePseudomonas aerugingsataient

capables de déjouer cette approche en sélectiodaarmiones plus virulents [91].

- Cibler la matrice exopolysaccharidique

La matrice exopolysaccharidique est essentieller dausurvie du biofilm. Les
substances capables de dépolymériser, dissoudiempécher la synthése de cette matrice
encore plus disperser le biofilm vont permettexposition des micro-organismes du
biofilm aux agents antimicrobiens. En régle gérerda matrice est composée de
polysaccharides et de protéines associés a deedigt des acides nucléiques, mais cette
composition est variable, qualitativement et quatitiement, en fonction des souches et des
conditions de croissance. Par exemple, la cellubssain composant crucial dans la matrice
extracellulaired’Escherichiacolj et le poly-N-acétylglucosamine est le composaajpnitaire
des biofilms a staphyloques [107].

En fonction de la composition des biofilms, diffiées enzymes sont utilisables
capables de dissocier les polyméres composant tiacmaxtracellulaire du biofilm .Prenons
'exemple des biofilms de Pseudomonas aeruginasaCes derniers produisent un
exopolysaccharide, l'alginate, aux propriétés mdéantes : il retarde la diffusion des
aminosides au sein du biofilm et inhibe leur até\anti-microbienne. Si on ajoute au milieu

une enzyme dégradant l'alginat@lginate lyase on augmente le pouvoir de pénétration et
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I'activité anti-microbienne de l'antibiotique (gembicine, tobramicine) dans le biofilm
[108].La dispersine Best une enzyme bactérienne capable de dégradetyimgre de N-
acétyl-glucosamine de la matrice du biofilm de @uss espéces bactériennes dont
Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidisseherichiacoli.La DNAse quant a
elle peut hydrolyser les acides désoxyribonucl&qoentenus dans la matrice de certains
biofilms les protéases, cellulases, polysacchatémlymérases [153].

Les biofilms étant souvent constitués de plusiesfgeces, des formulations contenant
plusieurs enzymes semblent fondamentales pour wstegie de contrdle efficace. Certains
bactériophages peuvent aussi produire des enzyomse le polysaccharide dépolymérase

qui peuvent dégrader la matrice des biofilms [148].

-Utilisation de bactériophages

En raison de L’émergence de nombreuses résistanceantibiotiques, de nombreuses
recherches sont actuellement menées afin de tralesrlternatives aux antibiotiques. Les
bactériophages sont des prédateurs naturels dé&ribac lls exercent sur elle un pouvoir
bactéricide et c’est précisément ce pouvoir qui restherché comme alternative aux
antibiotiques. Une fois qu'une bactérie est infectpar un phage Iytique, elle est
complétement détruite. De plus, I'existence destéaces des bactéries face aux antibiotiques
ne restreint en rien l'aptitude des phages a détrees bactéries, et c’est bien la I'intérét
principal de la phagothérapie visée actuellement.

Un bactériophage adopte soit un cycle de vie lgs@pe (s'intégrant dans le
chromosome de la bactérie hote et étant répliquéé&mne temps que ce dernier) soit un cycle
lytigue au cours duquel de tres nombreuses pagsalé virions seront formeées, encapsidées
et libérées de la cellule hote dont la paroi sétauite. La lysogénie du phage ne présente pas
d’intérét pour la thérapie et constitue méme uguesde transmission de marqueurs acquis
dans des bactéries résistantes aux antibiotiqe&s. [1

Pour venir a bout d'un biofilm installé, il est énéssant de combiner des moyens
physiques ou chimiques avec des antibiotiques, dmbmaison d'un phage et d'un

antibiotique permet a ce dernier d’atteindre sdeciBn effet, de nombreux phages codent
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pour des glycanases qui S’attaguent a la matribsaccharidique, réduisent son épaisseur et
permettent la progression a la fois du phage €adgbiotique vers I'intérieur du biofilm.

1 2 3

[ Bacteriophage
Baseplate .

':m__,ﬁlyfanam
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Figure 29:Schéma représentant la traversée d'un bfitm par un
bactériophage. [156]

Ce schéma présente les trois étapes de pénétiditionbactériophage au sein d’un
biofilm. La premiére étape correspond a l'arrimagephage au niveau d’'une molécule de
surface servant de « récepteur secondaire » (sagomdceptor) et permettant au phage
d’amorcer sa traversée de la capsule mucoide dunbipar dégradation de cette capsule
grace a une glycanase, comme expose en étapet@ ti@eersée s’achéve avec la fixation du
phage a une molécule a la surface de la bactésereant de «récepteur primaire (primary
receptor) [155].

Certains bactériophages possedent une activitégoiharide dépolymérase au niveau de
leur plateau de fixation. Il a par exemple été morque le bactériophage F116 Be
aeruginosaétait capable de diffuser au travers d’'un gel diete et en diminuait la viscosité
de plus de 40 %, et réduisait de 2-log le nombrédateéries renfermées dans un biofilm
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formé depuis 20 jours. Ces résultats ont égalem&ét confirmés pour d’autres
bactériophages, NH-4 et MR299-2 [156].

Des bactériophages peuvent étre instillés localeaeniveau des cathéters. Par exemple
I'activité de phages T4 réduit de facon notablebiediims dans des modélisations in vitro.

On n’observe pas de diminution de la sensibilité gplhages avec I'age du biofilm. [108]

Figure 30 : I'efficacité d’'un hydrogel chargé en phages pour éviter
I'établissement de biofilms deP. aeruginosasur des cathéters. [157]

- Elimination ciblée d’une espéce microbienne au seiu biofilm.
Cette méthode d’éradication des biofilms consistiéstabiliser I'écosysteme du biofilm
en désorganisant totalement sa structure intime, I'eimination ciblée d’'une espéce

bactérienne, que I'on aura choisi au préalable. [15]

- Potentialisation de I'action des antibiotiques

Il existe une synergie entre les antibiotiques (T@rpar exemple la gentamicine) et
ultrasons qui permettent d’éliminer des bactépikesctoniques ou sous forme de biofilms.
On parle d’effet bio-accoustique ou d’effet biogdteue. Le mécanisme de cette synergie est
mal connu, on peut penser qu'il résulte d'une pbetion de I'organisation membranaire de
bactéries permettant ainsi une meilleure diffuglert'antibiotique au sein du biofilm [108].

L’action synergique des ultrasons et de la gentamidans la réduction de biofilms
d’Escherichia colia été mise en évidence sur des modéles animaaxékaltats de I'étude
montrent de facon trés significative que I'assaorad’ultrasons et de gentamicine est plus

efficace que I'administration de gentamicine selaas le traitement contre les biofilms [15].
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Les antibiotiques peuvent augmenter aussi leuloragpar le sucre, comme les
aminosides .Une équipent américaine vient de mouwjue des sucres (mannitol, fructose)
exercaient un effet adjuvant en association a débiatiques. Ces sucres augmentaient
'entrée d’aminosides dans des bactéries persedamintrainant une plus grande mortalité
bactérienne in vitro et dans un modéle in vivo fdaion liée a un biofilnd’Escherichia coli

sur matériel implanté.

-Biofilms et plantes médicinales

Plusieurs plantes médicinales, huiles essentietlesoduits naturels présentent des pistes
trés intéressantes pour stopper des infectioréeseh des biofilms.

Certaines, comme la canneberge, inhibent 'adhggireéine utilisée par les bactéries
pour adhérer aux surfaces, a la base de la formdts biofilms. Le jus de canneberge est
d’ailleurs utilisé traditionnellement pour enrayes infections urinaires qui sont, comme nous
I'avons vu, reliées a des biofilms. Ou encakiium sativum ce bon vieil ail utilisé par des
milliers de personnes a travers le monde pour enrdgs infections de toutes sortes, a été
beaucoup étudié en laboratoire et de manierectiesluante. Xueqing Wu, chercheuse au
Doctorat en microbiologie a I'Université d'Utrechtix Pays-Bas, a méme trouvé que les
extraits d’ail fait maison (aqueux et alcooliqyet®stés contre la formation des biofilms,
étaient plus efficaces que l'allicimgolé [158].

De nombreuses études ont été menées sur le pbtentimicrobien des extraits des
huiles essentielles confirme leur capacité deedutbntre les souches pathogénes. Comme
Mentha pulegiumet Laurus nobilisui ont prouvé une activité antibactérienne et-ant
biofilm efficace contre les biofilms formés aaphylococcus aureusListeria
monocytogenest Escherichia coli Toutefois, les solutions désinfectantes a baskadeus
nobilis sont les plus efficaces pour enlever les badéfileées sur les surfaces d‘acier
inoxydable[159].

Ceci est en conformité avec I'étude de M. Mahbetiléd. Haghi (2008) qui ont constaté
que l'huile de M. pulegium montre un fort effet tgaicide contreStaphylococcus aureus

Staphylococcus epidermidis, Bacillus cereus et &schia coli, mais a faible valeur CMI et
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CMB que 'étude sus-citée. Cette différence esbablement attribuable a la difféerence dans
la composition chimique déuile [160].

Ces études suggerent que ces deux produits natueeisus nobilis et Mentha pulegium
peuvent étre de nouvelles alternatives pour asskisisurfaces d‘acier utilisées dans des
sociétés d‘industrie agroalimentaire ; contamingas des microorganismes pathogenes qui
conduisent a des graves problémes sanitaires eogtque.

La liste des plantes médicinales efficaces pouaillisdes biofilms est longue et cette
information, qu’elle provienne d’usages traditiolsnempiriques ou d’un laboratoire, demeure
utile et précieuse. L'incomparable pouvoir de rétjoh des plantes médicinales nous offre
cependant I'occasion d’aller beaucoup plus loiatablir I'équilibre immunitaire, renforcer
les tissus, réduire I'mpact du stress, favorisar rmicrobiote sain, supporter une bonne

détoxification et biemplus [158].
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Tableaux9 : Liste non exhaustive des moyens de latspécifiguement actifs
contre les biofilms

Mécanisme d’action Evaluation in vitro Evaluation in vivo Utilisation chez
’'hnomme

Bloqueur de
biogenése d’adhésine

Inhibe la biogenese d
curli et de pili et prévien
la formation de biofilm

eDiminue la virulence

d'une souche d'E. coli

(modéle murin
d’infection urinaire)

Inhibiteur de liaison
entre 'adhésine
d’E.coli et son substrat

Efficacité corrélée a |
multivalence de

l'inhibiteur de galabiose

(substrat de I'adhésine)

i_

lactoferrine

Inhibe
irréversible
P.aeruginosa
chélation du fer)

de
(vi

'adhérence

A

EDTA (chélateur du
magnésium, du calcium
et du fer)

Prévient la formation d
biofilm et dégrade uf
biofilm préexistant

e Avec minocycline :
1effet préventif dans u
modele d’infection liée
a un cathéter chez
lapin

nverrou

Avec minocycline e
d’antibiotiqug
pour cathéters
géduction du nomb
d’infections

Biomatériaux modifiés
(polyméres hydrophiles,
etc.)

Réduction de lI'adhérend
de S.epidermidis, S
aureus ou E.coli

P

e

biosurfactants

Réduit la formation d¢
biofilm (E.coli,
P.mirabilis, candida spy

S.aureus)

Modulateurs des signaux de quorum-sensing

furanones

Inhibe la formation dé
biofilm et I'expression de
facteurs de virulence d
p.aeruginosa

» Réduction de
2 virulence

eP.aeruginosa

azithromycine

Inhibe la formation de
biofilm et I'expression de
facteurs de virulence d
p.aeruginosa

> Effet bénéfique dans u

> modele murin
ed’infection respiratoire
chronique pal

p.aeruginosa

nRéduit le
d’exacerbations
améliore la
respiratoire en cas
mucoviscidose

nombr

fonctio
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RNAII
peptide(RIP)

inhibiting

Réduit I'adhérence et |
virulence de S.aureus

aS.aureus e
epidermidis : réduit |3
colonisation de
cathéters (rat) €
ameéliore la cicatrisatio
de plaies chronique
(souris)

—

[72)

Inhibiteur de la biosynthése de di-GMPc

sulfathiazole

Prévient la formation d

112

biofilm (E.coli)
enzymes
DNase | Favorise la wbpersion| - -
chez S.aureus
>S.epidermidis
Dispersine B (active| Favorise la dispersio| Avec triclosan| -
contre le PNAG) chez S.epidermidis (antiseptique) : réduit la
> S.aureus colonisation pat
S.aureus dans un
modéle de cathéter le
lapin
Modulation du quorum sensing
Autoinducing peptide Induit la dispersion d'um -
biofilm de S.aureus
Monoxyde d’azote Induit la dispersion Modele de silicone

imprégné de NO che

z

des rats : réduction de Ja
colonisation par
S.aureus
Acide cis-2-decenoid Induit la dispersion d’um- -
biofilmde S.aureus, E.colj,
C.albicans et S.pyogenes
D-acides aminés Induit la dispersion d'un - -
biofilm de S.aureus et de
P.areuginosa
Administration passive | Induit la dispersion d'un - -
d’anticorps (contre | biofilmde S.epidermidis,
DNABII) Streptococcus spp, et
d’E.coli
Utilisation de phages Le phage PT-6 produjt- -
une alginase favorisant |a
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dispersion de
P.auruginosa

Diminuer la tolérance du biofilm

Sucres (mannitol,| Augmentent la mortalite¢ Efficace sur un modél
fructose) associés ausdes bactéries persistantedinfection des voies
aminosudes (S.aureus, E.coli) urinaires associée a |
cathéter chez la sour
(Ecoli)

Molécule anti-persisters| Bactéricide restreinte aux
bactéries persistantes

Prévenir  I'adhérence Prévention de laEn cours d’évaluatio
initiale colonisation de chez I'homme ava
cathéters par une chirurgie cardiaqug
S.epidermidis et
S.aureus chez le rat
Favoriser la résolution Modéle d’infection
de l'infection osseuse a S.aureus:
vaccination augment]
I'éfficacité de
I'antibiotique

103



CONCLUSION
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Les biofilms bactériens sont des amas structurésetieles bactériennes enrobés d’'une
matrice polymérique et attachés a une surface.idférb protége les bactéries et leur permet
de survivre dans des conditions environnementalsslés.

Comme nous l'avons repris a divers niveaux du prtésavail, 'importance des biofilms
tient, entre autres, a la formation de résistaratea la difficulté d’imprégnation par les
antibiotiques. La présence de biofiims a un impamisidérable, que ce soit dans I'agro-
alimentaire (altérations de qualités organolepsguéndustrie ou le milieu médical (biofilms
et infections nosocomiales) tels la formation d#ilons dans les canalisations et les réseaux
d’eau, sur les dispositifs médicaux (cathéters,jamig...) ou encore les muqueuses du corps
humain ce qui en conséquence des problémes émumsret sanitaires.

Une fois le biofilm formé il est trés difficile d&liminer. Les bactéries dans un biofilm,
dites bactéries sessiles, présentent en effetrdpsi¢tés phénotypiques qui les distinguent de
leurs homologues planctoniques. D’ou, la nécesit@révenir leur formation et/ ou de leur
élimination a partir de stratégies mieux adaptée® dnode de vie en communauté. Leur
présence lors d’'infections demande donc de nowvetiéthodes de prévention, de diagnostic
et de traitement

Malgré la liste des problémes engendrés paritddnhs, tous les biofilms ne sont pas
néfastes pour 'lhomme et ils jouent méme un rélgitipalans bien des domaines. Un des
meilleurs exemples pour illustrer les effets bénéfs des biofilms est leur mise en
application dans le domaine du traitement desaifisiet de I'eau potable .Dans la nature, les
biofilms ont des impacts bénéfigues multiples, guits sont responsables dans le sol du
recyclage des nutriments, ils jouent un role imgnaridans la production d’oxygéne, dans la
fixation du carbone et de I'azote, mais égalemamisdes processus de biominéralisation ou
de bioremédiation. Dans l'industrie, les biofilmens de plus en plus utilisés par les
biotechnologies ; ils interviennent dans de nombrprocédés dans des secteurs tels que
I'industrie agro-alimentaire ou l'industrie de ratige. La production biotechnologique par
des cellules fixées et organisées en biofilms ptéselusieurs avantages, notamment de
pouvoir produire de grands volumes sur un long ¢eend’éviter la perte de temps induite par
les redémarrages de production .Depuis quelquedeantta découverte de la capacité de

certains biofilms, appelés biofilms électroactéiséchanger des électrons de maniéere directe
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avec les métaux, ouvre de nouvelles perspectivelsnsdogiques. En premier lieu, leur
pouvoir de développer de nouvelles sources d'éeemgu colteuses. Les biofilms
électroactifs sont donc le sujet d’'un nouveau domale recherches en pleine expansion
faisant intervenir différentes disciplines domingas I'électrochimie et la microbiologie.
Néanmoins ce mode de vie en biofilm est un pacesomplexe et reste un sujet vaste

a explorercar ces biofilms positifs peuvent deveos alliés.
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RESUME

Titre : Biofilms bactériens et leur implication en patigie humaine

Auteur : Bezoui mouna

Mots clé : Biofilms bactériens ; Résistance ; infections cigoa ; Implant médicaux ; anti-
biofilms.

Le mode de vie en biofilm est prédominant chezoegnismes unicellulaires. L'autre
alternative est la flottaison libre qualifiée delahctonique”. Cette derniére a longtemps été
considérée comme leur unique forme de vie. Ce mjestrécemment que les biofilms sont
admis comme le mode de vie normal et majoritaire méroorganismes responsables de
nombreuses infections bactériennes qui préserdemiajeure cause de la morbidité et de la
mortalité en milieu hospitalier. Cela pose de gsaproblemes de santé publique

Dans un premier temps de ce travail , nous avopkeX les étapes de formation des
biofiims et les mécanismes impliqués dans leur ledgun ainsi que les pathologies
impliquant ce mode de vie ,Les biofiims se formasawbien sur les tissus superficiels ou
internes de I'hdte que sur des dispositifs invatafs que les cathéters et les implants, les
valves cardiaques, les sondes urinaires ou en@wepiothéses articulairesconstitueront
I'élément clé de la pathogénese des infectionsnzatériels. La présence de biofilms lors
d’'une infection n’est pas diagnostiquée par leshoas actuelles d’analyse bactériologique.
L’éradication des biofilms dans ce contexte poseéteeux problemes car si les traitements
antibiotiques classiques sont efficaces sur legbas planctoniques, ils révélent parfois une
efficacité quasiment nulle sur les biofilms.

Cependant les preuves expérimentales s’accumpdemtreconnaitre que le biofilm est
un veéritable bouclier a I'action des antimicrobiens celle du systéme immunitaire.

Comme nous l'avons indiqué I'amélioration desnr@issances sur les mécanismes
impliqués dans la formation des biofilms et lar@sise de ceux-ci aux antimicrobiens, et en
particulier aux antibiotiques, est devenue un engé afin de trouver de nouveaux moyens
pour prévenir ou traiter les infections assocaesbiofilms. Qu'ils sont variés et font parfois
appel aux nouvelles technologies (bactériophagaessinations ...). Ou Ainsi, de nouvelles
molécules perturbant la formation, la maturatioaopersistance des biofilms sont étudiées.
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ABSTRACT

Title: Biofilm bacteria and their involvement in humanhgabgy
Author: Mouna Bezoui

Key words: bacterial biofilms, resistance; chronic infectiomsdical implants; anti- biofilm

The lifestyle in biofilm is predominant in uniceldu organisms. The other alternative is the
free float described as "plankton”. The latter loag been regarded as their only form of life.
It is only recently that biofilms have been recaguni as the normal and most recurrent
lifestyle of the microorganisms responsible for mdracterial infections causing morbidity
and hospital mortality.

Initially in this study, we explored the stagesbodfiims formation; the mechanisms of their
regulation and pathologies involving this lifestyi¥e therefore deducted that biofilms form
onthe host’s superficial or internal tissues asl vasl invasive devices such as catheters;
implants; heart valves;urinary cathetersand amdifipints. These biofilms thus constitute the
key element in the pathogenesis of infections oterias. Furthermore, their presence during
an infection fails to be diagnosed by current méshdor bacteriological analysis.Their
eradication in this context poses serious publialtheproblems, because even supposing
conventional antibiotic treatments are effective mlanktonic bacteria, they prove to be
almost completely ineffective on biofilms.

However, improving knowledge on the mechanisms lwvaa in biofilm formation and their
resistance to antimicrobial, particularly to artiiis, has become crucial to finding new ways
of preventing and treating infections associatett Wwiofilms. We had revised new means of
detectionand treatment. They are varied and ofegort to new technologies or new

molecules that disruptthe formation, maturatiopensistence of biofilms.
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