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Introduction

Plus de trois siécles se sont écoulés depuis quAntonie
van Leeuwenhoek observa des « animalcules » pour la
premiére fois sur des plaques dentaires, grace au pre-
mier microscope a lumiéere directe [1]. Sans en avoir
conscience, il venait d'ouvrir lavoie a la découverte des
biofilms bactériens. Pres de deux siécles plus tard, Koch,
pere de la microbiologie moderne, a isolé et étudié les

bactéries et, pendant prés d'un siécle, la microbiologie a
été dominée par ce que lalittérature désigne comme le
« paradigme de la culture pure » une vision dans laquelle
les bactéries étaient considérées comme des cellules
libres, isolées et planctoniques [2]. C'est au début des
années 1970 que John-William Costerton proposa a
la communauté scientifique une vision radicalement
opposée : les bactéries vivaient en association dans des

\ Résumé

Plus de dix ans aprés leur premiére description, les biofilms sur surfaces
séches (dry surface biofilms, DSB) représentent un concept émergent,
encore débattu mais potentiellement déterminant pour la prévention des
infections associées aux soins. Les observations réalisées sur des sur-
faces séches montrent des micro-agglomérats bactériens persistants
malgré le bionettoyage, suggérant l'existence de microbiomes environ-
nementaux hospitaliers sous-estimés. Certains éléments soutiennent
cette hypothése : regroupements cellulaires, présence d'une matrice
extracellulaire, détection de bactéries cultivables, et surtout viables mais
non cultivables (VNC), diversité d'espéces dont des bactéries multirésis-
tantes, et capacités potentielles de transfert vers d'autres surfaces ou des
dispositifs invasifs. Cependant, des incertitudes persistent et leur appar-
tenance au domaine des biofilms n'est pas encore totalement validée. Les
structures observées sont hétérogenes, parfois dépourvues de matrice
visible, et aucune preuve directe n'atteste d'une multiplication bactérienne
ou d'une production active de matrice sur les surfaces séches. Létat VNC
n'a été que partiellement caractérisé, la tolérance aux biocides reste a
démontrer, et d'autres hypothéses (bio-floculats, agrégats issus de pro-
jections) sont plausibles. La plupart des modéles in vitro développés pour
les étudier sont éloignés de la réalité du terrain. Ainsi, les DSB se situent a
la frontiere entre observation et interprétation. Leur importance dans la
transmission croisée est a préciser, mais leur simple présence interroge
sur les stratégies actuelles de surveillance et d'entretien de I'environne-
ment, donc sur la maitrise du risque infectieux. Les prochaines années
devront clarifier leur nature, leur dynamique et leur impact réel afin
d'adapter les pratiques de prévention des infections associées aux soins.

Mots-clés : Biofilm — Surfaces séches — Hopital - Environnement - Viable
non cultivable.

Abstract

“Dry-Surface Biofilms»: silent residues or stealth
microbial forces

More than ten years after their initial description, Dry Surface Biofilms
(DSBs) represent an emerging concept that is still widely debated but
potentially decisive for the prevention of healthcare-associated infections.
Observations made on dry surfaces show persistent bacterial micro-ag-
glomerates despite cleaning and disinfection, suggesting the existence of
hospital environmental microbiomes that have been underestimated until
now. Certain elements support this hypothesis: cell clusters, the presence
of an extracellular matrix, the detection of culturable and especially viable
but non-culturable (VBNC) bacteria, species diversity including multi-resist-
ant bacteria, and potential transfer capabilities to other surfaces or invasive
devices. However, many uncertainties remain and their characterization as
biofilms has not yet been fully validated. The structures observed are very
heterogeneous, sometimes lacking a visible matrix, and there is no direct
evidence of bacterial multiplication or active matrix production on dry sur-
faces. The VBNC state has only been partially characterized, tolerance to
biocides remains to be demonstrated, and several alternative hypotheses
- bio-flocculates, aggregates from projections — remain plausible. Most
in vitro models available are far from reality. Thus, DSBs are currently at
the boundary between observation and interpretation. Their exact role in
cross-transmission remains to be determined, but their mere presence
raises questions about current environmental monitoring and mainte-
nance strategies, and consequently about infectious risk control. The
coming years will need to clarify their nature, dynamics and real impact to
improve healthcare-associated infection prevention practices.
Keywords: Biofilm - Dry surfaces — Hospital - Environment - Viable but
non-culturable.
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biofilms qui représentaient leur mode de vie naturel,
dominant et universel [3,4]. Ces communautés struc-
turées, formées de cellules bactériennes adhérentes
entre elles et a un support, enveloppées d'une matrice
d'exopolymeres, furent longtemps considérées comme
indissociables des milieux liquides non stériles en contact
avec une surface. Pendant pres de quarante ans, Cos-
terton et ses collaborateurs ont décrit leur composi-
tion, élucidé les mécanismes cellulaires régissant leur
fonctionnement en « équilibre dynamique » démontré
leur réle dans les infections liées aux dispositifs invasifs
et dans les infections chroniques, et défini la notion de
tolérance réversible aux antibiotiques et aux biocides
[5-8]. Durant onze années, Costerton dirigea le Cen-
ter for Biofilm Engineering de I'université du Montana
(Etats-Unis), ol une communauté interdisciplinaire de
plus de deux cents chercheurs étudiait des fluides de
toute nature circulant dans des bioréacteurs congus
sur mesure pour reproduire des conditions environ-
nementales controlées. Progressivement, la vision de
bactéries majoritairement fixées au sein de biofilms
s'imposa dans I'enseignement universitaire, reléguant
au second planl'idée de bactéries libres comme modele
dominant. Alors que ce nouveau paradigme semblait
solidement accepté dans le monde de la microbiolo-
gie, une équipe a l'autre bout du monde est venue per-
turber l'ordre établi. En 2012, 'équipe australienne de
Karen Vickery eut l'opportunité de prélever, de maniére
aseptique et par découpage, des échantillons de dispo-
sitifs médicaux et déquipements de l'environnement du
patient dans une unité de soins intensifs,immédiatement
aprés bionettoyage [9]. Lobservation au microscope
électronique de ces éléments, appelés fomites, révéla
une organisation microbienne inattendue, conduisant
deuxans plus tard a la définition d'un nouveau concept:
les dry surface biofilms (DSB, biofilms sur surfaces
séches) [10]. Des investigations similaires menées en
Arabie saoudite, au Brésil et au Royaume-Uni aboutirent
aux mémes conclusions [11-16]. Par contraste avec ces
DSB, les biofilms en milieu liquide décrits depuis plus
d'un demi-siecle furent alors désignés sous le terme de
« biofilms traditionnels hydratés » [17].

Qu’ont réellement montré ces
observations microscopiques ?

Entre 2012 et 2018, 154 échantillons ont été prélevés
in situ, puis analysés en microscopie électronique a
balayage ou en microscopie confocale, tous étant por-
teurs de structures assimilées a des DSB [9-11,13,14,16]
(Tableaul). Dans I'ensemble, 93% des échantillons étu-
diés présentaient des organisations compatibles avec
des biofilms. Ces structures étaient toutefois loin détre
uniformes : les auteurs décrivent une répartition tres
hétérogene, avec des formes coccoides ou bacillaires
isolées, ou regroupées en amas de tailles variables. Ces
cellules sont recouvertes dexopolymeres dont [épaisseur
varie fortement d'un spot a l'autre. Parfois, la matrice

enveloppe completement les bactéries ; dans d'autres
cas, elle se limite a de fins filaments (« strings ») reliant
quelques cellules entre elles. Des regroupements bacté-
riens recouverts de fines traces de matrice superficielle
peuvent également étre observés. Une seule étude, celle
d'’Almatroudi et al., a caractérisé la composition de ces
exopolymeéres [11]. Sur un seul échantillon provenant
d'une boite de gants, I'analyse en microscopie confo-
cale apres marquage fluorescent a mis en évidence la
présence de protéines, de polysaccharides et dADN!
extracellulaire. Il est toutefois essentiel d'interpréter
cesimages avec prudence. Lesimages les plusimpres-
sionnantes—celles ou l'on distingue des cocci ou bacilles

Tableau I - Liste (non exhaustive) des « fomites » analysés par

les auteurs de six études.

Dispositifs médicaux Autres

Boite de médicaments [10,13]

Boite de dispositifs médicaux
stériles [11,13]

Joint de lave-bassin [9]
Boite de gants [10,14]
Bassin [10]

Adaptable [10,14]
Garde-corps du lit [14]
Pousse-seringue [14]
Stéthoscope [14]
Plateau de dialyse [14]

Boite de stockage des biberons
(131

Matelas de brancard {13]

Clavier d'électrocardiographe
[13]

Flacon d'alcool [13]
Oxymeétre [13]

Boite de réactifs [9]

Store [9,10,13,14]
Corde de store [9,11]

Protége matelas [9]

Porte d'entrée [9,10]

Matelas [10,11,13]

Oreiller [10,11]

Notice [10]

Sol [10]

Mur [10]

Agrafe du dossier patient [10]

Dossier du patient [16]

Télécommande de lit [14]

Chaise [14,16]

Presse-papier [14,16]
Clavier [13-15}
Calculatrice [14]
Velcro [11]

Flacon de solution hydro-alcoo-
lique [16]

Commode (16]

Plateau repas [16]

Clavier téléphonique [13]

Souris d'ordinateur de bureau [13]

Boites a effets personnels du
patient (13]

Flacon de savon doux [13]
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enfouis sous une matrice dense — proviennent toutes
d'observations a trés fort grossissement (> x5 000).
A plus faible grossissement (< x1 000), le paysage est
trés différent : on n'observe que des « micro-clusters »
isolés de quelques microns indiquant que les surfaces
seches ne sont pas du tout recouvertes de biofilm épais
et structuré dans les conditions réelles ; on peut juste
observer ¢a et la des agglomératsisolés. De plus, selon la
nature du matériau support, des résidus de dégradation
peuvent apparaitre en microscopie et étre facilement
confondus avec une matrice extracellulaire. Enfin,dans
toutes ces études, il manque le témoin négatif représenté
par le méme matériau neuf et propre observé dans les
mémes conditions (Figure 1).

Quel était I'état de viabilité des bactéries
dans ces structures ?

Compte tenu de l'application réguliére de protocoles
de bionettoyage sur les surfaces étudiées - protocoles
décrits comme rigoureusement suivis dans la majo-
rité des travaux — on aurait pu s'attendre a retrouver
essentiellement des amas de bactéries mortes, piégées
dans des résidus organiques qu'un « nouveau coup de
lingette » aurait pu éliminer. Pourtant, les résultats obte-
nus vont clairement a I'encontre de cette hypothése.
La recherche de bactéries cultivables par écouvillon-
nage direct sest révélée peu productive dans certaines
études. Par exemple, Ledwoch et al. n'ont isolé aucune
bactérie cultivable sur 13 touches de clavier prélevées
dans quatre établissements différents [15]. Al'inverse,
la méme équipe a obtenu une culture positive dans
95% des cas lorsqu'elle a traité des échantillons réels
de nature variée par trois ringages successifs suivis
d'une mise en culture directe dans un bouillon stan-
dard[16]. Johani et al. constituent I'exception notable :
ils ont récupéré des bactéries cultivables sur 75% des
échantillons par simple écouvillonnage direct [14]. Les

autres équipes ont eu recours a des traitements méca-
niques (vortex, ultrasons) avant mise en culture des
suspensions obtenues [18]. Globalement, en regroupant
I'ensemble des études, plus de la moitié des échantil-
lons prélevés contenaient des bactéries cultivables.
Toutefois, aucune publication n'a été en mesure de
proposer une quantification du nombre de bactéries
par unité de surface [18]. Un point essentiel émerge
de cestravaux: la présence de bactéries viables mais
non cultivables (VNC) en quantité non négligeable
[18]. Lobservation en microscopie a fluorescence
aprés marquage au Live/Dead™ BacLight™ a révélé
des cellules présentant une fluorescence verte, signe
d'une membrane intacte. Plus surprenant encore, 18
échantillons laissés a température ambiante pendant
douze mois sans aucune hydratation ni aucun apport
de nutriments ont conservé des bactéries viables
malgré I'absence totale de croissance en culture [10].
Létat VNC se caractérise par une perte de cultivabi-
lité sur milieux usuels, tout en conservant l'intégrité
membranaire et une activité métabolique résiduelle
[19]. Il s'agit d'un mécanisme de survie face au stress,
et cet état est réversible lorsque les conditions rede-
viennent favorables [20]. Cette réversibilité est appelée
«ressuscitation ». Contrairement a ce que l'on pourrait
imaginer, ressusciter des bactéries VNC semble relati-
vement simple : 'apport de nutriments, la restauration
de la température optimale de croissance ou juste la
suppression du facteur de stress suffisent souvent a
rétablir la cultivabilité [20]. Cependant, dans les DSB
observés in situ, seule I'intégrité membranaire a été
démontrée. Or, I'état VNC repose sur un ensemble de
critéres plus larges, qui n'ont pas encore été explorés
dans ces structures [19]. De méme, |la ressuscitation
n'a jamais été démontrée a partir de bactéries VNC iso-
|ées de DSB, nidans des échantillons réels, nidans des
modeéles in vitro. Un article récent a toutefois évoqué
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Figure 1-Dessins de « fomites » observés en microscopie électronique a balayage.

A

A: Store observé a un faible grossissement
(x 2500) présentant des micro-clusters de
bactéries de taille et de répartition hétérogene ;

zoom sur un cluster (x 7 000) montrant une
structure « biofilm like » avec des formes
coccoides recouvertes de substances
extracellulaires.

B: Store observé a un faible grossissement

(x 2 500) montrant des « strings » de substances 9rossissement (x 10 000) montrant un

extracellulaires sans bactéries. cluster de cocci avec seulement des traces de

substances extracellulaires.

C: Chaise de patient observée a un fort
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cette possibilité dans un modéle mimant la projection
de liquides biologiques contaminés. Dans cette étude,
Pseudomonas aeruginosa non cultivable sur I'échan-
tillon source a pu étre transféré in vitro sur une sonde
urinaire et une sonde d'intubation, ot il s'est multiplié
et a formé un biofilm hydraté secondaire [21]. Néan-
moins, cet exemple isolé ne constitue pas une preuve.

Quelles principales espéces bactériennes
ont été identifiées dans ces structures ?

Dans l'ensemble des études menées sur des échantil-
lons prélevés en unités de soins, les auteurs ont cher-
ché aidentifier les especes présentes a la surface des
fomites, avec un degré d'exhaustivité variable selon les
travaux. Les approches de culture - directe ou apres
récupération du « biofilm » avec ou sans étape d'enri-
chissement - étaient généralement orientées vers la
détection d'espéces impliquées dans les infections
associées aux soins (IAS), en particulier les bactéries
multirésistantes. La plupart des équipes ont ainsi
ciblé en priorité Staphylococcus aureus résistant a
la méticilline (SARM), les entérocoques résistants a
la vancomycine (ERV) et les entérobactéries produc-
trices de bétalactamases a spectre étendu (EBLSE).
Progressivement, certaines études ont associé a leurs
recherches les especes Pseudomonas aeruginosa et
Acinebacter baumannii, qu'ils soient ou non multiré-
sistants [18]. Ces investigations par culture sur milieux
sélectifs ont été complétées, dans environ 75% des
études, par des analyses moléculaires (PCR?, PCR
guantitative, séquengage métagénomique), permettant
d'identifier un spectre beaucoup plus large d'espéces,
qu'elles soient cultivables, viables ou méme mortes [18].
Toutes les études ayant recherché des SARM culti-
vables [9-11,14,15] en ont détecté, a I'exception de l‘étude
brésilienne de Costa et al. [13]. Lorsque la recherche
incluait également les ERV ou les EBLSE, ces germes
étaient eux aussi retrouvés [9,10,13,14,16]. De maniére
plus surprenante, seules les études menées au Brésil
[13] et en Arabie saoudite [14] ont mis en évidence la
présence de Klebsiella pneumoniae viable et cultivable
sur quelques échantillons. Ces deux régions, caracté-
risées par un climat chaud (tropical équatorial pour le
Brésil, désertique chaud pour I'Arabie saoudite selon
la classification de Kdppen), présentent des conditions
proches de celles des Antilles. Or, dans les IAS antil-
laises, les bactéries a Gram négatif - et en particulier
K. pneumoniae-dominent largement, contrairement a
Staphylococcus aureus [22]. Les analyses génomiques
réalisées sur les DSB conduisent toutes a la méme
conclusion. A la différence des biofilms hydratés clas-
siquesimpliqués dans les IAS, souvent monobactériens,
les DSB hébergent un ensemble varié d'espéces [18].
Ony retrouve essentiellement des bactéries issues de
la flore oro-digestive et cutanée humaine, auxquelles
s'ajoutent des espéces d'origine environnementale.
Dans cette perspective, les bactéries planctoniques

représenteraient une flore transitoire, tandis que les
DSB constitueraient une flore commensale environ-
nementale [18] parfois qualifiée de « microbiome » ou
méme d'« environnementome » [16]. Méme si chaque
établissement, chaque service, semble posséder un
microbiome qui lui est propre [13,15,16], un noyau
commun de genres -Staphylococcus, Pseudomonas,
Bacillus, Propionibacterium, Enterococcus - apparait
danstoutes les études. La plupart de ces données sont
toutefois extraites d'analyses génomiques quine ren-
seignent pas sur la viabilité des especes identifiées.
Cependant, les quelques observations en microsco-
pie a épifluorescence apres marquage au Live/Dead™
BacLight™ [10,13,14] montrant des bactéries encore
viables suggerent que certaines pourraient profiter
d'une réhydratation, méme bréve, pour « se réveiller »
et reprendre leur développement.

Que peut-on dire de la notion de biofilm
dans les échantillons issus du terrain ?
Sil'on se réfere aux caractéristiques actuelles du
biofilm traditionnel hydraté, il s'agit de structures
organisées, en équilibre dynamique, constituées
de bactéries agrégées entre elles ou a une surface,
entourées d'une matrice d'exopolymeres qu'elles
sécretent, et présentant une tolérance réversible aux
biocides lorsqu'elles retournent a I'état planctonique
[23]. A ce jour, il manque encore un certain nombre
de preuves scientifiques solides pour affirmer que les
DSB possédent I'ensemble de ces caractéristiques.
Les clusters observés correspondent-ils réellement a
des structures organisées ? Les bactéries présentes
dans les DSB se multiplient-elles sur les surfaces pour
former leur propre biofilm ? Quelle est la composition
exacte de la matrice ? Cette matrice est-elle effective-
ment sécrétée par les bactéries qu'elle entoure ? Les
DSB sont-ils véritablement tolérants aux biocides, ou
ne représentent-ils que des résidus ayant échappé
aux nettoyages successifs ? Une autre hypothése
meérite d'étre envisagée :les DSB pourraient n'étre que
des dépots de matiere organique non stérile, ayant
séché a l'air libre apres s'étre fixée sur une surface.
Il pourrait s'agir, par exemple, d'inocula déshydratés
accumulés au fil du temps [24]. Dans ce cas, les bac-
téries pourraient s'associer entre elles, soit avant de
se déposer, soit une fois fixées a la surface. Les tra-
vaux de Pashang et al. sur la survie bactérienne en
conditions de dessiccation aux interfaces air-solide
évoquent le phénomene de bio-floculation qui corres-
pondrait a la formation de ponts entre bactéries via
des polymeéres extracellulaires ou via des substances
présentes a la surface des cellules. Cette bio-floculation
surviendrait aprés I'adhésion a la surface mais avant la
dessiccation, conduisant a la formation d'un agrégat
bactérien [25]. Par ailleurs, Sauer et al. ont proposé
en 2022 une revue détaillée du cycle de vie des bio-
films, élargissant la notion de biofilm a des agrégats
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bactériens en suspension dans les milieux liquides.
Longtemps considérés comme des entités distinctes,
ces agrégats sont désormais intégrés au concept de
biofilm. Ils peuvent se former dans divers liquides bio-
logiques humains (salive, liquide synovial...) ou dans
des cultures en bouillon. Rien n'exclut qu'ils puissent
ensuite se déposer sur des surfaces et s'y dessécher.
Dans ce modéle conceptuel élargi, une étape supplé-
mentaire d'échanges de bactéries agrégées entre la
phase liquide et la surface est désormais reconnue.
De plus, la présence d'une matrice extracellulaire n'est
plus considérée comme indispensable pour définir
un biofilm. Des bactéries agrégées en suspension,
dépourvues de matrice visible, peuvent également
étre classées comme biofilm [26]. Il manque toutefois
dans ce modele I'étape de déshydratation qui survient
lorsque les surfaces ne sont pas continuellement hydra-
tées, situation typique de l'environnement du patient.
Cette omission est volontaire car les DSB ne sont pas
encore reconnus par les experts du biofilm, et un ou
plusieurs maillons restent a établir avant de pouvoir
les intégrer pleinement dans ce cycle. Au-dela de ces
considérations, la question est peut-étre avant tout
sémantique. Qu'il s'agisse d'inocula secs, de bio-flocu-
lats, d'agrégats déshydratés ou de biofilms, il existe bel
et bien des micro-agglomérats persistants de bactéries
intactes surles surfaces séches de I'environnement du
patient. Ils sont discrets mais omniprésents, malgré le
bionettoyage régulier. Qu'ils soient ou non reconnus
comme des « biofilms sur surfaces séches » n'est pas
dans I'immeédiat I'enjeu principal ; l'essentiel est de
comprendre commentils se forment et s'ils constituent
une source de contamination pour le patient. Dans
l'attente de données plus robustes et afin d'éviter de
forcer une classification prématurée, il pourrait étre
judicieux d'adopter une terminologie provisoire plus
neutre, telle que « micro-agglomérats bactériens ».

Quelle pourrait-étre l'origine

de ces structures ?

Le microbiome présent sur les surfaces seches de
l'environnement proche du patient semble refléter
a la fois la présence humaine (patients, soignants,
visiteurs) et la sédimentation de bactéries d'origine
environnementale. Plusieurs sources potentielles
sont évoquées dans la littérature, sans gu'aucune ne
puisse, a elle seule, expliquer I'ensemble du phéno-
meéne. L'origine la plus fréquemment citée est celle
des mains contaminées. Humidifiées par la sueur,
insuffisamment séchées aprés lavage ou porteuses
de traces de matiéres organiques, elles déposeraient
régulierement un ensemble varié de bactéries surles
surfaces, tout en contribuant a leur hydratation inter-
mittente [13,16]. Cette hydratation ponctuelle pourrait
favoriser la survie, voire la réactivation et la prolifé-
ration de certaines cellules. Vickery et al. avaient ini-
tialement postulé gu'un film hydrique se formait par

condensation sur les surfaces, permettant au biofilm
de se former[9]. D'autres auteurs ont privilégié I'nypo-
these des projections de liquides biologiques contami-
nés [10,21,24]. Les gouttelettes émises lors de la toux,
des éternuements ou de la parole, ou encore lors de
gestes techniques tels que l'intubation, I'extubation
ou les aspirations, pourraient se déposer sur les sur-
faces avant de s'y dessécher [24]. La combinaison de
ces deux phénomenes (film hydrique et projections)
n'est pas a exclure et pourrait favoriser le développe-
ment de certains agglomérats s'étant déposés sur la
surface. Une autre source possible concerne les bac-
téries d'origine hydrotellurique. Celles-ci pourraient
étre transportées par la ventilation (spores de Bacil-
lus) ou provenir d'éclaboussures a partir des siphons
de lavabos et lave-mains, avant de se déposer sur les
surfaces proches [27]. Les DSB ne résulteraient donc
pas d'une cause unigue, mais plutdt de I'accumulation
progressive de bactéries issues de multiples sources
qui doivent étre considérées dans leur ensemble. Ces
structures représentent la vie dans la chambre et leur
analyse détaillée pourrait méme, a terme, permettre
d'enretracerI'histoire, a la maniére dont les géologues
interprétent la succession des strates au fil du temps.

La présence de biofilm sur les surfaces
seches constitue-t-elle un danger ?

La détection des biofilms hydratés traditionnels repose
généralement sur des méthodes simples : mise en
culture directe de I'échantillon dans un bouillon, uti-
lisation d'une solution de récupération, utilisation
de géloses Count-Tact’ ou culture aprés grattage ou
écouvillonnage. Une culture stérile correspond logi-
quement a l'absence de contamination de la surface.
Surles surfaces seches, la situation est tres différente.
La non-cultivabilité fréquente des bactéries présentes
dans les DSB complique considérablement leur détec-
tion. Elle leur permet déchapper aux méthodes de rou-
tine, et un contrdle de surface négatif rassure a tort
les équipes sur l'absence de contamination résiduelle
apres bionettoyage. Pourtant, ainsi camouflées surles
surfaces dans les DSB, les bactéries persistent bel et
bien dans I'environnement, « tapies dans l'ombre »,
« prétes a bondir ». En effet, non-cultivable ne signifie
pas non-transférable. L'étude de Ledwoch et al. sur des
touches de claviers informatiques l'illustre clairement :
bien gu'aucune culture positive n'ait été obtenue apres
écouvillonnage, les bactéries présentes sur ces sur-
faces ont pu étre transférées sur des milieux gélosés
immeédiatement aprés un essuyage humide, que celui-ci
ait été réalisé avec de I'eau stérile ou avec de I'hypo-
chlorite de sodium. Il s'agit, a ce jour, de la seule étude
portant sur le transfert de bactéries a partir déchan-
tillons de terrain [15]. De nombreuses autres équipes
ont étudié la transférabilité a partir de surfaces seches,
mais uniguement apres contamination artificielle de
la surface. La plupart ont évalué la transmission croi-
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sée via des mains nues ou gantées contaminées, puis
appliquées successivement sur des milieux gélosés
[28-33]. D'autres ont examiné le transfert apres bio-
nettoyage par essuyage humide [15,34-36]. Toutes ces
études ont montré un transfert bactérien depuis une
surface contaminée vers d'autres surfaces. Watson et
al. ont méme automatisé ce processus en développant
un modele de transmission manuportée : un poingon
vertical, moulé sur un doigt humain et recouvert d'un
biofilm semi-déshydraté, touche successivement des
COUPONS SOUS Une pression constante, avec réhydra-
tation toutes les 24 heures. Chaque contact dépose un
DSB secondaire. Non seulement ce dispositif démontre
la transférabilité manuportée, mais il permet aussi
de produire en série des DSB [37]. Plus récemment,
Lebielle et al. ont produit des DSB a l'aide d'un modele
automatisé mimant la projection de gouttelettes de
liquides biologiques contaminés. Les coupons ainsi
obtenus ont servi de sources pour des études de
transfert vers des dispositifs invasifs in vitro (cathéters
centraux, sondes d'intubation, sondes urinaires). Un
biofilm hydraté secondaire sest ensuite formé sur la
surface interne de ces dispositifs a partir des bactéries
transférées [21] (Figure 2). Il est vrai que le transfert de
bactéries par les mains des soignants est une notion
acquise depuis longtemps [38]. Toutefois, si le micro-
biome environnemental refléte la vie de la chambre, les
bactéries transmises depuis I'environnement ne sont
pas nécessairement celles du patient présent a I'ins-
tant T, mais plus probablement celles laissées par les
occupants précédents. Les DSB constituent ainsi une
source de contamination cachée différée, susceptible
de maintenir une transmission dans le temps. Si ces
structures renferment des bactéries multirésistantes
ou hautement résistantes, viables mais non détectables,

leur transfert pourrait contribuer a la persistance
d'une épidémie méme apreés la sortie des porteurs
sans pouvoir établir de lien avec un environnement
supposé conforme. Le role de l'environnement dans
la transmission croisée a été démontré il y a plus de
dix ans [39-41]. La valeur ajoutée des travaux sur les
DSB est d'en apporter la preuve enimages, non seule-
ment par 'analyse microscopique déchantillons réels,
mais aussi par la reproduction expérimentale de ces
structures dans des modeéles in vitro.

Comment ces structures sont-elles
étudiées in vitro ?

A ce jour, plus d'une dizaine de modéles différents
ont été développés pour produire et étudier les DSB
in vitro [18]. La majorité d'entre eux sappuie sur des
bioréacteurs référencés pour la formation de biofilms
hydratés, tels que le CDC Biofilm Reactor” ou le Drip-Flow
Biofilm Reactor’ (Biosurface Technologies Corporation,
Bozeman, MT, Etats-Unis) [42,43]. Toutefois, les lon-
gues phases d'hydratation inhérentes a ces dispositifs
conduisent principalement a la formation de biofilms
semi-déshydratés, comme le reconnaissent les auteurs
eux-mémes [44,45]. Deux approches dominent : soit
le biofilm est d'abord cultivé en phase liquide pendant
plusieurs jours, selon le fonctionnement classique du
bioréacteur, puis laissé sécher jusqu'a la fin de l'essai
[45,46]; soit le bioréacteur alterne de longues périodes
d'hydratation et des phases de dessiccation tout au
long de l'expérience [11,34,44]. Ces modéles présentent
l'avantage d'étre standardisés et reproductibles, mais
ils s'éloignent de la réalité du terrain. En pratique,
aucune surface hospitaliere n'est immergée pen-
dant 24 & 48 heures. A lopposé, certains auteurs ont
choisi une approche beaucoup plus simple : déposer

Figure 2 - Transfert in vitro de bactéries d'un biofilm sur surface séche (dry surface biofilms, DSB) vers la surface
interne d'une sonde d’intubation for'mation d’un bioﬁlm tr‘aditionnel hydraté (BHT) secondaire.

- e

EPW""'-"' Wl gl .
i d;*;“'-fhl

;
A W L g S B i N

Images issues de la collection du laboratoire d’hygiene environnementale du centre hospitalier universitaire de Martinique,

non publiées.

A:DSB a K. pneumoniae NDM produit a I'aide du modele de Jean-Marie et al.
B : biofilm traditionnel hydraté a K. pneumoniae NDM obtenu apres transfert manuporté in vitro de bactéries du DSB vers la

surface interne d'une sonde d'intubation.
NDM : New Delhi métallo-B3-lactamase.
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une goutte de liquide contaminé sur un support et la
laisser sécher [47,48]. Cette méthode se rapproche
davantage des conditions réelles, mais elle ne prend
pas en compte la notion d'accumulation progressive,
pourtant centrale dans la formation des DSB. Cela
est rendu possible par I'automatisation : le modéle de
transmission manuportée de Watson et al. se distingue
alafois parl'aspect entierement déshydraté des agglo-
mérats qu'il crée par accumulation, mais aussi par le
choix du milieu et des matériaux mimant les contacts
cutanés [37]. Le modéle de transmission par projec-
tions de Jean-Marie et al. résultant de l'optimisation
du modéle manuel de Christine et al. [49] reproduit
une autre voie de contamination générant des dépdts
entiérement déshydratés par accumulation [24]. La
combinaison de ces deux approches —accumulation
par contact et dépots issus de projections—est en cours
d'exploration. Elle pourrait offrir une représentation
plus compléte et réaliste du « phénomene DSB », en
intégrant les différentes voies de contamination sus-
ceptibles d'intervenir dans I'environnement du patient.

Quelles orientations pour les dix ans
avenir?

Plus de dix ans aprés l'introduction du concept de
DSB, il apparait clairement que nous n'en sommes
gu'aux premieres étapes de sa compréhension. Les
connaissances accumulées au fil de cette décennie
sont toutefois loin d'étre négligeables et permettent
d'esquisser une synthése prudente. Les données dis-
ponibles montrent que des bactéries peuvent persister
sur des surfaces inertes sous forme de micro-agglo-
mérats dispersés, de répartition trés hétérogene. Ces
regroupements de bactéries sont recouverts ou reliés
par des substances externes susceptibles de contenir
a minima des protéines, des polysaccharides et de
I'ADN. Ces structures hébergent des bactéries peu
cultivables, dont certaines conservent une intégrité
membranaire compatible avec un état viable mais non
cultivable. Elles semblent résulter de I'accumulation
progressive de bactéries et de liquides biologiques
déposés par les mains ou par des projections, puis
exposés a de courtes phases d’hydratation : nouvelles
projections, contacts avec des mains humides, phéno-
menes ponctuels de condensation. Enfin, ces agglomé-
rats abritent une grande diversité d'especes, gu'elles
soient pathogenes, commensales, environnementales,
multirésistantes ou hautement résistantes, reflétant la
flore du patient et les épisodes infectieux ayant conduit
aladissémination de germes dans son environnement.
Ces constats ouvrent un large champ de questions

encore a explorer. Déterminer la composition exacte
des exopolyméres et démontrer que les bactéries se
multiplient sur les surfaces en produisant elles-mémes
cette matrice orienterait la définition de ces structures
vers celle d'un biofilm. Il faudra également étudier leur
tolérance aux biocides, élément clé pour consolider
cette hypothese. La question de la viabilité constitue
un autre axe majeur. L'état viable non cultivable doit
étre démontré en répondant a l'ensemble des criteres
quile définissent. Cela nécessitera le développement
de méthodes fiables de détection et quantification des
bactéries VNC car leur non-cultivabilité complique
leur détection et impose de dépasser les méthodes
basées uniqguement sur la culture. Ces notions devront
étre intégrées aux études de transfert en incluant des
conditions susceptibles d'induire leur ressuscitation.
Enfin, éliminer ces structures de nos environnements
représente le principal défi. La présence de DSB ne
refléte pas uniquement un bionettoyage insuffisant car
les procédures actuelles incluent des désinfectants
auxquels les DSB semblent peu sensibles, limitant leur
efficacité méme lorsqu'elles sont correctement appli-
quées. Ces structures s'inscrivent par ailleurs dans
un cycle de transmission plus large : en amont, des
mains insuffisamment désinfectées peuvent déposer
des bactéries et favoriser I'installation de DSB; en aval,
ces surfaces deviennent des réservoirs capables de
recontaminer les mains et d'alimenter la transmission
croisée. Comprendre ces biofilms environnementaux
permettra ainsi de réinterroger a la fois I'adhésion aux
protocoles d’hygiéne et la pertinence de leur contenu
face a des structures intrinséquement tolérantes.

Pour progresser sur ces 3 principaux axes de recherche,
il sera nécessaire d'optimiser les modéles in vitro afin
gu'ils se rapprochent davantage de la réalité du ter-
rain. Encore faut-il définir précisément ce qu'est cette
réalité. Comme aucune approche standardisée ne
permet encore de caractériser ces biofilms directe-
ment sur les surfaces hospitaliéres, il faudra explorer
de nouvelles stratégies déchantillonnage et dimagerie
afin de capturer ces structures telles qu'elles existent
réellement. Car c'est en observant davantage les DSB
présents dans notre environnement que Nous pour-
rons répondre aux nombreuses questions encore en
suspens: « Lobservation est la premiere condition de
toute science » [49]. |

1- ADN : acide désoxyribonucléique.

2- PCR : polymerase chain reaction, réaction en chaine par poly-
mérase.
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