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INTRODUCTION

Un biofilm est une communauté de micro-organismes (bactéries,
champignons, protozoaires ou algues) adhérant eotreet fixés a une surface, et enrobés
dans une matrice d’exopolysaccharides protecttieglleésive qu’ils synthétisent.

Le mode de vie en biofilm est lmode de comportement prédominantdes
organismes unicellulaires. L'autre alternativel@dlottaison libre de type dit "planctonique”,
dans un milieu liquide, fluide ou méme solide. lbésfilms sont observés dans les milieux
agueux ou exposés a I'humidité. lls peuvent seldgper sur n'importe quel type de surface
naturelle ou artificielle, qu'elle soit minéral®c¢he, interfaces air-liquide...), organique (peau,
tube digestif des animaux, racines et feuilles glastes), industrielle (canalisations, coques
des navires) ou médicale (prothéses, cathéterdesaminaires..)

L’organisation communautaire des biofilms permek aellules de coopérer et
d’interagir de maniére différente qu'en environnetibre. Le passage d’un mode de vie a
I'autre est un processus dynamigue et complexejédmar de nombreux facteurs exogenes et
endogénes. Il est caractérisé pacbhangement radical de phénotypet par I'acquisition de
propriétés spécifiques aux biofilms, notamment diasition d’une antibiorésistance et
I'expressionde facteurs de résistance a de nombreux stresoengmentaux. Ceci pose de
graves problémes de santé publique, y compris maredes biofilms peuvent se former sur
des implants médicaux et étre a l'originéntBctions nosocomialesOn trouve aussi des
biofilms a la surface de la peau. La plupart duggnils sont composés de micro-organismes
faisant partie de la flore commensale cutanée. édla-dles problemes de résistance, les
biofilms cutanés sont impliqués dans de nombreugnpmenes comme I’homéostasie
cutanée, la cicatrisation et dans le développendendermatoses. Peu de données sont
disponibles a ce sujet.

Le but de cette étude est de proposer des axescherche sur la problématique des
biofilms en dermatologie et d’aboutir a I'élabocatide principes fondamentaux permettant
une prescription cohérente et raisonnée de topigaes le cadre d’'une consultation de
dermatologie humaine ou vétérinaire.

Au préalable, on présentera la physiologie desiliisfainsi que les exemples de
biofilms les plus fréquemment rencontrés dans leemmeédical et industriel, puis on étudiera
les principaux moyens de lutte. Ensuite, nous étods la relation entre les biofilms et la
peau et leur impact dans les principales dermatbséslomme et de I'animal.






1. METHODES D'ETUDES DES BIOFILMS

1.1. Données historiques

On attribue la découverte des biofilms a l'invemtelw microscope, Antoni Van
Leeuwenhoek (1632-1723), qui observa vers 1683 aet@ppareil des communautés de

micro-organismes a la surface des dents (DonlbR)20

La mise en évidence des biofilms est longtempseeanecdotique, en partie parce

gue les méthodes d'observation n'étaient pas anffreent performantes.

En 1933,lors d’expériences visant a observer la croissafalgues sur des lames de
verre placées dans un aquarium, Henrici obserxaedi sur ces lames, des communautés
bactériennes. Il émit alofhypothése que la plupart des bactéries vivanndlieux aqueux
sont organisées sous forme de communautés sefissies a une surface, et non pas sous
forme planctonique (Henrici, 1933). Le concept deiotilm » est né, mais le terme en lui-

méme n’est pas encore utilisé.

Claude E. Zobell (1904-1989), considéré comme le p@ la microbiologie marine,
démontra vers 1936 que les surfaces solides soéfigges au développement des bactéries
lors de leur conservation dans un milieu nutritiild. En 1943, il montra que de trés faibles
guantités de nutriments organiques s'adsorbenteswerre et que cette concentration de
matiere organique favorise la formation de commtégbactériennes fixées sur les surfaces
(Costerton, 2004).

C’est dans les années 1970, sous l'impulsion deaCkiss puis de Costerton, que
I'étude des biofilms a pris véritablement son edses techniques utilisées a cette époque
étaient essentiellemenia microscopie électronique a balayage et les wadtu
microbiologiques. Ces techniques ont permis dendé&in certain nombre de caractéristiques
inhérentes aux biofilms. Par exemple, [lutilisatiod’'un colorant spécifique des
polysaccharides, le rouge Ruthenium, couplée axatelir, le tétroxide d’osmium, a permis
de visualiser une matrice d’exopolymeres englodastaggrégats cellulaires.

En 1973, Characklis démontre que les matrices gebymeres des biofilms conferent
a ces derniers une résistance avérée contre hadés désinfectants, notamment ceux a base

de chlore (Characklis, 1973). En 1978, Costertosoet équipe proposérent les premiéres
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hypothéses sur les mécanismes impliqués dans d$mthé&les micro-organismes. llIs
proposeérent pour la premiére fois le terme de #livis », en suggérant que ce serait le mode
de vie naturel adopté par la plupart des microftisgaes (Costerton, 1978). Cette
proposition, qui s’appuyait initialement sur la qmmaison du nombre de bactéries sous forme
planctonique et sous forme de biofilms dans uniengy est désormais généralement admise
par les microbiologistes.

Depuis, un nombre croissant d'études ont été coresmaux biofilms, aussi bien dans
les domaines industriel et environnemental que dandomaine médical. En dix ans, le
nombre de publications scientifiques annuelles aomes aux biofilms est passé d'une
dizaine (1996) a plus de 1200 (2006).

Plus récemment, la microscopie a balayage (cf geDeet les cultures ont été
supplantées par d’autres techniques comme la naimpaes confocale a balayage laser (cf page
11) et les outils du génie génétique. Ces dermiens par exemple applicables a I'étude des

genes impliqués dans lI'adhésion et la formatiobidtiim (Donlan, 2002).

1.2.Diversité des biofilms et diversité des méthodesd&tudes.

Lestechniques d’études des biofiimsont trésvariées Cela est a mettre en relation
avec la multitude des environnements dans lestgeelsiofiims peuvent se former : pipelines,
cathéters, dents, peau, racines des plantes, pasufpanexemple en cas de mucoviscidose,
etc...). Cependant, méme si les biofilms sont extréerg diversifiés, il est utile de mettre en
place des méthodes d’étude reproductibles d'unréabioe a un autre, afin de pouvoir

comparer les données et les interpréter correctefiarcLean, 2004).



1.3.Les méthodes d’étude des biofilms

La standardisation des méthodes d’étude des b®fish nécessaire. Elle se fait selon

un certain nombre de criteres (MacLean, 2004).
1.3.1.Choix des micro-organismes

Le choix des micro-organismes utilisés pour étuidiéormation de biofilms repose

sur plusieurs criteres (MacLean, 2004) :

A\

Capacité inhérente des micro-organismes a formebiddélms,

A\

Conditions de culture des micro-organismes (pH,ptaeture, lumiére, nutriments,
oxygene...),

Stabilité génétique,

Stabilité physiologique,

Cinétique de formation du biofilm,

YV V V VY

Contamination.

Des études ont été réalisées avec une grandeévdeemicro-organismes, on peut
citer entre autres Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Listanianocytogenes,
Proteusspp Vibrio cholerae, Yersinia pestis, Bacillus subfiClostridiumspp....

1.3.2La polyculture : meilleur reflet de la réalité biologique

La grande majorité des études sur les biofilms s&mitsées emonoculture, c'est-a-
dire que I'on étudie des biofilms formés d’'une seepece de micro-organismesavantage
de la monoculture est que I'on peut plus facilemedantifier des mutations survenues lors
du changement de I'aspect des colonies (MacLed)20

Néanmoins, dans la nature, les micro-organismes goume de biofiims sont
rarement trouves sous forme de culture pure ;itEfdrbs hétérogenes composés de plusieurs
espéeces de micro-organismes sont prédominantes. I@xistence d’une seconde méthode
d’étude, plus complexe a mettre en ceuvre mais ptashe de la réalité biologique : la
polyculture (Maclean, 2004). Certaines coloniesriero-organismes sont pigmentées, il est

donc facile de les identifier lors de polycultur€dnon, on peut identifier les especes



microbiennes par les techniques du génie génétiguemet une sonde d’ADN spécifique
d'une bactérie et I'hybridationin situ permettra d’identifier la bactérie concernée par

fluorescence).

Les biofilms hétérogénes sont le siege d’'un grammdbre d’intéractions entre micro-
organismes (cf page 22actions synergiques, actions négativgsompétition, parasitisme,

prédation..).

Lorsque les populations bactériennes atteigneetain équilibre au sein du biofilm,
seul un petit nombre d’espéces bactériennes présorinés organismes prédominants au sein

des biofilms ne sont pas nécessairement les mém@séglominent sous forme planctonique.

Ainsi, les études en laboratoire permettent d’évaluer legiesont les espéces
bactériennes qui deviennent prédominantes lors dangement des conditions

environnementales (MacLean, 2004).

1.3.3Les différentes méthodes d’obtention des biofilms

Des chercheurs ont développé différentsodeles de biofilms artificiels

reproductibles d’'un laboratoire a un autre (LenQ8).

Les cuves a flux continu sont de petites chambres a parois transparentes da
lesquelles des biofilms submergés peuvent se foemnsont continuellement approvisionnés
en nutriments. Comme l'indique le nom de la teghai les biofilms sont dans un milieu
agueux, caractérisé par un flux de liquide, dontitesse est constante. Les biofilms formeés
dans ces cuves a flux continu peuvent étre faciknobservés avec les techniques de
microscopie confocale a balayage lasdcf page 11) on obtient ainsi desmages de
biofilms a tous leurs stades de développemer®n peut observer des images de biofilms
avec une structure « bourgeonnante » caractémstieju forme de champignons séparés par
des canaux aqueux.

On peut aussi réaliser desltures en lots, en absence de fluxCette technique
consiste a mettre des bactéries en culture danglagses de micro-titrage, sans flux. Avec ce
systeme, on peut analyser rapidement de nombrenangibons. Cette méthode d’étude est
utilisée en vue du séquencage des génomes desonganismes, de méme quedahnique

BN

d’analyse de pellicules flottant a I'interface airliquide. Elle consiste a recueillir des
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biofilms formés au niveau d’une interface liquideet de les analyser. Enfin, on peut obtenir

des biofilms sous forme amlonies formées a la surface de milieux gélosés

La plupart des souches bactériennes utilisées lmrdtire produisent des biofilms
fragiles comparativement aux souches sauvages @eesespeces bactériennes. Les souches
auraient accumulé des mutations au fil des années des expériences de culture en

laboratoire et auraient subi en quelque sortedameestication(Branda, 2001).

1.3.4Les différentes méthodes d’observation des biofilms

Les principales méthodes d’observation des bioftimist la microscopie électronique

a balayage et la microscopie confoncale a balalgege.

La microscopie électronigue a balayageest une technique de microscopie
électronique basée sur le principe des interacttgrgrons-matiere. Elle permet d’obtenir des
images tridimensionnelles en haute résolution dautéace d’'un échantillon. Le principe est
d’envoyer un faisceau d’électrdnsur la surface de I'échantillon & analyser quiréponse,
réémet certaines particules. Ces particules soatysges par différents détecteurs qui
permettent de reconstruire une image en trois dimaa de la surfaceLe premier
microscope électronique fut commercialisé en 1965.

La vision en relief du microscope électronique dayemge permet une bonne
observation des micro-organismes grace a sa pretorie champ, nettement plus élevée que
celle des microscopes optiques. Mais progressivert@emicroscopie électronique a balayage

a été supplantée par la microscopie confocaleayhge laser.

1 Un canon a électrons produit tmisceau d’'électrons appelé sonde électronique fine. Ce faisceau
d’électrons est projeté sur I'échantillon a analy€zet échantillon, qui doit étre propre, sec etdiwteur, est
placé sur une platine porte-objet. L'interactiotreda sonde électronique et I'échantillon prodlés électrons
secondaires, de basse énergie, qui sont accéknmesiv détecteur d’électrons secondaires qui amgifsignal.

A chaque point d'impact correspond un signal éigot. L'intensité de ce signal électrique dépena fois de
la nature de I'échantillon au point d'impact, qutermine le rendement en électrons secondairede déa
topographie de I'échantillon au point considéréedt ainsi possible, en balayant le faisceau swhéntillon,
d’obtenir une cartographie de la zone balayée.artographie d’électrons secondaires est enregistrée forme
numérique. Avant les années 1980, on utilisait wimetcathodique couplée a une pellicule photogragghiq
(Colliex, 1998).
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Le principe dumicroscope confocafut décrit en 1953 par Minsky. Il faut attendre la
fin des années 1980 pour que les premiers modétamerciaux apparaissent, rendant cette
technique accessible a de nombreux laboratoiremitescopie confocale est trés utilisée en
biologie ainsi qu’en sciences des matériaux. Ebstsécemment imposée comme moyen
d'investigation volumique et temporelle de spécishen

Le principe de la microscopie confocale a balaylager est de pratiquer des coupes
optiques virtuelles de tres faibles profondeurscdamps (environ 600 nm) dans l'objet
observé et de n'enregistrer que l'image de fluereesc émise dans un plan donné, que I'on
choisira. Une représentation tridimensionnelle giicgnen est obtenue par construction d'une
pile de coupes sériées bidimensionnelles, se référales sections optiques dans des plans
confocau®. La figure 1 résume le mode de fonctionnement dhinroscope confocal a
balayage laser. Leayon laser excitateur pénétre dans I'‘échantillon préalablement marqué
par desfluorochromes. Ces derniers sont auparavant répertoriés et chemsifonction de
leurs propriétés a se fixer sur des molécules qudigres d'une structure ou d'un objet
d'intérét. Lors de l'impact optique, il y a émissite rayons lumineux provenant de différents
plans de la préparation. Grace a un diaphragmablariappelé « pinhdle, il est possible de
sélectionner les rayons émis par un seul plan de gparation et d'éliminer le signal
provenant des autres plans. Les rayons réfléchisfitoes en fonction de leurs longueurs
d'onde puis détectés par des photo-multiplicateurs. Reisignal recu est converti en signal
numerique, contribuant a la création d'une imagmérigue virtuelle. Cette image est
typiguement codée sur 8 bits, parfois sur 12 biislé bits. Chaque section optique est
générée en déplacant le faisceau laser sur unie pardomaine admissible de I'échantillon.
La vitesse de balayage est limitée par linertiesgstéeme mécanique en mouvement. La
profondeur du plan focal est ensuite modifiée firamgrace a un moteur contrélé par

ordinateur pour produire la séquence de sections

2 http://www.jouy.inra.fr http://www.techno-science.net

3http://www.jouy.inra.fr

* « pinhole » signifie « trou d’aiguille » en anglai

S http://www.jouy.inra.fr

12



Figure 1: Principe de la microscopie confocale a lbeyage laser

D’apres_http://www.jouy.inra.fr

Trou d'aiguille ("pinholer)

Les lasers utilisés le plus fréquemment sont lagsts

» argon-ion (longueurs d'onde : 457 nm, 488 nm, 5t} n
» hélium-néon (543 nm),
> hélium-néon (633 nm).

La vision en relief permise par la microscopie &latque a balayage se préte bien a
'observation des micro-organismes, grace a saopdEur de champ. Les échantillons
observés avec cette technique doivent néanmoiegp&tparés de facon rigoureuse, ce qui ne
rend pas son utilisation trés simple : tout écliantidoit étre propre et sec avant d’étre fixe.

La microscopie confocale est plus facile d'utilisat Elle permet des études sur du matériel

6 http://www.techno-science.net
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fixé, mais permet également d'étudier des phénosndpeamiques, sur des cellules ou des

tissus vivants en particulier grace a I'utilisation de molécullemrescentes.

1.4. Etudes de laboratoire versus études de terrain

La plupart des études sur les biofilreent menéesn laboratoire. Elles sont
complétées par deétudes menées sur le terrairplus difficiles d’'un point de vue logistique,
mais plus proches des conditions réelles. Ellesypttent de confirmer ou non les hypotheses
émises par les laboratoires et de proposer desatitees ou de nouvelles pistes de recherche.

La difficulté des études menées sur le terrairdestire logistique. Les échantillons

doivent étre prélevés et stockés de la facon Ia stiérile possible (MacLean, 2004).

1.5.Le micro-organisme le plus étudié en monoculture Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosst I'espece la plus utilisée en laboratoire p&tudle des
biofilms et ce, pour plusieurs raisons.

Cette bactérie est rencontrée dans de nombreusedisis médicales (affections
pulmonaires, brdlures, formation de biofilms suis dmthéters veineux centraux...). Les
biofiims de Pseudomonas aeruginosa forment rapidement (moins de 24h), alors que de
biofilms d’autres espéceg&gcherichia colipar exemple) mettent au moins 48 heures a se
former. Une souche dEBseudomonas aeruginosRAOL, présente I'avantage d’avoir été
entierement ségquencée, et sert donc de suppostétuties du génome (Maclean, 2004).

En plus de la standardisation des méthodes reptibtascd’'un laboratoire a un autre,
des modéles d’infections associées a des biofilensigttent la comparaison des résultats et

la recherche de traitements possibles de ces imfisct
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1.6. Etablissement de modeles d’infections associés sdeofilms

Les techniques d’étude des biofilms permettenhdtre en place des modéles
d’infections associées aux biofilms, afin de mieormprendre et de mieux traiter ces

derniéres. On distingue deux types de modélesitro etin vivo (MacLean, 2004).

1.6.1Modeéles in vitro

L’avantage des modeles in vitro est ldaas prix et le controle des conditions
expérimentales de croissancdes micro-organismes.
Voici quelques exemples de modeles vitro d’infections liées a des biofilms,

regroupés dans le tableau 1.

Tableau 1: Modeéles d’infectionin vitro

D’aprés (MacLean, 2004)

Technique Objet d’étude

Cuve a flux continu (bouche artificielle) Evaluatides techniques d’action des
agents luttant contre la plaque dentaire

Sondein vitro Incrustation de la sonde urinaire par des
cristaux
Fermenteur Formation de biofilms orauaxvitro

Pour modéliser la formation du biofilm que con&ita plaque dentaire, on utilise un
fermenteur, qui joue le réle d’'une véritable bouehicielle. A I'intérieur de ce fermenteur
sont disposés des disques d’hydroxyapatite préatedit recouverts de salive. Un systéme de
lame rotative retire I'excédent de biomasse forraéeniveau des disques d’hydroxyapatite
(imite la mastication naturelle). Ceci permet decréer in vitro les conditions
environnementales retrouvées dans la cavité bucstaldonc d’étudier les biofilms qui

peuvent s’y former.
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1.6.2Modéles animauxin vivo

Toute infection est le reflet d’une interaction rent'héte et le micro-organisme
responsable : d’ou I'intérét desodeles animauxpour étudier les maladies infectieuses liées
a la présence de biofilms.

Les modifications génétiques réalisées chez lesant de laboratoire (souris, rat,
lapin...) permettent deontrdler certains parametres(systéme immunitaire, physiologie...)
et de regarder linfluence de linfection sur d’autres paramétres, non fixés par
I'expérimentateur.

Par exemple, I'étude des facteurs de virulen&sscherichia colichez le rat permet de
réaliser un modele animal de la prostatite chramiacLean, 2004). Une étude chez le
lapin sur des biofilms &scherichia colipermet d’établir un modéle d’infection liée a la
colonisation de sonde urinaire (MacLean, 2004)ndonvénient de la réalisation de modéles
animaux réside dans les problemes d’éthique etiatedire animal. De plus, on ne peut pas
contrbler parfaitement tous les parametres enganeu dans I'étude. Enfin, les animaux de

laboratoire sont loin de la réalité des especesous intéressent réellement.

Les méthodes d'étude des biofilms ont beaucoufuéyen partie avec I'arrivée de la
microscopie confocale et les outils du génie géunéti Leur standardisation a permis de
réaliser des modéles d’'infections associées aidébris, reproductibles d’'un laboratoire a un
autre. Elles connaissent un essor important depesgsdix dernieres années. Pour mieux
comprendre ce que sont les biofilms et quelles sntnodalités de cette forme de vie, on va

maintenant présenter de facon détaillée les péatités de leur architecture.
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2. STRUCTURE DES BIOFILMS

Dans les conditions naturelles, les bactéries entistous deux formes (Clutterbuck,
2007) :
» libre : mode de flottaison libre appdt&me planctonique,

» sessile attaché, sous forme de biofilm.

Le passage d’'un mode de vie a l'autre est un psosedynamique et complexe. La
forme planctonique permet aux bactéries geoliférer et decoloniser de nouvelles niches.
C’est la forme minoritaire. Brievement, des bae®rsous forme libre s’attachent a une
surface de facon irréversible, puis croissent. Gactéries produisent et accumulent des
polymeéres extracellulaires, formant une matriceraedilulaire a forte teneur en eau. Les
bactéries sont immobilisées au sein de cette reairieur proximité entre elles leur permet de
réaliser des échanges de signaux et de nutriméfdst cet ensemble qui forme le biofilm
(Clutterbuck, 2007).

Ce mode de viepermet a des colonies de bactériepdesister a un endroit donne,
sans proliférer. Il confére a la communauté baetére une véritablprotection contre un
certain nombre destress environnementauxcomme la dessication ou encore l'action
d’agents antimicrobiens. Un biofilm a la capacité devenirrésistant aux réponses
immunitaires innée et acquise de I'h6te. Les tna@ets antimicrobiens a des concentrations
classiques d'utilisation ne permettent pas I'ératiim des biofilms. L'étude de la structure
des biofilms et des mécanismes de leur dynamiquiorieation a donc un intérét dans la

recherche concernant les moyens de lutte conttadébns.

2.1. Une grande diversité de biofilms

Le terme de biofilm pourrait laisser entendre gg’git d’'une simple couche de
micro-organismes déposée sur une surface. Lednbgo§iont trehétérogenesdans le temps
et dans I'espace. lls soobnstamment remodeléssuite a I'influence permanente de facteurs
endogenes et exogenes (cf page 28) (Tolker-Niel26A0). lls présentent ungrande
diversité aussi bien au niveau structural (une ou plusiegspeces de micro-organismes au

sein du biofilm, épaisseurs diverses) qu’au nivéeaisupports coloniseés.
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Un biofilm peut étre constitué’une ou de plusieurs especes de micro-organismes
on parle respectivement defilms homogénesou debiofilms hétérogéneqTolker-Nielsen,
2000). La plupart des biofilms rencontrés sont fogt&nes. La présence d’'une espéece de
micro-organisme ou d’une autre au sein du biofigpehd des conditions environnementales.
Par exemple, lebiofilms éclairés par la lumiére du soleilsont composés majoritairement
d’'organismes phototrophes comme les algues ou les cyanobactéries, réalisant
photosynthese et produisant leur biomasse a phkatodarbone minéral. Ldsofilms formés
en absence de lumieresont constitués principalement de bactérigstérotrophes
(dégradation de la matiere organique) cdimiotrophes (transformation de substances

minérales) (Wanner, 2006).

Les biofilms peuvent se former sur desfaces biologiques ou inertes, d'umgande
diversité : tissus vivants, appareillage médical (sondehétet, broches...), systeme de
canalisation industriel ou d’eau potable, surfaiceergées... 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 forme l&limpl’organisation structurale de ce
dernier sera différente. Un biofilm fixé dans laniére d’'une canalisation a une structure trés
complexe, et contient divers composants : prodiggsis de réactions de corrosion, boue,
algues unicellulaires et bactéries filamenteusesbidfilm formé a la surface d’'un cathéter a
une organisation plus simple : on distingue desroviolonies de coques associées a une
matrice d’exopolyméres (Donlan, 2002).

Tous les biofilms n'ont pas la méme épaisseur. hiediims des eaux naturelles
oligotrophes sont plus fins que ceux des milieuxearx riches comme la plague dentaire ou
les cathéters (Bury-Mong, 2007). Les biofilms réoent formés sont souvent monocouches,

a l'inverse des biofilms plus anciens qui sonttsiés (Bury-Moné, 2007).

L’architecture du biofilm dépend des conditionsritives, ce qui suggére une facilité
de remodelage des biofilms. De bonnes conditionsties sont nécessaires aux étapes de
formation du biofilm, alors que les phases de dgystment tardif sont possibles dans des

conditions nutritives moins bonnes.
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2.2.Une organisation structurale commune

Les biofilms sont hétérogenes d’'un point de vuecstral. lls se forment sur des
supports variés, ont des épaisseurs differentesneformés par des espéces variées de micro-
organismes. De cette diversité on peut néanmoirgagid certaines caractéristiques
structurales communes a tous les biofilmsUn biofilm est constituée d'une fine
monocouche de cellules a sa base (fixées a lacsuda substrat), surmontée de plusieurs
couches épaisses de cellules enfermées dans unieengdtreliées par des canaux aqueux. |l
s’agit d’'une organisation spatiale stratifiee permettant des échanges (informations,
nutriments...) et une coopération entre micro-orgaes (Stoodley, 1997 ; Tolker-Nielsen,

2000).

2.2.1. Une organisation stratifiée

La couche la plus profonde du biofilmest constituée par les cellules qui se sont
fixées en premier. Ces cellules sont petites, he@tabolisme est anaérobie et leur croissance
est lente. Laouche superficielle du biofilmest constituée de grandes cellules en aérobiose
et a croissance rapide. Entre ces deux couchesllddes, on trouve des cellules en micro-
aérobiose. L'organisation stratifiée des biofilmexplique par I'existence de gradients de
nutriments, d’'ions... Les nutriments présents damsilieu extérieur diffusent en plus grande
guantité dans les couches superficielles du biofflus on avance vers les couches profondes
du biofilm, moins la diffusion est efficace et plies concentrations en éléments nutritifs sont
basses. Ces gradients permettent d’expliquer Isepo& de zones de croissance différentes

des micro-organismg8ury-Moné, 2007).

Des simulations tridimensionnelles réalisées pforinatique ont permis de montrer
gue les zones de croissance rapide du biofilm sardctérisées par la présence de larges
structures en colonnes contrairement aux zonesoiEsance réduite ou I'on trouve un réseau
étroit de structures entrainant ainsi une rédua&scommunications intercellulaires et de la

croissance du biofilm (Clutterbuck, 2007).

Au sein du biofilm, les micro-organismes morts ggék 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
(Bury-Moné, 2007).
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2.2.2. Les principaux constituants du biofilm : les bactéies et la matrice

d’exopolysaccharides

Les constituants essentiels d'un biofilm sont lasroaorganismes agglomeéres et la
matrice qu’ils synthétisent. kau est leur principal composant ce qui explique leur
propriétéhydrophile. La présence de canaux et de pores permet ded'fiax, d’ions et de
nutriments (Clutterbuck, 2007).

Les micro-organismes représent@nt 15 % du matériel du biofilm. Lamatrice
extracellulaire représent® a 90%de la masse organique carbonée d’un biofilm. Lea&ap
C/N d’'un biofilm est cinq fois plus élevé que paure suspension de bactéries planctoniques,
ceci étant di a la prédominance de la matrice ®lope, 2007). La matrice
d’exopolysaccharides joue umle structural important, et explique certains avantages
permis par le mode de vie sessile, notamment lgeg@ron des micro-organismes contre les
facteurs environnementaux et d’autres propriétémee la résistance aux agents bactéricides.

Les propriétés physico-chimiques de la matrice apetysaccharides sont variables
d’'un biofilm a l'autre. Elle est toujours initialant composée de polysaccharides. Sa tres
forte teneur en eau, dle a sa capacité a fixagramd nombre de molécules d’eau par des
liaisons hydrogéne, permet digtter contre la dessiccationde certains biofilms dans le
milieu naturel. Parfois, la couche la plus extedeela matrice se déshydrate afin de former
une interface seche et d’empécher une dessiccptim marquée (Sutherland, 2001). La
matrice d’exopolysaccharides joue aussi un role emin dans les propriétés
d’antibiorésistance des biofilms en se liant directement aux agentismaicrobiens et en les
empéchant de pénétrer au sein du biofilm (Donl@62}

Ainsi, la matrice d’exopolysaccharides joue un ileictural et fonctionnel important
puisqu’elle sert dbarriere protectrice contre la dessication, les substances bactérinidées

aussi contre les bactériophages (Donlan, 2002).

2.3.0Observation de biofilms

Les méthodes d’études actuelles des biofilms pgemted’en obtenir des images. Leur
visualisation permet de mieux se rendre compta dédlité et de la complexité de la structure
des biofilms. Par exemple, pamicroscopie confocale a balayage lasegssociée a des
techniques de mesure par des micro-électrodes,bsene des conglomérats cellulaires

emprisonnés dans une importante matrice extraaghuk forte teneur en eau, avec des
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formes diverses : piliers cylindriques ou filameé@t®quant une structure en forme de tulipe,
de coraux ou de champignons (Photographie 1). @egtgularité structurale s’explique par la
présence d'une multitude de pores et de canauxte Geganisation tridimensionnelle
particuliere permet une protection optimale desvidds formant le biofilm (Clutterbuck,
2007).

Photographie 1 Biofilm de Staphylococcus spp. a la surface d’'un implant médical.

Image obtenue par microscopie confocale.

Photographie de Janice Car, Public Health ImagebyixCenters for Disease Control and

Prevention, Atlanta, GA USA. Avec accord.

Sur la photographie, on observe des structuregigpies, ressemblant a des champignons, unis par des
filaments. Cette organisation tridimensionnelleastctéristique des biofilms.

fAcc.V 7Spot M g e |
710.0kV 3.0 2363x SE 12.6 98-11-62
: & ‘ -

La structure des biofilms est relativement héténegemais des propriétés
architecturales communes existent. Il s’agit dengbmmérats cellulaires aggrégés dans une
matrice d’exopolysaccharides. Les biofilms sonvdraés d'une multitude de pores et de
canaux permettant des échanges d’information, ld&sdfeau, mais aussi des transports de

nutriments et de déchets. On peut parlécalogiedu biofilm.
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3. FORMATION ET ECOLOGIE DES BIOFILMS

La formation d’'un biofilm représente un changemedical de mode de vie des
micro-organismes qui le constituent. Le passage dinde de vie planctonique, individuel, a
un mode de vie communautaire et sessile, est utepsas dynamique et complexe. Il est
caractérisé par une modification de I'expressioméggue et par urchangement de
phénotypesdes micro-organismes concernés : les mémes ingdiviee possedent plus les
mémes propriétés ni les mémes fonctions. L'enveorent particulier du biofilm permet aux
cellules decoopéreret d’'intéragir de maniére différente que sous foptaactonique. Ainsi,
les bactéries vivant en biofilm ont des propriésémsiblement différentes de celles des
bactéries planctoniques de la méme espéce. L'¢ictivee nombreux groupes de génes’)(10
en quelques minutes régule cette permutation deerdedsie (Costerton, 1999). Les facteurs
génétiques et environnementaux permettant la transentre ces deux modes de vie
commencent tout juste a étre identifiés et com@aler, 2008). Les micro-organismes d’un
biofilm disposent de mécanismes originaux pourtatiter de facon réversible a une surface,
y adhérer et former une communauté. Un véritébtesystéméva se former, puis se détacher
sous l'influence de divers facteurs environnemen{&onlan, 2002).

Les moyens utilisés par les bactéries pour formesr liofilms different selon les
especes considérées, mais on peut défiais propriétés communesa tous les biofilms
(Lemon, 2008), (Goller, 2008) :

> Les cellules constituant le biofilm sont reliéedrerelles par unematrice
extracellulaire composée de polysaccharides, de protéines et dd®ci
nucléiques,

> Le développement d'un biofilm est sous [linfluence de signaux
extracellulaires (environnementaux) etcellulaires (notion de quorum
sensing : cf page 35),

> Le biofilm protege les bactéries qui le constitudatl’action des agents anti-

microbiens, des défenses immunitaires de I’h6téétentuels prédateurs.

On va tout d’abord s’intéresser aux difféerentep&sade formation d’'un biofilm.

" Un écosystéme est un ensemble dynamique d'orgesigivants (plantes, animaux et micro-organismas) q
interagissent entre eux et avec le milieu dansdetgivivent (sol, climat, eau, lumiére) avec wmganisation
tri-dimensionnelle particuliere
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3.1.Les étapes de formation d’'un biofilm

On distingue cing étapes dans le mécanisme de fimmédes biofilms (Figure 2).
Tout d’abord, les bactéries intéragissent aveculnstsat et s’y fixent de facaeversible par
des intéractions non spécifiques de type liaisaifrdgeéne ou liaison de Van der Waals : on
parle dadhérence (Figure 2 (a)) (Golovlev, 2002 ; Van Houdt, 200Blis les bactéries se
fixent de faconirréversible et spécifique au substrat grace a dewlécules d’adhésion
comme par exemple les pili, et synthétisent nnadrice d’exopolysaccharides : il s'agit de la
phase dadhésion(Figure 2 (b)). On distingue ensuite des phasesaiesance (Figure 2 (c))
et de maturation du biofilm (Figure 2 (d)). Puieus I'effet de facteurs environnementaux,
des bactéries vont se détacher du biofilm (Figur¢e®, et se disperser sous forme
planctonique dans le milieu environnant : on paflessaimagedu biofilm (Clutterbuck,
2007).
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Figure 2: Cycle de développement simplifié d’'un bidm.

D’apreés [http://www.biofilm.montana.edu], avec actdu Montana State University

Center for Biofilm Engineering.

Les batonnets rouges représentent les bactétiémtplanctonique et celles figurées en beig&eat
de biofilm. Ce dernier est représenté en beige.cires stades successifs du passage d'un de cesaéfatitre

sont schématisés : (a), (b), (c), (d) et (e) (chewntaires dans le texte).

(a): {b}: {c)-phase de {e)- dizpersion et o
adhérence adhésion croissance du biofilm essaimage du piofilm L~

{_d}:ph:se da
maturation du biofilm

3.1.1. Attachement primaire réversible et non spécifiqgue aine

surface (adhérence)

L’interface solide-liquide entre une surface et un milieu aqueux (eau, samg pa
exemple), fournit un environnement idéal pour lgafion de micro-organismes et la
formation d’'un biofilm. Dans un environnement lidaj les bactéries sont soumises a des
forces hydrodynamiques lorsqu’elles s’approchent d'une surface. Les bagté ont
développé des mécanismes de motilité active afincalgrer les forces répulsives et
électrostatiquesrencontrées au voisinage des surfaces sur lesguglies se fixent. Par
exemple, les bactéries Gram-négatives, cofasaherichia coliou Salmonellaposséedent des

flagelles Ces derniers leur permettent d’entrer en coraget une surface puis de s’y fixer
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(Goller, 2008). Cependant, la motilité flagellainéest pas essentielle pour I'attachement
initial et la formation d'un biofilm. L'absence diéagelle est compensée par I'existence
d’autres molécules adhésives, comme les curli, pitamt I'attachement de la bactérie a la
surface (Beloin, 2008). Certaines bactéries sqaitnles d’établir un contact avec une surface
par des mécanismes de signalisation et d’exprimedgsuite des adhésines a leur surface
(Wang, 2004). Ce mécanisme est appelé « surfagingen Il existe chegEscherichia coli
(systéme de signalisation Cpx) mais les modes migifmnement ne sont pas encore connus
(Goller, 2008). Les génes codant pour les carasctélee motilité (synthése du flagelle,
motilité, chimiotactisme...) sont inhibés une foisedas bactéries se sont fixées a la surface
(Prigent-Combaret, 1999).

L’attachement primaire a une surface est soudu@mice de nombreux facteurs : pH,
osmolarité du milieu, température.... (Beloin, 2008).est suivi par un attachement

secondaire spécifique et irréversible a la surface.

3.1.2. Attachement secondaire irréversible et spécifique ane surface (adhésion)

Mécanismes d’adhésion.

L’adhésion correspond a une fixation active sgiécifiquedes micro-organismes sur
une surface. Les structures d’adhésion varienhdelbtypes de micro-organismes concernés.
Pour les bactéries Gram-négatives, il s’agit piés des curli, des capsules et du glycocalix.
Pour les bactéries Gram-positives, ce sont leseactdichoiques, I'acide mycolique, la
capsule et le glycocalix. D’autres bactéries vivargsque uniguement fixées (comme par
exemple Caulobacter ou Hyphomicrobiun utilisent des structures spécifigues comme le

pédoncule ou la gaine (Van Houdt, 2005).

Ces molécules d’adhésion permettent d’établir dastacts cellule- surface et des
contacts cellule-cellule (Lemon, 2008). Chez cedai souches de streptocoques, des
protéines exprimés a la surface des bactériese enitres la protéine Bap, favorisent les

contacts entre cellules et contribuent & la syetliesla matrice extracellulaire (Lasa, 2006).
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Molécules impliquées.

Les fimbriae de type [, oupili, sont rencontrées chez la plupart des bactérida de
famille desEnterobacteriacea€Escherichia coli, ShigellaCitrobacter et Enterobacterpar
exemple). Elles interviennent dans la colonisatientissus vivants et dans la formation de
biofilms. La protéine adhésive FimH exprimée par fiembriae de type | peut se lier a des
glycoprotéines, comme par exemple les uroplakimssogllules uroépithéliales vésicales, les
IgA ou encore les mucines pulmonaires et intestgadla production de fimbriae de type | est
un processus complexe gouverné parstasuts nutritionnels des cellules et lesonditions
environnementales (Goller, 2008). Les bactéries exprimant ce typerghnelles en
expriment en moyenne 100 & 500 a leur surface {{Be2008).

Lescurli sont dedibres protéiques extracellulairesproduites par des bactéries de la
famille desEnterobacteriaceaelLes curli peuvent se fixer a des protéines de #rioe
extracellulaire des cellules de I'héte : fibroneetilaminine, plasminogéne. Leur synthése est
sous linfluence de nombreuses conditions envirorergales comme la température,
'osmolarité, le pH et les concentrations en oxygéBeloin, 2008). Les curli ont un rdle dans
I'adhésion et la colonisation d’'une surfaceet la formation de biofilms (Vidal, 1998).
L’aptitude de souches environnementaldssgherichia colia former des biofilms dépend de

leur capacité a exprimer des curli a leur surf&zastonguay, 2006 ; Goller, 2008).

Les pili de conjugaisoninterviennent lors du contact initial avec la sgg et lors de
la phase de maturation du biofilm. Ils joueraientr@le de stabilisation dans la structure du
biofilm (Beloin, 2008). L'utilisation des pili deonjugaison met un terme a une mobilité
désorganisée des bactéries et permet des interactiables. Dés lors, I'attachement devient
irréversible (O’'Toole, 1998).

Certaines bactéries expriment a leur surface mektcules spécifiquesntervenant
lors de leur fixation a un substrat, differentess daolécules d’adhésion fréquemment
rencontrées et citées précédemment. Prenons l'dgedgs souches BEscherichia coli
responsables d’infections du tractus urinairesesaitla colonisation de sondes urinaires.
Soixante pour-cent des souches uropathogérieschierichia cofi expriment a leur surface

uneadhésineappeléeAg43. Il s'agit d’un facteur protéique intervenant ddes phénomeénes

8 appellées aussIPEC, pour UroPathogenigscherichia coli
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d’auto-aggrégation cellulaire. Cet épitope confatx bactéries qui en sont porteuses la
capacité de « s’auto-aggréger ». Ag43 interviemisdas contacts cellule-substrat et cellule-
cellule et est exprimée de fagon importante dulanmhode de vie sous forme de biofilms

(Schembri, 2003).

3.1.3. Phases précoces de développement du biofilm. Maturan du biofilm.

Des que I'attachement au substrat devient irréokersie biofilm entame des phases de
croissance et de maturation. La maturation duilbiofest divisée en deux phases
(Clutterbuck, 2007). La premiere phase est margpae des régulations de genes
importantes, engendrant un changement marqué deotyip@ par rapport aux formes
planctoniques. Elles concernent essentiellement glyses codant pour degsrotéines
impliquées dans des métabolismes anaérobigsela suggére la faible présence d’oxygene,
surtout dans les zones les plus proches du sugfarter, 2002). La seconde phase de
maturation du biofilm est marquée par dgatheses protéiqguesmportantes, tres différentes
de celles ayant lieu lors de la premiere phase atenation du biofilm. L'épaisseur maximale
du biofilm est atteinte durant la phase de matomafClutterbuck, 2007). Soixante-dix génes

subiraient des modifications au cours de la matmat'un biofilm (Whiteley, 2001).

3.1.4. Essaimage et dispersion du biofilm

Lorsque I'épaisseur maximale du biofilm est atwite stade final de développement
du biofilm peut avoir lieu. Il s’agit dstade de dispersion des formes planctoniques sont
relarguées dans le milieu extérieur, a partir dfilon. Des remaniements génétiques sont a
I'origine du détachement des formes planctoniqu@s.dernier permet non seulement de
promouvoir une diversité génétiquemais aussi déavoriser la colonisation de nouvelles

niches écologiquesgt par conséquent la formation d’autres biofil@kitterbuck, 2007).

La libération des formes planctoniques a partirbthfiim peut se faire selodeux
modalités (Characklis, 1990 a). Les bactéries peuvent sactét de facon continue, en
petites quantités : on parle €’érosion »du biofilm. Mais on peut assister a un détachement

massif et rapide, «en lambeaux », de quantitésoritaptes de bactéries, appelé
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« sloughing». Les formes planctoniques ainsi libérées peuveonserver des
caractéristiquesdu biofilm, comme kntibiorésistance.En effet, les bactéries planctoniques
essaimant d’un biofilm sont capables de résister difenses immunes de I'héte et étre a
l'origine d’une infection (Donlan, 2002). Par exdmples bactéries planctoniques qui
essaiment a partir de prothéses et dimplants raédicsont capables de survivre a la
phagocytose réalisée par les polynucléaires néehitesp et d’engendrer une infection
systémique (Clutterbuck, 2007).

3.2. Facteurs favorisant la formation d’'un biofilm

La formation d’un biofilm est un phénoméne complesaus I'influence de nombreux
facteurs : caractéristiques du substrat sur lelpsebactéries vont se fixer, forces s’exercant
dans le milieu aqueux (hydrodynamique du fluideyactéristiques du milieu et propriétés de
la surface des cellules (Donlan, 2002).

3.2.1. Caractéristiques de la surface

N’'importe quel matériau en contact avec un fluidmtenant des bactéries est un
support potentiel pour la formation d’'un biofilmaltugosité, les propriétés chimiques d’une
surface et la présence préalable de films protéiflsur une surface jouent une influence sur

I'attachement des bactéries a cette surface efoarteation d’un biofilm.

Rugosité de la surface.

Plus une surface est rugueuse, plus la colonisaiencette surface par des
microcolonies est importante (Characklis, 1990kl surfaces rugueusesont colonisées de
facon préférentielle car le®rces répulsives sont moindrest lasurface de fixation est
augmentée,gracea la présence dspérités (Donlan, 2002). Néanmoins, certaines souches
sauvages de bactéries colonisent aussi des sulfsses (Donlan & Costerton, 2002). Les
biofilms auront ainsi tendance a se former au nivaies aspérités des matériaux, formant des
recoins propices aux proliférations bactériennesi@ins sensibles aux agents désinfectants

ou antiseptiques.

® « sloughing » signifie « mue » en francais.
19 Dans les sources bibliographiques anglo-saxormmegarle de « conditioning films » pour désignes filns
protéiques favorisant la formation de biofilms.
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Propriétés physico-chimiques de la surface.

Les propriétés physico-chimiques de la surface @euexercer une influence sur le
taux d’attachement et sur son ampleur. Les micgastismes séxent plus facilementa des
surfaces hydrophobes et non polariséesomme le Teflon ou d’autres matiéres plastiques,
gue sur des matériaux hydrophiles comme le verrle®unétaux. Les cellules sont capables
d’outrepasser les forces répulsives que peuventcexsur elles le substrat, via I'action de

liaisons hydrophobes (Bendinger, 1993).

Présence de films protéiqgues sur la surface.

La présence de polyméres sur un matériau modgiprepriétés physico-chimiques de
sa surface, et a une influence directe sur I'aga@nt de bactéries a cette derniére. En effet,
la présence préalable sur un biomatériau d’'un fimtéiqgue comme le sang, les larmes,
l'urine, la salive, le liquide intersitiel et leé@étions respiratoires influence I'attachement de
bactéries a sa surface, et favorise la formatiobiafdms (Mittelman, 1996).

La nature de ces films protéiques est différentenskes milieux. Prenons I'exemple
des bactéries formant le biofilm de la plaque demt&lles se fixent sur un film protéique,
présent a la surface de I'émail dentaire et compdsdbumine, de lysosymes, de
glycoprotéines, de phosphoprotéines et de lipiDeslan, 2002). La présence de films
protéiques sur des implants médicaux en contaettdavec un fluide favorisent la formation
de biofilms. Par exemple, les cathéters veineuxraex, en contact direct avec le sang, sont
recouverts de plaguettes, de plasma et de protéallesmine, fibrinogéne, fibronectine,
laminine...(Goller, 2008).

L’attachement a une matrice protéiqueest la premiere étape de formation d’un
biofilm dans le corps humain (Otto, 2008). Par nepke, Staphylococcus aureust
Staphylococcus epidermidisexpriment & leur surface des molécules, les MSCRiM
capables de se lier aux molécules adhésives degesaprotéiques, comme le fibrinogéne ou
la fibronectine (Patti, 1994). Ces intéractionscuies entre matrice protéique de I'hote et

MSCRAMM sont trés importantes pour I'établissemamia colonisation bactérienne.

' MSCRAMM signifie « Microbial Surface Componeiiecognizing Adhesive Matrix Molecule »
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3.2.2. Caractéristiques du milieu

La formation et la dispersion d’'un biofilm nécesesitdes équipements enzymatiques

précis et des entités structurales particulieresnt d’'activation dépend de facteurs

environnementaux clefs. On peut citer les factesuigants (Goller, 2008 ; O'Toole, 2000 ;
Donlan, 2002 ; Martinez, 2007 ; Fletcher, 1988):

vV VY

Y V. V VYV V

température,

pH : conditions optimales de formation de biofilms @tuation de neutralité
(Martinez, 2007),

concentration en oxygene,

concentration en fer,

osmolarité,

présence d’ions spécifiques,

sources de carbonelisponibles : elles ont une influence sur la farorad’'un
biofilm et sur sa maturation (Martinez, 2007),

concentrations emutriments : dans un milieu statique, la concentration en
nutriments doit étre élevée pour gu'’il puisse yiafarmation d’'un biofilm ; ce
n’est pas le cas pour un milieu hydrodynamique {@jpon, 2008),
concentrations en certairsations: I'augmentation de la concentration de
plusieurs cations (sodium Na+, Calcium Ca2+, iomridee Fe3, ion
lanthanum) influence I'attachement deseudomonas fluorescersuir des
surfaces en verre, en réduisant les forces rémslsg/exercant entre les
bactéries chargées négativement et la surfacerde (Fetcher, 1988),
hydrodynamique du fluide : selon la position du matériau dans un fluide, il
sera plus ou moins exposé a des turbulences. lead®moindres turbulences,
a I'écart des flux laminaires, est appelée zondbasion. C’est précisément
dans cette zone qu’il est plus facile pour les aymganismes de se fixer sur
une surface, puisqu’ils sont moins soumis aux foreeercées par le fluide
(Donlan, 2002),

saison : il existerait ueffet saisonniersur la formation de biofilms (Donlan,
1994).
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La formation dun biofilm dépend, selon les bae®r de conditions
environnementales différentes. Par exempeeudomonas aeruginospeut former des
biofiims dans n'importe quelles conditions alorseqd’autres bactéries nécessitent des
conditions particulieres de température, de pH ocoee de nutrition. Certaines bactéries
peuvent s’adapter a des milieux par des modifinatigeénétiques (Clutterbuck, 2007). Des
conditions environnementales stressantegfortes concentrations de sels, de sucres,
d’alcools, hautes températures, variations extréohesoH) inhibent la biosynthése du
flagelle (Goller, 2008).

3.2.3. Propriétés des cellules

L’hydrophobicité de la surface de la cellule, |l&@gence de fimbriae et de flagelles, et
la production d’exopolysaccharides influencenttdiehement des bactéries sur une surface.
L’hydrophobicité d’'une surface est importante déaghésion des micro-organismes a cette
derniere. Mins les matériaux sont polarisésplus les liaisons hydrophobes deviennent
importantes. La plupart des bactéries sont chargées négativesh@résentent a leur surface
des zones hydrophobes. Plusieurs éléments strugtdes bactéries interviennent dans leur
attachement a une surface: flagelles, fimbriadysaacharides... Il peut y voir des
compétitions ou des coopérations entre cellulesgler plusieurs espéeces de bactéries sont
concernées. Les polymeres apolaires situés arfaceudes cellules comme lémbriae,
certaines protéines, et lexides mycoliques(composants de certaines bactéries Gram
positives) semblent s’attacher de facon prédom@antdessurfaces hydrophobes Les
exoploysacchardieset leslipopolysaccharidessont plus importants dans les mécanismes

d’attachement a desurfaces hydrophiles(Donlan, 2002).

La synthése de fimbriae de type | par des bactésean processus complexe gouverné
par lesstatuts nutritionnels des cellules (stimulation de la synthése si défiarboné ou en
acides aminés chez les souches uropathogéreschdrichia coli et par lesconditions
environnementalegpas de synthése si pH bas, température basse rtmu demolarité)
(Goller, 2008). L'expression desirli est sous le contrble amscades de phosphorylatian
Les conditions environnementales répriment ou déntu’expression de génes codant pour
des caracteres de motilité. Lsynthese de curli est stimuléedans les conditions
environnementales suivantefaible osmolarité, basse températurefaible disponibilité du

milieu en azote, phosphate et fer ; microaérophiliet croissance ralentigGoller, 2008).
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3.2.4. Conclusion : les facteurs influant sur la formationde biofilms

L’attachement des micro-organismes a une surfaagngsrocessus complexe, prenant
en compte un grand nombre de variables (TableaD&maniere générale, I'attachement a
lieu préférentiellement sur desirfaces rugueusegprésence d'aspérité)ydrophobes et
préalablement recouvertes d’un film protéique Une augmentation de la vitesse du flux, de
la température du liquide ou de la concentrationnatriments peut aussi entrainer une
augmentation de la fixation des bactéries a unéaseir a condition que ces facteurs
n'excédent pas une valeur critique (Donlan, 2002).

De bonnes conditions nutritives sont nécessaingsegapes de formation du biofilm,
alors que les phases de développement tardif smssiljes dans des conditions nutritives
moins bonnes. Ainsi, le type de biofilm dépend dasditions nutritives, ce qui suggére une

facilité de remodelagedes biofilms (Clutterbuck, 2007).

Tableau 2: Facteurs influencant I'attachement de dkiles et la formation d’'un biofilm

D’aprés (Donlan, 2002)

Propriétés du substrat Propriétés du milieu Propriétés des cellules
aqueux environnant

A} %4

Texture, rugosité, présence| Vitesse du flux, présence | Hydrophobicité de la surfacg

d’aspérités 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+, Réle des structures

Fe3+...) polymériques extracellulaires

_ d’exopolysaccharides
*[Fer], [nutriments]

*Sources de carbone
disponibles

*Disponibilité du milieu en
oxygene

Présence d’'agents anti-
microbiens
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3.3. Facteurs favorisant la dispersion d’un biofilm

Les mécanismes d’attachement et de détachement d’'un lilon sont étroitement
liés puisque les facteurs moléculaires intervenant dlattachement doivent étre détruits ou
inactivés pour qu’il y ait détachement (SpormardQ8). Plusieurs facteurs peuvent induire le
détachement du biofilm et I'essaimage de bacté&oes forme planctonique, permettant ainsi

la colonisation d’autres sites. Parmi ces facteumgyeut citer :

* |'action mécanique exercée par un flux de liquide, par exemple au
sein d'une vessie ;

 larrét de la synthese de matériaux constitutifs du biofilm :
polysaccharides de la matrice par exemple,

* lalyse de cellules du biofilmpar l'action d’un phage, dEDTA, de
NacCl, de CaCl2, ou encore d’agents chélateurs (fgam, 2008),

* l'action de facteurs de détachements surfactants ou enzymes
dégradant la matrice (Otto, 2008).

La dispersion dun biofilm peut aussi étre initiggar des changements
environnementaux: limitation en oxygéene ou en nutriments (Spormann, 2008),
modification dupH ou présence deertains composés spécifiqguesjermansen, 2005). La
dispersion des biofilms de@seudomonas aeruginosst la plus étudiée (Goller, 2008). Pour
ces derniers, une augmentation de la concentratiozarbone, citrate, glutamate ou glucose,
entraine un détachement massif de plus de 80% alkees constituant le biofilm (Sauer,
2004).

Les conditions environnementales, notammeptilgation en oxygene jouent un role
tres important dans le déclenchement de la dispedés biofilms (Thormann, 2006). Des
biofiims de Shewanella oneidensint été créés vitro puis soumis 14 heures aprés leur
formation a une privation en oxygene. On a pu oleseun détachement massif et immédiat,
avec 50 a 80% des cellules qui se sont détachébmfilm durant les 15 premiéres minutes
d’hypoxie. Ce type de détachement diminue aveel'@gl'épaisseur du biofilm ; au bout de
48 heures le phénotype du biofilm est modifié| devient irréversiblement fixé (Thormann,
2006).

Au sein d’'un biofilms, les bactéries vivent en ecoumauté, sont fixées a un support, et

intéragissent. On peut ainsi parler d’ « écologiédbfilm ».
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3.4.Ecologie d’'un biofilm

On distingue différents types d’intéractions qui das effets positifs ou négatifs pour
les membres de la communauté bactérienne. On eutocomme exemple bénéfique la
coopération dans les systemes de dégradation de te@ms nutriments complexes ou
encore laproduction d’enzymes profitables a I'ensemble de la communauté de micro
organismes (Tomlin, 2005). A l'opposé, les difféen colonies de micro-organismes
occupant une méme niche écologigartrent en compétition pour l'acquisition des
ressources se trouvant dans le milieu. Deux méresisie compétition entre bactéries est la

production de bactériocines? et labaisse du pH(lIrie, 2008).

Les biofilms ont une architecture complexe et iati&ge, en forme de coraux ou de
champignons. Cette architecture n’est pas fig&emliero-organismes bougent a partir du lieu
de leurs premiéres divisions cellulaires : il yree weéritabledynamique interne au sein des
biofilms (Clutterbuck, 2007). Les micro-colonies liactéries sont imbriquées au sein d’'une
matrice d’exopolymeéres contenant @emaux aqueuxet despores permettant des échanges
d’'eau, de nutriments, de déchets, mais aussi diirdton et de caracteres transmissibles
génetiquement (caractéres de résistance aux diime par exemple). L’échange de
plasmides au sein des biofims se fait par des @hénes de conjugaison. Ainsi,
I'organisation en biofilm permet de sélectionnedetrépandre des caractéres de résistance a
des agents anti-microbiens (Donlan, 2002). Dansdg®ns inaccessibles a ces canaux, par
exemple au sein des conglomérats de cellulesndeanismes de diffusion passivassurent
les échanges métaboliques (Stewart, 2003 ; Wa20€06). Ladiffusion des nutriments se
fait de fagoninégaleau sein du biofilm, suite a I'existence de gratiieeci explique que
toutes les cellules n'ont pas la méme activité bwique et donc pas la méme vitesse de
croissance (Spormann, 2008).

Au sein d’un biofilm, les micro-organismes comnguent entre eux par des signaux
de cellules a cellules. Ces derniers, appelés ruqusensing », jouent un role important dans

le développement et la régulation de la formaties liofilms.

12| es bactériocines sont des polypeptides de 20aci@s aminés produits par certaines bactériesntldes
propriétés bactéricides et bactériostatiques, issagt au niveau de la membrane cellulaire degbastGram
positives.
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4. REGULATION DE LA FORMATION DES BIOFILMS

4.1. Le quorum sensing

4.1.1. Le quorum sensing. Définition et mécanismes

La formation d’'un biofilm est contrélée par des mm@smes deuorum sensing.ll
s’agit demécanismes de contréle des processayant lieu au sein des cellules, matérialisés
par dessignaux de cellules a cellulesetdépendant de la quantité de cellules présentes
on parle de mécanismes de perception du quotan€eanismes sont basés sur le principe de
masse critique (Costerton, 1999 ; Tomlin, 2005)e Uois que les signaux atteignent une
valeur seuil (valeur critique), deségulateurs transcriptionnels sont activéset exercent un
contrle sur des genespécifiques (Costerton, 1999 ; Clutterbuck, 2007e, 2008). La
nature et la fonction des molécules signalant dsadges de cellule-a-cellule changent a
partir d'une concentration donnée des bactériest¢@on, 1999). Demutations de genes
impliqués dans les mécanismes de quorum sensimgiregt desépercussions sur les
stades tardifs de formation des biofilms Ces génes exercent gontréle sur une grande
partie del’expression du transcriptome™ et du protéomé*, avec en particulier un contréle

de I'expression de facteurs de virulence commeietases par exemple (Tomlin, 2005).

Les molécules du quorum sensing sont variéadiffetent d’'une espéce bactérienne a

une autre.

4.1.2. Les molécules du quorum sensing

Les molécules du quorum sensing sont différenties des types de bactéries (Parsek,
2004 ; Irie, 2008). On trouve dexylhomoseérines lactonedAHL) chez la plupart des
bactériesGram-négatives La majorité des bactéri€dram-positives utilisent despeptides
auto-inducteurs, dont la taille est tres variable (de 5 a 87 acalemeés). Les molécules du
guorum sensing sontégradées par des enzymesAHL-lactonases et AHL-acylases. On
obtient par conséquent une ségrégation spatialmdiEsules du quorum sensing au sein d’'un
biofilm (Irie, 2008).

13 Transcriptome : ensemble des ARNm au sein d’upelption de cellules
14 protéome : ensemble des protéines traduites aulseie population de cellules
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4.1.3. Roles du quorum sensing

Le quorum sensing régule la physiologie du biofigm modulant la taille de la
population du biofilm, et en prenant en compte les conditiemgironnementales. ithitie les
phénomenes de dispersioat d’essaimage de bactérie planctoniques a partiiafiim (Irie,
2008). Le quorum sensing aurait aussi un réle tldgtermination de I'épaisseur du biofilm
(Clutterbuck, 2007). Il peutéprimer ou stimuler I'expression de certains carateres
comme par exemple la motilité ou certdiasteurs de virulenceextracellulaires,comme les
protéases (Clutterbuck, 2007), (lrie, 2008). Le quorum segsjouerait un rdle dans
I' établissement d’antibiorésistancesmais cette hypothése reste controversée. Lesoiet
du quorum sensing jouent aussi un réle dans le kedintre I'attaque d’autres organismes

vivants, comme les protozoaires (exemplé&deatia marcescepgQueck, 2006).

Les synergies observées au sein des biofiims toéstide différentes espéces de
micro-organismes sont permises grace aux molédatesvenant dans le quorum sensing
(Bjarnsholt, 2005). Les biofilms composés de guss communautés de bactéries d’espéeces
différentes ont déortes concentrations en molécules du quorum sengincompte-tenu de

la densité élevée de cellules présentes.

4.1.4. Altération du quorum sensing. Conséquences

L’altération des mécanismes de quorum sensing pdaiutir a d'importantes
modifications phénotypiquesdes micro-organismes du biofilm, par exemple sesibilité
augmentée a des antibiotiques ou a des antiseptiqeou encore degnomalies dans le
cycle de développement du biofilmsurtout lors des étapes de formation et de digper
(Irie, 2008). Les biofilms mutants pour les molésutii quorum sensing ont usructure
tridimensionnelle déficiente Par exemple, les mutants 8arkholderia cenocepacipour
les molécules du quorum sensing sont toujours depalte se fixer a une surface mais
'organisation spatiale des cellules est altérédagen drastique ; de plus, on constate une
augmentation de la sensibilité aux antibiotiques cés bactéries pendant la phase de
croissance du biofilm (Tomlin, 2005). Des biofilrde Pseudomonas aeruginosautantes
pour les molécules du quorum sensingontmoins résistantsa I'action de la tobramycine,

du peroxyde d’hydrogéne et des macrophages (Buen0I06).
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4.1.5. Intéraction du quorum sensing avec d’autres molécels : exemple de la
lactoferrine
L’organisme possede un moyen d’empécher la formatie biofiims. Le systeme
immunitaire inné de I'h6te possede une protéindathét des ions, l&actoferrine, capable
d’interférer avec les molécules du quorum senskilg confere aux bactéries un type de
motilité particulier, appelé « twitching», qui les empéche de former des agglomérats de

cellules et par conséquent de former un biofilrmg&j 2002).
La formation d’un biofilm est contr6lée par desrsigx de cellules a cellules, mais pas
uniquement. Il existe une régulation génétique adéotmation de biofilms par les cellules

fixées, différentes des mécanismes du quorum sgnsin

4.2.Réqulation génétique par les cellules fixées

Apres fixation sur un substrat, I'expression d’wrtain nombre de génes est régulée
par les cellules fixées. Cette régulation peut &g type inhibiteur ou stimulateur. Elle va
entrainer une modification phénotypique des baetést avoir pour conséquence la formation
d’un biofilm (Donlan, 2002). Au cours de la fornati d’'un biofilm, 22% des genes sont
stimulés etI’'expression de 16% des genes est inhib@@rigent-Combaret, 1999). Lors de la
formation de biofilms deStaphyloccocus aureusles génes codant pour des enzymes
intervenant dans la fermentation et la glycolyséphosphoglycérate mutase, triosephosphate
isomérase et alcool déshydrogénase) stimulés. Ceci peut étre relié au fait que la
concentration d’oxygene dans le biofilm diminuefauet & mesure de son développement
(Becker, 2001).

4.3.Réqulation de la formation des biofilms par le GMPe

Le 3’-5’-guanosine-monophosphate cyclique, plus momément appelé GMP-c, est
un régulateur central du mode de vie sous forme de Hitms et del'expression de
facteurs de virulence Le GMP-c est usecond messageintervenant dans deascades de
phosphorylations et modulant I'expression de certains genesles bactéries du biofilm,
impliqués dans les mécanismes de formation dulivicdt dans I'expression de la virulence.

La transformation du GTP en GMP-c par la diguamylatclase est activée par des signaux

!5 De I'anglais « to twitch »: sauter, tressaillir
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extracellulaires, différents selon les bactérieaceonées. Lorsque la quantité de GMP-c
augmente au sein de la cellule, la quantité deépres jouant un réle de facteurs de virulence
augmente (Cotter, 2007). Beaucoup d’interrogatéeopsopos de ce mécanisme restent encore

en suspens.

4 .4.Réqulation de la formation des biofilms par I'acéty phosphate et I'alarmone :
Réqgulation de l'expression de certains génes en fdgion des conditions
nutritionnelles

Récemment, de petites molécules intervenant darégldation de la formation d’un
biofilm selon les conditions nutritionnelles du il ont été identifiées. Il s'agit dacétyl
phosphate et de lalarmone. L'acétyl phosphate s’accumule dans le milieuaogtiulaire
lorsque la concentration en source carbonée augmethbu lorsque la concentration en
oxygéne est basse (Wolfe, 2003). L'alarmone s’acdeniorsque les concentrations en
nutriments sont tres basses : elle induit une daseazymatique aboutissant a la régulation
de I'expression de génes, notamment de génes cpdantes fimbriae de type I. L’action de
cette molécule va permettre d’augmenter la probébde survie des bactéries dans des

milieux stressants (Beloin, 2008).

4 5. Autres mécanismes régulateurs de la formation de films

Lespolysaccharides présents a la surface des cellujesient un réle important dans
les intéractions entre bactéries et leur envirorar@nmmmeédiat. Par exemple, on trouve a la
surface dEscherichia coli I'antigene du lipopolysaccharide 0 (LPS) et l'aptig
polysaccharidiqgue de capsule K. Les lipopolysaddbear appelés aussi endotoxines, font
partie de la paroi des bactéries Gram-négativegduvent inhiber ou stimuler la formation
de biofilms selon les cas. Les polysaccharidescdpsules sont des facteurs de virulence ; ils
protégent les bactéries des défenses immunitaiebhdte (phagocytose et activation du

complément) (Beloin, 2008).

Trois polymeres synthétisés par les bactériesiafilrb et faisant partie de la matrice
ont un role important dans la formation d’'un biofiet dans I'expression de facteurs de
virulence; il s’agit de lacellulose de I'acide colanique (polymére chargé composé de

glucose, galactose, fucose et acide glucuronicudy BGA (B-1,6-N-acetyl-D-glucosamine).

38



La synthese d’acide colanique peut étre induitedesr concentrations d’antibiotiques de la
famille desp-lactamines, proches des concentrations létalegidé colanique forme une
capsule. Il en résulte une exacerbation de la fboma&t de la persistance d’un biofilm face a

des agents anti- microbiens (Sailer, 2003).

Le mode de vie sous forme de biofilms protége neisro-organismes qui le
constituent et leur confere de nombreux avantagempération dans certains systemes
cataboliques, synergies entre micro-organismestesgmns phénotypiques de facteurs de

résistance lors de situations de stress...
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5. LES BIOFILMS DANS LEUR ENVIRONNEMENT

5.1. Avantages conférés par le mode de vie en biofilm

Les études menées sur les biofilms ces derniéregeanont permis d’établir
'existence de changements radicaux dans I'expyesgénétique et les phénotypes entre les
formes planctonique et sessile. Ces changementscatxd permettent d’expliquer
I'adaptation des biofilms & des conditions environneemtales stressantest I'acquisition
d’avantages évolutifs(Clutterbuck, 2007 ; Goller, 2008par exemple, les micro-organismes
au sein des biofilms sont plus résistants a lang@ammunitaire de I'héte et aux agents
antibactériens que leurs congéneres vivant sousefgulanctonique (Clutterbuck, 2007).
Néanmoins, on commence tout juste a comprendreidgraifier les facteurs génétiques et
environnementaux permettant la transition entredeex modes de vie (Goller, 2008).

On va s’intéresser dans la partie qui va suiveedifiérents avantages conférés par le

mode de vie sous forme de biofilms. On distingug tbabord desvantages métaboliques

5.1.1. Avantages métaboliques

Le mode de vie en biofilm permet aux bactériesgligcir des avantages d’un point de
vue meétabolique. L'organisation communautaire dwfilon permet d’optimiser les
mécanismes de capture de substratest de réaliser de véritablésonomies d’énergieDes
réserves énergétiques sont ainsi constituées (Bong, 2007). D’autre part, 'organisation
architecturale complexe du biofilm permet wwompération entre micro-organismes dans les
systemes de dégradationle certains nutriments complexes(Tomlin, 2005). Le mode de
vie en biofilm assure une promiscuité entre celluét permet la réalisatiod’actions
synergiques.Prenons I'exemple de la nitrification, phénoménganant intervenant dans
I'épuration des eauXNitrosomonadransforme I'ammonium présent dans les eaux smsill
en nitrites ; ces nitrites sont alors transformésnérates pamitrospira. La structure en
biofilm avecNitrosomonaspermet aNitrospira de disposer directement de son substrat afin

de réaliser la réaction de nitrification (WanndX0@).

Le mode de vie sous forme de biofilm apporte ailes avantages d’'un point de vue
meétaboligue aux micro-organismes le constituardanémie d’énergie et constitution de
réserves. Il préserve aussi ces derniers de lfaction certain nombre de facteurs hostiles

présents dans I'environnement.
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5.1.2. Protection des micro-organismes du biofilm

L’organisation structurale en biofilm procure auicro-organismes le constituant une
véritable gangue protectrice et les préserve d'ariamm nombre de facteurs d’agression

comme par exemple la dessiccation ou encore lactiagents antibiotiques.

Protection mécanigue : importance de la matrice.

La matrice d’exopolysaccharides joue un rolepdetection mécanique passiveres
important. Tout d’abord, elle protege les microamigmes du biofilm de laessiccation
(Clutterbuck, 2007). Dans certaines conditionsgdache la plus externe de la matrice se
déshydrate afin de former une interface seche eanhgécher une dessication plus marquée
(Sutherland, 2001). D’autre part, la matrice pretégs micro-organismes de la dérive en les
empéchant d’étre emportés par le courant. Elle eerainsi la colonisation de niches
écologiques (Wanner, 2006).

La matrice assure aussi umpeotection mécanique des micro-organismes contre
'entrée dans le biofilmd’'antiseptiques de détergents et d’antibiotiques (cf page 70)
(Costerton, 1999).

La matrice crée un environnement protégé et asaymmtection génétique des micro-
organsimes du biofilm et l'acquisition de caractérde résistance. L’organisation en
communauté de micro-organismes au sein du biofdtrpeopice a I'échange d’informations,

avec entre autres, la possibilité de transfertadlaateres de résistance (Costerton, 1999).

Protection contre la destruction des cellules.

Des mutations génétiquesau niveau de séquences codant pour les molécules d
guorum sensing dans certains micro-organismesieatrades changements de phénotypes et
'acquisition de caracteres de résistance a larulggin physico-chimique des cellules
(Tomlin, 2005). D’autre part, les biofilms résistemieux aux stress thermiques et a
'exposition aux rayons ultra-violets que les miomganismes vivant sous forme

planctonique (Martinez, 2007).

Le mode de vie des micro-organismes sous forme id@nb confere donc non
seulement des avantages d'un point de vue métaigoligne protection mécanique,
'acquisition de caractéres de résistance aux iatitjoes mais permet aussi I'acquisition
d’'une meilleure résistance aux rayons ultraviokft@ux hautes températures par rapport a

leurs congéneres planctoniques.
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5.2.Biofilms et adaptations aux conditions environnemetales

5.2.1. Biofilms et stress environnemental : activation ddacteur ¢ RpoS

Des études menées sur des biofilmEsgherichia coli de Vibrio choleraeet de
Pseudomonas aeruginosat permis de montrer I'importance du réle d’'uotéar, lefacteur
¢ RpoS dans la réponse des communautés microbiennesisgéga en biofilms dans des
situations de stress (Spormann, 2008).

Certaines conditions environnementalesengendrant urstress pour les cellules
(stress oxydatif, irradiation UV, hautes tempémrsuthyper-osmolarité, baisse importante du
pH, manqgue de source carbonée...) entrainenindegications de I'expression du génome
Lors d'un stress, il y activation du facteur ¢ RpoS qui va stimuler laéponse au stress
par un ensemble denodifications du métabolisme des cellulefSpormann, 2008).
L’intégration de I'ensemble des stresauxquels sont soumises les cellubes le facteur
RpoS va ainsi engendrer desodifications phénotypiques importantes du biofilm dont
l'acquisition d'une antibiorésistance. On peut distl'ensemble des modifications
meétaboliques au sein d'un biofilm en situation dess de la facon suivante (Spormann,
2008) :

* Entrée en métabolisme ralenti
+ Diminution de la croissance
» Expression déacteurs de virulence

* Augmentation de la résistance des biofilms auxbastiques et autres agents
anti-microbiens,

« Stimulation de lasynthese d’exopolysaccharides et de curli
» Stimulation de lsynthése de transporteurs

» Inhibition de la biosynthése du flagelle lors de fortes concentrations de sels,
de sucres, d’alcools, hautes températures, vargmxtrémes du pH (Goller,
2008),

» Dispersion du biofilm, détachement et essaimage de bactéries planctoniques
influencés par Ilaisponibilité du milieuen nutriments, la concentration en
oxygene le pH, la présence deertains composeés spécifique@sjermansen,
2005), (Goller, 2008).
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L’exemple du role de RpoS au sein des biofilms \dbrio cholerae est trés
intéressant. Il joue un réle clef dans la dernprase de l'infection au niveau de lintestin et
dans la dispersion du biofilm deibrio cholerae RpoS intervient dans I'essaimage des
cellules a partir de biofilms formés sur des mugesuUne des cibles de I'action de RpoS est
la biosynthese des vibriopolysaccharides VPS (MulRD07 ; Nielsen, 2006). Ainsi, le
facteur RpoS occupe un rdle central dans Hégulation de la physiologie des micro-

organismes

5.2.2. Résistance aux stress environnementaux : biofilmsomogénes et biofilms

hétérogénes

On rappelle que les biofilms sont composés d’un@®plusieurs espéces de micro-
organismes, qualifies respectivement ldefiims homogenes et hétérogenees deux
catégories de biofilms répondent-elles de la mémgorf a une situation de stress ?
L’'organisation multispécifique d’un biofilm permet-elle d’augmenter le fitness® du
biofilm ? Des expériences ont été réalisées avec des sofitnmposés respectivement d’'une
et de quatre especes différentes de micro-orgasisafi@ d’évaluer la résistance aux agents
anti-microbiens (Burmolle, 2006). Les agents antirobiens testés dans cette étude sont le
peroxyde d’hydrogene (eau oxygénée) et la tétramyclLe peroxyde d’hydrogene est a
I'origine d’'un stress oxydatif de la bactérie. laracycline inhibe la synthése de protéines
bactériennes. Les bactéries suivantes ont été raisggésence des agents anti-microbiens
cités, en biofilm homogene et en biofilm hétérogendicrobacterium phyllosphaerae,
Shewanella japonica, Dokdonia donghaensis et Acbaatter lwoffii.L’activité des biofilms
permettant d’évaluer la résistance aux agents ambhiens a été déterminée par le test de
réduction du 2, 3, 5-triphenyltetrazolium chlorid@érC). Le TTC est un composeé soluble et
incolore qui, lorsqu’il est réduit par le complegezymatique oxydatif bactérien devient un
sel rouge insoluble. Les résultats de I'étude déreahque ¢ peroxyde d’hydrogene et la
tétracycline sont moins efficaces sur les biofiimgomposés d’espéces différentes de
micro-organismes. Ainsi, les biofilms hétérogenes sont significatirnplus résistants

aux antibiotiques que les biofilms homogenes (Burmolle, 2006).

16 e fitnessest lacapacitéd’un organisme ou d’un biofilra survivre oua croitre dans urenvironnement
donnéou sous l'influence d'ustressenvironnemental (Burmolle, 2006).
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La résistance accruedes biofilms hétérogenesux agents antimicrobiens peut étre
lite a des modifications de la matrice extracellalales biofilms, qui serait alors moins
perméable. Il y aurait des intéractions entre lek/mpéres sécrétés par les divers micro-
organismes du biofilm, qui aboutiraient a umegmentation de viscositéde la matrice
(Skillman, 1999 ; Burmolle, 2006).

Les biofilms hétérogenes somilus résistants a linvasion d’autres micro-
organismes Prenons I'exemple de l'invasion de biofilms pareudoalteromonas tunicath
s’agit d'une bactérie marine qui a pour partictéade produire des substances bactéricides de
haut poids moléculaire. Une de ces protéines etéticide pour les bactéries Gram-positives
et Gram-négatives. Les biofilms homogénes et hgéfres ont été exposés a ces proteines,
visualisables par un immunomarqueur fluorescers. iésultats montrent que I'invasion des
biofilms par Pseudoalteromonas tunicatast moindre dans les biofilms hétérogenes,
comparativement aux biofilms homogenes (Burmoli€6).

Les espéces bactériennes ont tout a gagner erasisagt en biofiims avec d’autres
especes bactériennes car cela leur pernaedérir des avantage®t unfitness augmenté
et d’étreplus résistantes aux stress environnementaux quesldiofilms homogenesCette
capacité de résistance exprimée par les biofilmsl teur élimination difficile. Ceci a un
impact considérable, compte-tenu de I'importancdioate et industrielle des biofilms.
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6. IMPORTANCE DES BIOFILMS

6.1. Flore commensale et protection de I'organisme

Tous les organes internes creux en communicatioectéi avec l'environnement
extérieur comme la bouche, I'anus, les cavitéslaasau encore le vagin, sont des niches
écologiques abritant des micro-organismes qui @xisimajoritairement sous forme de
biofilms. Ces micro-organismes sont pour la plugks$ bactéries, mais on trouve aussi des
champignons et des levures (Martini, 2006). liséeoluent avec leur héte et son systeme
immunitaire et jouent undle fonctionnel important pour I'organisme, dans la digestion par
exemple, surtout chez les ruminants. Ces microrisgzes, présents de fagon physiologique
chez un individu sain, constituentflare commensale de I'organisme

Cette flore commensale se trouve a la surface pedu et desmuqueusegappareils
digestif, respiratoire, urinaire et génital) d’umdividu sain (Martini, 2006). Elle joue un
véritableréle de protection de I'organismeface a des infections. Elle n’est, a I'état normal
chez un individu sain, a l'origine d’aucune infecti Ceci est di la présence d’'une véritable
homéostasie bactérienne Tout désordre de cette homéostasientraine destroubles
(digestifs, cutanés...). On rencontre ainsi des trdes dles a des micro-organismes de la
flore commensale lors d'effraction des barrieretaicées et muqueuses. Les micro-
organismes de la flore commensale ne peuvent demendt pathogenes que lorsque des

conditions de déséquilibre leur permettent de fanar.

6.1.1. Flore commensale cutanée

La flore commensale cutanée sera présentée de fags détaillée dans la partie
consacrée a la peau (cf page 1®evement, les bactéries les plus rencontréessarface
de la peau chez 'Homme sont des bactéries Graitiyessdes genreStaphylococcu®t
Streptococcus La plupart de ces bactéries sont des bactériggoriymistes, comme
Staphylococcus epidermidi€ette bactérie est a l'origine d’infections cutanédez les
individus  immunodéprimés  (individus  HIV-positifs, oxicomanes, traitement
immunosuppresseur, nouveau-né...), alors que chgmtents sainsnon immunodéprimes,
elle n'est a l'origine d’'unenfection uniqguement en cas d@enétration de la barriere
cutanée ou des muqueusestraumatisme, inoculation, implantation de matémedical et
formation d’'un biofilm (Otto, 2008)...
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6.1.2. Flore commensale du tractus digestif

On trouve a tous les étages du tractus digessfndcro-organismes sous forme
planctonique dans lalumiere du tube digestif, mais aussi des micro-organisfixés a la
mugueuse ebrganisés en biofilms L’ cesophageet I'estomac sont les régions du tube

digestif les moins riches en termes de populatamtidsienne (MacFarlane, 2007).

La flore oesophagienneest majoritairement anaérobie. Elle provient destdries de
la flore buccale, qui sont essentiellement degp&ioeques et des lactobacilles. Les patients
atteints dusyndréme de Barrett ont unepopulation bactérienne plus diversifieequ’un
individu sain. Le syndrome de Barrett se cara@&e une métaplasie de la partie distale de
l'cesophage, donnant lieu a des ulceres oesophagensfavorisant [|'apparition
d’adénocarcinome oesophagien. La plupart des espeaetériennes en présence lors du
syndréme de Barrett sont réductrices du nitratpeevent causer delommages tissulaires
(MacFarlane, 2007). L’observation de biofilms odsagiens chez un individu sain et chez un
individu atteint du syndrdme de Barrett montre wmganisation différente des bactéries
(Photographie 2). Chez l'individu sain, on trouvesdmicro-colonies éparses et de petite
taille. Chez un individu malade, on observe de woheux agrégats de bactéries et une

croissance bactérienne massive.
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Photographie 2: Biofilms oesophagiens chez un inddu sain et un individu atteint du

syndrome de Barrett.

D’aprés (MacFarlane, 2007), avec accord.

Sur les photographies (a) et (b), obtenues parostopie confocale a balayage laser, les bactéries
colorées en jaune sont vivantes et celles col@gesuge sont mortes. La photographie (a) moatfiete de la
mugqueuse oesophagienne d’un individu sain. Lehastsont dispersées sous forme de micro-colé@passes
et de petite taille. La photographie (b) montrédee de la mugqueuse oesophagienne d’un indivithirdatdu
syndréme de Barrett. On observe de volumineux agséde bactéries vivantes (en jaune), témoins d’une
croissance bactérienne massive.

Micro-colonies éparses
et de petite taille
(individu sain)

Volumineux agrégat
bactérien (individu malade
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A I'exception des périodes proches des repas,obeat contienppeu de bactéries
chez un individu sain. Il s’agit deactéries provenant de la cavité buccaléstreptocoques,
lactobacilles). L'acidité gastrique empéche de thmportantes proliférations bactériennes.
Certains patients peuvent porter, de facon asymgiqoe ou nonHelicobacter pylori,
bactéries en général responsables d’'ulcéres duoxiéhassondes de gastrotomidixées
chirurgicalement afin de réaliser une alimentatarentérale peuvent étre recouvertes de
biofilms lorsgu’elles sont placées dans le tube digestifplupart des bactéries rencontrées
sont anaérobies facultatives. Elles spotentiellement pathogenesOn trouve, entre autres,
des bifidobactéries, des staphylocoques, des stegues, des lactobacilles, des klebsielles et

des coliformes (MacFarlane, 2007).

La flore bactérienne de lintestin gréle dégerement plus importante que dans
'estomac. Legopulations bactériennesdeviennentle plus en plus nombreuseau fur et a
mesure de lgprogression dans le tube digestifAu niveau de la valvule iléo-caecale, on
trouve des populations de germes fécaux trés imp@s: 1810° germes par gramme de

contenu intestinal (MacFarlane, 2007).

Le gros intestin est la partie laplus abondamment colonisée Les biofilms
rencontrés sont majoritairement composés de plissieespeces bactériennes. Leur
développement est conditionné par les conditiondgr@mementales et nutritionnelles. Les
biofilms formés sur la muqueuse colique jouentrdle dans les maladies inflammatoires
de l'intestin (MacFarlane, 2007).

Les bactéries sont présentes a I'état normal dangble digestif d’'un individu sain.
Toute rupture dans 'homéostasie des populatiom$ébannes donne lieu a des désordres
digestifs, comme par exemple la colite ulcératikes biofilms peuvent étre a l'origine

d’infections chroniques. lls ont donc une imporenedicale considérable.
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6.2. Importance médicale des biofilms

6.2.1. Biofilms et infections chroniques

Les biofilms sont responsables d’large éventail d’'infections chez ’'Homme. En

effet, 65% des infections recensées dans les gaysappés sont dies a des biofilms. Plus de

Stoodley, 2004).

6.2.1.1. Biofilms et santé publique

Les biofilms sont a l'origine dhfections chroniqueset d’'infections contractées en
milieu hospitalier, le plus souvent en rapport aleport de protheéses médicales, on parle
donc dinfections nosocomialesLes infections a biofilmsont résistantes aux traitements
antibiotiques, et posent de sérieux problemes en matiére ded gaublique. Certaines
maladies peuvent méme favoriser la formation ddilinis, comme nous le verrons avec

'exemple de la mucoviscidose.

6.2.1.2. Infections liées a la présence de biofilms

La liste suivante, non exhaustive, regroupe lascipales infections liées a la présence
de biofilms (Lewis, 2008) :

v" Infections ou maladies :

e Caries dentaires,

» Gingivites,
e Péritonite,

 Mucoviscidose,

» Otite moyennénotamment chez I'enfant),

» Ostéomyeélites,
* Prostatites.
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v" Infections nosocomiales :

e Sutures,

+ Lentilles de contact,

¢ Port d'un implant médical :

Sonde urinaire,

Cathéter veineux central,
Sonde endotrachéale,
Sonde de gastrotomie,
Valve cardiaque artificielle,
Prothése orthopédique,

YV V. V V V V V

Broches (ostéomyélite).

6.2.1.3. Epidémiologie. Facteurs favorisant le développement’infections

dldes a des biofilms

Les catégories d’individus présentant le plus dques de développer des infections
dles a la présence de biofilms sont iedividus immunodéprimés ou porteurs de
prothéses médicalesLes agents bactériens les plus fréquemment remsofunt partie de la
flore commensale de I'organisme et sont organisdsiailms (Costerton, 1999Lertaines
maladies favorisent I'invasion des bactéries et lilormation de biofilms. C’est le cas, entre
autres, de lamucoviscidose qui est une affection héréditaire de l'apparespiratoire
profond caractérisée par la présence dans les pmudion mucus trés visqueux (Clutterbuck,
2007). L’attachement a des surfaces recouvertaauwtelis visqueux est plus rapide et plus
massif et donne lieu a des agrégats bactériensimplusrtants que sur du verre ou sur des
filaments d’actine. Un déséquilibre de chargesqoes favorise I'attachement de bactéries a
une surface naive. La plupart des composants eltriires des bactéries sont des molécules
chargées négativement. Un excés de charges pesdiveniveau d'une surface va donc
favoriser, par I'attraction exercée, I'attachemaes bactéries au niveau de cette surface. Dans
la mucoviscidose, uaxces d’ions calcium Ca 2+#lans le surfactant permefaeudomonas

aeruginosa de se fixeret d’étre a I'origine d’une infection (ClutterbucQ07).
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6.2.1.4. Biofilms et infections chroniques : Mécanismes

Des bactériesous forme planctoniquesont capables de coloniser les cellules d’'un
organisme- héte. Ces bactéries vont stimuler larrgép immune de I'héte et vont pouvoir étre
éliminées par ses meécanismes de défense natur@sticorps, phagocytes...). Elles sont

sensibles aux antibiotiques (Figure 3).

Figure 3 : Infection de I'hdte par des bactéries @nctoniques et stimulation de la
réponse immunitaire

D’aprés (Costerton, 1999)

Des bactéries planctoniques, représentées parvaéssdlancs, pénetrent dans I'organisme de I'héte.
Elles vont stimuler la réponse immune de I'hétes ghagocytes et des anticorps (représentés payaibmles
en « Y ») affluent au niveau du site de I'infectidues bactéries planctoniques sont éliminées fmefiecteurs
de la réponse immune et I'infection est maitrid¢édss antibiotiques (représentés par des croix) akmi aussi de
facon efficace les bactéries sous forme planct@sdavales blancs).

¥ Astibictiques

W Anticorps

o cellule planctonique

S enymes phagocytairs:

Le mécanisme présenté ci-dessus est valable uneqigour les bactéries sous forme
planctonique. Or, dans les conditions naturellasmbjorité des micro-organismes existent
sous forme de biofilms. Les défenses immunes di&d’me sont pas assez efficaces pour
éliminer les biofilms présents dans l'organismaj gont donc a l'origine d’infections
chroniques. Lors de l'infection d’'un organisme gas biofilms, les bactéries pénétrent dans
'organisme sous forme planctonique. Par leur ohition dans I'organisme, elles stimulent

la réponse immune de I'héte. Puis, elles adhéremeasurface et forment un biofilm au sein
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de l'organisme. Suite a la stimulation de la régomsmune de I'héte, on assiste a un afflux
massif d’anticorps spécifiques des antigenes dtilhicet de phagocytes sur le lieu de
formation du biofilm(Figure 4).

Fiqure 4: Mécanismes des infections chroniques caess par des biofilms :

Formation d’un biofilm et stimulation de la réponseimmunitaire

D’apres (Costerton, 1999)

Les bactéries sous forme planctonique sont repiésepar des ovales blancs. Les bactéries organisée
en biofilm sont représentées par des ovales n@gspupés en amas et englobés dans une matriceédign
beige. Des anticorps spécifiques dirigés contratdggenes du biofilm (représentés par des symtmoles Y »)
affluent massivement au niveau du site de formatlanbiofilm. lls reconnaissent de facon spécifidas
bactéries contre lesquelles ils sont dirigés, maiguement celles sous forme planctonique (ovakmsch), car
la matrice protegent les bactéries du biofilm de kction.

B Antibictiguss
W Anticomps
& cellule du bicfilm

<o oellale planctonigue

adt SNTVTHED ‘FMSC"C:.'TES: a5

Les bactéries sessiles sont protégées de I'actisranticorps par la structure méme du
biofilm (réle de la matrice). Les anticorps synibé&s éliminent alors uniquement les bactéries
planctoniques qui se sont détachées du biofiimnélgpeuvent pas détruire les bactéries du

biofilm et endommagent les tissus voisins (Costeri®99). Les mécanismes d’adhésion des
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biofilms leur permettent d'éviter d’étre éliminéss aein de l'organisme par les flux
biologiques : escalator mucociliaire, sécrétiongjivales et péristaltisme intestinal par
exemple. Ces communautés sessiles de micro-orgesisrercent uohimiotactisme sur les
phagocytes qui sont alors attirés localement. Mais les bindi sont résistants aux
anticorps, aux phagocytes et aux antibiotiqued_es phagocytes sont donc inefficaces sur
les biofilms : la phagocytose n'a donc pas lieujsman assiste & unléération massive

locale d’enzymes phagocytaire@-igure 5).

Figure 5: Mécanismes des infections chronigues cates par des biofilms : Formation
d’un biofilm et résistance a la réponse immunitairede I'hote.

D’aprés (Costerton, 1999)

Les bactéries du biofilms sont représentées par aledes noirs, englobés dans une matrice
extracellulaire figurée en beige. On observe debrenx anticorps, représentés par des symbolesen, «
regroupés autour du biofilm. Ces derniers sontfitedes sur les bactéries du biofilm. Par contie,sont
efficaces contre les bactéries planctoniques (svhlancs) qui se sont détachées du biofilm, et dodes
complexes antigéne-anticorps (ovale blanc accalé symbole en « Y » sur la figure).

b3 AnuaTgel
W Antizerpr
& czilule du biofilm
oy okllnlg ]:!z_-i.:'.::i.i_?ue

v amnpmes phigooytaires

Les enzymes phagocytaires libérées localement emdommager les tissus
avoisinants et éroder la surface du biofilm entrainant lalibération de bactéries
planctoniques qui vont essaimer a partir du biofilm. Ces demdgestimulent a nouveau les
défenses immunitaires de I'hote (sécrétion d’ampisbet peuvent engendrer une infection de

voisinage ou une dissémination de I'infection autfes territoires de I'organisme (Figure 6).
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Les bactéries planctoniques essaimand partir de biofilms sont capables d’engendrer des
infections aiguies cliniquement qualifiées de «rechutes » ou deises ». En effet, ces
dernieres sont capables de passer outre les défensrinitaires de I'héte en relarguant des
protéases Ces protéases digerent les tissus de I'hétewsteme Etre assimilées a desteurs

de virulence (Percival, 2004 a ; Percival, 2004 b).

Figure 6: Mécanismes des infections chroniques cates par des biofilms : Erosion du
biofilm et essaimage de bactéries planctoniques.

D’aprés (Costerton, 1999)

La surface du biofilm, représenté par I'amas detdrms (ovales noirs) englobés dans la matrice
d’exopolysaccharides figurée en beige, est érodéd’artion locale des enzymes phagocytaires :bdeséries
planctoniques, représentées par des ovales blessgment a partir du biofilm et vont pouvoir gaigd’autres
territoires de I'organisme (trajet matérialisé [@afléche blanche en haut a droite).

X Asnibistiquas

W Anboops
& celluls du bicdile
> celluls plancienique

HE enzvmes (‘Ilig:.:‘-.".’i.‘l.‘l.é;
L " =
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On voit donc que les biofilms, en restant fixésear| support, sont une cause
importante de chronicité des infectionsahtibiothérapie est inefficace pour éradiquer les
biofilms. On observe souvent dans ce cas la rédjgrades symptomes, signant usehute.
Ainsi, des infections peuvent persister des anaéesein d'un organisme (Costerton, 1999).
Trois exemples d’infections chroniques causéesdpar biofilms sont présentés ci-dessous
pour leur diversité et leur importance : infectioasstaphylocoques, biofiims formant la
plague dentaire et a l'origine de la formation dees dentaires, et biofilms responsables de

certaines infections oculaires chroniques.

6.2.1.5. Infections chroniques liées a la présence de bigfis. Etude de
guelques exemples

Exemple n°1 : Biofilms et infections a Staphylocoogs.

Les staphylocoques sont responsables de la graajbeitd des infections causées par
des biofilms. lls sont présents en grand nombres deafhore commensale de la peau et des
muqueuseschez 'Homme et I'animal (Otto, 2008). Les infecis associées a la présence de
biofilms deStaphylococcus aures®nt plus difficiles a traiter et nécessitent umpiacement
plus fréquent des implants médicaux que cellescas=® aux biofilms dé&taphylococcus
epidermidis (Jones, 2001). Les staphylocoques ne forment pabiafiims avec d’autres
especes bactériennes. |l est rare de trouver plne gdouche bactérienne au sein d’'un méme
biofilm. Ceci pourrait s’expliquer par des mécamgsnde quorum sensing spécifiques des
staphylocoques qui inhiberaient I'expression dedefars de virulence d’autres bactéries
(Arciola, 2005). Une voie de recherche pourraie &mabaisser la virulence de ces biofilms de
staphylocoques. Par exemple, plutoét que de lesid®ties rendre hétérogénes permettrait de

rebasculer vers un écosystéme plus proche de taater
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Exemple n°2 : Biofilms de la plague dentaire et caes dentaires.

Le biofilm formant laplaque dentairea I'interface avec les gencives est frequemment
associé a la présence de gingivites et de péritidsrithroniques. L'attaque permanente de
polynucléaires neutrophiles dirigés contre les mammganismes du biofilm formant la plaque
dentaire entraine une réaction inflammatoire chlipogi Les médiateurs de l'inflammation,
dont des cytokines, sont surexprimeés et stimukemésorption de I'alvéole dentaire ainsi que
la destruction du collagene, qui sont a l'origineng gingivite et d’'une périodontite (Teng,
2003).

Les bactéries présentes dans le biofilm formamidgue dentaire interviennent dans
des réactions de fermentation de sucres ingéréinmividu. La fermentation de ces sucres
produit des composés acides qui vont attaquer lléetala dentine. La dent va se
déminéraliser, et une cavité va se creuser dadsna Une carie dentaire correspond a une
destruction localisée de I'émail dentaire par demmosés acides issus de la fermentation
bactérienne de composés organiques (sucredpriraation d’une carie dentaire résulte du
déséquilibre écologiqueentre lamatieére minérale dentaireet lesbiofilms présentsdans la
cavité buccale. Les micro-organismes rencontrés danplagque dentaire sont en grande

majorité Streptococcus mutanStreptococcus sobrinuet Lactobacillusspp(Selwitz, 2007).

Les produits de la dégradation bactérienne de ceégporganiques fermentescibles
d’'origine alimentaire présents dans la cavité bleccke l'individu, entrainent unbaisse
importante du pH au niveau du micro-environnement de la dent. S8alaur du pH diminue
trop et atteint unealeur critique, un processus dgeminéralisation de la dents’amorce.

On peut contrer cette déminéralisation dentairequ@&ment en administrant du calcium, du
fluor et du phosphate. Usaisse du pHsuite a I'activité du biofilm peut étmestaurée par
l'action de la salive On assiste ainsi a un perpétuel mouvement dendiafta entre
minéralisation et déminéralisation. Enfin on précipie les caries dentaires se développent

sur des dents sur lesquelles la plaque dentaigréstnte depuis longtemps (Selwitz, 2007).
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Exemple n°3 : Biofilms et infections oculaires chmigues.

Certains biofilms bactériens sont responsablesfatiions oculaires chroniques,
comme la kératopathie infectieuse cristalline,efigp aussi IDK’. L'IDK est uneforme
rare de kératite microbienne caractérisée par la présence sieictures cornéennes en
forme de cristaux associée a la présence d’'un cedeme cornéen. dfésbibactériens ont
été mis en évidence dans des biopsies de corresses chez des patients atteints d’'IDK : la
matrice d’exopolysaccharides est colorée par lgedruthénium. L’antibiothérapie est peu

efficace dans le traitement de cette infection éfesg2002).

6.2.2. Biofilms et implants médicaux

Desbiofilms peuvent se former a la surface ou a l'intérieudigpositifs médicaux
implantés dans l'organisme : lentilles de contact, cathéter veineux centrainde
endotrachéale, dispositifs intra-utérins, valvesliegues artificielles, pace-makers, cathéters
de dialyse péritonéale, sondes de tympanostommelesourinaires, protheses vocalé2%
des infections nosocomiales sont dues a la présdiwglants médicaux contaminés ;
principalement paPseudomonas sppdes staphylocoques et des entérocoques (Ardhibal
1997). Ceci pose un véritalpeobleme de santé publiqugyour les personnes nécessitant ces
implants. Le traitement par antibiothérapie esfidiié voire inefficace, I'essaimage de
bactéries planctoniques a partir du biofilm pouvangendrer defections. Les micro-
organismes responsables proviennent de la floenéetdu patient, de I'environnement ou de
la micro-flore exogéne transitoire vehiculée papdesonnel hospitalier. Les biofilms peuvent
étre composés d’'une ou plusieurs especes de migamismes, selon le type de dispositif
implanté et la durée d’implantation dans l'orgaresdu patient. La formation de biofilms
dépend de plusieurs facteurs : nombre de celluléseptes, vitesse du flux du liquide dans

lequel se trouve le dispositif, propriétés physibamiques de la surface (Donlan, 2001).

On va traiter différents exemples d’implants médic sur lesquels se forment des
biofilms, et envisager les conséquences médicalesueues par le patient. On va tout

d’abord s’intérésser aux biofilms se formant sardendes urinaires.

7 |DK signifie « Infectious Crystalline Keratopathy
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6.2.2.1. Biofilms et infections du tractus urinaire

6.2.2.1.1.

Lesnfections bactériennes du tractus urinairesont les infections nosocomiales
les plus fréquentes Le risque de développer une infection urinairegnraente avec
limplantation de matériel médical comme les sonagiésaires et les stents urétraux. La pose
d’'une sonde urinaire est le premier facteur respiolesdu développement d’une infection
urinaire (Hatt, 2008). Les agents pathogéenes les fpquemment rencontrés font partie de la
flore du colon et du gros intestinet peuvent étre introduits dans le tractus urnsiiiite a des
contaminations (Tableau 3). Ces agents pathogenes vont formeriafiinb sur la sonde

urinaire et étre a 'origine d’une infection.

Tableau 3 : Fréquence des infections urinaires salde type d’agent pathogene rencontré

Pathogénie et micro-organismes impliqués

D’aprés (Emori, 1993)

Micro-organismes rencontrés

Pourcentage d’infectios (%)

Escherichia coli 25
Enterococcus spp 16
Pseudomonas aeruginosa 11
Klebsiellia pneumoniae 8
Candida albicans 8
Enterobacter spp 5
Proteus mirabilis 5
Staphylocoques coagulase- négatifs 4

Les complications les plus fréquentes apreés la plgee sonde urinaire sont les
infections nosocomiales du tractus urinaires, oWCTK'™®. Dix & 50% des patients porteurs
d’'une sonde urinaire pendant une courte durée {is)oont une infection urinaire dle au

développement de biofilms sur la sonde, et 100%pdésnts sont infectés lorsqu’ils gardent

18 CAUTIs signifie « Catheter-Associated Urinary Tradections ».
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la sonde pendant une durée supérieure a 28 jouiskléd, 1996). Les CAUTIs sont
asymptomatiques dans 90% des cas : une simple bactériurie sera alors obseheés
CAUTIs peuvent devenir symptomatiques (bactérjysiaurie...). Le patient va développer
dans ce cas une cystite, une urétrite, une hypertbenais il peut aussi présenter des signes
cliniques plus séveres : pyélonéphrite aigué, ¢slbactériémie et Iésions rénal@acobsen,
2008).

La majorité des micro-organismes responsables @noeint de ldlore cutanéeou de
la région analecpontamination fécalg du patient, mais aussi descro-flores transitoires
portées par lepersonnel hospitalier Ce sont surtout ces derniéres qui peuvent étre
antibiorésistantes, ce qui complique le traitentmies infections. Lors de l'insertion de la
sonde, la muqueuse urétrale peut étre endommagée effet protecteur vis-a-vis des micro-
organismes est alors altéré. Lames altérées de la muqueusg&o-épithéliale suite a la
pose de la sonde sont deuveaux sites de fixation potentiels pour les baities La pose
d’'une sonde dans demauvaises conditions d’hygiénepeut favorisera pénétration de
germes dans le tractus urinaire La présence d’'un corps étranger dans le traaginaire
perturbe les mécanismes normaux de défense de.I'batprésence d’urine résiduelle dans la
vessie favorise le développement bactérien (HAG82

Le mécanisme de formation de biofilm sur une samileaire est simple (Figure 7).
Une fois la sonde posée, un film protéique va p@skr a sa surface et favoriser la fixation de
micro-organismes (Tableau 3), et par conséquerdiert la formation d’un biofilm. Une fois
gue les bactéries ont colonisé la sonde et l'uithélium, elles doivent s’adapter a
I'environnement formé par le tractus urinaire etpsecurer des nutriments. La production

bactérienne de toxines et d’enzymes dans I'enveorent entraine une dégradation des tissus

avoisinants et une libération de nutrimef@tacobsen, 2008).
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Figure 7: Mécanismes de formation de biofilms sur me sonde urinaire lors d’'une

infection du tractus urinaire liée au port de la sode

D’aprés(Jacobsen, 2008), avec accord

La structure ovale grise au centre de la figureéneise une sonde urinaire. Un film protéique,
représenté par un alignement de disques noirgrsefa la surface de la sonde (1). Puis, des noicganismes
(éléments figurés en noirs) pénétrent dans l'oggaai (2), se fixent a la surface de la sonde etdotmin
biofilm monocouche (3). Puis, les phases de crosat de maturation du biofilm ont lieu (4) & (B},enfin les
bactéries se détachent et essaiment a partir ilnb{6).
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6.2.2.1.2. Formation de biofilms cristallins. Complications

Certains micro-organismes présents dans les bmfioomés sur les sondes urinaires
produisent desuréases,entre autres Proteus mirabilis Providencia stuartii, Morganella
morganii et Klebsiella pneumonia€Clutterbuck, 2007 ; Hatt, 2008). L'urée conterdans
l'urine du patient est hydrolysée par les uréasasténiennes et conduit a la formation
d’hydroxyde d’ammonium. La libération d’ammoniaqseus forme libre dans l'urine
entraine unewugmentation du pH au niveau de ihterface biofilm-urine et conduit a la

précipitation de cristaux d’hydroxyapatite (cristaux de phosphate de calgiahte struvite
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(phosphate ammoniaco-magnésien), qui vont \awstruer la lumiére de la sondgTunney,
1999). Les cristaux formés s’entrappent dans ldiliio: il y a formation d’un biofilm
cristallin. La présence de cristaux va créer ttemibles urinaires: dysurie, strangurie,
hématurie, distension vésicale, oligo-anurie... Ontpaussi avoir des conséquences plus
séveres comme des infections ascendantes par exeaepl pyélonéphrites (Hatt, 2008).
Proteus mirabilis est I'agent le plus frequemment a l'origine de danfation de biofilms
cristallins (Photographie 3), puisque cette bagetgroduit une uréagea 10 fois plus efficace

gue les autres uréases bactériennes (Tenke, 2006).

Photographie 3 : Biofilms deProteus mirabilis (ATCC 29906) sur du polycarbonate,

obtenu par des réacteurs du Centers for Disease ®wol and Prevention. (Microscopie

confocale a balayage)

Photographie de Janice Car, Centers for Disease#dland Prevention, Public Health Image
Library, Atlanta, GA USA. Avec accord.

La photographie a été obtenue par microscopie calda balayage. Les structures allongées et iaearv
représentent des biofilms &eoteus mirabilis
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La persistance des infections au sein du tractus urim@ s’explique par le fait que
les bactéries résistent aux mécanismes de défemseriitaire de I'hote, via la production de
capsules, de protéases dirigées contre le comptéetdas peptides anti-microbiens et de
lipopolysaccharide§lacobsen, 2008).

La pose aseptique d’'une sonde urinairgpar du personnel médical qualifié et des
meéthodes decathéterisation alternative permettant de diminuer les traumatismes de la
muqueuse urétrale sont aussi des moyens efficamesempécher la formation de biofilms

(Jacobsen, 2008).

Des biofilms se forment donc au niveau de disgesitiédicaux comme les sondes
urinaires, et sont a l'origine d’infections nosogales, le plus souvent difficiles a traiter. Des
biofiims peuvent aussi se former sur d'autres tydesprothéses médicales, comme par

exemple les cathéters veineux centraux.

6.2.2.2. Biofilms et cathéters veineux centraux

Les cathéters veineux centrauxsont lesimplants médicaux les plus a risquepar
rapport au développement d’uimdection nosocomiale (Klevins, 2005). Ceci pose de graves
problemes de santé publique puisquettagements systémiquesde routine des patients
atteints d’infections de ce type se révelent e glouventnefficaces(Donlan, 2008).

Les micro-organismes en cause proviennent diéota cutanée du patient de la
micro-flore exogene du personnehospitalier, ou encore ehvironnements contaminés
Les micro-organismes atteignent le cath@gar migration a partir de la peau le long de la
partie externe du cathéter. Les micro-organismegplies fréquemment isolés sont (Tableau
4). Staphylococcus aureus, Staphylococcus epiderm@@isdida albicans, Pseudomonas

aeruginosa, Enterococcus faecadiKlebsiella pneumoniaébonlan, 2001 ; Donlan, 2008).
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Tableau 4: Liste de micro-organismes isolés a partde biofilms formés sur des cathéters

veineux centraux

D’apres (Donlan, 2008)

Bactéries Gram- positives Bactéries Gram- négatives| Autres micro- organismes

Corynebacterium spp Acinetobacter spp Candida spp
Enterococcus spp Acinetobacter calcoaceticus  Candildicans
Enterococcus faecalis Acinetobacter anitratus Cdadropicalis
Enterococcus faecium Enterobacter cloacae Mycobactechelonei
Staphylococcus spp Enterobacter aerogenes

Staphylococcus aureus Eschrichia coli

Staphylococcus aureus Klebsiella pneumoniae

résistant a la méthicilline

Staphylocoques coagulase | Klebsiella oxytoca
négatifs

Streptococcus spp Pseudomonas aeruginosa
hémolytiques

Streptococcus sppiidans | Proteus spp
streptococci)

Streptococcus pneumoniae Providencia spp

Serratia marcescens

La colonisation bactérienne a lieu dans |24 heures suivant la pose du cathéter
(Donlan, 2008). Au contact du flux sanguin, la so€ du cathéter se recouvre dfilm
protéigue (plaquettes, plasma, fibronectine, laminine, duitfie). La présence de ce dernier
va modifier les propriétés physico-chimiquesde la surface du cathéter faivoriser la
formation de biofilms, et cedés 3 jours aprés la pose du cathétgiDonlan, 2008). La
localisation et I'extension du biofilm sur le cathéter dépend de [urée de la

cathéterisation Lescathéters de courte duréginférieure a 10 jours) ont des biofilms au
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niveau de Igartie externe du cathéteret que lesathéters de longue duré€30 jours) ont

des biofilms plutdt au niveau dellamiére du cathéter(Raad, 1993).

Une étude a évalué l'efficacité d’antibiotiquesr(@amycine et gentamicine) dans le
traitement de la bactériémie liée a la présenca dathéter chez des patients hémodyalisés.
Le traitement antibiotique a été efficace dansesaeht 32% des cas, ce qui suggerelgse
traitements systémiques anti-microbiens ne sont pasn moyen efficace de juguler la
formation de biofilms sur les cathéters(Marr, 1997). Mais I'éradication des biofilms rest
possible. Celle-ci dépend de la nature des micgasismes composants le biofilm, de I'age
du biofilm, de I'agent anti-microbien utilisé et edurée du traitement. Des stratégies autres
gue les traitements systémiques de routine onhétés en place. On peut citer parmi elles la
thérapie anti-microbienne de verrouillage(cf page 85). Brievement, cette thérapie consiste
en l'instillation de fortes concentrations d’ageatgi-microbiens directement dans le cathéter
colonisé par les biofilms, pendant une durée saiftis, afin d’éradiquer le biofilm (Donlan,
2008). Il faut cependant faire tres attention gparition d’éventuellesésistances Pour
l'instant, le meilleur moyen de lutter contre lasfitms réside dans la rigueur des conditions
d’hygiene dans le milieu hospitalier (cf page 8@pki, 1994).

6.2.2.3. Biofilms et valves cardiaques artificielles

Des biofilms peuvent se former sur des prothésesl¥es cardiaques. Les principaux
micro-organismes responsables soBtaphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis,
Streptococcus sppet Candida albicans.Ces micro-organismes proviennent depl@au,
d’implants médicaux comme les cathéters veineux centraux ou ontariggne dentaire
(Donlan, 2001).

Le geste chirurgical permettant I'implantation dduvalve cardiaque artificielle induit
des lésions tissulaires. Des plaquettes et dédimdé ont tendance a s’accumuler au niveau de
la zone d’'implantation de la valve. Les biofilnencontrés se forment plutét au niveau des
tissus avoisinants la prothese ou des suturesugua salve en elle-méme (Karchmer, 1994).

Des biofilms peuvent aussi se former sur des boehétre a I'origine d’ostéomyélite.
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6.2.2.4. Biofilms et ostéomyélite

L’ostéomyeélite est une infection de I'os, retrouv@ejoritairement au niveau des os
longs. Staphylococcus aureus est le germe le plus frequemment mis en cause.agests
pathogenes responsables des ostéomyélites se plgmeiosous forme déiofiims. La
présence dmplants dans I'os est uracteur prédisposant a la formation de biofilms,
puisqu’ils sont recouverts de protéines de I'hdtgtg aprés leur implantation. Cette couche
protéigue formée sur I'implant forme un substratfguorise I'attachement des bactéries et le

développement de biofilms (Brady, 2008).

L’éradication des biofilms est problématique, coeniginu de leur résistance a 'action
des agents anti-microbiens. De nouvelles stratép@smpeutiques sont envisagées, comme
I'utilisation d’anticorps anti-polysaccharides d@erhatrice ou encore des modifications de la
surface des implants, permettant d’éviter la fomatiles bactéries (Brady, 2008). Le
traitement le plus efficacedes ostéomyélites associées a la présence dérsiateste le
traitement chirurgical, consistant en dgbridement large des tissus infect§Brady, 2008).

6.2.2.5. Biofilms et prothéses oculaires

Les études concernant le rble des biofilms danmfestions oculaires sont récentes et
incomplétes, et beaucoup sont uniguement des@ptlJn grand nombre d’hypothéses sont
proposées mais elles n'ont pas encore été vérifigssbiofilms bactériens joueraient tote
non négligeabledans lesnfections bactériennes oculaireg¢Zegans, 2002). lls peuvent étre
présents sur des matériaux placés sur I'ceil ou Harils comme les lentilles de contact, les
lentilles intraoculaires et les fils de suture. @oemdre le réle des biofilms bactériens dans les
infections oculaires pourrait guider les recherattede développement de nouvelles stratégies

antimicrobiennes spécifiques a I'ophtalmologie.

Aux Etats-Unis, 56% des ulcéres cornéens diagngsicsont associés au port de
lentilles de contact (Zegans, 2002). L'incidence kiératites bactériennes est plus élevée chez
les porteurs de lentille de contact que dans laulatipn générale. La contamination
bactérienne ne dépend pas du type de lentilleséaed (dures ou souples) ou du type de
produit de décontamination utilisé. Leort de lentilles de contact favorise le

développement d’infections cornéennesen induisant unehypoxie cornéenne une
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hypercapnie et deslésions de I'épithélium cornéen Les lentilles de contact offrent aussi

une surface sur laquelle les bactéries peuvenxasedt former des biofilms (Zegans, 2002).

L’'une des complications les plus sérieuses faisante a la pose d'une lentille
intraoculaire lors de chirurgie correctrice de tatte est Endophtalmie Cette complication
post-opératoire est tres rarement rencontrée e éhfr et 0,3% (Garcia-Saenz, 2000). Aux
Etats-Unis,Staphylococcus epidermidést retrouvé dans 70% des cas d’endophtalmie aigtie
en complication post-opératoire de chirurgie dereate. La formation de biofilms sur la
lentille intraoculaire placée lors de la chirurgieurrait jouer un réle dans la pathogénése de
I'endophtalmie. Elle constitue en effet une surfabetique sur laquelle des biofilms peuvent
se fixer. Par le biais de cette fixation, les baettéchappent aux mécanismes d’élimination
des bactéries ayant lieu dans la chambre antérikeureeil.

Les bactéries responsables de I'endophtalmie pnoeig de la peau péri-oculaire et des cils
(Zegans, 2002).

6.2.2.6. Conclusion : biofilms et infections nosocomialesdes au port
d’'implant

La présence d'implants médicaux favorise la fororatie biofilms et est a I'origine
d’infections nosocomiales, souvent difficiles aitem du fait de leurs propriétés
d’antibiorésistance (Figure 8).
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Figure 8 : Biofilms et infections nosocomiales : poquoi le traitement médical est

souvent inefficace ?

D’aprés (Utili, 2007), avec accord.

La présence de biofilms sur des implants médicatad origine d'infections nosocomiales, souvent
difficiles a traiter. Les biofilms sont plus résists a la réponse immune de I'hbte que leurs cargérsous
forme planctonique : I'efficacité de la phagocytas# donc diminuée en présence de biofilms. De, phass
bactéries sous forme de biofilms sont 10 a 1009 fhis résistantes a I'action des agents anti-iens que
celles sous forme planctonique. Ainsi, les progsgharmacodynamiques des agents microbiens $éréea
en présence de biofilms : ils sont donc peu eféisadinsi, la présence de biofilms engendre simaltzent une
diminution de l'efficacité de la réponse immuneltdééte et des agents anti-microbiens, ce qui réinfettion
difficile a traiter. Sur la photographie de gaucbe,observe des biofilms d&taphylococcus aureuayec une
structure caractéristique en champignon. Sur laggnaphie de droite, on observe des structuresi@itgeuses
fixées sur des surfaces cylindriques (implant madylicil s'agit de biofilms dé®seudomonaspp.

Meécanismes de défense de Agents anfi-microbiens
I'héte
by LDimirnation e
e lefficacité Antibiorésistance 10 a 1000 fois
Phagocytose plus élevée pour les hactéries sous
ralentic Biofilm hactérien formé sur un forme de biofilms, par rapport &
implant medical leurs congeéneres planctoniques
Implant medical

Pseudomonas

Altération des parameétres
pharmaco-dvnamigues

Les biofilms sont rencontrés aussi bien chez I'H@rque chez I'animal. Les données
issues de la médecine humaine peuvent souvena@liguées a la médecine vétérinaire, ce
qgui nous donne une base de travail ainsi que dés oanceptuels que nous pouvons étendre

a I'ensemble des mammiféres.
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6.2.3. Biofilms et médecine vétérinaire

6.2.3.1. Biofilms et transmission vectorielle d’agent pathogne par un
vecteur biologique
Des biofilms formés de micro-organismes pathoggmesvent étre transmis d’'un
individu a un autre par des vecteurs biologiqudsus traiterons ici essentiellement de
'exemple de la transmission vectorielle par lague biofilms deYersinia pestisagent

responsable de la peste bubonique.

Yersinia pestisagent de la peste bubonigue, se transmet papigéses de puces, a
partir d’animaux infectés, le plus souvent des eamg. Récemment, des études ont démontré
gue la puce jouait aussi le role decteur biologique dans la transmission de la peste, et
n'était pas uniquement un héte passif permettaet contamination purement mécanique
(Jarrett, 2004 ; Hinnebusch, 2008).

La peste est une maladie qéapparait de fagon périodique a partir duréservoir
desanimaux sauvagesen particulier lesongeurs. Les rongeurs se contaminent en creusant
la terre, on parle de « peste de fouissement »esAprfection des premiers rongeurs par
fouissement, la maladie se propage entre aninpanxpiqires de puces La puce du rat,
Xenopsylla cheopjdransmet la bactérie de rat a rat (Toma, 200&@)sinia pestisagent de la
pestegest une bactérie Gram-négative, membre de la uadsEnterobacteriaceadl| s’agit
d’'un agent pathogene important chez 'Homme etadeses mammiféres ; c’est I'un des

micro-organismes les plus virulents que I'on cossei

On distingue plusieurs types de transmission¥ elsinia pestigHinnebusch, 2008).

Le premier mode de transmission edrégamsmission mécaniquedans laquelle la puce est un
hote passif Une puce provenant d’un animal infecté pique mimal sain et dépose dans le
derme de I'animal sain, lors d’'un repas sanguis, lakctéries contenues dans les résidus du
repas sanguin précédent. La puce joue donc unprdlement mécanique ; ce n’'est pas un
vecteur biologique dans ce cas (Hinnebusch, 2008).

Le second mode de transmission estdasmission vectorielle dans laquelle la puce
est unhote biologique Dans ce cas, la puce joue le rolevdeteur biologique On rappelle
gu’un vecteur actif ou biologique est un arthropgdetransmet un agent pathogene aprés en
avoir assuré la multiplicatioih.a peste peut alors étre classée parmatbsviroses En effet,

'agent pathogéne est ingéré par la puce, puisalse multiplier eformer un biofilm au
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niveau de son intestin Les bactéries sont localisées au niveau’idéeestin ou du pro-
ventricule (valve connectant I'cesophage a la portion antériede I'intestin) et sont
déversées de facon séquentielle lors du repas isariguis d’une pigdre, la puce vajeter
dans le dermede lindividu parasité de Isalive contenant des bactériegHinnebusch,
2008).

Immédiatement apres avoir été ingérées par la, desebactériesrersinia pestis
forment unagrégat, flottant librement dans la lumiére de la parti¢ééaieure de son intestin.
Les bactéries n'adhérent pas a I'épithélium et dontc, dans la plupart des cas, rejetées dans
les feces, puisque les puces se nourrissent efuifetres frequemment. On observe ainsi
gue de nombreuses puces infectées, apres ceuvrangit tligestif, ne contiennent plus de
bactéries. Par contre, la présence d'agrégats rtéimportants ne pouvant pas étre
éliminés dans les feces a cause de leur taille ritapi@, peuvent causer durablement une
infection. Puis, il peut y avoifixation de ces agrégats bactérienaux parois du pro-
ventricule de la puce eformation d'un biofiim. La synthése préalable d’une matrice
extracellulaire est nécessaire a la constitutiomeal®iofilm. Cette matrice extracellulaire est
visqueuse et trés hétérogene : elle incorpore ddscuies présentes dans I'environnement
proche du lieu de formation du biofilm, autrementi@ tube digestif de la puce, par exemple
des lipides issus du repas sanguin. La matricea@dtulaire pourrait jouer umble de
protection des bactéries lors du contact initial avec leggés immunitaires de I'hote, au

niveau cutané (lieu de la piqdre) (Hinnebusch, 2008

Le méme mode de transmission vectorielle par un drtopode d'un agent
pathogenesous forme de biofilms est retrouvé pour les praaoes du genréeishmania

(agent de la leishmaniose) et potylella fastidiosa, agent de maladies chez les végétaux,

comme la maladie X du citr{#linnebusch, 2008).

6.2.3.2. Biofilms et infections nosocomiales chez les animau

Les infections bactériennes chez les animaux séquéntes mais leur rapport avec la
présence ou non de biofilms est rarement évoqugbldadiims sont impliqgués dans diverses
maladies animales : pneumonie, abces hépatiquiEsites, plaies infectées, mammites...Ces
affections sont causées par des micro-organismesemis dans I'environnement, comme
Pseudomonas aerugingsau des micro-organismes de la flore commensage athemaux
(Clutterbuck, 2007).
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Les données concernant les infections nosocomiakes a la présence de biofilms sur
des implants médicaux peuvent aussi s’étendrengliecine vétérinaire, puisqu’on retrouve
tous les éléments propices a leur formation.

Prenons I'exemple de biofilms @&aphylococcus aureus. Il s’agit de 'une des causes
les plus importantes deammites subcliniques, cliniques et chroniques chez lemank de
rente. Cette bactérie fait partie de la flore caeadu cheval et est rencontrée aussi au niveau
des sabots. Lorsqu’elle est sous forme de biofiktie, est responsable d’infections de plaies
post-opératoires et de mammites chez le chevatté@ibwck, 2007).

Acinetobacter baumanést une bactérie commune rencontrée dans I'envéroent et
dans la flore cutanée et des muqueuses chez Iesuaxi Cette bactérie, lorsqu’elle est sous
forme de biofilms,est impliguée dans des infections nosocomiales deszchiens et des
chats (Francey, 2000). Elle a été isolée dans a#iséters utilisés chez des chevaux
(Vaneechoutte, 2000).

6.2.4. Biofilms et antibiorésistances

L’antibiorésistance développée par les biofiimstéaens pose de sérieux problémes
en matiére de santé publique, puisqu’elle rendciléfle traitement des infections dles a des
biofilms. L'antibiorésistance d’'une bactérie vivesdus forme de biofilm est 10 & 1000 fois
plus élevée qu'une bactérie de la méme espécetvdaas forme planctonique (Mah, 2001).
Cependant,tous les biofilms ne manifestent pas une insensiid aux traitements
antibiotiques (Conley, 2003).

Les mécanismes d’antibiorésistance mis en ceuarelgs bactéries au sein des
biofilms sont nombreux et variés. Anderson et OT€otont une dichotomie nette entre
facteurs de résistance innést facteurs de résistance induitspar le contact avec les

antibiotiques (Anderson, 2008).

6.2.4.1. Facteurs de résistance innés

Le passage de la vie planctonique a la vie sousdate biofilm s’accompagne de
I'acquisition d’une résistance des bactéries audbmtiques. Les facteurs innés de résistance

aux antibiotiques font partie intégrante de lactree du biofilm et de sa physiologie.
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Role de la matrice.

Les antibiotigues doivent traverser une épaisse chlmu constituée
d’exopolysaccharides, d’ADN et de protéines afinpdevoir atteindre leurs cellules-cibles.
Méme si la matrice stoppe certaines molécules ithiatiques, d’autres molécules vont
franchir cette barriere et pénétrer au sein duilbiofCertaines concentrations faibles en
antibiotiques stimulent la production d’exopolydsaxides de la matrice et contribuent a
accroitre son épaisseur (Donlan, 2002 ; Andersa®8 2 Conley, 2003 ; Clutterbuck, 2007).

L’efficacité du role de la matrice dans les mésaues d’antibiorésistance peut étre
étudiée en termes de durée du traitement antibietiqa matrice peut séquestrer des
antibiotiques hydrophobes et chargés positiveme&oitnme les aminoglycosides. Ce
mécanisme de limitation de la pénétration des agenti-microbiens au sein d’'un biofilm
explique les antibiorésistances observées lorsndiadtration unique d’antibiotiques mais
n’est pas valable pour les antibiothérapies dederdurée (Gilbert, 2001).

Néanmoins, la pénétration limitée des antibiotigaassein des biofilms n’est pas
considérée comme le mécanisme d’antibiorésistamqauls important (Anderson, 2008). I
existe des mécanismes de protection active coeBeahtibiotiques, par opposition a la
protection passive qu'offre la matrice d’exopolyd@arides : c'est le cas des biofilms de
Pseudomonas aerugingsgui expulsent activement des composés anti-miensbgrace a la
présence de pompes d’efflux (Costerton, 1999).

Insuffisance des conditions nutritives. Entrée en gtabolisme ralenti.

Lorsque lesconditions nutritives sont insuffisantes (privation ou concentrations
faibles en oxygeéne et en nutriments) les bactéiediofilm entrent dans unphase de
croissance ralentievoire enhypobiose(Costerton, 1999). En effet, la privation en oxygén
et en nutriments entraine une forte diminution 'detivité métabolique bactérienne. Cette
diminution de leur activité métaboliquerend les bactéries des biofilms, en particulidiese
situées dans les couches profondes du biofiimins sensibles a I'action des agents anti-
microbiens (Costerton, 1999 ; Donlan & Costerton, 2002). Rantre, les cellules
superficielles a haut métabolisme et a divisiomsdes seront détruites par les antibiotiques

qui auront réussi a franchir la matrice.

La baisse de I'oxymétrie entraine non seulement heiese du métabolisme des
cellules du biofilm mais est aussi a l'origine di@ms modifications. La résistance des

71



bactéries des biofilms dans des conditions de bassacentrations en oxygene peut
s’expliquer par le fait queertains antibiotiques ne sontpas actifs en absence d’oxygéne,
comme par exemple la ciprofloxacine ou la tobramgc{Zabinski, 1995). D’autre part,
certainsgroupes de genesontactivés par debasses concentrations en oxygenet sont a
'origine de modifications phénotypiques permettamte résistance accrueaux agents
antimicrobiens. Des concentrations réduites en emggengendrent des modifications
phénotypiques a l'origine d'une diminution de sbilgé aux agents anti-microbiens
(Drenkard, 2003).

Ainsi, I'entrée dans umétabolisme ralenti protége les bactériesle I'action des
antibiotiques. En diminuant leur croissance et leur métabolistren activant des facteurs de
réponse aux stress environnementaux (anaérobi@eirgté en éléments nutritifs), les

bactéries des biofilmsaugmentent leurs chances de survivre a des traitemis

antibiotiques.

Présence de variants phénotypigues.

Un autre mécanisme proposé pour I'explication dmtibiorésistance au sein des
biofilms est la présence deriants phénotypiques dits « persistants » parfois appelés
« cellules persistantes » (Drenkard, 2002). Lesfillme de Pseudomonas aeruginosa
possédent des variants phénotypiques capablesotlee arormalement en présence de fortes
concentrations en antibiotiques. Une protéine eiguk détermine quelles cellules seront
résistantes au sein du biofilm. Il s’agit d'un méisane de contrdle « en tout ou rien », qui
permet a des bactéries de s’adapter a un grandreatebconditions environnementales. Ces
variations phénotypiques soméversibles et apparaissent de facon trégquente et
aléatoire, conduisant a I'obtention deopulations extrémement hétérogened’un point de
vue phénotypique (Lewis, 2008). L’hétérogéneité pleenotypes au sein de populations
augmente la probabilité de constater une résistdrasérienne lors de changements

environnementaux soudains (Drenkard, 2002).

La persistance de ces cellules est die aalt@eation des mécanismes de mort
programmée Selon cette théorie, les agents antimicrobiersatant indirectement les
bactéries en causant des dommages intracellulpiiedéclencheraient alors les processus de

mort programmeée. Sur des cellules possédant ugeatadn de leur mécanisme de mort
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programmeée, l'action des antibiotiques n’a aucuieteét ces cellules persistent (Lewis,
2001).

Selon les auteurs, on trouve des théories diffésenbncernant la notion de cellules
persistantes. Certains considérent que ces cefiolgsrésistantes a I'action des antibiotiques,
d’autres, comme Lewis, soutiennent que ces dem®oat en faitolérantes a I'action des
antibiotiques. Pour cet auteur, les biofilms neissent pas en présence de concentrations
élevées d’antibiotiques, c'est-a-dire qu’il n’y aiipas de phénomenes de résistancemme
c’est le cas pour les bactéries planctoniques (£e2001). Il propose que la plupart des
cellules d’'un biofilm, quelques soient leur vitesde croissance et la rapidité de leurs
divisions cellulaires, sontres sensiblesa I'action d’agents bactéricides comme les
fluoroquinolones par exemple. Il existe une paidpulation de cellules qui survivent quelque
soit la concentration d’antibiotigues dans le nili€Ces cellules sont appeléeslliules
persistantes Ceci permet de définir umodele de fonctionnement d’un biofilm Ce modele
est le suivant : un traitement antibiotique va &lien les bactéries planctoniques et la majorité
des cellules du biofilm. Le systeme immunitairel’tiéte va détruire les cellules persistantes
sous forme planctoniques. Lesllules persistantes du biofilmsont protégées par la matrice
d’exopolysaccharides ; ellggstent intacteset vont permettre de régénérer par la suite le
pool de cellules constituant le biofilm, assuramsile maintien du biofilm. Ces cellules
persistantes développent selon Lewis une toléfaace antibiotiques.

On a pu isoler des cellules persistantes, séquéseetranscriptonf@ et trouver des
candidats au statut de genes codant pour des é@awmatie tolérance. L'étude du profil
géneétique d’expression des cellules persistantesleréune diminution de la synthése des

protéines impliquées dans la production d’énergi@aas les fonctions non vitales comme la

' Pour mieux comprendre ce phénoméne, rappelonselnignt quelques définitions. Un antibiotique
est une substance bactéricide ou bactériostatiljige contre une cellule-cible. Lorsque I'antilipte se fixe a
une cellule-cible, il détourne son métabolismecd#ule-cible synthétise contre son gré une moktokique,
qui va entrainer sa destruction. Les mécanismesésistance (mutation, modification de la cellule cible,
perméabilité réduite aux antibiotiques.ejnpéchentun antibiotique dese fixer a ses cellules-cibled.es
phénoménes de résistance aux antibiotiques ont pomséquence une augmentation de la concentration
minimale inhibitrice (CMI). Latolérance d'une bactérie a un antibiotique se définit defdgon suivante :
I'antibiotique se fixe a la cellule-cible mais ilyna pas deproduction de molécule toxique La cellule-cible
n'est donc pas détruite, malgré la présence débiatique. L'antibiotique va donc se lier aux rgteurs de la

cellule-cible mais il ne va pas pouvoir la corrompdrechangement de phénotype se fait de fagéatoire.

2 Ensemble des ARN messagers d’'une cellule
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synthese des flagelles. Ceci suggere que les eglhdrsistantes sont deslules dormantes

On a aussi pu mettre en évidence l'existencgéades codant pour des protéines induisant
une vie ralentie: inhibition de la traduction et/ou de la réplicatdu matériel génétique. La
PIsB est une protéine bactérienne, dont le gengetrdes séquences tres conservées, joue
aussi un réle dans la tolérance aux antibiotiguaspersistance des cellules dépend de leur
aptitude a conserver l'intégrité de leur membrarag,des mécanismes dépendants de la PIsB
dans le cadre de la synthése de phospholipidesig| 2@08). Les caractéres de résistance aux
antibiotiques sont transmissibles. On dispose dedeedonnées, mais on peut penser que la
tolérance a un antibiotique se transmet génétignenh@ tolérance a un antibiotique peut
entrainer des séléctions de mutants résistantsefontre aussi des populations de cellules
persistantes au sein de biofilms de levures, notmheians les biofilms déandida albicans

tolérants aux antibiotiques (Lewis, 2008).

Svynthése de molécules spécifiques.

Certains polysaccharides peuvent se lier aux atitjpies et les empécher de pénétrer
au sein du biofilm. C’est le cas dalljinate, un exopolysaccharide produit jggeudomonas
aeruginosall s’agit d'un polymere anionique : il capte figenent les molécules cationiques,
comme par exemple les aminoglycosides ou amingsaddss inhibe. Les alginates produits
par Pseudomonas aeruginosdurant les étapes de formation du biofilm réduiskn
phagocytose leucocytaire (Leid, 2005).

Il existe d'autres facteurs spécifiques de biofilmtervenant dans la résistance aux
antibiotiqgues, comme par exemple I'enzyme codée IpagenendvB chez Pseudomonas
aeruginosa Elle est impliquée dans la synthése de glycanesiqoes, qui se lient a
'antibiotique (principalement la tobramycine), déquestrent et empéchent la destruction de
la bactérie (Mah, 2003).

L'altération de [I'expression de certains génesexpliquerait l'apparition de
phénotypes présentant une susceptibilité réduiteagants anti- bactériens (Cochran, 2000).
Des transferts de caracteres de résistance delecdllucellule permettent d’expliquer

I'apparition d’antibiorésistances au sein de bim§l(Andrel, 2000).
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6.2.4.2. Facteurs de résistance induits

Les mécanismes a l'origine de I'expression de fastele résistance induits sonal
connus car peu d’études ont été menées afin de déterreindiidentifier les facteurs de
résistance induits par les antibiotiques au seiidBims. On sait qu’'un grand nombre de
genes est impliqué (Lewis, 2008).

L’expression de facteurs induits de résistancenaantibiotique eststimulée par
'exposition d'une population de bactéried cet antibiotique qui constitue un stress
important pour ces derniéres. Au sein d’'un bioféxposé a un antibiotique se crée un
gradient d’antibiotique, qui décroit quand on appmdes couches profondes du biofilm. Ce
gradient entraine I'expression différentielle detéars de résistance induits, selon I'endroit
ou I'on se trouve dans le biofilm. Ces facteuraiitglviennent compléter I'action des facteurs
de résistance innés (Lewis, 2008). Enfin, daorum sensing jouerait un réle dans
I'établissement d’antibiorésistance au sein deilpigf mais cette hypothése reste assez
controversée. Les molécules du quorum sensing @entr 'expression de facteurs de
virulence extracellulaire mais leur role dans bdissement d’'une antibiorésistance est mal
connu (Clutterbuck, 2007).

6.2.4.3. Moyens de lutte contre les antibiorésistances desfilms

Quelques soient les mécanismes de résistance,ulonsgraite une infection
bactérienne chez 'Homme ou chez I'animal, il iegportant de sélectionner I'antibiotique
adéequat, non seulement au début du traitement dwifacon continue, afin d’éviter la
sélection de mutants résistants a I'antibiotiquiesét

Le challenge est de développer de nouveaux traitesret de nouveaux moyens de
lutte contre la tolérance des bactéries aux atitijpies. Les nouvelles stratégies de lutte
contre les antibiorésistance des biofilms sontsl@éigantes : thérapies combinées, ingestion
d’antibiotiques sous forme inactive, utilisation deatériel médical stérile ou recouvert
d’agents anti-microbiens (cf page 82). Les antigeps €liminent de fagon satisfaisante les
cellules persistantes mais sont toxiques et ne greudtre utilisés par voie systémique. On
peut imprégner la surface d’implants médicaux d¥geanti-microbiens. Lorsqu’une
molécule antimicrobienne est fixée a une surfatle, perd sa mobilité et n’est donc plus
capable de s’attaquer a un agent pathogene. Uniiosola ce probleme serait de fixer
I'antibiotique a une longue chaine de polymeéresseuait directement liée au substrat (Lewis,
2008).
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6.3. Importance industrielle des biofilms

Les biofilms ont une importance médicale considérammais ils jouent aussi un role
dans le monde de l'industri@n va tout d’abord s’intéresser aux effets bénéfqofferts par

les biofilms, et voir comment ces derniers sont@igs industriellement.

6.3.1. Effets bénéfiques de la présence de biofilms

Si la présence de biofilms a des effets néfastas W& secteurs agro-alimentaire ou
médical, ces derniers peuvent également étre misfd, par exemple dans les procédés de
traitement des eaux usées (auto-épuration dessgst®me des boues activées dans certaines
stations d’épuration), ou encore dans le domaidestriel par leurs propriétés dgnthese de
certaines substances chimiquegthanol, poly-3-hydroxybutyrate, benzaldéhyde)lewrs
propriétés anti-corrosion. En effet, la formatian lwofilms hautement résistants confere aux
matériaux qu’ils recouvrent dgsropriétés anti- corrosives (Wanner, 2006) Enfin, les

biofilms peuvent jouer le réle de véritabl@s-indicateurs de pollution (Wanner, 2006).

Les micro-organismes sont capables de dégradepd#sants présents dans les
effluents : ils jouent un réle important ddi&puration des eaux Certaines bactéries, comme
les cyanobactéries, présentes dans des cours aledes lacs jouent un réle non négligeable
dans lecycle des métauxdont elles sont en mesure de réduire les corat@nts dans I'eau.
Elles participent donc activement a I'activit@uto-épuration des lacs(Wanner, 2006).

Les biofilms peuvent étre utilisés de facon citdéa d’épurer des nappes phréatiques
souterraines contaminées, a la suite par exempfmoliigtions chimiques accidentellesSi
les polluants sont biodégradables, on peut injedtrs I'aquiféere concerné des micro-
organismes spécifiques dans l'espoir qu’ils formées biofilms et utilisent lepolluants
comme source d’énergie pour leur métabolisme a défaut d’autres substrats (Wanner,
2006). L’eau potable que nous buvons provient a 76&ocréserves souterraines d’eau. Les
biofilms présents dans le sous-sol réalisant émeration naturelle de I'eau lors de son
passage sous terre, avant d’étre captee.

Dans le procédé ddsmues activéesles bactéries forment des biofilms (jusqu’a une
taille de 2 mm!), contenant des millions de baegrmaintenus en suspension dans des
bassins d’aération. Les micro-organismes des hisfivont intéragir avec les polluants, les
utiliser comme substrats métaboliques et ainsiaggples eaux. Debioréacteurs sont aussi

utilisés pour I'épuration des eaux. Dans ces réastdes micro-organismes se fixent a des
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supports mis a leur disposition et forment desilongf L'épuration des eaux se fait suivant le
méme mécanisme que dans les boues activées. l&atlieur est beaucoup moins encombrant

gue les dispositifs de boues activées (Wanner,)2006

L’écotoxicologie fait souvent appel aux micro-orgames pour lalétermination du
degré de pollution des eauxu le risque représenté par les substances texitjes biofilms
intéragissent avec les toxiques ; ils peuvent fetesiccumuler les polluants éventuels sur des
longues périodes. Les biofilms sont alorsvéeitables marqueurs du degré de pollution
chronique de leur habitat (Wanner, 2006).

Les biofilms peuvent aussi servifindicateurs de stress métallique De fortes
précipitations peuvent amplifier I'’écoulement aunsd’'un cours d’eau et provoquer des
remaniements au niveau des sédiments, qui vontgrela des métaux dans l'eau. Les
biofilms fluviaux réagissent trés rapidement a wesvelles conditions environnementales ;
peu de temps apres les précipitations, la conderiran métaux a l'intérieur des biofilms
augmente de facon significative. Le stress métadlige manifeste par la formation de
polypeptides (phytochélatines) neutralisant lesamné en se liant & ces derniers dans des

biofilms composés d’algues (Wanner, 2006).
Les biofilms présentent donc de grands avantaggamment en matiere d’épuration

des eaux. Mais ces derniers peuvent aussi étréeEdé y compris dans les installations

industrielles.
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6.3.2. Effets néfastes de la présence de biofilms
6.3.2.1. Biofilms et santé publique
Des biofilms peuvent se développer danséseaux d’alimentation en eau potable

(Photographie 4) et dans legstémes de climatisation ils peuvent abriter des légionelles et
représentent donc un risque pour la santé hum#fiaarger, 2006).

Photographie 4: Biofilms formés dans des canalisatns d’eau potables, reproduits en

laboratoire. Image obtenue par microscopie confocal

Photographie de Janice Car, Centers for Diseasgdland Prevention, Public Health Image
Library, Atlanta, GA USA. Avec accord.

Sur la photographie, on observe des bactériesramefde filaments, et regroupées en amas. Il sthgit
biofilms formés dans des canalisations d’eau petabl

p AccV Spof Magn
e 100KV 3.0 3084x
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Comme nous l'avons déja vu, des biofilms peuventf@eer sur lesimplants
médicaux, comme les cathéters veineux centraux ou encorsdedes urinaires, et étre a
I'origine d’infections nosocomialessouvent difficiles a éradiquer et représentant un
probleme majeur de santé publique. Enfin, les lonsfisont la source de nombreux problemes
dans lindustrie agro-alimentaire, en termes d’hygiéne alimentaire et d'altératioes d

gualités organoleptiques des produits alimentaires.

6.3.2.2. Biofilms, dégradations et impact économique

Les biofilms sont a l'origine d’'un certain nombre dégradations (batiments,
corrosion et perforation de la coque des batealigraion de machines...) et ont par
conséquent umpact économiqueimportant. Lesfagcades de nombreux batimentsont
attaquées par des algues et des champignons @rgamdiofiims et entrainent d'importantes
dégradations. Les réparations nécessaires repeésam colt important. Des biofilms se
forment sur lasurface de la coque des bateauxréant une résistance a I'avancement du
navire, ce qui entraine donc uaagmentation de la consommation de carburantLes
matériaux métalliques peuvent subir des réactieodosion, dles a I'activité de bactéries
sulfo-réductrices organisées en biofilms, aboutissadesperforations. Les biofilms qui se
développent sur les échangeurs de chaleur instddiés les égodts, afin de récupérer la

chaleur des eaux usées, alterent fortement I'efieale ces appareils (Wanner, 2006).

6.3.2.3. Moyens de lutte

Les biofilms peuvent étre en grande partie élimigéice a I'augmentation de la
vitesse d’écoulement des effluents qui permet dldi®iple cisaillement et donc de détacher
le biofilm. Le nettoyage mécaniquaeste donc I'un des moyens les plus efficaces [ubtar

contre les biofilms indésirables (Wanner, 2006).

Par les dommages qu’ils causent dans les miliewicaket industriel, les biofilms
ont unimpact économique important Il est nécessaire de développer des moyens te lut
efficaces et pérennes contre la formation de bisfilDe maniére croissante ces dix dernieres

annees, les recherches concernant les moyendeedutre les biofilms se multiplient.
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7. MOYENS DE LUTTE CONTRE LES BIOFILMS

Les biofilms posent de graves problemes en matiéreanté publique. lls sont aussi a
l'origine de la dégradation de batiments. Par toes aspects, la présence des biofilms a un
impact économique considérable. Il est absolumeitessaire d'éradiquer les biofilms
nuisibles. La lutte contre les biofilms peut seiréselon deux axes principaux : empécher la

formation de biofilms, et lorsqu’ils sont déja prass, les détruire.

7.1. Empécher la formation de biofilms

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

nosocomiales, posent de sérieux problémes de sabligue.

7.1.1. Techniques couramment utilisées

Le meilleur moyen d’empécher la formation de b8l sur des implants en milieu
hospitalier repose sur le respect de quelques ipescfondamentaux. La formation de
biofilms sur des implants médicaux est liée adlaée de présence de l'implantdans
'organisme. Plus l'implant est la depuis longtemgisplus il y a un risque de formation de
biofiims. La pose de l'implant doit se faire danss@onditions d’hygiene strictes afin
d’éviter au maximum toute contamination bactérierfrenons I'exemple de la formation de
biofilms bactériens sur des cathéters veineux agrtr Il existe plusieurs moyens de

contrbler la formation de biofilms sur les cathéters veineux centraux (Maki, 1994) :

préparation aseptique du site,
pose aseptique du cathéter,
durée de cathéterisation minimale,

utilisation topique d’antibiotiques,

YV V V V VY

création d’'une barriere mécanique en fixant le @ath sur un implant fixé

chirurgicalement,

Y

recouvrement des parois de la lumiére du cathé@reampagent antimicrobien,

A\

retrait des implants contaminés.
Compte-tenu de l'importance médicale considéralge biofiims et des problemes
gu’ils posent, de nombreuses pistes de recherattecensacrées a la lutte contre la formation

des biofilms. Ce sont souvent les nouvelles teadmies qui sont utilisées.
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7.1.2. Les nouvelles technologies au service de la luttentre les biofilms

Il existe degevétementsdestinés aux biomatériaux implantables, commedesges
urinaires ou les cathéters veineux centraux, quuémment I'adhérence des micro-organismes.
Des molécules chargéegsetardent la fixation de ces derniers par le jeufatces de
répulsion. Les antibiotiques ou le systéme immunitaire antaalors le temps d’agir contre
les micro-organismes non fixés (Donlan, 2008). €&thnique de lutte contre les biofilms
reste nénamoingeu efficacecar la matrice extracellulaire qui se forme autes prothéses

peut elle-méme étre initiatrice de la formatiorbitEilms (Bury-Moné, 2007).

Pour inhiber I'adhésion des micro-organismes, out peiliser lavaccinologie Des
vaccins sont actuellement en cours de développemeamime par exemple les vaccins contre
les caries, dirigés cont@&reptococcus mutar{Bury-Moné, 2007). Le but de la vaccinologie
est deformer des IgA qui vontinhiber les phénomenes responsables dehésion des
micro-organismes (Donlan, 2008). Certains vaccims été efficaces sur des modéles

animaux, mais beaucoup reste encore a prouver, (Z003).

On peut aussi essayer d’agir au niveau des mokdaldesignalisation du quorum
sensing, afin d@erturber I'architecture du biofilm et sespropriétés d’antibiorésistance
(Donlan, 2008 ; Tomlin, 2005). Cette méthode sengle prometteuse. Elle est, entre autre,
utilisée en aquaculture et dans les revétementb@kesux. Des études sur les mécanismes
d’inhibition de la formation de biofilms ont étéati&sées sur une algue rou@elisea pulchra
car ellene porte aucun biofilm a sa surface. Elle sécr@e fdranones qui sont des
homologues des homosérinelactones, substancesaeikearmg contréle inhibiteur sur la
communication bactérienne(Bury-Moné, 2007).

On peut lutter contre la formation de biofilms enhibant la synthese des
exopolysaccharides de la matrice. Certaines soubhgdages &nterobacter agglomerans
produisent une enzyme capable de détruire la neadstracellulaire puis d’infecter et de lyser
les bactéries du biofilm (Bury-Moné, 2007).

L'utilisation d’ultrasons combinée a celle des hiufiques permet d’éliminer des
bactéries Gram-négative planctoniques ou sous falenbiofilms (Donlan, 2008) (cf page
85).

Enfin, les recherches en génie génétique consistentechercher degeénes
spécifiguement exprimés au sein des biofilmafin de créer de nouvelles cibles (Donlan,
2008).
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7.2.Eliminer des biofilms déja formés

Lorsqu’on n’a pas pu agir suffisamment tét pour éaler la formation de biofilms, le
meilleur moyen de lutter contre ces derniers esesléétruire. De nombreuses techniques se
font concurrence. Comme on a pu I'évoquer précédamhniantibiothérapie donne peu de
résultats satisfaisants. D’ou l'intérét de dévelpp’autres méthodes de lutte contre les
biofilms. On traitera surtout des techniques d'&aiibn employées dans le milieu
hospitalier, compte-tenu des importants problémesahté publique liés a la présence de

biofilms.

7.2.1. Technigues d’élimination des biofilms couramment utisées

7.2.1.1. Elimination mécanique du biofilm

Le nettoyage mécaniquaeste 'un des moyens les plus efficaces pouedutbntre
les biofilms (Wanner, 2006). Il permet de les étien en détachant les micro-organismes de
leur support, grace aux forces de cisaillement n@nbes créées. Ceci est applicable pour les
biofilms présents sur des supports variés : batisperoques de bateaux, peau, implants
meédicaux... En médecine équine, le premier traitendentettre en place en cas de plaie
cutanée importante est d’arroser la plaie au jeaw’'sous pression pendant au moins trente
minutes afin de nettoyer cette derniere. Un auteargple concret de I'efficacité du nettoyage
mécanique pour éliminer des biofilms est I'utilisatde shampooings vétérinaires. Il est plus
efficace de masser le chien pendant 10 minutes lavelhampooing que de le laisser poser
pendant cette méme durée (Smith, 2001). Lors geli@ation du shampooing, des réactions
de saponification ont lieu. Ces derniéres vontaénér la solubilisation de la matrice du
biofilm présent sur la couche cornée. Le massageplade I'action du shaampoing et va
permettre I'exfoliation cutanée et I'éliminationsdeornéocytes sur lesquels s’était formé le

biofilm.

Le nettoyage précede Besinfection Le but de cette derniére est digtruire les
bactéries du biofilm, qui n'auraient pas été éliminées préalablementgaettoyage. Toutes
les molécules n'ont pas la méme efficacité. L'usdgechlorexhidine comme antiseptique
n'est pas efficace pour réduire le nombre d’infatsi dles a des bactéries Gram-négatives et
sélectionne des individus résistants a de nombagexts anti- microbiens. L’utilisation de

triclosan peut se révéler efficace (Stickler, 20Q2) plupart des antiseptiques et désinfectants
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ont du mal a pénétrer au sein des biofilms, ebsedéries des biofilms sont résistantes a leur
action. Cette méthode se révptu efficace

Face a la fréquente inefficacité de I'antibiotipéeset de I'emploi d’antiseptiques et de
désinfectants, le seul traitement efficace esteteait du substrat contaminé, qu’il s’agisse
d’'un implant médical, de tissus infectés ou de wm®{Anderson, 2008 ; Brady, 2008). Ce
principe est directement applicable en dermatologiar exemple, leetrait d’'un « corps
étranger endogéne »entraine la guérison des lésions cutanées. D’uimt pde vue
histologique, un corps étranger endogene se casxcigar la présence dans le derme d’un
elément habituellement confiné dans I'épiderme (oenta kératine du poil par exemple) et
de ce fait jamais au contact du systeme immunit&ee corps étranger endogéene va donc
déclencher une réaction immunitaire semblable & odlservée lors de la présence de corps
étranger. Les réactions inflammatoires rencostlées de furonculoses ou de poils incarnés
s’expliquent par la présence inhabituelle de kéeaf{poil) dans le derme. Le retrait de la
kératine entraine la guérison du patient. De de dai pourrait penser que la kératine du poil
est un substrat idéal pour la fixation de bactésida formation de biofilms. On peut étendre
le principe de corps étranger endogene au boucba®aimen pénétrant dans le derme lors

d’acné, et servant de support a la formation délims.

7.2.1.2. Antibiothérapie

Les biofilms sont caractérisés par des propriétémtibiorésistance élevée. De
nombreuses recherches sont donc actuellement es ab de trouver le moyen de contrer
cette antibiorésistance développée par les biofilhme hypothese étant que I'on n’administre
pas les antibiotiques a une dose suffisante paaringr le biofilm, certains chercheurs
cherchent a déterminer les concentrations d'arithies qu’il faudrait pour éradiquer un

biofilm.

La sensibilité aux antibiotiquesn’estpas la méme pour une bactérie donnée, selon
son mode de vigplanctonique ou en biofilm. La sensibilité d’upactérie a un antibiotique
est mesurée selon des techniques standardiséesesiéfiar le National Committee for
Clinical Laboratory Standards (NCCLS). Lsensibilité des bactéries planctoniques
relarguées par le biofilm est évaluée par la Concentration Minimale Inhitst du Biofilm

ou CMIB?, de la méme maniére que la sensibilit¢ aux antipies de bactéries

2L En anglais: BMIC pour Biofilm Minimal Inhibitory @ncentration
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planctoniques est évaluée par la Concentrationriviité Inhibitrice ou CMI. La sensibilité
aux antibiotiques desactéries du biofilm est évaluée par la Concentration Minimale
d’Eradication du Biofilm ouCMEB? La valeur de la CMEB renseigne sur la sensibilité
des bactéries du biofilm a un antibiotique donnéConley, 2003). Le but des recherches est
de trouver des moyens pour lutter contre I'antiésistance des biofilms en déterminant leur
CMEB.

Compte-tenu de la pharmacodynamie de [lantibiotiques des profils
d’antibiorésistance différents selon le type ddilois rencontrés, I'efficacité d’un traitement
n'est donc jamais véritablement prévisible. L’amibérapie essouvent inefficaceet se
solde la plupart du temps par un échec. Mais parfoi n'y a pas d’autre solution

envisageable...

Une antibiothérapie a long terme peut étre efficace chez des patients atteints
d’infections associées a la présence d’'une protindserasculaire (Utili, 2007). Ce traitement
ne présenten aucun cas une alternative au traitement chirugal (retrait de la prothése) si
ce dernier est possible ; mais c’est la meillewlat®on pour les patients ne pouvant subir a
nouveau une intervention chirugicale (sénilité,adas intercurrentes, risques per opératoires
et post-opératoires, ou refus de la part du patiensubir I'intervention). Les agents anti-
microbiens doivent étre administrés par voie irdiaguse a la dose maximale tolérée par le
patient, pendant une durée minimum initiale de &l semaines. Lorsque la phase aigué de
l'infection est jugulée, on continue I'antibioth@ra par voie orale. On ne connait pas la durée

totale conseillée du traitement (Utili, 2007).

L'utilisation de nouveaux agents antibactérienspermettrait de lutter contre
l'infection chez les patients inopérables pendamt lbngue durée et de I'éradiquer. Ces
nouveaux agents antibactériens et antifongiquesunatactivité bactéricide rapide, et/ou un
large spectre. On peut citer :daptomycing la caspofungine(activité bactéricide rapide) ou
encore latigecycline (large spectre). Cependant, les données conceligfitacité et
I'innocuité de ces médicaments sont loin d’étre planes (Utili, 2007).

22 En anglais: MBEC pour Minimal Biofilm Eradicati@@oncentration
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7.2.2. Les nouvelles technologies au service de la luttentre les biofilms

Utilisation de bactériophages.

Des bactériophages peuvent étre instillés localermaenniveau des cathéters afin
d’éradiquer les biofilms présents (Donlan, 2008guctivité de phages T4 réduit de fagon
notable les biofilms d&scherichia colidans des modélisatioms vitro (Doolittle, 1995). On
n'observepas de diminution de la sensibilité aux phages avéé@ge du biofilm (Donlan,
2008).

Elimination ciblée d’'une espéce microbienne au seu biofilm.

Cette méthode d'éradication des biofilms consistééstabiliser I'écosystéme du
biofilm en désorganisant totalement sa structure intigel'¢gimination ciblée d’'une espece

bactérienne, que I'on aura choisi au préalableyBdone, 2007).

Ultrasons et potentialisation de I'action des antilmtiques.

Il existe unesynergie entre antibiotiques(comme par exemple la gentamiciret)
ultrasons qui permet par exemple d’éliminer des bactériesn@snégatives planctoniques ou
sous forme de biofilms. On parleeffet bio-accoustiqueou deffet bio-électrique Le
mécanisme de cette synergie est mal connu, onpaeser qu’il résulte d’'une perturbation de
'organisation membranaire de bactéries permettainisi une meilleure diffusion de
I'antibiotique au sein du biofilm (Donlan, 2008).

L’action synergique des ultrasons et de la gentami@ndans la réduction de
biofilms d’Escherichia colia été mise en évidence sur des modeles animauméGa2005).
Les résultats de I'étude montrent de fagon tresifstgtive que I'association d’ultrasons et de
gentamicine est plus efficace que I'administratd® gentamicine seule dans le traitement

contre les biofilms.

Utilisation d’enzymes dégradant les exopolysacchales de la matrice.

L'utilisation d’enzymes dégradant des polysacclewide la matrice et désorganisant
totalement I'architecture du biofilm, pour enfincalir & sa destruction, peut fournir des pistes

de recherche pour I'éradication des biofilms (Danl2008). Prenons I'exemple des biofilms
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de Pseudomonas aeruginodaes derniers produisent un exopolysaccharide,ifatg, aux
propriétés intéressantes : il retarde la diffusi@s aminosides au sein du biofilm et inhibe
leur activité anti-microbienne. Si on ajoute au i@l une enzyme dégradant I'alginate,
lalginate lyase, on augmente le pouvoir de pétiétraet I'activité anti-microbienne de

I'antibiotique (gentamicine, tobramicine) dans iefitm (Donlan, 2008).

Recherche de nouvelles thérapies anti-microbiennes.

Le challenge est de développer de nouveaux traitenet de nouveaux moyens lutte
contre la tolérance des bactéries aux antibiotiguewis, 2008).

La thérapie combinéeconsiste a utiliser difféerents composés afin deemaaliser
leurs effets. Certains composés comme les maesolideuvent détruire la matrice
d’exopolysaccharides du biofilm et favoriser lafusfon d’autres agents anti-microbiens
associés au sein du biofilm (Donlan, 2008). L'sétion dantibiotiques sous forme retard
ingérés sous forme inactive puis activés au seila @ellule bactérienne, est une stratégie en
cours d'étude (Lewis, 2008). L'idéal pour limiter formation de biofilm serait d’utiliser du
matériel médical et des implants médicaux avecaumtace stérileou recouverte d’agents

anti-microbiens (Lewis, 2008).

Les biofilms de bactéries Gram-positives et Gramatiges peuvent étre éradiqués
lorsqu’ils sont exposés pendant dorgue duréea defortes concentrations d’agents anti-
microbiens. C’est le principe de la thérapie anti-microbiexeeverrouillage.

Le principe de la thérapie anti-microbienne de mgittage (ALT pour Anti-microbial
Lock Technique) edf’instiller in situ le cathéter colonisé par les micro-organismes deec
trés fortes doses d’agents anti-microbienpendant uneurée suffisante afin d'éradiquer
le biofilm, c'est-a-dire d’enlever toutes les cellules microbes fixées a la surface (Donlan,
2008). Le volume d’agent anti-microbien doit remgdi lumiere du cathéter mais ne doit pas
se disperser dans la circulation sanguine géngalelan, 2008).

L'utilisation d’'une antibiothérapie systémique elugpde I'ALT n’a aucun effet sur
'ALT. En revanche, la combinaison de différenteiaig anti-microbiens pour la technique
d’ALT se révele plus efficace (Messing, 1988). Gajont ici le principe de la thérapie
combinée, exposée précédemment. Les agents uslisdsactifs contre le type de bactéries
gue I'on cherche a détruire. Les agents efficaostre les bactéries Gram-positives sont : la

nafcilline (résistant aug-lactamases), la rifampine, la ciprofloxacine, Eneomycine, la
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teicoplanine, le linezolid... (Donlan, 2008). Les maigeefficaces contre les bactéries Gram-
négatives sont la plupart des antibiotiques demailfe des aminosides, dont la gentamicine
(Donlan, 2008).

La sensibilité d’un biofilm a des agents anti-microbiens est fortennaitiencée par
lage du biofilm. La sensibilité a certains antibiotiques(cephalothine, clindamycine,
érythromycine, vancomycine et teicoplanim@ninue de facon significativeavec I'age du
biofilm (Monzon, 2002). Par contre, I'activité de certaamtibiotiques comme la rifampine
ou la tétracycline est tres peu ou pas affectée.quantités croissantes d’exopolysaccharides
produites par le biofilm vieillissant créent desadjents de nutriments et d’oxygene : la
conséquence principale est le ralentissement derdssance des cellules et de leur
métabolisme, les rendant moins sensibles a 'attags agents anti-microbiens.

La plupart des études réalisees sur l'efficacitéladehérapie anti-microbienne de
verrouillage sur les infections systémiques liéek présence d’'un cathéter montre que
linfection peut étre jugulée au bout de 14 jouestchitement. Mais les études de cas ne
fournissent pas d’éléments suffisants pour affirmqex 'ALT permet d’éradiquer les biofilms
responsables (Donlan, 2008).

L'utilisation d’agents anti-microbiens a fortesncentrations peut étre toxique pour le
patient si la dose est administrée accidentellendanis le flux sanguin systémique. Les
principaux risques de I'ALT, surtout dans les stinoes médicalisées et les hépitaux, sont le
développement de souches résistantes et la séleleimutants résistants.

D’autres molécules peuvent étre administrées damasuivant le méme principe que
'ALT. On peut citer 'TEDTA (acide éthyléne diamintétra- acétiquejjui a des propriétés
antibactériennes et antifongiques. L'EDTA est cépatle déstabiliser la structure d’un
biofilm (Donlan, 2008).
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8. PROPOSITION DE VOIES DE RECHERCHE SUR LA
PROBLEMATIQUE DES BIOFILMS EN DERMATOLOGIE

Les biofilms présents a la surface de la peauHignme et de I'animal jouent udle
important dans de nombreux phénomeénes: cicatrisation, hdastes apparition et
perpétuation de diverses dermatoses...

Trés peu d'étudesont été réalisées a ce sujet. Ne disposant doacdgupeu de
données, nous nous proposons principalement damsawal d’identifier certains axes de
recherche possibles, visant a identifier les caretiques des biofilms cutanés. A terme, les
applications envisageables incluent la prescriptiaisonnée et cohérente de topiques, la
modification des biofilms présents afin que leuasactéristiques redeviennent favorables a
I'écosystéme cutané.

Dans un premier temps, nous verrons dans quelbure la peau joue le réle d’'une
véritable interface entre I'organisme et le miledérieur, par sa structure originale et par les
fonctions qu’elle remplit. Puis nous traiteronslaeroblématique des biofilms présents a la
surface de la peau et de leur implication dansares$ dermatoses. Enfin, nous proposerons
des suggestions applicables lors d’'une démarcherdscription raisonnée de topiques
dermatologiques dans le cadre du traitement deates®s humaines et animales.

8.1.La peau, interface entre I'organisme et le milieu xérieur

La peau est ailiterface entre le milieu intérieur et 'environnement. Elleprésente
chez 'Homme et l'animal I'organe le plus importasm poids (12% du poids d’'un animal
adulte) mais aussi, apres la surface totale déolals pulmonaires, I'organe le plus étalé en
contact avec le milieu extérieur (Scott, 2001)eE#présente la surface d’un court de tennis.
Il s’agit a la fois d’'unorgane de protectionmécanique, biologique et physique vis-a-vis des
agressions extérieures, mais également ditgane récepteur et producteurde divers
métabolites. La sueur et le sébum produits paetupainsi que la désquamation, protégent
'organisme de l'invasion de micro-organismes egutént I'écosysteme cutané. Finalement,
la peau est un véritabegane d’échanges et de communicatiorNous allons tout d’abord

présenter de facon détaillée I'organisation stmattude la peau.
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8.1.1. Structure de la peau

La peau est une structure hétérogéene, composéegoide couches superposeées :
I’hypoderme, le derme et I'épiderme (Figure 9).

Fiqure 9 : Structure générale de la peau chez 'Home

D’aprés (Martini, 2006)
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Chez le chien, la peau est plus épaisse sur ldrelim, la partie supérieure du cou, le

dos, la croupe et la base de la queue. La peaasdgtulierement fine sur le scrotum, les
oreilles, au niveau des creux axillaire et inguinainsi qu’en périphérie de I'anus.

L’épaisseur moyenne de la peau chez le chien esailire 0,5 et 5 mm (Mialot, 1993).
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8.1.1.1. L’épiderme

L’épiderme constitue lgartie la plus superficielle de la peau, et a une épaisseur
moyenne de 100 pum chez I'Homme. Il est constituétrdés populations cellulaires
principales : leskératinocytes les mélanocyteset les cellules de Langerhans(cellules
présentatrices d’antigeénes, responsables de l'inthaatanée).

L’épiderme est tres mince chez le chien : 0,1 antybd’épaisseur (LIyod, 1982). Son
épaisseur reste sensiblement identique d’'un tegitutané a un autre, sauf dans des zones
tres spécialisées comme la truffe ou les coussiaats est particulierement épais, jusqu’a 1,5
mm (Scott, 2001).

8.1.1.1.1.  Organisation structurale de I'épiderme

L’épiderme est constitué a 95% de kératinocytespatiés en différentes couches
superposées. Ces kératinocytes sont produits enapence a partir de la couche basale et
migrent verticalement de la couche basale vers daclte cornée. Cettenigration
kératinocytaire est accompagnée d’undférenciation cellulaire : I'association simultanée
de ces deux phénomeénes est appdiéEatinisation. On identifie quatre couches cellulaires

superposées (Figure 10).
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Figure 10 : Organisation structurale de I'épiderme

D’apres (Martini, 2006)

- siratum disfuncium

SIrotum Conpaciun Conchié botnge

Couche granuleuse
(strotum grorwesum)

Couche &pi
(Firatum spinpsum)
Couche hasale
Jonction dermo- (siraium germinativiom)
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» Lacouche basale®u couche germinativestratum germinativum

La couche basale est constituée par une assiséesitagcellules dont 10% sont des
cellules souches, 50% sont en mitose et 40% sowmbierde différenciation kératinocytaire et

migreront dans la couche supérieure. C’est dotiedadurenouvellementdes kératinocytes.

» Lacouche épineusestratum spinosum

La couche épineuse est constituée de plusieurseasde kératinocytes. Reliées entre
elles par deslesmosomeg&n nombre important, la déshydratation qui estcaffse lors de la

fixation en vue de I'examen histologique provoqune wétraction cellulaire qui épargne les
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sites de jonction interkératinocytaire. L'aspedilétqui en résulte a donné le nom de couche
« épineuse ». On trouve des granules lamellainetenant des lipides (céramides, cholestérol,
acides gras) et des enzymes (protéases, lipasgmsiglases..) dans le cytoplasme des

kératinocytes.

Chez le chien, la couche granuleuse est d’épaisseiable selon les régions. De une
a deux couches cellulaires dans les zones pileelespeut étre constituée de plus de 20
couches au niveau de la truffe, des coussinetdgilas et des jonctions cutanéo-muqueuses
(Olivry, 1993).

» Lacouche granuleuse stratum granulosum

La couche granuleuse est constituée de plusiesises cellulaires, qui sont le siege
d’'une kératinisation abondante. On trouve au sesatllules de cette couche des organites
particuliers notamment degains de kératohyaline (contenant de la profilaggrine) et des
corps dOdland (organites lipidiques libérant les lipides du cimhantercellulaire dustratum

corneumlors du stade terminal de kératinisation).

Chez le chien, la couche granuleuse est plus dévéto au niveau des coussinets
plantaires (quinze assises de cellules) et deuffet(trois a quatre assises cellulaires). En
revanche, on n'observe en général pas de couchelguse dans les régions mandibulaire,

maxillaire, temporale, craniale ou en face extele® pavillons auriculaires (Mialot, 1993).

> Lacouche cornée stratum corneum

Il s’agit de la couche la plus superficielle depiderme. Son épaisseur totale est de 10
um chez '’Homme. Chez le chien, son épaisseur @sipise entre 5 et 1500 um (Scott,
2001). La couche cornée est plus fine dans legtdiees cutanés glabres ou faiblement
pileux ; elle est plus épaisse au niveau de lémif des coussinets plantaires (Tizon, 2006).

La couche cornée est constituée de trois coucliiésedites, de la plus profonde a la
plus superficielle :

e Stratum lucidum couche présente uniqguement au niveau de la paume
des mains et de la plante des pieds chez 'Homimay @iveau de la

truffe et des coussinets chez le chien,
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» Stratum compactumcouche cornée a proprement parler,
e Stratum disjonctumcouche la plus externe, qui se désquame.

Les kératinocytes retrouvés dans la couche corméeachevé leur processus de
kératinisation et atteint le stade ultime de ddféiation cellulaire : ils sont devenus des
cornéocytes Il s’agit de cellules mortes, aplaties, anucléets composées presque
exclusivement de kératine. On trouve dans leur ptggine de nombreuses enzymes
intervenant dans des phénomeénes de métabolisatioles substances permettant la fixation
de I'eau et donc le maintien de I'hydratation cé@nCes cornéocytes sont reliés entre eux
par des ornéodesmosomes

L’agencement des cornéocytes au seirstilatum corneunest trés schématique : on
peut en effet le comparer a un mur de briques (Eig@) (Baumann, 2002 a ; Martini, 2006).
Les cornéocytes représentent les briques. Le «timqui les unit est constitué en partie par
deslipides, notamment des acides gras poly-insaturés (25%)hdlestérol (20%) et des
céramides (plus de 40%), d’'aprés (Baumann, 2002Cbk} lipides proviennent soit des
granules lamellaires des kératinocytes soit dasdgia sébacées. La plupart de ces lipides sont
amphiphiles. On trouve aussi dans le liant unisksntornéocytes dstratum corneuntdes
acides aminés et des métabolites, issus de ladiigma de la filaggrine, qui forment le
Facteur Naturel d’Hydratation (FNH)?. Cette association « en mur de briques » empéche
la pénétration de substances exogénes et limitgeldéss en eau : on parle d’ « effet barriere »
du stratum corneumlLa comparaison s’arréte la puisque la cohési@strpas liée a cette

organisation mais a la présence de nombreux coeséumsomes.

% En anglais : NMF pour Natural Moisturizing Factor.
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Figure 11: Organisation structurale dustratum corneum : le modéle

« mur de brigues »

D’apres (Baumann L, 2002 a)

Dans la structure en « murs de brique » de I'épidetes cornéocytes représentent les briques. Les
lipides (céramides, cholestérol et acides gras-paigturés) et le Facteur Naturel d’Hydratation (Npbur
Natural Moisturizing Factor) représentent le cimiatercellulaire et assure, avec les cornéodesmesplia
cohésion entre les cornéocytes.
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Les cornéocytes superficiels se détachent régoliémée de la surface cutanée au cours
du processus physiologique ddésquamation phase ultime durenouvellement
permanent de I'épidermeou «turn-over épidermique ». Sa durée moyenne est de 26 a 42
jours chez 'Homme, soit environ un mois (ArnoltR90). Le temps de renouvellement
cellulaire de I'épiderme chez le chien est de 229@n moyenne. Il est peut étre de 15 jours

si le chien a été tondu (Baker, 1973).
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8.1.1.1.2.  Importance du stratum corneum : I'« effet barriere »

Le stratum corneunest a I'interface entre I'organisme et I'environment extérieur. Il
joue un rdle important vis-a-vis des agressiongrexres et est responsable du maintien de
I'hydratation de la peau : on parle defet barriere » (Haftek, 2001) :

> Imperméabilité relative a I'eau, par la contention des liquides physiologiques et
I'inhibition de la pénétration transcutanée de tafses hydrophiles,

> Reésistance a l'invasion de bactéries pathogenegrace a l'acidité cutanée
régulée par les sécrétions sébacees et les pratudegradation de la filaggrine
chez ’'Homme et, dans une moindre mesure chezéa ¢bf page 96),

» Résistance aux agressions physiques et chimiques
> Filtration efficace des rayonsultra-violets,

» Maintien du pH cutané.

L’effet barriere nécessite I'intégrité dratum corneunpour se manifester. Ce sont le
FNH et le film hydro-lipidique de la couche corrgté sont les acteurs principaux de cet effet
barriere. LeFNH permet de fixer I'eau au sein de I'épidermegedserver 'environnement
agueux adéquat pour le fonctionnement enzymatidpes. lipides du stratum corneum
empéchent la perte d’eau transcutanée et l'invadeola peau par des bactéries pathogénes.
Une altération du ratio des lipides présents aganivdustratum corneunet/ou une déficience
en FNH entrainent une altération sévére de la fmmdtarriere, ayant pour conséquences des
troubles cutanés graves (ichtyose par exemple, dmnsas de la dermatite atopique)
(Humbert, 2003).

Le marqueur de l'altération de la fonction barrideel’épiderme edtaugmentation
de la perte insensible en eau transcutanéappellée ausSTEWL ** (Baumann, 2006 a ;
Humbert, 2003).

2 TEWL signifie TransEpidermal Water Loss.
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8.1.1.2. Lederme

Le derme a une épaisseur de 500 um a 1 mm chemiirdoet de 0,77 mm en
moyenne chez le chien (Martini, 2006 ; Mialot, 199B est composé débroblastes, qui
synthétisent dwcollagene de I'élastine et desprotéoglycanes Ces derniers ont un fort
pouvoir de rétention d’'eau, et constituent un aétg gel. On retrouve aussi dans le derme

des cellules migratrices, des macrophages, deshiyoyges et des granulocytes €osinophiles.

Le derme est a l'origine des propriétés mecanigieesa peau et sert déservoir

d’eau par l'intermédiaire du gel de protéoglycanes (M&r2006).

8.1.1.3. L’hypoderme

L’hypoderme est la couche cutanée la plus profoida’y a pas de solution de
continuité derme-hypoderme : on observe seulemehangement progressif dans la nature
du tissu conjonctif. Il s’agit d’'unissu conjonctif lache contenant du collagéne, un gel de
protéoglycanes et surtout dadipocytes(Martini, 2006). Dans certains endroits du cofps,
peau est immédiatement accolée au muscle ou adlagarét 'hypoderme est peu épais voire

virtuel.

8.1.2. Propriétés et caractéristiques physico-chimiques da peau

Le pH physiologique de la peau est acide. L’aciditeanée ne fournit pas un milieu
propice a la colonisation bactérienne et fongiqiependant, la peau saine est le siege d'une
colonisation permanente de micro-organismes sousefale biofilms : il s’agit de la flore
cutanée résidente. Cette derniere a un rdle baémefigt protecteur vis-a-vis des

contaminations par des micro-organismes pathogénes.

8.1.2.1. Le pH cutané

Alors que le pH du derme est voisin de 7, il deviacide au niveau dstratum
corneum Les valeurs du pH cutané se situent généraleaemn¢ 4 et 7, avec une valeur
moyenne dé&.5chez 'Homme. Le pH cutané de 'homme est plusedde celui des autres
mammiféres (Matousek, 2002). Chez le chien, le ptdre est Iégerement plus alcalin que
chez 'Homme : il varie entre 5.5 et 7.5 (Sers,4.98izon, 2006 ; Matousek, 2002).
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L’acidité cutanée provient des produits de la dégtian de la filaggrine, contenue
dans les kératinocytes : acide urocanique, acidmlmjone carboxylique et acide lactique.
L’ acidité cutanéeest une caractéristigue primordiale d'umeau saine elle empéche la
colonisation par des micro-organismes pathogemes, gue I'oxydation de la couche cornée.
(Masako, 2005). Une altération de la couche coemrine une élévation du pH: en effet,
presque toutes les dermatoses sont accompagnéesalaalinisation de la peau (Matousek,
2002 ; Tizon, 2006 ; Martini, 2006).

Les valeurs du pH cutané varient en fonctionidds/idus, de 'age dusexeet de la
région anatomiqueconcernée. ChezHomme, la peau est plus alcaline chez les femmes et
chez les personnes agées (Martini, 2006). Cheliém cles régions du dos et du cou ont des
pH avec des valeurs moyennes de 6 alors que leepta dégion auriculaire a une valeur
moyenne de 5 (Tizon, 2006). Chezlgen, le pH cutan&arie avec larace, I'ageet lestress
(Matousek, 2002 ; Tizon, 2006). Par exemple, leradbr a un pH cutané de 7,13 alors que le
Schnauzer nain, le Springer spaniel et le Yorkdeinéer ont respectivement un pH cutané de
7,25, 6, 65 et 7,71 (Matousek, 2002). Les malesiongH cutané plus élevé que les femelles ;
et les femelles stérilisées ont un pH cutané plesééque les femelles non stérilisées
(Matousek, 2002). Le pH cutané d’'un méme animafraieavec le temps, a l'inverse de
’homme (Meyer, 1991). Enfin, le stress pourraingéer une augmentation du pH cutané
d’environ une unité en moins d’'une minute (Meye991; Matousek, 2002). Les valeurs
relativement alcalines du pH cutané du chien peueepliquer le fait que I'on rencontre plus
frequemment des dermatoses chez le chien que ebeautres mammiferes, et 'hnomme en
particulier, puisque c’est en partie I'acidité méa qui protege de l'invasion de micro-
organismes (Matousek, 2002).

Chez 'Homme, le pH cutané estgulé par I'excrétion sudorale de composés
chimiques acides comme l'acide lactique, I'acideléaylénique et I'acide urocanique. La
peau possede ymouvoir tampon efficace. Les sécrétions sébacées protégent la \pea-

vis des micro-organismes pathogénes gréace a laitéa@atousek, 2002 ; Martini, 2006).

Les biofilms bactériens se forment de facon opentans un milieu dont le pH est
proche de la neutralité (Martinez, 2007). Or, khig cutanée ne fournit pas un milieu propice
a une prolifération bactérienne. Cependant, cartabactéries peuvent former des biofilms
dans des conditions de pH plus acides. En effetiramve de facon physiologique des
communautés bactériennes a la surface de la pealagit de la flore commensale cutanée.

L’alcalinisation de la peau fréquemment rencontliées de dermatoses favorise la
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colonisation bactérienne, la formation de nouvedurfilms et par conséquent le
développement de surinfections bactériennes, ceaggrave la dermatose déja existante
(Matousek, 2002).

8.1.2.2. Le film hydrolipidique
8.1.2.2.1. Composition

La surface cutanée est hydrophobe (Humbert, 2@I8). est recouverte d'un film
hydrolipidique, qui est le résultat d’'urEmulsion sébum-sueur La phase lipidique est
composée desébum excrété par les glandes sébacées et de lipideduitgopar les
kératinocytes. La phase aqueuse a pour originesudar et 'eau provenant de la perte
insensible en eau transcutanée (TEWL). Le sébutals’éur la phase aqueuse, formant un

film, comparable au film oculaire (Humbert, 2003).

Le film lipidique se trouve au niveau diratum corneunet participe a I' « effet
barriere » en maintenant a une valeur constanteHleacide cutané et en empéchant la
contamination cutanée par des bactéries pathogdinest composé d’acides gras poly-
insaturés (25%), de cholestérol (20%) et de plu40¥ de céramides (Figure 12) (Baumann,
2002 a). Les lipides de la couche cornée sont tlwmedéits primordiaux, permettant la
cohésion entre les cornéocytes, dans le modeleruene briques » (Haftek, 2003).
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Figure 12: Formules chimiques de quelques céramidesrésents au

niveau du stratum corneum.

D’apres (Baumann, 2002 a)

Cette figure présente les formules chimiques ddqges céramides retrouvés au niveausthatum
corneum
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Le film hydrolipidique cutané est éliminé facilenigrar des solvants organiques et
détergents (Martini, 2006).
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La composition du film hydro-lipidique varie sous linfluence de nombreux
facteurs. Chez le chien, elle est influencée pardae (Tizon, 2006). En effet, le nombre de
glandes sébacées n’est pas constant d’un animmabatte. Certaines races de chiens, comme
les races a poils courts et durs possedent un mouabdrglandes sébacées beaucoup plus
elevées que les autres (Mialot, 1993)ade de lindividu a aussi une influence sur la
composition en lipides dstratum corneumnlLe stress oxydant est le principal responsable des
processus de dégradation cellulaire liés a I'dgs radicaux libres produits vont initier des
réactions en chaine, aboutissant a la rupture asolis carbone-carbone ou carbone-
hydrogene des biomolécules constituants le filndigue. On parle de vieillissement cutané
(Popa, 2007). Certainetermatoses comme la dermatite atopique, sont caractérisaesap
modification de la composition du film lipidigue da couche cornée. Dans le cas de la
dermatite atopique, on constate un déficit en aamdehidonique, en céramides et en acides

gras omeéga-6 a longue chaine (Humbert, 2003).

Toute anomalie quantitative ou qualitative deglép de la couche cornée de
I'épiderme entraine une augmentation de la pesenisible en eau, marqueur fidéle de
I'altération de la fonction barriére (Humbert, 2003

8.1.2.2.2. Roles

Les lipides cutanés jouent un rdle dans ledlammations cutanées Les
phospholipides cutanés sont hydrolysés pahlaspholipase A2présente dans I'épiderme et
génerent de l'acide arachidonique, précurseur diaules pro-inflammatoires comme les
prostaglandines et les leucotrienes. Les phosps#p A2 jouent un rdle central dans la
physiopathologie cutanée; une dérégulation de kawix d’expression conduit a des
pathologies inflammatoires cutanéescomme le psoriasis, I'acné, la dermatite atopique,

I'érythéme di aux rayons ultra-violets, I'eczémaMa(ry, 2003)

Les lipides cutanés ont uaetion bactériostatiqgue Le dégraissage cutané d’'une zone
précise de la peau entraine une croissance batéraigmentée par rapport a une peau
normale, intacte (Aly, 1972). Les lipides cutanétla capacité d’inhiber la croissanae,
vitro etin vivo, de certaines bactéries Gram-positives corStaphylococcus aureus
Staphylococcus epidermigBropionibacterium acne€orynebacteriunspp et de levures
commeCandida albicans Ces propriétés bactériostatiques sont qualiatent différentes
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selon le sébum de l'individu considéré, et selam&ge. Elles s’exercent lorsque la

population microbienne cutanée résidente est fédsta, 1980).

8.1.2.3. Laflore cutanée
8.1.2.3.1. Composition et physiologie de la flore cutanée

La peau d’'un individu sain possede une flore baatée résidentbénéfique dont les
micro-organismes sont organisés sous formebudilms. Elle permet d’empécher la
colonisation de la peau par des bactéries pathegene

La peau est colonisée dés la naissance par des-arganismes, dont le nombre et la
nature varient en fonction de l'age de lindividu @e la région anatomique concernée
(Martini, 2006). Aucune zone de la peau n’a uneefi@présentative de la totalité de la flore
cutanée (Marples, 1969). Chez 'Homme les zoneglles riches en micro-organismes sont,
respectivement, par ordre décroissant : la maioyilechevelu, 'ars, le front, les membres et
le dos (Martini, 2006). On distingue une flore oé@ bactérienne et fongique. On
s’intéressera dans la suite de I'exposé uniqueaénflore cutanée bactérienne.

La flore cutanée bactérienne du jeune enfanést constituée des micro-organismes
suivants : Streptococcus albusStreptococcus aureus, Escherichia cdtreptocoques et
corynebactéries. A I'adolescence, la flore s’entieh coques (Martini, 2006).

La flore cutanée bactérienne de I'adulteest, quant a elle, composée essentiellement
de bactéries Gram positives, appartenant a traisegeprincipaux (Martini, 2006), (Chiller,
2001) :

» Genre Staphylococcus: Staphyloccocus epidermisStaphylococcus aureus
(portage asymptomatique dans les cavités nasaézs|thomme, dans 20% des
cas, (lwatsuki, 2006)Ktaphyloccocus hominis. Staphyloccocus epiderrastite
micro-organisme le plus abondamment représentéiaus la flore commensale
cutanée (Masako, 2005),

» GenreCorynebacterium,

» Genre Propionibacterium: Propionibacterium acnes Propionibacterium

granulosumPropionibacterium avidum.

On trouve aussi des bactéries du géragtobacillus (Nielsen, 1975).
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La flore cutanée fongiqueest moindre par rapport a la flore cutanée basiaga. Une
augmentation du nombre de champignons saprophgigtséfre a I'origine de mycoses, lors
de la modification de certains parametres cutangsre I’humidité ou le pH. Les principaux
micro-organismes fongiques rencontrés ddakassezidurfur et Candidaalbicans(Martini,
2006).

La microflore cutanée utilise le sébum présent suldace de la peau comme nutriment.
Il y a une véritable symbiose entre microflore oédet peau (Masako, 2005).

La microflore cutanée peut étre éliminée par diifés procédés. L'utilisation de
chlorhexidine entraine une réduction significatilela croissance de la flore cutanée aérobie

et anaérobie superficielle et profonde (Nielser,5)9

8.1.2.3.2. Roéles de la microflore cutanée

Les micro-organismes de la flore cutanée protelgepeau de I'héte de I'invasion de

bactéries pathogenes, de facon directe et indi(€ttéler, 2001).

On peut citer commmeécanismes de protection directe :

> la production déactériocine$” ou demétabolites toxiques

» desmécanismes de compétitiopour les phénomenes d’adhérence et d’adhésion a la
surface de la peau dans le cadre de la formatidmodiéms.
Par exempleStaphylococcus epidermidigui fait partie de la flore cutanée résidente
de 'Homme, peut empéch8taphyloccocus aureue se fixer a la surface de la peau
et de former un biofilm, en se liant de facon cotitpé aux récepteurs des
kératinocytesStaphylococcus epidermidishibe donc de fagon compétitive I'une des
premiéres phases de formation de biofilmSiaphyloccocus aureud’adhérence au

support, ici, la pea(Bibel, 1983).

» Desmécanismes d’inhibition de la croissancdes micro-organismes pathogénes. Par
exemple, la production d'acides gras issus de Ipolyse réalisée par
Propionibacterium acneacidifie le milieu cutané et inhibe de ce faitt@issance de

Streptococcus pyogengdentges, 1993).

% Les bactériocines sont des polypeptides d’oripmetérienne, dotés de propriétés bactéricides et
bactériostatiques, actifs sur la membrane des tiest8ram- positives
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Lesmécanismes de protection indirectele I'invasion de bactéries pathogénes par les

micro-organismes de la flore cutanée sontsienulation de la phagocytoseet de la
production d’anticorps et de cytokines(Chiller, 2001).

La flore cutanée participe a tifense de la peauSeule une prolifération excessive
des micro-organismes saprophytes peut engendrertrdables cutanés. Des mesures
d’hygiéne sont donc indispensables mais ne doipast par leur fréquence et leur qualité,
rompre I'équilibre du milieu cutané.

La flore cutanée résidente participe aaintien de la fonction barriére de
I'épiderme, par la production @nzymes des céramidases par exemple, intervenant dans des
réactions metaboliques impliquant les lipides deolache cornée (Humbert, 2003).

La flore cutanée résidente, organisée sous forneofiéms, a une présence bénéfique
pour I'héte, puisqu’elle le préserve de linvasioret de la colonisation de bactéries
pathogenes. Toute modification de I'équilibre defltae bactérienne, autrement ddute
rupture de I'homéostasie bactérienngentraine des troubles cutanés et est a l'origme

dermatoses

8.2.Biofilms et peau

Comme nous l'avons déja vu, la formation de biddilest influencée par le type de
support. De facon générale, la rugosité, I'hnydrdptité d’'une surface et la présence
préalable de films protéiques influencent I'attanleat des micro-organismes a cette surface
et favorisent la formation d’un biofilm. Les biafik se fixent plus facilement sur des surfaces
recouvertes de protéines ou de glucides que sursadaces recouvertes de lipides. En
dermatologie, la couche cornée constitue un mawstgpport pour la formation de biofilms,
par la présence de lipides et le renouvellemenngeent des cornéocytes (désquamation).
Lors d’hyperkératose, la couche cornée devient ghasse et plus rugueuse, ce qui favorise
davantage la formation de biofilms. Le collagénéspnt dans le derme et les érosions et
ulcéres présents a la surface de la peau offrestibstrat protéique aux micro-organismes et
constituent donc un bon support pour la formatierbfilms. De méme, la kératine du poil
offre un support idéal pour la formation de bioflnce qui peut expliquer les réactions
inflammatoires déclenchées par la présence de @rasgers endogenes dans le derme, en

particulier lors de poil incarné.
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Ainsi, la peau constitue urenvironnement peu propice a la colonisation
bactérienne La présence d’'une colonisation bactérienne peentana la surface de la peau
s’explique par la capacité des bactéries a adlddieecouche cornée de I'épiderme et a croitre
dans un milieu sec et relativement acide. Ces hest&ont aussi capables de se fixer a
nouveau a la peau, lors du phénomeéne physiologiqua désquamation (Feingold, 1986).

Les biofilms présents a la surface d’'une peau sam constitués de micro-
organismes faisant partie de la flore commensalenée.L’homéostasie bactérienne a la
surface de la peau est garante d’'une peau sainenhsadésordres cutanésTouterupture
de 'homéostasie bactérienneutanéeest a l'originede troubles cutanéset de I'apparition
de dermatoses Ces dermatoses sont généralentesst difficiles a traiter. Si les micro-
organismes responsables de la dermatose font reymaat partie de la flore commensale
cutanée, c’est un déreglement aboutissant a ledtipiioation qui explique les troubles
cutanés (Burkhart, 2003).

Les résultats de mise en culture de prélevemenftode cutanée chez ’'Homme ou
chez l'animal sains mettent en évidence différenisro-organismes. Inversement, lors de
dermatose, les résultats de mise en culture dé&&s/préents mettent en général en évidence la
présence d’'un seul micro-organisme responsablérdekles cutanés observés. Le mode de
comportement prédominant des micro-organismes dééambode de vie en biofilm, et la
plupart étant hétérogénes, on peut penser qulria cutanée est composée deiofilms
hétérogéneset que lesdermatosessont causées par désfiims homogenes En effet,
chaque dermatose est caractérisée par un micraisnga donné. Par exemple, des biofilms
de Staphylococcus aureusont responsables de dermatite atopique séches glox des

biofilms dePropionibacterium acnesntraineront le développement d’acné.

Les biofilms présents a la surface de la peau foaessi un réle dans le processus de

cicatrisation.
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8.2.1. Biofilms et cicatrisation. Exemple des plaies chrdgues.

Les plaies chroniques sont dues a la présenceofients bactériens « pathogenes ».
La charge bactérienne élevéau niveau de la plaie rompt 'homéostasie cutatddgoque le
processus de cicatrisation en phase inflammatbes.ulceres de décubitugescarres), les
ulcéres veineuxdes jambes, et leslcéres « du pied diabétique »sont des exemples de
plaies chroniques. Les individus prédisposés aeldppement de plaies chroniques sont les
personnes souffrant de diabete et de maladiesoeaadiculaires, comme les individus obeses

par exemple (Bjarnsholt, 2008).

8.2.1.1. Pathogénie

Les ulceres veineuxdes jambes sont dus a un mauvais fonctionnementldpets
anti- retour présents dans les veines. Il en réauiehypertension veineusedans la veine
saphéne interne crurale, et par conséquent unmeaigtion de la pression hydrostatique
dans les capillaires aboutissant a la formatiom dademe Une pression veineuse supérieure
a 45 mm Hg conduit inévitablement au développerdant ulcére veineux. Le traitement de
'ulcére veineux est la compression, qui permetveat la cicatrisation de ['ulcére
(Bjarnsholt, 2008). De nombreuses bactéries samtorgrées lors dlceres veineux des

jambes (Tableau 5).

Tableau 5: Bactéries responsables d’ulceres veinede jambes :

D’aprés (Gjgdsbgal, 2006)

Bactéries mises en cause Incidence (%)
Staphylococcus aureus 93,5
Enterococcus faecalis 71,7
Pseudomonas aeruginosa 52,2
Staphylocoque coagulase négatif 45,7
Proteusspp 41,3

Bactéries anarobies 39,1
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Les ulcéres du pied diabétiquerésultent de troubles neuropathiques (perte de
sensibilité) et ischémiques (nécrose). Au moindnecc une plaie peut se former. Les
escarres de décubitussont des lésions cutanées d'origine ischémiquesli@ une
compression des tissus mous entre un plan dus efailies osseuses (épaules, chevilles...).
Le traitement des escarres passe par la pose derpants, de matelas rembourrés et le

déplacement du patient.

8.2.1.2. Comment expliguer la chronicité de ces plaies ?

La cicatrisation d’'une plaie est un processus qui se déroule esigpits phases :
» phase inflammatoire (phase essentiellement vaseylai
» phase de détersion (phagocytose intense, appaiitigus),
» phase de réparation (granulation, épithélialisation
» phase de maturation (orientation des fibres degéfie).

Certains facteurs peuvent ralentir la cicatrisationmunodépression (liée a un cancer
par exemple), malnutrition, toxicomanie, alcoolistadagisme...

Les plaies chroniquessont figées dans la phasglammatoire de la cicatrisation
(Bjarnsholt, 2008). Cette phase est caractériséaupaafflux permanent de polynucléaires
neutrophiles, qui relarguent des enzymes cytot@dquans le milieu environnant et
conduisent a des dommages des tissus avoisinaetsmémbre infecté est tuméfié,
douloureux, oedématié et accompagné d’'une perfiendéion.

C’est lacharge bactérienne importantequi est responsable aoaintien de la plaie
dans la phase inflammatoire du processus de cicasation. La persistance bactériennest
les moyens de défense vis-a-vis des polynucléarasrophiles de I'h6te sont permis par le
mode de vie des bactéries sous formebubdiims (Bjarnsholt, 2008). Les mécanismes a

I'origine de la formation de plaies chroniques s@stumés dans la figure 13.
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Figure 13 : Mécanismes du maintien d’'une infectiorchronique au niveau d’une plaie

D’aprés (Bjarnsholt, 2008)

En (a), des bactéries planctoniques et des polgaires neutrophiles affluent au niveau du siteade |
plaie : il s’agit de la phase inflammatoire de laatrisation. En (b), les bactéries continuent filief et
colonisent la plaie. On est toujours en phase nmil@toire de la cicatrisation. Puis, en (c), lesté@es
s’organisent en biofilms, synthétisent des factalesvirulence et deviennent résistantes aux conspasé-
microbiens et & I'action des polynucléaires neuiileg. Les bactéries persistent donc sur le sitia ¢idaie sous
forme de biofilms et bloquent la cicatrisation daagphase inflammatoire.
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Ainsi, la présence de biofilms au niveau de ceemiplaies engendre umaintien de
linflammation (afflux massif d’effecteurs de la réponse immunefficace sur les biofilms)
et de l'infection (charge bactérienne importante). L’application qog d’ions argent au

niveau de la plaie pourrait initier un processusidatrisation (Bjarnsholt, 2008).

L’homéostasie bactérienne cutanée est aussi rofgpsiede dermatoses, comme la

dermatite atopique ou I'acné vulgaire par exemple.
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8.2.2. Dermatite atopique et biofilms

8.2.2.1. La dermatite atopiqgue seche : définition et traitenents actuels

8.2.2.1.1. Etiopathogénie de la dermatite atopique

La dermatite atopique seéche est umaladie inflammatoire chronique spécifique
d’antigéne. Il s’agit d’'une réaction d’hypersensibilité de typemédiée par les IgE, et
caractérisée par une infiltration cutanée de @dluhononuclées : les lymphocytes T (Bosset,
2000 ; Wolff, 2005).

La dermatite atopique débute rarement & I'dge edGlhez 'Homme, elle se déclare
habituellement au cours de I'enfance, 60% des tzag ées patients agés de moins d’un an
(Wolff, 2005). Chez le chien, elle se déclare galednent entre 1 et 3 ans. La dermatite
atopique est souvent associée a detecédents familiauxd’atopie, méme si le mode de
transmission de la maladie n'a pas encore été mé&viglence. Les critéres épidémiologiques
pour la dermatite atopique chez le chien sont isE®RN Criteres majeurs et mineurs, appelés

criteres de Willemse (Tableau 6) (Bensignor, 2005).

Les facteurs favorisant le déclenchement d’'une ggrisle dermatite atopique sont les

aéro-allergenes, les agents microbiens et cerdimgnts (poisson, ceuf, lait, cacahuétes...).

La dermatite atopique se caractérideez I'Homme par unexérose (sécheresse

cutanée), ave@anomalies de la barriere cutanéeet par destroubles inflammatoires

polymorphes associantroubles vasomoteurs Iésions urticarienneset lésions d’eczema
aigu, subaigu ou chronique. Ces troubles inflamiregasont a I'origine d’'un prurit (Bosset,
2000 ; Wolff, 2005).Chez le chien les signes cliniques de dermatite atopique pdudta
nombreux : prurit chronique récidivant, dermatiteranique récidivante, otites externes
chroniques, lichénification des plis de I'ars etl'dee, hyperhydrose. On distingue de facon
caractéristique une atteinte de la face (cheiliteds oreilles (otites externes), des pattes

(atteinte interdigitée et lichénification du carge¢)e I'ars (Tableau 6).
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Tableau 6 : Criteres de diagnostic de la dermatitatopique chez le chien :

Criteres de Willemse

D’aprés (Bensignor, 2005 ; Reedy, 1997)

Critéres majeurs (au moins trois) Critéres mineurs(au moins trois)

Prurit Apparition avant 'age de 3 ans

Atteinte de la face et/ou des membres| Réactions positives aux IBRou aux tests

sérologiques spécifiques

)%

Lichénification de la face dorsale du tarse|ou Pyodermite superficielle a staphylocoqué

du carpe récidivante
Dermite chronique ou chroniquement Dermatite dVlalasseziaécidivante
récidivante
Prédisposition raciale (Shar Pei, West Otite externe récidivante
Highland White Terrier, Boxer, Dalmatien|, Conjonctivite bilatérale récidivante
Berger Allemand...) ou antécédents Erytheme facial et cheilite

individuals ou familiaux d’atopie

Xérose et/ou hyperhydrose

Un chien est considéré comme atopique si au moois triteres majeurs et trois

critéres mineurs sont présents.

Une altération de la barriere cutanée, entrainant une déshydratation cutanée

importante, aggraverait les Iésions de dermatdpiquie (Wolff, 2005).

% |DR signifie Intra- Dermo Réaction.
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8.2.2.1.2.  Traitements actuels de la dermatite atopique

8.2.2.1.2.1. Avantages et inconvénients des divers traitements

Les dermocorticoides sont le meilleur traitement actuel, a conditionlee utiliser
correctement et sous surveillance d’'un médecim d& limiter au maximum les effets
secondaires indésirables. En cas d'utilisation qorgpée, ils peuvent étre a l'origine d’'une
atrophie cutanée(Wolff, 2005).

Des nouveaux topiques anti-inflammatoires non ségns sont de bons candidats au
remplacement des dermocorticoides : il s’agipamécrolimus et dutacrolimus. lls ont une
action anti-prurigineuse et anti-inflammatoire, aeintrairement aux dermocorticoides, ils

n’entrainent pas d’atrophie cutanée (Wolff, 2005).

Les antihistaminiques n’ont pas d’efficacité démontrée contre la derteadtopique.

L’emploi d’anti- IgE reste controversé (Bosset, @D0

Enfin, ladésensibilisation spécifiqugpar injection sous-cutanée d’allergenes purifiés
en trés faibles quantités ne donne pas de résudadisfaisants pour le traitement de la
dermatite atopique. irhmunothérapie peptidique (blocage de la réponse des lymphocytes
T par des petits fragments peptidigues d'allergenest, quant a elle, une stratégie

thérapeutique envisageable (Bosset, 2000).

Des études suggerent que gascinationspourraient étre utiles dans le traitement de
'atopie. Ces vaccinations induiraient une réactiymphocytaire de type TH1, qui
préviendrait le développement ultérieur de I'atafdesset, 2000).

8.2.2.1.2.2. Démarche thérapeutique fréguemment mise en place

L’algorythme de traitement de la dermatite atopigsele suivant (Wolff, 2005) :
> Traitement de la xérose par application topiquadllients

> Traitement des poussées légeres a modérées pagindkcrolimus topique,

éventuellement associé a des émollients

> Traitements des pousseées séveres par applicatiale Idedermocorticoides,puis

relais ave@imécrolimus ou tacrolimuset émollients
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> Eradication deStaphylococcus aureymarantibiothérapie systémique ou topique.
On verra par la suite quelles sont les limites @utdment antibiotique de la
dermatite atopique.

8.2.2.2. Dermatite atopigue séche et biofilms

Staphylococcus aureusst trés rarement isolé sur une peau saine, rshigetouvé
sous forme de biofilms homogénes en grande quaitée les patients atteints dermatite
atopique seche, et pas seulement localisé au niveau des zonesrient atteintes. Il existe
une corrélation positive entre le nombre de bidildeStaphylococcus aurelest les Iésions
cutanées chez les patients atteints de dermati@gate (Masako, 2005)Staphylococcus
aureuslibere in situ de nombreuses enzymes et toxinesséido, 2005 ; Iwatsuki, 2006). La
peau est Iésée, et méme des soins hydratantsfiseisupas a rétablir I'équilibre de la flore
cutanée chez les sujets atopiques (Masako, 2005).

On peut aussi préciser que, lors de dermatite giepicertains lipides ayant des
propriétés bactéricides et présents a la surfack geeau ont uneomposition modifiée
notamment lesphingosines

L'utilisation de techniques comme la microscopiecéonique a balayage permet de
visualiser des biofilms d8taphylococcus aureusla surface de la peau d’'un patient atteint de

dermatite atopique seche (Photographie 5).

111



Photographie 5 : Observation a la microscopie élemnigue a balayage de biofilms de

Staphylococcus aureus provenant de la peau de sujets atteints de derméti atopigue

seche.
D’apres (Masako, 2005), avec accord

Les photographies (a), (b), (c), (d), (e) et (fx @é obtenues par des techniques de microscopie
électronique a balayage. Elles montrent des bisfilleStaphylococcus aureysésents a la surface de la peau
de patients atteints de dermatite atopique seche.
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La formation des biofilms d8taphylococcus aures® fait en 24 heures, leur maturité
est atteinte en 3 jours. Des clichés réalisés soiagsoscopie électronique a balayage ont
permis de suivre les différentes étapes de formad® biofilms deStaphylococcus aureus
chez des sujets atteints de dermatite atopiqueeg€ature 14) (Masako, 2005).
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Figure 14: Processus de formation d’un biofilm de®uches deStaphyl ococcus

aureus provenant de la peau d’'un patient atteint de dermtte atopique séche. Images

obtenues par microscopie électronique a balayage.

D’apres (Masako, 2005), avec accord

Aprés 5 minutes d'incubation, des fibres de fibramtourent les bactéries [(a), (b), (c)]. Au boetdb
minutes, les bactéries sont enfermées dans urabiéritéseau de fibres de fibrine (d). Au bout deidres, les
bactéries utilisent le maillage de fibrine comm@pmrt et croissent [(e), (f)]. Les bactéries syttt du
glycocalix, qui va former une véritable gangue auies micro-organismes. Le biofilm termine sa fation au
bout de 24h, et devient complétement mature emi3 jd).

S. aureus

— \“Q P

Number of §. aureus on coverslip
= 1.1 x 10%(cfu/em?) = 1.1 % 10%cfu/em?) =2.7 % 105(cfu/em?) =4.8 % 107(cfu/em?)

ot
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Staphylococcus aureus is

/ covered by glycocalyx

=18% ]08(cf'u/cml) =2.0 x 10%cfu/cm?) = 1.6 x 10%cfu/cm?) =13 x lOg(cfu/cmE)
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8.2.2.3. Problématiqgue posée par la dermatite atopique en ntigre de
stratégie thérapeutigue

La plupart dedraitements hydratants de qualité n’ont pas vraiment d’efficacité
sur les peaux seches atopiques, et auraient péutdance a fragiliser la barriére cutanée. En
effet, certaindraitements hydratants de longue duréechez des patients a peau saine ou a
peau seche peuvent aboutir a terme a fuagilisation de la barriére cutanée a une
sécheresse cutanéemesurée de facon expérimentale par la perte siidenen eau
transcutanée (TEWL) et a urmeigmentation de la sensibilité aux substances irantes
(Buraczewska, 2007). Cette altération de I’ « difatriere » de I'’épiderme augmente le risque
de colonisation bactérienne cutanée et de formatemiofiims. Ceci a pour conséquence

I'apparition d’'une dermatose ou I'aggravation d’'uwegmatose déja existante.

Des antibiotiques et desagents antimicrobienssont souvent utilisés pour éliminer
les bactéries pathogénes sur la peau, mais ilsirsibants , et majorent les lésions cutanées.
L’inconvénient dans ['utilisation d’antibiotique®pr traiter la dermatite atopique provient de
la valeur de saoncentration minimale inhibitrice. La concentration minimale inhibitrice de
'ampicilline est la méme poustaphylococcus aureust Staphylococcus epidermigid’ou
linconvénient d'utiliser cet antibiotique dans tiaitement de la dermatite atopique seche,
puisque I'on va éliminer ausSitaphylococcus epidermidé par conséquengséquilibrer la
flore cutanéeet fragiliser d'autant plus la peau. Les agentsmaorobiens utilisés a des
concentrations inadéquates enlevent la totalitébdeteries présentes a la surface de la peau,
y compris les bactéries résidentes. La peau esi @iilvée de ses moyens de défenses locaux
et est donc fragilisée. Les bactéries pathogenesepé a nouveau envahir la peau. Le
traitement est d’'autant plus compliqué dgbphylococcus aureusoit rapidement et est
antibiorésistant. Il serait intéressant de dévedoppes stratégies thérapeutiques qui
élimineraientStaphylococcus aureuge facon sélective, tout en préserv&taphylococcus
epidermidis.Une étude réalisée au Japon en 2002 montre quieséition de creme ayant un
pH bas et composée de gluco-oligosaccharides ilhithechement d&taphylococcus aureus
aux cellules épithéliales cutanées, et préserfleriacutanée (Akiyama, 2002).

Les traitements antibiotiques sont la plupart dopeinefficaces(Masako, 2005). Il
est intéressant de rechercher des moyens de &uttess que I'antibiothérapie, contre les
biofilms de Staphylococcus aureugsponsables des lésions rencontrées dans la titerma
atopique séche.
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8.2.2.4. Proposition d’'une nouvelle stratégie thérapeutigu@our la
dermatite atopique

Compte-tenu de la relative inefficacité du trait@etmantibiotique contre la dermatite
atopique séche, il est nécessaire de cherchermetee au point de nouvelles méthodes qui
permettraient d’éliminer les biofilms &taphylococcus aureumut en préservant I'équilibre
de la flore cutanée. Ce fut le sujet d’'une étuddisée en 2005 par Masako et son équipe
(Masako, 2005). Des préelévements de flore cutanéété réalisés sur 22 patients atteints de
dermatite atopique (prélévements avec une éponge$té réalisés. L'observation de ces
échantillons de flore cutanée avec un microscopetrénique a balayage a permis de mettre
en évidence des souchesStaphylococcus aurewhez ces individus. Il a été démontré qu'il
existe unecorrélation positive entre ledésions cutanéesle dermatite atopique eth@mbre

de Staphylococcus aureus sur la peau(Masako, 2005).

Les résultats de cette méme étude montrent que del&cules, le xylitol et le
farnesol, ont des effets sélectifs sur la flore robiienne cutanée et inhibent de facon
synergique la formation de biofilms &aphylococcus auresasako, 2005).

Le farnesol est un composé organique naturel. Il s’agit daloool acyclique
insoluble dans I'eau et soluble dans I'huile, ne® dans de nombreuses huiles essentielles
(citronelle, rose, musc ...) et méme dans les phénesale certains insectes. Le farnesol
empéche la formation de fibrine par les biofilmsStaphylococcus aurews détruit les fibres
de fibrine déja formées, méme a trés basses coatiens (0,02%). La concentration
minimale inhibitrice du farnesol pouBtaphylococcus aureusst plus basse que pour
Staphylococcus epidermiddonc lefarnesol inhibe de facon sélective la croissance de
Staphylococcus aureus (Masako, 2005).

Le xylitol, ou (2, 3, 4, 5)- tétrahydroxypentanol (C5H120B%t unpolyol extrait de
'écorce naturelle de bouleau. Le xylitol est ubsiiut du sucre classique, souvent utilisé
dans des chewing- gum compte-tenu des ses praptigtés dans la lutte contre la formation
de la plague dentaire, et caractérisé par ses igtéprrafraichissantes pour I'haleine. Le
xylitol empéche la formation du glycocalix, caraidéque des biofilms dé&taphylococcus
aureus(Masako, 2005).

Un essai clinique en simple aveugla été men&ur 6 patients atteints de dermatite
atopique seche. Deux lots sont créés en fonctiortragitement administré : une creme
composée de 0,2% de farnesol et de 5% de xylitalne creme placebo. Puis la microflore
cutanée des patients des deux lots a été préktvéaalysée. Les résultats de cet essai
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clinigue montrent que I'application de creme congeosle 0,2% de farnesol et de 5% de
xylitol sur des peaux séches atopiques réduit dmnfasignificative le nombre de
Staphylococcus aureysar rapport a l'utilisation d’'une creme placebaeat rapport a I'état
initial du patient (Masako, 2005).

Ainsi, l'utilisation d’une creme a base de xylitel de farnesol peut se révéler utile
dans le traitement de la dermatite atopique selcbe.effets synergiques du xylitol et du
farnesol permettent d’empécher la formation deilbnsf de Staphylococcus aureusu de les

éliminer, tout erpréservant I'équilibre de la microflore cutanée

8.2.3. Acné et bhiofilms

L’acné est une pyodermite profonde. Chez 'Homrwidine de la dermatose serait
une anomalie du métabolisme de certains acides deasrétinoides et/ ou des androgenes.
Chez le chien et le chat, il s’agit d’'un troubleinmire de la kératinisation et/ou du
fonctionnement pilo-sébace, rapidement compliquéfettions bactériennes (Bensignor,
2005). Chez le chien et le chat, on peut parldiatii&@rato-séborrhéique. Les lésions cutanées
observables résultent de l'inflammation de l'uniiéo-sébacée. Les Iésions d’acné chez le
chien sont caractérisées par des comédons, dekygamiules folliculaires et des furoncles
localisés au menton et aux lévres (Bensignor, 2005)

Des biofilms présents en profondeur dans l'upité-sébacée sont responsables des
Iésions cutanées d’'acné. lls sont composés pamie®-organismes de la flore cutanée
résidente de I'HommePropionibacterium acnedl n’existe a priori pas de relation entre le
nombre de bactéries et I'apparition des lésionskEart, 2003).

Les peaux jeunes sont les principales concernéebapaé, mais ce ne sont pas les
seules. L'apparition des lésions ne dépend pasuanignt de la flore bactérienne du patient :
« le germe n’'est rien, le terrain est tout ». Ausisie personne d’'une quarantaine d’années
pourra développer des lésions d’acné si la floresate follicule pileux compte parmi ses
membres des bactéries du geRrepionibacterieum acnesrmant des biofilms responsables
de lésions d’acné (Burkhart, 2003).

Le traitement de lI'acne vulgarisestdifficile, puisque lesécidives sont nombreuses,

comme dans toutes les infections ou les biofilnm sopliqués.
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8.3. Application a la prescription de topiques en dermatlogie. Pistes de réflexion.

8.3.1. Prescription raisonnée d’un topique en dermatologie

Les facteurs a prendre en compte pour en mettptaer ungrescription raisonnée
d’un topique dermatologique pour le traitement @' d@ermatose donnée sont nombreux. Le
but du traitement topique es@timiner les biofilms des micro-organismes responsables de la
dermatose, tout goréservantla microflore cutanéerésidente et e@vitant toute altération

de la fonction barriere de I'épiderme.

8.3.1.1. Facteurs dépendants de la dermatose

Il faut tout d’abordidentifier le ou les micro-organismes responsables de la
dermatose. Si le praticien choisit de mettre erceplaneantibiothérapie locale il faut
déterminer la Concentration Minimale InhibitriceM@ des micro-organismes responsables
de la dermatose et la comparer aux CMI des bastéada flore résidente cutanée. L'intérét
est d'utiliser une molécule dont la CMI pour le miorganisme responsable est inférieure a
la CMI pour les bactéries de la flore cutanée e¥diel Ceci permet de réaliser une
élimination sélectivedu ou des micro-organismes pathogénes en causernpréservant la
flore cutanéebénéfique. Ceci nécessite de créer baeque de données de CMpour les

micro-organismes dehaque dermatosé

Si le praticien souhaite utiliser unsubstance bactéricide autre que les
antibiotiques, comme l'eau oxygénée, la chlorehexidine, la powél iodine ou certains
alcools, il doit étre certain de I'efficacité dedabstance sur le ou les micro-organismes qu'il
souhaite éliminer. Par exemple, I'eau oxygénée e agmcentration de 3 et 5%, et certains
alcools, comme le N-propanol ou des préparationsinoerciales a base de propanol,
d’éthanol et de chlorhexidine, permettent une eéatin rapide de biofilms de
Staphylococcus epidermidedors que la povidone iodine, pourtant largemeiiltséé en
milieu hospitalier est beaucoup moins efficacefauit toutefois faire attention a I'effet irritant
de I'eau oxygéneée sur la peau lors d'utilisatiamg trépétées ou a des concentrations trop

élevées (Presterl, 2007).
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Il est nécessaire évaluer le degré de d’altération de la barriére cuanéeavant de
mettre en place un traitement, afin de ne pas aggtes Iésions. En effet, toute dermatose va
entrainer une alcalinisation du pH cutané et utégatlon de la barriere cutanée (Martini,
2006). Dans le cas de la dermatite atopique sézlxérose est un signe d’altération de I'effet

barriére.

8.3.1.2. Facteurs dépendants de l'individu

Le choix du topique dermatologique dépend degislité de la barriere de

I'épiderme de I'individu. Cette derniere est sous I'influerde plusieurs facteurs notamment
du type de peau(seche, grasse, sensible) et égé&de I'individu. La composition en lipides
épidermiques se modifie avec I'age, par conséquémntfonction barriere de I'épiderme
diminue avec I'age. On parle de vieillissement néta

Le choix du topique dermatologique dépend denddure de la flore cutanée

résidente,mais pas seulement. Seloadede I'individu et larégion anatomique concernég
les micro-organismes ne sont pas les mémes :ra dlatanée résidente est différente chez le
jeune enfant et chez les personnes agées, eteditessi selon les localisations: oreille, bras,

pli du genou...

8.3.1.3. Facteurs dépendants de la nature de la molécule

8.3.1.3.1.  Capacité de pénétration cutanée

La prescription raisonnée d’un topique en dermagieldoit prendre en compte sa
capacité de pénétration cutanéequi doit étre adaptée au type de dermatosetartrai
dermatose superficielle ou profonde.

L’absorption transcutanée est un phénomendifflesion passives’exercant au
niveau de chacune des couches de la peau. Orgdistthifférents mécanismes de passage
transcutané des topiques dermatologiques (Magdip) :

» Passage transcellulairdmolécules hydrophiles de petite taille),

» Passage intercellulairevia le ciment lipidique (molécules lipophiles et

amphiphiles),

» Passage par le follicule pileuxou par le canal sudoripare des glandes eccrines

(rare).
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La capacité de pénétration cutanée d’un topigperntde plusieurs facteurs (Martini,
2006) :

> Talille de la molécule: la pénétration cutanée est d’autant plus féeiljque la masse
moléculaire est peu élevée (<500 Da),

» Forme de la molécule les molécules peu ramifiées passent plus faeitgrantre les

cornéocytes que les molécules trés ramifiées,

» Nature chimique de la molécule les molécules lipophiles ont tendance a
s’accumuler dans le film lipidique entre les contydes, alors que les molécules
hydrophiles traversent la peau plus facilementsdarcas ou son degré d’hydratation
est suffisant. Les molécules traversant le plugeiament la peau sont lesolécules
amphiphiles.

> Excipient adapté: Il faut choisir un topique avecekcipient adéquaten fonction de
son degré de pénétration cutanée, seldocklisation de la dermatose
(superficielle/profonde). Pour traiter une dermatssperficielle, on choisira une

formulation de topique avec une faible pénétratiotanée.

8.3.1.3.2.  pH de la molécule

Le pH de la molécule est un critere a prendre empte. Les dermatoses
s’accompagnent le plus souvent d’'une alcalinisadi®ita peau. On évitera donc d'utiliser des

préparations alcalines (Martini, 2006).

8.3.1.3.3. Pouvoir irritant

Certaines molécules contenues dans des topiquesmtidogiques peuvent engendrer
un prurit. Il faut donc faire attention effet irritant de certaines substances sur les peaux

sensibles.
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8.3.1.4. Durée du traitement

La prescription raisonnée d'un topique dermatologigrepose sur deux choix

fondamentaux : le choix de la molécule mais atisdadurée du traitement

Il faut veiller a préserver l'effet barriere dedauche cornée pour ne pas aggraver les
troubles dermatologiques déja présents. Par exengdletraitements hydratants de trop
longue duréealtérent I'effet barriere datratum corneunet peuvent affecter sa capacité de
récupération. L’altération de I'effet barriere diwratum corneunest mesurée par la perte en

eau transcutanée (Buraczewska, 2007).

8.3.1.5. Conclusion : prescrire un topigue de facon raisonne

La prescription d’un topique dermatologique doitngmrter les étapes suivantes,

résumées dans le tableau 7 :

Tableau 7 : Démarche a adopter pour la prescriptiomaisonnée d’'un topique dermatologique:

> ldentification rigoureuse demsicro-organismesimpliqués dans la dermatose a traiter

» Bonne connaissance dapriétés physico-chimiquesde la molécule a utiliser (bien lire le
RCP : Résumé des Caractéristiques du Produit)

» Prendre en compte learactéristiques de 'individu dont on veut traiter la dermatose : age
de l'individu, localisation de la dermatose, alté@nma ou non de la barriére cutanée...

» Bien se souvenir queut traitement topique dermatologique doit présener I'équilibre
physiologique de la microflore bactérienne cutanéel ne doit pas y avoir de rupture de

I’'hnoméostasie bactérienne.
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8.3.2. Propositions de voies de recherche sur la problénmgtie des biofilms en
dermatologie

Pour établir un protocole de recherche dont leeBtitle déterminer quel agent topique

est le plus adapté pour le traitement d’'une derseationnée, il faut tout d’abord procéder au

recensement des principales dermatoses rencootréesHomme et I'animal, avec dans

chaque cas les micro-organismes le plus frequemimgiguées. Les principales étapes de

I'’étude a réaliser sont :

>

Choix d’'une dermatosefrequemment rencontrée chez 'lHomme, et dont Feggion

clinique est invalidante.

Prélever des échantillons de flore sur des patients che&@n des criteres précis, a
définir au préalable. On pourra choisir comme eitgne ou deux Iésions cutanées

caractéristiques de la dermatose a étudier.

Réaliser des cultures en laboratoire. Observer lgsofilms obtenusavec des

techniques modernes comme la microscopie conféchédayage laser.

Tester I'efficacité de moléculesgont la nature est a déterminer, sur les biofilms a
éliminer, responsables de la dermatose. Au coucesl€tudes, il faudra veiller a
comparer les concentrations minimales inhibitrigesr les micro-organismes a
éliminer de celles pour les bactéries de la flatarée résidente, afin de ne pas

détruire ces derniéres.

Mettre en place un essai cliniqueafin d’établir si I'utilisation de telle ou telle
molécule a une efficacité significative dans I'écation des biofilms responsables de
la dermatose choisie. Les facteurs a prendre epteodans 'efficacité de la molécule
testée sont la préservation de la flore cutanécifgpée, le maintien de la barriére
épidermique.

Le but est donc de réaliser um@nque de donnéeséunissant les informations

concernant les molécules utilisables en applicatbpigue, et dont la principale propriété est

de respecter ’'homéostasie cutanée, pour les desemtes plus fréquentes et les plus

invalidantes chez ’'Homme et chez I'animal. L'irdede ce type d’étude est de mettre en

place un cahier des charges propre a chaque desenatgpermettant ddoisir parmi les

121



moléculesétudiées lors d’essais cliniques préalables geliestla plus adaptéeen fonction
des caractéristiques inhérentes au patient concége type de dermatose
(superficielle/profonde), micro-organisme (s) rasgable (s), localisation anatomique des

Iésions cutanées, altération de la barriére cutdyge de peau (séche, grasse...)

D’autre part, I'implication supposée de biofimsnmagénes dans la formation de
dermatoses ouvrent la voie a de nombreuses pistesctierches en dermatologie. Plutét que
de détruire par des moyens mécaniques (nettoyagehimiques (antibiotiques) les biofilms
homogénes responsables d’'une dermatose, tout quranisd’altérer la fonction barriére de
'épiderme ; on peut se demander s’il ne serait paEsérable de traiter la dermatose en
modifiant les biofilms homogénes responsables atriser leur transformation en biofilms

hétérogenes, proches de ceux de la flore cutanée.
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CONCLUSION

Le mode de vie en biofilmest prédominant chez les organismes unicelluldirastre
alternative est la flottaison libre qualifiée deldhctonique”. Cette derniére a longtemps été
considérée comme leur unique forme de vie. Ce mjast réecemment que les concepts a
I'origine des problématiques de recherche en bielaymt été revus, comme le montre par
exemple la prise en considération des biofilms dartsansmission vectorielle de certaines
maladies, comme la peste.

Comme nous l'avons repris a divers niveaux du ptesavail, limportance des
biofilms tient, entre autres, a la formation de résistan¢gde de la matrice
d’exopolysaccharides) et a la difficulté d'imprétioa par les antibiotiques. La présence de
biofilms a un impact considérable, que ce soit dagso-alimentaire (altérations de qualités
organoleptiques), l'industrie ou le milieu médi¢hiofilms et infections nosocomiales). En
dermatologie en particulier, ils participent a rhéostasie cutanée, la cicatrisation mais aussi

a la plupart des dermatoses.

La formation de biofilms est influencée parype de support De fagon générale, la
rugosité, I'hydrophobicité d'une surface et la prEse préalable de films protéiques
influencent I'attachement des micro-organismestte ceirface et favorisent la formation d’un
biofilm. Les biofilms se fixent plus facilement sies surfaces recouvertes de protéines ou de
glucides que sur des surfaces recouvertes de dipitte dermatologie la couche cornée
constitue un mauvais support pour la formation idélims, par la présence de lipides et le
renouvellement permanent des cornéocytes par desdgion. Lors d’hyperkératose, la
couche cornée devient plus épaisse et plus ruguesisgii favorise davantage la formation de
biofilms. Le collagéne présent dans le derme egétesions et ulcéres présents a la surface de
la peau offrent un substrat protéique aux micra@oigmes et constituent donc un bon support
pour la formation de biofilms. De méme, la kératthe poil offre un support idéal pour la
formation de biofilms, ce qui peut expliquer leaatons inflammatoires déclenchées par la
présence de corps étrangers endogéenes, en partiondi de poil incarné.

La présence de biofilms peut avoir adfets bénéfiquesComme nous 'avons vu, les
biofilms présents a la surface de la couche coet@enstituant la flore commensale cutanée
d’'un individu sont responsables de I'homéostasitarcie et permettent de limiter la
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contamination cutanée par des micro-organismesogattes. D’autre part, les biofilms font
'objet de nombreuses applications industriellds. dont par exemple utilisés dans des
procédés de traitements des eaux usées, au sdilprdacteurs. Néanmoins, beaucoup de
biofilms sontindésirables car leur présence occasionne de nombreux dédéatgadation de
batiments, corrosion métallique de la coque desd&t, infections nosocomiales dles au port

d'implants, dermatoses...

La faible efficacité des antibiotiques vis-a-visdgofilms, sur laquelle nous sommes
revenus a de nombreuses reprises, explique la sitcele rechercher d’autres moyens de
lutte. lls sont variés et font parfois appel auxvalles technologies (bactériophages, effet
bio-accoustique). Le meilleur moyen de lutte résteettoyage mécanique. La supériorité de
I'efficacité du nettoyage par rapport a I'utilisatide molécules antiseptiques ou antibiotiques
s'illustre de fagon concréte par 'exemple de liséition de shampooings vétérinaires. Il est
en effet plus efficace de masser le chien pendanmhibutes avec le shampooing que de le
laisser poser pendant cette méme durée. Lors piditation du shampooing, des réactions de
saponification ont lieu. Ces derniéres vont engmala solubilisation de la matrice du biofilm
présent sur la couche cornée. Le massage comfdetmn du shampoing et va permettre

I'exfoliation cutanée et I'élimination des cornétey sur lesquels s’était formé le biofilm.

Comme nous l'avons vu, peu de données existenfesubiofiims cutanés et sur
limpact que peut avoir sur eux lI'application d’twpique dermatologique prescrit lors du
traitement de dermatoses. Pourtant, une presmmipbhérente et raisonnée de topiques dans
le cadre de la consultation de dermatologie humaimevétérinaire est nécessaire pour
préserver I'équilibre physiologiqgue de la microrflobactérienne cutanée et éviter toute
rupture de 'homéostasie bactérienne. Enfin, Iicgtion supposée de biofilms homogénes
dans la formation de dermatoses ouvrent la voie &aambreuses pistes de recherches en
dermatologie. Plutét que de détruire par des moye@saniques (nettoyage) ou chimiques
(antibiotiques) les biofilms homogénes responsaldeme dermatose, tout en risquant
d’altérer la fonction barriere de I'épiderme ; cgupse demander s’il ne serait pas préeférable
de traiter la dermatose en modifiant les biofilnmnlegenes responsables et favoriser leur

transformation en biofilms hétérogenes, prochesede de la flore cutanée.
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Most of the micro-organisms do not exist in nat@m@ironment as plankton nor as free-
floating micro-organisms in suspension, but asilonsf (Costerton 1995), (Donlan &
Costerton, 2002). Biofilms are sessile communibiesiicro-organims associated with a
surface, and encased in a self-produced extraaehutrix (Costerton, 1999), (Beloin, 2008).
This lifestyle is associated with numerous charsgeh as an inherent resistance to
antimicrobial agents that makes them responsilslenBmy persistent and chronic bacterial
infections. Biofilms may form on a wide variety ®frfaces, ranging from living tissues,
indwelling medical devices, river rocks to industrvater system piping, ship hulls
(Spormann, 2008) ... The interface between a solihse and an agueous medium, such as
water or blood for example, provides an ideal estvinent for the attachment of micro-
organisms and biofilm formation (Donlan, 2002).

Biofilms are a threat for public health becauséhefr role in chronic infectious diseases
and many nosocomial and device-related infecti@wnfan, 2001), (Clutterbuck, 2007). As
much as 65% of all infections in developed coustaee caused by biofilms, such as cystic
fibrosis, otitis media, dermatoses, periodontiiegjve valve endocarditis , nosocomial
infections and device-related infections (Costerti®99), (Hall- Stoodley, 2004)...

Since the 1990’s, the study of biofilm has beeratyemproved by the development of
new technics such as scanning laser microscopyl@uwpth fluorescent markers (Donlan,
2002). This has lead to a large number of pubticanainly focusing in finding ways of
controlling biofilms during infections or using timein various applications.

The aim of this article is to review the main featiof biofilm physiology and
medical involvement, and to see how this knowlectydd be relevant in dermatology.

Although every microbial biofilm community is unigusome structural characteristics
can be considered descriptive of biofilms in gehtoodley, 1997), (Tolker-Nielsen, 2000).
The conceptual model of a biofilm includes a thasd film, ranging from a monolayer of
cells to a film several layers thick. These layses organized in a concentric manner and
connected by water channels. This layered orgaaizaiplains the gradients of nutrients and
oxygen concentrations and in growth rates withellofilm.

Biofilm formation is a complex process regulatednioynerous factors, further
complicated by the different needs that each micganisms community displays (Donlan,
2002), (Martinez & Casadevall, 2007). Physical grtips of the surface (roughness,
hydrophobicity, hydrophilicity) have a major effemt the binding of micro-organisms.
Therefore, it is not surprising that solid surfaees, to a lesser extent, presence of an
interface, facilitate the initiation of biofilm. Axther facilitator is the presence of a
conditioning film. It forms and coats a substratwhren proteins are adsorbed by it; this coat
modifies the surface’s properties and influencddyaa attachment (Goller & Romeo, 2008).
Corneocytes, which are found in the stratum cornetithe skin, are a support for biofilm
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formation, as the skin is an intricate habitatrfany bacteria and fungi. The persistent
bacterial colonization of the skin results from #imlity of bacteria to adhere to skin
epithelium, to grow in an acidic and dry milieu aodjuickly re-adhere during the normal
process of desquamation (Feingold, 1986). Biofilomnmed on the skin are most of the time
part of the healthy skin commensal microflora, imaty be also responsible for dermatoses,
such as acne, atopic dermatitis or suppurativeebatbtitis media. Some characteristics of
cutaneous cells, such as adhesion molecules (elgiéie or flagella) or cell hydrophobicity
influence the binding of micro-organisms (Beloif08), (Goller & Romeo, 2008), (Donlan,
2002).

Growth medium characteristics such as hydrodyngmaperties, nutrient and oxygen
concentrations, pH and temperature, have majordtam biofilm development (Goller &
Romeo, 2008), (Clutterbuck, 2007). Once establishedilm growth is also regulated by a
cell-to-cell signaling mechanism called quorum ssmdt regulates cellular processes in a
cell density-dependent manner (Irie & Parsek, 2008)mlin & al, 2005).

The life-cycle of a biofilm involves the transitidrom individual free-swimming cells
to bacterial sessile communities, followed by asgginent return to a planktonic existence. It
is divided in five stages : (1) reversible (adhesrand (2) irreversible (adhesion) attachment
to the surface to detachment, (3) biofilm grow#),{iofilm maturation (Clutterbuck, 2007).
Then, sessile biofilm communities can give risésoplanktonik bacteria that can rapidly
multiply and disperse. For exampleStaphylococcus auretmofilm can form on the skin
within 24 hours. ActuallyStaphylococcus aureus rarely found on healthy skin, but it can be
isolated from the skin microflora of patients witty atopic dermatitis. There is a positive
correlation between the skin lesions of atopic ditis patients and the number of biofilms
of Staphylococcus aureMasako, 2005). Biofilms dbtaphylococcus aurease composed
of fibrin fiber and of glycocalyx. Fibrin fibers ppar at the earlier stage of the biofilm
formation (Figure 1). Then, the bacteria are surdaal by a scaffold made of fibrin fibers
within 7 hours. Finally, bacteria secrete glycogaljne biofilm matures within 3 days.
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Figure 1: Time course ofStaphylococcus aureus biofilm formation.

(Masako, 2005), with permission

After 5 minutes of incubation, fibrin fibers appeaound the bacteria (a), (b) & (c). After 45 misjt
the surroundings of bacteria are covered with drfibet (d). After 7 hours, the number of bacténaeases,
using the net of fibrin as a scaffold (e) & (f). & the bacteria release glycocalyx around thedidso The
biofilm forms within 24 hours (h) and is completehature 3 days later.
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Biofilm architecture is heterogeneous both in spawetime (Donlan, 2002). In
natural conditions, most biofilms, especially thémend on the skin, are composed of mixture
of micro-organisms and monospecific biofilms arderare (Sutherland, 200Burmolle &
al, 2006). Matrix components vary from one bioftionanother. The biofilm structure also
depends on the nutritive characteristics of tharenment and of the type of support (Donlan,
2002). Then, the thickness of a biofilm grows aslilofilm ages. Actually, the exact structure
of any biofilm is strongly related to the uniquatigres of the environment in which it
develops, as it is remodeled constantly underrtfieance of external and internal processes
(Clutterbuck, 2007).

Biofilm architecture could be defined as heterogeisemosaics, with a mushroom or
coralian appearance (Figure 2), and penetratedabgrwhannels (Costerton, 1999). This
architecture allows communication and cooperatieivben microorganisms within the
biofilm, consistent with a true ecosystem (Burmdllal, 2006), (Donlan, 2002).
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Figure 2: Scanning electron micrograph of &Staphylococcus biofilm on the inner surface
of an indwelling medical device (needleless connec}.

Photograph by Janice Car, Public Health Image kjp@enters for Disease Control and Prevention,rAdaGA
USA, with permission.

Growth within a biofilm is associated with numer@enetic and phenotypic changes.
Biofilms constitute a protected mode of growthowaiing survival in adverse environmental
conditions. The transition between these planktand biofilm ways of life involves
important genes regulation and major phenotypingha. Biofilms associated micro-
organisms produce an extracellular matrix madexopelysaccharides, extracellular DNA,
excreted cellular products and water, which isntiagor component : up to 97% (Sutherland,
2001).This matrix acts as a protective exoskeleton, sgras a physical barrier against
dessication, antimicrobial agents and antibiogatment (Clutterbuck, 2007), (Burmolle &
al, 2006). Nevertheless, matrix role is not fulhyderstood yet (Beloin 2008). Biofilm-
associated cells are characterized by reduced gnatgs and up and down- regulation of
specific genes. The most significant change remanreased resistance to antibiotic therapy
(Anderson & O’Toole, 2008). Actually, micro-orgamis within a biofilm are 10 to 1000-fold
more resistant to antibiotic therapy than theingtanic counterparts (Mah & O’Toole,
2001). That could explain, at least partly, thdiclilty to treat many dermatoses caused or
aggravated by biofilms, such as atopic dermatitisfiims of Staphyloccocus aureyscne
(biofilms of Propionibacterium acn@or suppurative bacterial otitis media.

Antibiotic therapy is the most commonly used wayréat micro-organisms
multiplication in Dermatology. Relapses or chroewolution are common and are usually
imputed to the presence of an underlying cause asictiergy, endocrine disorder or genetic
predisposition, and/or microbial resistance. hisst of the time inefficient, regarding the
inherent resistance of bacterial biofilms and tl@easing number of antibiotic-resistant
strains. Moreover, antibiotics and germicides arietine best choice to remove pathogenic
bacteria from the skin, because of their irritaongperties (Masako, 2005). They also
remove bacteria from the normal skin microflorae #kin micro-flora balance is broken. The
benefic micro-organisms, that should have protetttedkin from a pathogenic bacterial
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contamination, have been removed. Thus, the sldmbahysical barrier against pathogenic
micro-organisms anymore and pathogenic bacteriansaale. Actually, commensal bacteria
protect the host from pathogenic bacteria bothctlyeand indirectly. Direct effects include
for example bacteriocin production, production@{it metabolites or prevention of
adherence of competing bacteria... Indirectly, baztesn induce the host to stimulate
phagocytose or to enhance antibody production [€&hR2001). For exampl&taphylococcus
epidermidis which is an normal inhabitant of the skin miclor&, can prevent
Staphyloccocus auretigom adherence and biofilm formation on the skin by cetitye
binding of keratinocyte receptors (Bibel, 1983).

Another way of eradicate biofilms on the skin ipital treatment. On the one hand,
the interest of topical treatment compared to systereatment is that, at least in some
dermatological cases, the administered molecubethraccess the vascularity of the dermis
and can be effective. On the other hand, topiealtinent directly acts on the biofilm structure
and is more effective than systemic antibiotic épgr Thus, the best way to fight against
biofilms formed on the skin, and responsible fomaigtoses, is to eradicate them by
mechanical removal and by using local bactericglngs. For example, hydrogen peroxide at
a concentration of 3% and 5%, and alcohols quiekidicateStaphylococcus epidermidis
biofilms, whereas povidone-iodine is less effec{Pessterl, 2007). But the application of
these results has limitations, considering thasehmolecules remain toxic and irritative for
skin and tissues, if used for longer contact tinvkany studies are lead, in order to find and
implement novel therapeutic strategies and effeatontrol measures.

To conclude, it is quite difficult to treat dermaés caused by biofilms, as it is not
easy to differentially attack micro-organisms a g8kin micro-flora and micro-organisms
responsible for dermatoses, since their sensitigitpany drugs are similar (Masako, 2005).
For example, biofilms obtaphylococcus auredom atopic dermatitis patients could be
removed with the synergistical use of xylitol aadnfesol, associated within a cream.
Actually, the minimum inhibitory concentration @frhesol forfStaphylococcus aureis
lower than that foStaphylococcus epidermidiso, farnesol inhibits the growth of
Staphylococcus aureusly (Masako, 2005).

The involvement of biofilms in human and animalrdatoses is very significant. The
main consequences for topical prescription in ed@yydermatological practice is to try to
respect the physiological balance of the skin nfiigra, in order to prevent from any
disruption of the skin bacterial homeostasis. # wifficult challenge, regarding the limited
data available. Actually, much remains to be done.
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Résumé :

Un biofilm est unecommunauté de micro-organismes(bactéries, champignons,
protozoaires ou algues) adhérant entre eux et fixése surface. lls sont enrobés dans une
matrice d’exopolysaccharides protectrice et adleégivils synthétisent. Le mode de vie en
biofilm est lemode de comportement prédominantles organismes unicellulaires, et non la
flottaison libre de type dit "planctonique”. Le page d’'un mode de vie a l'autre est un
processus dynamique et complexe, caractérisé pahamgement radical de phénotypest
par l'acquisition de propriétés spécifiques auxfilms, notamment l'acquisition d’une
antibiorésistance.Ceci pose de graves problemes de santé publicadidélms peuvent se
former sur des implants médicaux et étre a I'oggitinfections nosocomialesOn trouve
aussi des biofilms a la surface de la peau : ceseds sont impliqués dans les phénomeénes de
cicatrisation, d’homéostasie cutanée et dans leldgpement de dermatoses. Le but de cette
étude bibliographique est de proposer des axesdterche sur la problématique des biofilms
en dermatologie et d’aboutir a I'élaboration dengipes fondamentaux permettant une
prescription cohérente et raisonnée de topiquess dancadre d’'une consultation de

dermatologie humaine ou vétérinaire.
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Summary:

Biofilms are sessile communities of micro-organis(bacteria, fungi, protozoa or
algae) associated with a surface, and encased selfgroduced extracellular matrix of
exoppolysaccharides. It is the predominant wayifef df unicellular organisms. The other
alternative is the free-floating type, known asafttonik”. The change from one lifestyle to
another is a dynamic and complex process, chaiaeterby phenotypic changes and
acquisition of properties specific to biofilms, bBuas antibiotic resistance. This can lead to
serious public health problems because biofilms foam on medical devices and cause
nosocomial infections. There are also biofilms ba skin: they are involved in numerous
phenomena such as healing, skin homeostasis anthtbses. The aim of this bibliographic
review is to consider the involvement of biofilms human and animal dermatoses and the

consequences for topical prescription in everydaynatological practice.
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