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Les procédures d’hygiene
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Les cibles des biocides

Spore core

« Formaldehyde

« Glutaraldehyde

« Hydrogen peroxide

Bacterial
spore

Leakage of intracellular
components
+« Chlorhexidine

C's

Cytoplasm

« Chiorhexidine

« Copper (I1) salts

« CRAs

« Giuteraldehyde

« Hexachiorophene
« Hydrogen peroxide
« Mercury (Il) saits

« Organic mercuriale
« Phanols

« QAC's

« Siver salts

Vegetative
bacterium

Cell wall
« CRA's
Formaldehyde

o Mercury (1) salts
« Organic mercurials
« Phenols

Envelope
« Membrane-active

agents, e.g Alcohols,
QAC's, chiorhexidine

Nucleic acid
« Peoracetic acid
« CRAs

Thiol groups
« Bronopol

« Copper(ll)salts
« Ethylene oxide
« Gluteraldehyde

« Hydrogen peroxide
« CRAs

« lodine

« Mercuric(ll) salts

« Organic mercurials
« Siversalts

B -Proplolactone

Mécanisme d’inactivation de microorganismes et d e virus par les biocides (d’aprés Russel et al., 1997)

lodine

Phenols
QAC's

« Gluterasldehyde

.
« Peracetic acid

Amino groups
« CRAs

« Ethylene oxide

« Formaldehyde

« Glutersicehyde
« B -Propiciactone
« Sultur doxides

« Sulfites

Ribosomes
« Hydrogen peroxide
« lodne

Plasma membrane

« Alcohols
- gnomendne
« Estors
Cell wall « Organic adds
« Gluteraldehyde « QAC's

CRA’s : Chlorine releasing agents, QAC’s : Quaternary ammonium compounds
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Evolution de la flore bactérienne
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- Microorganismes

Les raisons des limites de l'efficacité des
opérations de nettoyage et désinfection
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Structure
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Biocides

Concentration
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Les mécanismes de résistance aux biocides
et leurs conséguences

Niveau de
/ B\ Cibles des  Résistance sensibilité | Résistance-
! biocides aux aux autres croisée

biocides biocides !

Efflux

Perméabilité Intrinséque .
. . Non Oui
membranaire / acquise
Modification
des cibles Intrinseque A .
Efflux . Réduit Oui
/ acquise
, . Acquise L
Dégradation . q . / Réduit Non
Membrane intrinseéque
cytoplasmique Imperméabilité Mutation avec
/A membranaire modification de Acquise Réduit Non?
/ \ Protéines Dégradation par des la cible
/ \ (Thiol) enzymes h
: D Changement Aprés A .
\\J angem pres Réduit Oui
phénotypique exposition
Induction Aprés
réponse aux P e Variable Oui
exposition
stress

1 aux autres biocides - niveau de sensibilité défini selon la concentration de biocides
2 pas aux autres biocides, mais résistance croisée avec des antibiotiques spécifiques

D’apres SCENHIR, 2008

- . L s
Ve \ ‘ Résistance croisée avec les antibiotiques ISPAIA

\ L)
Saint-Brieuc
B i



PU_RP

Journal of Applied Microbiology (2016) 121 :1275-1281

‘ Reduced susceptibilities to biocides and resistance to
@ antibiotics in food-associated bacteria following exposure

to quaternary ammonium compounds

C. Soumet', D. Méheust?, C. Pissavin?, P. Le Grandois', B. Frémaux?, C. Feurer®, A. Le Roux?,

M. Denis® and P. Maris’

k \ Species (N° of strains) DDAC (%) BC (%) Galox NaOCl (%) H,0, (%)
: d Horizon (%)
Escherichia coli (54)* >3 (48)° >3 (22) >3 (65) <2 (100) <2 (100)
Listeria monocytogenes (31) | 23 (48) >3 (45) >3 (45) <2 (100) <2 (100)
Salmonella enterica (35) >3 (10) > 1.5 (40) >3 (6) <1.5(100) <1.5(100)
Campylobacter coli (16) 2 (31) 3 (31) 3 (31) <2 (100) <2 (100)

DDAC: didecyl dimethyl ammonium chloride; BC: benzalkonium chloride; NaOCl: sodium hypochlorite;
H,O,: hydrogen peroxide; Galox Horizon: biocide formulation containing DDAC and glutaraldehyde

/ factor indicated

B NA

HAD

E. coli

Number of resistant strains

Q A VRN \3 Y A Q
& O ¥ X9 (;5‘@*3‘ & ,_;5" N &

: d Antibiotics

*: number of strains tested for a given species; t: percentage of strains with the biocide MIC increase
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«Q Cellules planctoniques vs biofilm

Physiologie des cellules en biofilm différente de
\ celle des cellules planctoniques

\

Avantage sélectif

 Modification de la morphologie
= « Modifications métaboliques

e Résistance a la dessication, aux antibactériens

\ xs
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Le biofilm: une structure plus résistante aux biocides

Rapport de concentration efficace

Désinfectants entre biofilms et cellules
planctoniques
( J Agent oxydant 5-600
Ammonium quaternaire 10-1000

Dubois-Brissonet et al., 1995; Ntsama-Essomba et al., 1997; Campanac et al, 2002, Luppens et al., 2002)

Activité du chlorure de benzalkonium sur Listeria monocytogenes a |’état
planctonique (O), adhéré (A) et en biofilm (@).

200 ppm
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Le biofilm

« Communauté de microorganismes adhérant a une surface, protégés par
une matrice de substances polymériques extracellulaires.

\; (Costerton et al., 1995)

= Ubiquitaires

= Sur de nombreux matériaux (inox, téflon...)
= Favorisé par I'humidité
‘o = Différents selon les bactéries

= Multiespeces => stabilité
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@ Facteurs influengant le développement des

biofilms

o

/ \
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Tout type de surface

____ suface | Fluide | Cellules microbiennes

Topographie
Tension de surface
(charges)
/A Chimie de surface
\‘?:
‘o Hydrophobicité

Anfractuosités

Film conditionnant

Vitesse d’écoulement ARIEEE AEE Gl
surfaces
pH Charges de surfaces
Température EPS

Molécules Signal

Nutriments disponibles (Quorum sensing)

Présence de composés
antimicrobiens
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ISPAIA
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Facteurs de risque pour le développement des
biofilms
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Formation d’un biofilm

Environnement
Aliments

- Synthese d’EPS ’
\\ 4 . . . . .\
S 4 Flux : air, liquide (polysaccharides, protéines, ADNe...) ™ s
\/" f

o - TS5
Expression genes , : . e * A
. de stress  pRl 3 2
Interactions Film :
physicochimiques conditionnant

Dispersion

' sl
e —— 8T
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s Le biofilm : un mode de « résistance »

multifactoriel
e Architecture du biofilm
i e Mauvaise diffusion du biocide dans le biofilm
* Physiologie des bactéries
A Al
g \ ISPAIA
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Architecture d’un biofilm

e Variable selon les genres, les especes, les souches

S. enterica L. monocyto E. coli P. aeruginosa  S. aureus E. faecalis

Briandet R. Colloque Adebiotech, 2011

* Variable selon les interactions au sein de biofilms multiespéeces

‘ Biofilms multiespéces plus stables
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Résistance au décrochage

Contamination initiale Aprés 3 min de rincage

apres15 min de ringage apres 60 min de rincage
/R Figure VI. 4 : Observations au MEB des surfaces de coupons en acier inoxydable aprés ISPATA
/ \ ringage pour les différents temps indiqués a la contrainte parié¢tale de 0,144 Pa. : )
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@4 RoOle des EPS dans la résistance des biofilms

* Barriere physique créée par les Substances Polymériques

\ J Extracellulaires (EPS) Nutriments  Biocides
e H20:852395%
e Polysaccharides
* Protéines, ADN etxracellulaires, a. teichoiques...

mm) Mauvaise pénétration du biocide : gradient de
\ concentration

-
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/
/

mmm) Adsorption sur la matrice

mmm) |nteraction avec les constituants de la matrice
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nétration de biocides dans un biofilm
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/ » Probleme de pénétration du chlorure de benzalkonium dans le biofilm
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Bridier et al., 2011. Antimicrob Agents Chemother. 55: 2648-54
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Changements phénotypiques

Adhésion des cellules => expression de genes spécifiques
Hétérogeéneité physiologique des cellules
Echange génétique

Mutations consécutives au stress oxydatif
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Comment lutter?

Environnement
Aliments

/ I\ Destructurer le biofilm

‘o Flux : air, liquide .
: .o L3 Ll o ‘\
Limiter la communication s

I . e %5 Dispersion
Limiter I'adhésion " AL ;

Interactions l Film
physicochimiques conditionnant

s
Surface bactéricide k

49

Adhésion Division Formation Maturation Erosion du
cellulaire du Biofilm du Biofilm Biofilm
Aggrégats Al
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f Matériaux antimicrobiens

"\ * Matériaux

R 4 * Design, équipement démontable
e Résistants aux produits chimiques, non corrodables.
* Topographie

 Fonctionnalisation = Activité antimicrobienne

* Matériaux avec couches minces (coating) (Page et al., 2012)
\ * Argent, CuQ, TiO,, Au...

* Greffage ammoniums quaternaires

* PEG

e Matériaux avec inclusion d’antimicrobiens
* Argent (Mtimet, 2011)
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& Conclusions

. * Résistance des biofilms multifactorielles => persistance
S 4

e Nécessité d’évaluer l'efficacité des biocides sur les biofilms

 Améliorer l'efficacité des opérations de N&D passe aussi par une
prévention des biofilms

,'/,

< 4
* Matériaux innovants antibactériens en complément des biocides

* Nécessité de considérer les bactéries viables lors des controles car
stressées (méthodes de détection) .
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