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Biofilms 

 Communautés structurées de micro-organismes présentes 
sur les surfaces ou les interfaces 
 Matrice autoproduite de substances polymériques 
extracellulaires (EPS) composée de polysaccharides, 
protéines, lipides, acides nucléiques et autres composés. 
  Les micro-organismes associés aux biofilms sont jusqu’à 
1000 fois moins sensibles aux substances actives 
antimicrobiennes que leur forme planctonique. 
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Endoscopes et infections 

Kovaleva et al. 2013 
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Biofilm dans les canaux endoscopiques 

Clichés MEB de deux canaux air / eau différents porteurs de biofilm: 
(a) Couche confluente de biofilm-souillures (faible résolution). 
(b) Biofilm multicouches composé de cellules apparemment saines, entourées et 

recouvertes d’EPS apparemment amorphes (haute résolution) 

Pajkos et al. 2004 
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Modèles de nettoyage  

1.  Méthodes de screening permettant de tester un grand 
nombre de formules et paramètres, ainsi que diverses 
méthodes de mise en évidence  

 Plaques de microtitrage 

2.  Méthodes plus complexes, plus proches des conditions 
réelles  

 cellule à flux 
 canaux endoscopiques (EN ISO TS 15883-5) 
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Biofilms sur plaques de microtitrage 

 Plaque de microtitrage à 96 puits polystyrène à fond plat 
 Biofilm de culture: dilution de la préculture à 0.2 OD dans 
30% TSB + 0.25% Glucose. Incubation de 200 L / puit à 
33 °C, sous agitation à 40 rpm pendant 24 heures. 
 Apparence biofilm (coloration crystal violet): 

P. aeruginosa S. aureus 
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Procédé expérience nettoyage MT-P 
  Aspiration du support 
  Laver 1x avec 300 L de NaCl 0.9%  
  Adjonction de 300 L de solution détergente (1% en WSH: eau à dureté 
standardisée) 
  Incubation pendant 40 min. à 25 °C sans agitation 
  Aspiration de la solution détergente 
  Laver 3x avec 300 L de NaCl 0.9% 
  Méthode de mise en évidence 
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Méthodes de mise en évidence potentielles 

 Biomasse totale (bactéries et EPS) 
 Crystal Violet (CV) 
 Rouge Safranine 
 Rouge Congo 

 

 Bactéries totales (vivantes et mortes) 
 SYTO 9 
 Orange Acridine  

 

 Bactéries vivantes  
 SYTO 9 / iodure de propidium  
 BacTiter-GloTM assay (ATP) 
 Turbidity Threshold (susceptibles de se 

multiplier) 

 Protéines  
 CBQCA 
 NanoOrange 
 SYPRO Ruby 
 FITC 

 

 Polysaccharides 
 Calcofluor White 
 ConA-FITC 
 Dubois 

7 



Avantages et inconvénients des méthodes 
Sur plaques de microtitrage 
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Méthodes de mise en évidence / conclusions 

 Crystal Violet 
Coloration de l’ensemble de la biomasse (bactéries et EPS) 

 Réduction du biofilm, sans différenciation EPS/bactéries. 
 BacTiter-GloTM 
 Coloration différentielle des bactéries vivantes 

 Réduction et destruction bactérienne, sans différenciation. 
  Turbidity Threshold 
Croissance bactérienne (OD595) 

 Réduction et destruction bactérienne, sans différenciation . 
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P. aeruginosa / S. aureus 
Coloration Crystal Violet (CV) 

S. aureus 

P. aeruginosa 
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Durée d’incubation 
P. aeruginosa (coloration CV) 
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Température d’incubation 

R
és

id
us

 [%
 d

e 
N

aC
l] 

P. aeruginosa (coloration CV) 
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Croissance (Turbidity Threshold) 

RF 1.48 log 
RF 1.84 log 

RF 5.98 log 

13 



Produits testés 

14 



Nettoyage TOSI 

R1-m DR-m R3-m NP-m R6-o PosK WPO 

0 min 

30 min 

15 min 

45 min 

60 min 

rincé 

1% dans de l’eau du réseau à environ 16°d à température ambiante (environ 22°C) 
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P. aeruginosa vs S. aureus 
Plaques de microtitrage, réduction du biofilm 40 min statique, coloration CV 

287 134 
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Cellules vivantes (P. aeruginosa) 
Plaques de microtitrage, 40 min statique, BacTiter-GloTM 

17 



Réduction biofilm / cellules vivantes 
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Cellule à flux avec visualisation TCO 

 Cellule à flux miniaturisée 120x2x1 mm (lxlxh) 
 Culture de biofilm d’eaux usées hétérothrope (source: 
surnageant de boues activées) 24h en mode Fed-Batch 
 Rinçage au NaCl 0.9% 
 Essais de nettoyage par écoulement (16 ml/min) 
 NP-m et PosK testés 

TCO = tomographie en cohérence optique, Procédé d’analyse utilisant la lumière de 
courte longueur de cohérence afin de mesurer, au moyen d’un interféromètre, la distance 
de matériaux disperseurs. L’objet examiné est  palpé ponctuellement. Principal domaine 
d’application: la médecine. 
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Visualisation TCO 

Avant                 Après 10 min traitement avec PosK  
                           (NaOH, NaOCl, EDTA, SDS , chacun à 1%) 

Image, résolue en temps, de coupes 2D (plans xz) 
dans l’axe d’écoulement (direction x) 

Images 3D 
(3x2x1 mm) 
après rinçage 
NaCl 
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Test à l’aide d’un endoscope de substitution 

 Remplir le canal d’endoscope (2 m et  4 mm) avec 10 ml 
de culture P. aeruginosa de la veille. 
 Culture du biofilm pendant 72 h. à 30°C. Recirculation (40 
mL/min) avec adjonction définie de milieu de croissance. 
 Rincer le tuyau au NaCl  0.9% pendant 1 min à 20 ml/min. 
 Utiliser des segments de 30 cm pour les essais de nettoyage 
statiques ou par écoulement 200 ml/min ou 4 ml/min 
(désinfection). 
 Analyse OD595nm, UFC, mise en évidence de sucre selon 
Dubois, mise en évidence de protéines selon Lowry. 

EN ISO/TS 15883-5:2005 Annexe F 
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Nettoyage: cadre expérimental 
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Analyses 
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Nettoyage statique vs par écoulement 
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Réduction bactérienne: statique = sans pompe; Flow 1, 2, 3 = pompe avec 200 mL/
min 
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Nettoyage par écoulement: durée 
Réduction protéines, sucre: 5, 15 min, 200 mL/min 

NP-m remplit 
exigences de l’ISO/TS 
15883-5:2005 Annexe 
F 
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Nettoyage par écoulement 15 min 
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Comparaison avec coloration CV 
Coloration CV sur plaques de microtitrage (statique) 

Par écoulement 

(MTP) 
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Biofilm résiduel au microscope 4x 

WSH NP-m R2-m 

R3-m R1-m R6-o 
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Coloration CYTO 9 (acides nucléiques) 
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Biofilm résiduel au microscope 20x 
WSH NP-m R2-m 

R3-m R1-m R6-o 
25 m  25 m  25 m  

25 m  25 m  25 m  
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Avec vs sans désinfection 
Nettoyage 15 min, 200 mL/min  Désinfection 15 min, 4 mL/min 
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Avec / sans désinfection 

250 
m  

250 
m  

25 m  25 m  

25 m  25 m  

WSH 
avant 

WSH 
avant 

WSH après WSH après NP-m 
après 

NP-m 
avant 

Désinfectant: deconex® HLD PA (acide peracétique) 
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Synthèse 
  Diverses méthodes de mise en évidence sont nécessaires pour les 
différents stades de développement du produit. 
  Les résultats des méthodes de screening MT sont pour l’essentiel 
congruents avec ceux des tests, plus complexes, effectués avec des 
dispositifs de substitution. 
  Le biofilm S. aureus est moins résistant que le P. aeruginosa, en 
particulier aux détergents enzymatiques. 
  D’une manière générale, les détergents désinfectants / contenant des 
substances actives désinfectantes ne fournissent pas de bons 
résultats de nettoyage, ni sur les biofilms, ni sur le sang. Les résultats 
sont particulièrement mauvais avec le biofilm S. aureus. 
  Seul un bon nettoyage permet de garantir une désinfection 
subséquente conforme. En particulier dans le cas des biofilms.  
  Dans le cadre du projet, un produit de (pré)nettoyage manuel a été 
développé, qui offre de bonnes propriétés nettoyantes contre les 
biofilms et le sang. 
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Merci de votre intérêt! 

Dr. Qun Ren, Empa 

Stefan Mauerhofer, Borer 

Dr. Philipp Stiefel, Empa 

Dr. Urs Rosenberg, Borer 

Stefanie Altenried, Empa 

Jana Schneider, Empa 

L’équipe 
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1 ml/min 
40 ml/min 


