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Résumé 

Les plaies chroniques sont un problème majeur de santé qui touche environ 2% 

de la population mondiale. Leur prévalence est en constante augmentation 

parallèlement à l’obésité et au vieillissement de la population. Les ulcères de pied chez 

les patients diabétiques en particulier, voient leur prévalence « exploser » au fil du 

temps. Le retard de cicatrisation des ulcères de pied chez les patients diabétiques est 

associé à la présence de biofilm qui peut favoriser la survenue d’infections au sein de 

ces plaies, et contribuer à l’antibiorésistance. Aussi, l’utilisation d’alternatives aux 

antibiotiques dans la prise en charge des plaies chroniques est activement documentée. 

Les antiseptiques pourraient constituer une alternative, notamment dans leur rôle 

éventuel dans la cicatrisation dirigée. Pourtant actuellement, il existe peu d’études 

permettant d’affirmer leur efficacité dans la cicatrisation des plaies chroniques et encore 

moins de les comparer et d’en positionner l’un d’entre eux comme traitement de 

référence.  

Aussi, les travaux effectués pendant ce doctorat ont porté sur l’adaptation de 

modèles d’étude de biofilms aux antiseptiques et sur l’évaluation des antiseptiques sur 

du biofilm mono et bi espèces à partir de 2 microorganismes fréquemment isolés dans 

les ulcères de pied chez les patients diabétiques. S. aureus et P. aeruginosa. Cette 

évaluation s’est déclinée en 4 niveaux : d’abord sur les cellules planctoniques, ensuite 

sur l’inhibition de la formation du biofilm, puis sur la réduction de la charge 

bactérienne vivante statique d’un biofilm et enfin sur du biofilm débridé dans un milieu 

dynamique en flux, à l’image de ce qui est fait en pratique clinique 

Ces travaux ont permis de démontrer une efficacité de l’hypochlorite de sodium 

comparativement à l’octénidine et au polyhexaméthylènebiguanide.  

Mots clés : Biofilm, Antiseptiques, Plaies de pied diabétiques, P. aeruginosa, S. aureus,  
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Abstract 

Chronic wounds are a severe public health challenge affecting 2% of the global 

population. Their prevalence is constantly increasing, along with population aging and 

obesity. Diabetic foot ulcer (DFU) particularly is constantly rising as the number of 

people with diabetes mellitus is also rising every year. Wound impairment in  DFU is 

associated with biofilm. Biofilm induces wound infection and promotes antibiotic 

resistance. Therefore, instead of antibiotics, alternative therapeutic options are crucially 

needed in DFU treatment.  

Antiseptic agents are one of the alternative options in DFU care. However, there 

are few studies documenting antiseptic efficiency in chroming wound healing and a 

lack of evidence on recommending one antiseptic over another. 

This thesis work focused on biofilm models adaptation for evaluating antiseptic 

agents on monospecies and bispecies biofilms using clinical isolates frequently isolated 

from DFU: S. aureus and P. aeruginosa. Evaluation was proceeded at 3 levels. First on 

free planktonic bacteria, next on biofilm formation inhibition, then on living bacterial 

load reduction and finally on a biofilm post debridement in a dynamic flow model, like 

clinical practice. 

These works allowed the identification of sodium hypochlorite as a relevant 

antibiofilm agents In DFU treatment compared to polyhexamethylenebiguanide and 

Octenidine.  

 

Keywords: biofilm; Antiseptics; DFU; P. aeruginosa, S. aureus 
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1.1 Les plaies chroniques 

La peau normale ou barrière cutanée est composée de 3 couches : l’épiderme, le 

derme et l’hypoderme (tissu adipeux). La barrière cutanée est le premier et principal 

mode de défense de l’organisme contre les diverses attaques chimiques, microbiennes, 

physiques et immunologiques[1]. 

 

Figure 1 : Architecture de la peau. D’après Kwiecien et al ; Architecture of 

antimicrobial skin defense. 

D’après le dictionnaire Larousse de langue française, une plaie est un nom 

féminin désignant une déchirure des tissus due à un accident (blessure, brûlure) ou à 

une intervention chirurgicale [2]. Une blessure quant à elle, est une lésion produite en 

un point quelconque du corps par un choc, un coup, une arme ou un corps dur 

quelconque[3]. Les plaies sont aussi définies comme un environnement dynamique 

dans lequel se produit une interaction complexe entre les tissus de l’hôte et la triade 

constituée de tissus morts, d’exsudat et de microorganismes[4]. Ces différentes 

définitions désignent la rupture de la barrière cutanée.  

Le processus de guérison biologique des plaies associe chronologiquement les 

étapes d’hémostase, d’inflammation, de réparation tissulaire du derme, de réduction du 
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diamètre de la plaie, de régénération de l’épithélium et enfin de cicatrisation[5]. Dans le 

cadre d’une plaie dite chronique, ce processus de guérison est altéré et découle sur une 

plaie qui persiste au fil du temps.  Le caractère chronique d’une plaie en opposition au 

caractère aigüe est défini par l’absence de guérison dans un délai de 4 semaines à 3 mois 

selon le type de plaie[5,6]. La société américaine de cicatrisation des plaies définit 4 

principaux types de plaies comme chroniques[7]. Il s’agit des ulcères de pied chez les 

patients diabétiques, des escarres et des ulcères artériels ou veineux de jambe[7].  

La prise en charge des plaies chroniques nécessite des soins récurrents, 

notamment la cicatrisation dirigée et des séjours hospitaliers prolongés. Il en découle 

une dépense de soins de santé élevée entrainant une pression financière élevée sur le 

système de santé[5,8] et une diminution de la qualité de vie des patients atteints de 

plaie chronique[9]. Les plaies chroniques concourent aussi à une augmentation de la 

morbidité et de la mortalité des patients qui en sont atteints[10]. Cette situation est 

d’autant plus préoccupante que la proportion de patients souffrant qui seront affectés 

par les plaies chroniques au moins une fois au cours de leur vie est en constante 

augmentation parallèlement à l’augmentation de l’âge de la population [5,9]. Toutefois, 

une prise en charge à un stade précoce des facteurs de risque peut prévenir la chronicité 

des plaies ou à défaut favoriser la cicatrisation[5]. 

1.1.1. Facteurs de risques associés aux plaies chroniques 

Plusieurs facteurs de risque peuvent concourir à la chronicité d’une plaie. Il y a 

avant tout les facteurs socio-économiques : le climat politique, le niveau économique 

qui peut impacter la formation du corps médical et les pratiques médicales. La 

connaissance et la mise en application des dernières recommandations par les praticiens 

en dehors des centres spécialisés de prise en charge des plaies chroniques peuvent être 

insuffisantes[11,12]. Le diagnostic de plaie chronique, l’orientation vers un spécialiste 
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référent, la prise en charge des comorbidités peuvent ne pas être optimales[13,14]. Les 

recommandations de prise en charge des plaies chroniques varient beaucoup d’un pays 

à un autre[15,16]. Ces recommandations peuvent parfois se contredire, menant à la 

confusion et la limitation de l’efficacité de la prise en charge [5]. Un autre type de 

facteurs de risque de la chronicité des plaies est lié au patient. L’impact des 

comorbidités (obésité, statut nutritionnel altéré, hypertension artérielle, dyslipidémie, 

diabète sucré, syndrome métabolique, maladies inflammatoires chroniques, insuffisance 

lymphatique, immunosuppression, facteurs génétiques, etc.) du patient n’est pas 

négligeable puisque les plaies les plus compliquées à guérir ont été rattachées à des 

patients avec les comorbidités les plus sévères ou les plus nombreuses[17]. De même, 

les croyances des patients[18] ainsi que leur adhésion au traitement est primordial pour 

la guérison des plaies chroniques[19]. Certains facteurs de risque sont aussi inhérents à 

la pathologie sous-jacente et au type de plaie chronique. Le facteur de risque le plus 

important de survenue d’un ulcère veineux par exemple est le large spectre de 

pathologies pouvant conduire à l’insuffisance veineuse[20].  Celui des ulcères artériels 

des membres est la maladie artérielle qui induit un apport sanguin et oxygéné réduit 

aux membres[5]. Les escarres quant à eux sont attribués au panel de conditions 

provoquant une souffrance cutanée sous l’effet de la pression, du cisaillement et du 

frottement exagéré de la zone atteinte[5]. Les ulcères de pied chez les patients 

diabétiques sont intrinsèquement liés aux complications du diabète sucré. 

1.1.2. Micro-environnement des plaies chroniques 

Les plaies chroniques présentent un micro-environnement particulier, favorisant 

autant qu’il résulte d’une altération des différentes étapes de cicatrisation. 

Le pH de la peau saine est acide avec des valeurs variant entre 4 et 6[21,22]. Le 

pH du microenvironnement des plaies chroniques est plus alcalin (7,3 à 8,9) [23]. Cela 
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favoriserait la complexité des interactions bactériennes et la formation du biofilm[24]. 

En comparaison, le pH des plaies aiguës après une courte étape d’alcalinité, récupère 

des valeurs acides pendant son processus de guérison[25,26]. Ce pH alcalin impacte 

également la stabilité des antibiotiques et peut réduire leur efficacité [27]. Cette 

augmentation du pH pourrait être liée à la perte de CO2  à travers la surface de la 

plaie[26], à l’activité bactérienne et à la nécrose tissulaire[28,29] ou au retrait des tissus 

nécrosés via le débridement des plaies[22]. 

L’augmentation du pH du microenvironnement des plaies chroniques entraîne 

une diminution du niveau d’oxygène[30]. L’activation de l’immunité est également 

consommatrice d ‘oxygène[31]. Les microorganismes du microbiote des plaies aussi[32]. 

L’angiogenèse des plaies chroniques est défectueuse, limitant aussi l’apport en oxygène 

[33,34]. De plus, les pathologies sous-jacentes des plaies chroniques (problèmes 

circulatoires, diabète sucré, …) nuisent à l’oxygénation des tissus [35]. L’association de 

ces facteurs déplètent le microenvironnement des plaies chroniques en oxygène[30]. 

Pourtant, l’oxygène est nécessaire à la guérison des plaies[31,36]. 

 Si l’on s’intéresse aux macrophages qui sont les cellules immunitaires les plus 

étudiées dans ce contexte, on remarque que leur activation est retardée, ce qui entraine 

une persistance de débris cellulaires, de cellules apoptotiques et de neutrophiles[37]. 

Cette situation, ajoutée aux facteurs étiologiques des pathologies sous-jacentes 

modulent un état inflammatoire chronique[5]. L’étape d’inflammation est persistante 

jusqu’à l’étape de remodelage, ce qui empêche la guérison de la plaie[38]. Cette 

inflammation persistante induit une altération de la cascade inflammatoire avec une 

exacerbation de certains substrats comme les protéases. Le rôle des protéases est de 

préparer le lit de la plaie à la cicatrisation en dégradant les composants de la matrice 

extracellulaire de certaines cellules, pour stimuler par exemple les facteurs de 

croissances des cellules épidermiques, ou stimuler la migration cellulaire[39]. La 
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surreprésentation des protéases dans le microenvironnement des plaies chroniques 

induit une dégradation accrue des facteurs de croissance[40] et des matrices 

extracellulaires. Cela aboutit à une anomalie des interactions et des réponses cellulaires 

à la base de la migration, de la différenciation et de la prolifération cellulaire [39]. La 

différenciation cellulaire intensive nécessite un apport conséquent d’oxygène. Elle ne 

peut se produire dans ce microenvironnement déplété en oxygène [33,34]. La migration 

des cellules épithéliales nécessaire à régénération de l’épithélium est altérée[41]. Il y une 

production excessive d’espèces oxygénoréactives et de protéases, qui endommagent les 

cellules de l’épiderme[42], altèrent la viabilité cellulaire, inhibent la migration cellulaire 

et contribuent à l’inflammation persistante[43].  

L’environnement humide retrouvé au niveau des plaies, associé à la présence 

permanente des nutriments rendent ce microenvironnement idéal à la prolifération 

bactérienne[44]. Les bactéries présentes dans le lit des plaies chroniques interagissent 

les unes avec les autres[10]. Elles s’organisent majoritairement sous forme de micro-

agrégats recouverts par une matrice protectrice, appelés biofilm[37]. La présence de 

biofilm est corrélée à un retard de cicatrisation des plaies[45]. Le biofilm participe au 

maintien du microenvironnement des plaies chroniques en étant un médiateur de 

l’inflammation chronique[46] qu‘il stimule à différents niveaux de la cascade 

inflammatoire[47]. Sa participation au maintien de ce microenvironnement passe aussi 

par une sénescence accrue des cellules fibroblastiques[48]. L’accroissement de la 

sénescence des fibroblastes provient également de l’inflammation chronique[5]. Ces 

fibroblastes à sénescence accrue répondent plus lentement à la stimulation des facteurs 

de croissance et de fait prolifèrent plus lentement , ce qui retarde la cicatrisation[5]. 

Somme toute, le microenvironnement créé par la plaie participe au maintien des 

conditions d’altération de la cicatrisation des plaies. 
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1.2 Les ulcères de pied de patient diabétiques 

Les ulcères de pied chez les patients diabétiques sont le type de plaies chroniques 

le plus fréquent chez cette population[49]. Ils constituent l’une des complications 

prédominantes du diabète sucré[50]. Le diabète sucré, groupe hétérogène de troubles 

métaboliques, est caractérisé par une hyperglycémie résultant d’une anomalie 

carentielle de l’insuline[50]. L’hyperglycémie diabétique est biologiquement définie par 

une glycémie supérieure à : 

• 1,26 g/L (7 mmol/L) à deux reprises à jeun (G0), ou 

• 2 g/L (11,1 mmol/L) à n'importe quel moment de la journée. 

 Il existe plusieurs types de diabètes sucrés. Le principal est le diabète sucré de 

type 2, qui représente 90% des diabètes sucrés [51]. Les 10% restant correspondent au 

diabète sucré de type 1, au diabète sucré gestationnel, aux diabètes sucrés secondaires à 

une pathologie ou à un traitement médicamenteux et au diabète sucré de type 

Mody[51]. Le diabète sucré est une maladie à laquelle sont associées plusieurs 

complications complexes, graves, insidieuses et pour une majorité, chroniques[52]. 

L’espérance de vie d’un patient diabétique est amputée de 5 à 10 ans[52]. Sa qualité de 

vie est détériorée par les complications associées au diabète.  

1.2.1 Complications associées aux ulcères de pied de patients 

diabétiques 

Les complications associées aux ulcères de pied chez les patients diabétiques 

peuvent être classées en 2 catégories : les complications aiguës et celles 

neurodégénératives.  
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Les complications diabétiques aiguës sont des situations d’urgence vitale[53]. 

Elles sont de 2 types :  

• L’hypoglycémie ; 

• Les 2 complications hyperglycémiques : l’acidocétose diabétique et le 

syndrome d’hyperglycémie hyperosmolaire[53–56].  

Les complications diabétiques chroniques correspondent à : 

• L’angiopathie (lésions vasculaires)[52] qui est classée en 2 sous-groupes : 

o Les microangiopathies qui touchent les capillaires : 

▪ De la rétine : rétinopathie diabétique pouvant déboucher sur 

la cécité ; 

▪ Des reins : néphropathie diabétique évoluant à terme en une 

insuffisance rénale. 

o Les macroangiopathies qui touchent les vaisseaux de plus gros 

calibre. L’athérosclérose accélérée, la cardiopathie ischémique et 

l’artériopathie oblitérante des membres inférieurs en sont un 

représentant majeur[57]. 

• La neuropathie diabétique qui a pour cause l’hyperglycémie constante qui 

provoque un stress oxydatif des cellules nerveuses[58]. Elle consiste en 

une lésion des nerfs périphériques, sensitifs, moteurs ou autonomes et est 

souvent associée aux angiopathies[59]. Elle se traduit cliniquement par 

une perte de sensibilité du patient au niveau des périphéries. 

Une autre complication non négligeable de l’hyperglycémie persistante est 

l’immunopathie. Chez les patients diabétiques, les fonctions des cellules effectrices de 

l’immunité comme les phagocytes sont altérées[60]. 



 

21 

 

Antiseptiques et biofilm des plaies chroniques 

L’association des macroangiopathies occlusives et ischémiques, de la 

neuropathie et de l’immunopathie provoque une complication majeure du diabète 

sucré, les ulcérations de pied chez les patients diabétiques[61]. 

Le diabète sucré est un problème majeur de santé qui touche globalement  en 

2021 un patient sur 10 dans le monde, soit 536 millions de personnes[62].  Les 

projections estimatives ne sont pas rassurantes. En 2045, 12,2 % de la population 

mondiale soit 783,2 millions de patients seront atteints de diabète sucré[62]. Parmi cette 

population de patients diabétiques, une proportion de 15 à 25%[63] voire 34%[5]sera au 

moins une fois au cours de sa vie touchée par des problèmes d’ulcères de pied. 65% des 

ulcères de pied chez les patients diabétique est persistant après 5 ans[64]. Du fait de la 

colonisation naturelle des plaies, du dysfonctionnement immunitaire et de la faible 

perfusion sanguine liés à la pathologie sous-jacente, les ulcères de pied chez les patients 

diabétiques sont fréquemment sujets aux infections. 50 à 80% des ulcères présenteront 

une infection[65]. La nature infectieuse de ces ulcères peut varier de l’hypodermite 

superficielle à une gangrène[61]. L’infection sévère augmente le risque 

d’amputation[57,65,66]. Le poids des complications infectieuses est tel que leurs 

préventions et traitements sont intégrés dans la classification et la prise en charge des 

ulcères de pied chez les patients diabétiques. 

1.2.2 Classification des ulcères de pied de patients diabétiques 

Le groupe de travail international sur les ulcères de pied chez les patients 

diabétiques (International Working Group on the Diabetic Foot (IWGDF)) a établi une 

classification des ulcères de pied en 4 grades selon le statut infectieux[67]. 

• Le grade 1 correspond à une plaie non infectée et donc sans signes 

d’inflammation ou de purulence.  
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• Le grade 2 représente les plaies avec une infection mineure définie 

par : 

o Au moins 2 manifestations d’inflammation (purulence, 

érythème, chaleur ou induration), mais sans cellulite 

(hypodermite) ou extension de l’érythème ou 

o Un diamètre ≤2 cm autour de la plaie, et une infection limitée à 

la peau ou aux tissus subcutanés superficiels avec une absence 

d’autres complications locales ou de maladies systémiques. 

•  Le grade 3 regroupe les plaies avec une infection modérée définie par 

un patient systémiquement en bonne santé mais avec au moins une 

des caractéristiques cliniques suivants : 

o Cellulite (hypodermite) s’étendant à plus de 2cm ; 

o Stries lymphangitiques s’étendant au-delà du fascia superficiel ; 

o Abcès des tissus profonds ; 

o Gangrène ; 

o Implication du muscle, du tendon, de l’articulation ou de l’os. 

• Le grade 4 regroupe les plaies avec une infection sévère ci-après 

définie : Infection chez un patient avec une toxicité systémique ou une 

instabilité métabolique (par exemple : fièvre, frissons, tachycardie, 

hypotension, confusion, vomissement, hyperleucocytose, acidose, 

hyperglycémie sévère, azotémie) 

Cette classification présente également l’avantage d’orienter la décision clinique 

de la prise en charge[68]. Elle permet de prédire la nécessité d’une hospitalisation[69] 

ainsi que le risque d’amputation[70]. 
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1.2.3 Prise en charge des ulcères de pied de patients diabétiques 

La prise en charge des plaies chroniques, au-delà du traitement de la pathologie 

initiale sous-jacente est structurée autour de 4 étapes principales. La première étape est 

le nettoyage ou irrigation de la plaie qui favorise un environnement humide, favorable 

à la cicatrisation[71]. La deuxième étape consiste en un débridement de la plaie. Ce 

débridement consiste en l’élimination du tissu mort dévitalisé ou nécrosé autour de la 

plaie ou dans la plaie jusqu’à exposition du tissu sain [72,73]. La troisième étape 

consiste en l’apposition d’un pansement adapté au type de plaie. La quatrième étape ne 

s’applique qu’en cas d’infection avérée. Elle consiste en l’administration d’une 

antibiothérapie adaptée à l’infection documentée[74]. 

L’étape de débridement a pour but de réduire la charge microbienne présente au 

niveau du lit de la plaie. L’écologie microbienne (flore, microbiote) de même que le 

microbiome des plaies chroniques comme les ulcères de pied chez les patients 

diabétiques sont des facteurs importants à prendre en compte dans leur prise en charge. 

Elle participe à la chronicité et à l’infection[23]. L’infection peut significativement 

impacter la cicatrisation et le traitement des plaies chroniques[72]. 

1.2.4 Écologie bactérienne des ulcères de pied de patients diabétiques 

La peau humaine est naturellement colonisée par des microorganismes qui 

forment le microbiote cutané[75]. En effet, la peau possède une flore ou microbiote 

cutanée résidente et une autre, transitoire. Le microbiote résident représente l’ensemble 

des micro-organismes naturellement implantés sur et dans la couche épidermique au 

niveau de la couche cornée et des follicules pileux. Elle joue un double rôle protecteur : 

empêcher l’implantation de microorganismes exogènes et participer à l’équilibre 

biochimique de cet écosystème[76]. La flore transitoire représente l’ensemble des micro-
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organismes présents transitoirement au niveau des couches superficielles de l’épiderme. 

Ces micro-organismes sont issus des contacts de la peau avec son environnement 

(surfaces inertes, autres individus, etc.)[76]. De ces microbiotes très diversifiés font 

partie des pathogènes opportunistes et des bactéries anaérobies dont la présence a été 

corrélée avec une chronicité des plaies[77,78]. On trouve par ordre décroissant 

d’abondance numéraire, les genres Staphylococcus (avec une prédominance de S .hominis 

et S .capitis), Corynebacteria, Propionibacteria, Pseudomonas, Micrococcus, Enhydrobacter, et 

Kocuria[79]. Les plaies offrent une opportunité aux microorganismes environnementaux 

et ceux du microbiote de la peau de passer la barrière anatomique cutanée pour se 

nicher dans les tissus sous-jacents qui présentent des conditions de développement 

optimales[49,80].  L’analyse de l’écologie microbienne des plaies chroniques montre une 

dysbiose du microbiome de la peau qui favoriserait les complications infectieuses[81]. 

Même si le genre Staphylococcus est encore majoritaire au niveau du microbiote des 

plaies chroniques, Staphylococcus aureus constitue l’espèce bactérienne prédominante 

retrouvée dans les cultures de plaies chroniques, particulièrement les ulcères chez les 

patients diabétiques[9,10,23]. Parmi les espèces fréquemment isolées figurent 

Pseudomonas, Corynebacterium spp., Streptococcus spp, Enterobacteriacae, Anaerococcus spp., 

et Enterococcus spp. [66,82,83]. La présence d’espèces fongiques au niveau du microbiote 

des plaies chroniques est aussi rapportée dans la littérature avec une majorité du genre 

Candida (C. albicans, C. parapsilosis)[84,85]. Une perte de diversité du microbiote a 

également été démontrée au niveau du microbiote des plaies chroniques avec une 

médiane de 5 espèces [77] dont une à 2 prédominantes[86]. Certaines espèces présentent 

des particularités. L’augmentation de P. aeruginosa dans le microbiote est associée à un 

allongement du délai de guérison des plaies[87]. La chronicité d’une plaie est également 

significativement corrélée aux anaérobies facultatives[79].  
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Toutefois, la difficulté d’une plaie à cicatriser ne saurait être rattachée à un 

microorganisme en particulier[88]. Elle est modulée par les interactions bactériennes de 

l’ensemble des microorganismes du microbiote des plaies chroniques[89]. Ces 

interactions modulent la virulence des différents microorganismes pour affaiblir le 

système immunitaire[10]. 

La complexité de ces interactions est favorisée par le microenvironnement des 

plaies chroniques mais surtout par l’organisation structurelle des microorganismes en 

biofilm qui favorise leur persistance et la chronicité de la plaie[10,90]. 

1.3 Le Biofilm 

Le biofilm est un mode de développement des microorganismes[91]. Le biofilm 

serait présent dans l’environnement depuis 3,4 milliards d’années[92]. Il est considéré 

comme une stratégie de survie [44,91] et d’adaptation des microorganismes aux 

conditions nutritionnelles et environnementales[91,93,94]. Les microorganismes 

peuvent se développer sous forme planctonique(cellule isolée et libre) ou sous forme 

sessile (agrégats)[91].  Quand les conditions de développement deviennent hostiles, les 

microorganismes se développent sous forme de biofilm. Ils adhèrent entre eux et 

accessoirement à une interface, forment des micro-agrégats. Il est communément admis 

que ces agrégats ne sont pas composés d’une seule espèce mais de plusieurs espèces 

organisées sous forme de consortium[91]. Ils produisent en complément une matrice 

extracellulaire polymérique protectrice[44,91,95–97]. Cette matrice est considérée 

comme la « maison des cellules du biofilm »[98]. Elle est la composante principale à 

hauteur de 50 à 90% des biofilms[99]. Elle encapsule les microorganismes et elle établit 

leur conformation structurelle[91].  
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1.3.1 Développement du biofilm 

Le développement des microorganismes sous forme de biofilm peut 

schématiquement se décrire comme axé autour de 5 principales étapes. Ces étapes ne 

sont ni chronologiques, ni individuelles. Elles peuvent se chevaucher, faisant de la 

formation du biofilm, un mécanisme complexe et dynamique [96]. Ces 5 étapes sont : 

1. Adsorption, 

2. Adhésion, 

3. Formation de micro-colonies ou agrégats, 

4. Maturation, 

5. Dispersion. 

L’étape d’adsorption d’une bactérie planctonique à une surface se produit sous 

l’effet de forces gravitationnelles[100] et d’interactions  spécifiques ou non spécifiques 

entre la surface et la bactérie[101].  Ces interactions sont médiées par des appendices de 

locomotion : les flagelles et les pili[96]. Ces interactions permettent à la bactérie 

d’explorer et d’analyser la surface d’adsorption [102], le microenvironnement local de 

cette surface [103,104] et de s’y adapter à travers une série d’attachement et de 

détachement successifs[105,106]. 

Pendant l’étape d’adhésion, l’attachement de la cellule bactérienne à la surface se 

renforce et se stabilise [107] jusqu’à l’atteinte d’un état d’irréversibilité[106]. Ces deux 

premières étapes sont déterminantes pour la poursuite du cycle de formation du 

biofilm[108]. C’est pendant ces étapes que se produit l’adaptation des bactéries avec la 

cascade de modifications métaboliques [109], biochimiques et régulatrices de la 

virulence (pour permettre la modulation de la réaction immunitaire de l’hôte) [96,110], 

nécessaire à un développement en mode biofilm[96]. 
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La troisième étape, qui est celle de croissance et de division cellulaire aboutit à la 

formation de micro-colonies ou agrégats[91]. Après l’établissement d’une forte 

adhésion, les cellules bactériennes prolifèrent et se divisent par fission binaire [97]ou 

division asymétrique[102,111]. La prolifération cellulaire s’amplifie et la surface est 

colonisée.  Il s’en suit une activation de messagers secondaires et une sécrétion initiale 

de la matrice extracellulaire[112]. Cette matrice initiale fait office de support structurel. 

Elle permet la communication cellulaire indispensable à la stabilisation des agrégats et à 

l’organisation du biofilm[113,114]. Une fois une première couche initiale de biofilm 

formée, plusieurs autres couches s’y rajoutent par l’accumulation des cellules, 

contribuant à la densité et la conformation 3D du biofilm[115]. 

La quatrième étape de développement du biofilm est la maturation. Cette étape 

est modulée par la communication de cellule à cellule encore appelée « Quorum 

sensing »[116]. Durant cette étape, la structure du biofilm est stabilisée. Les agrégats 

augmentent de taille et deviennent des macro-agrégats ou « tours »[117]. Le biofilm 

mature est constitué de macro-agrégats séparés par un réseau de canaux bien défini[96]. 

Il est majoritairement polymicrobien[96]. Les interactions entre les différentes espèces 

formant le biofilm sont estimées être en faveur d’une coopération synergique[118]. 

Cette coopération modulerait la densité du biofilm, la résistance aux antimicrobiens et 

les facteurs de virulence[119,120]. Elle modulerait également la distribution spatiale 

inter-espèce (ségrégation[121], mixité[122] ou stratification spatiale[122,123]). 

Après l’étape de maturation, le détachement ou la dispersion de portions de 

biofilm induirait une perte structurelle partielle[96]. Le détachement est un processus 

passif en réponse à un stress mécanique ou pressionnel[124]. La dispersion est un 

mécanisme actif interne bien régulé au sein du biofilm[125]. L’impulsion de dispersion 

peut provenir d’une altération du microenvironnement ou d’un signal interne du 

biofilm en cas de nécessité de remodelage structurel[96]. Des cellules individuelles ou 
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des agrégats peuvent être libérées du biofilm  à cette étape[126]. Ils sont disponibles 

pour un nouveau cycle de formation de biofilm. 

Les étapes de développement du biofilm apparaissent donc cycliques, complexes 

et dynamiques. C’est de là que provient toute la difficulté à établir des modèles d’étude 

pouvant refléter cette complexité. 

1.3.2 Modèles d’étude des biofilms 

Plusieurs modèles d’étude du biofilm existent actuellement. On peut les classer 

en 2 types selon l’utilisation de matériel vivant ou non. 

Les modèles in vivo sont des modèles utilisant des êtres vivants animaux. La 

formation de biofilm sur les plaies est très rapide, ce qui empêcherait la réalisation 

d’études pertinentes sur les interactions entre l’organisme humaine et le biofilm[44]. Les 

modèles vivants sont variés allant de la mouche (Drosophila melanogaster)[127] au porc 

[128] en passant par le lapin[129] ou le rat[130]. Néanmoins, malgré leur onérosité, la 

transposition des résultats obtenus avec ces modèles à l’humain est très relative, 

puisque les systèmes immunitaires sont différents[44]. Les modèles in vivo reproduisent 

difficilement le microenvironnement des plaies chroniques[131]. Ils portent souvent sur 

des animaux sains, sont onéreux, non reproductibles et les études sont longues[96]. 

Actuellement, aucun modèle in vivo d’étude du biofilm n’est en mesure de mimer la 

combinaison des caractéristiques de la peau humaine, du processus de guérison et de la 

réponse immunitaire[30]. 

Les modèles in vitro sont des modèles qui n’utilisent pas de sujet vivant (humain 

ou animal). Ce sont les modèles les plus simples et les moins onéreux [96]. Les modèles 

in vitro sont de 2 types. Les modèles statiques ou fermés sont les premiers modèles qui 

ont historiquement été utilisés pour étudier le biofilm. Les premiers modèles in vitro  
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statique décrits datent de 1935[132]. Comparativement aux modèles in vivo, ils sont 

moins complexes, moins coûteux, de réalisation plus rapide et reproductibles[44]. 

L’apport nutritionnel est limité dans les modèles in vitro statiques. Il y a également une 

accumulation de déchets métaboliques[133]. L’absence de modulation de flux dans ces 

modèles ne permet pas de mimer le flux des fluides vasculaires dans une plaie. La mise 

en place des modèles in vitro statique d’étude du biofilm demande peu de matériel 

spécialisé[96]. Ils permettent d’étudier certaines étapes ou caractéristiques spécifiques 

du biofilm, en particulier les premières étapes de formation. Le Biofilm ring Test 

(BRT)® par exemple, permet d’étudier la capacité d’adhésion des souches et par 

extension la capacité de formation du biofilm (Figure 2)[134]. 

Figure 2 : Principe du Biofilm Ring test® 

Même si chacun des modèles in vitro a ses limites propres, certaines limites sont 

communes. Globalement la simplicité des modèles in vitro statiques d’étude de biofilm 

les limite à l’étude d’une des étapes de la formation du biofilm. Une autre des limites 

communes des modèles in vitro statiques est l’absence des interactions avec l’hôte et 

l’inadéquation avec le microenvironnement des plaies chroniques[44,96]. Néanmoins à 
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cause de ces limitations, les modèles d’étude du biofilm ont peu à peu évolué vers des 

modèles dynamiques ou ouverts plus complexes. Ces modèles dynamiques, plus 

récents permettent un apport continu de nutriments, un flux, et des forces de pression 

ajustables. Même si leur mise en place est plus longue et requiert des équipements 

spécialisés , ils permettent de reproduire au mieux certaines conditions retrouvées en 

pratique clinique[131]. 

1.3.3 Biofilm et ulcères de pied de patients diabétiques 

Les infections chroniques sont associés dans 50 à 90% à des biofilms 

[5,39,45,96,135]. C’est le cas des ulcères de pied chez les patients diabétiques[45].  

Plusieurs facteurs concourent à privilégier le  développent sous forme de biofilm 

des microorganismes des ulcères de pied chez les patients diabétiques[136], et par 

extension, leur chronicité. On peut citer entre autres la diversité du microbiote et le 

microenvironnement favorable au développement du biofilm[96,136,137]. En outre, le 

biofilm utilise certaines stratégies pour assurer sa persistance et par la même, la 

chronicité des plaies [96].  

Le développement sous forme de biofilm favorise les interactions bactériennes 

via le quorum sensing[96]. Les bactéries sessiles à l’intérieur du biofilm peuvent 

promouvoir une coopération métabolique et une régulation de leurs gènes en faveur de 

la survie des différentes espèces[136]. Ainsi, un biofilm polymicrobien composé de P. 

aeruginosa , Enterococcus faecalis, Acinetobacter baumannii, et S. aureus s’est révélé 

beaucoup plus dense et plus difficile à éradiquer que du biofilm mono espèce de ces 

souches[138]. 

Le profil transcriptomique de certaines souches de P. aeruginosa isolées d’ulcères 

de pied chez les patients diabétiques est modifié. Les gènes de résistance aux 
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antibiotiques incluant ceux codants pour les pompes d’efflux sont surexprimés[139]. Il 

en est de même pour des souches de S. aureus qui ont exprimé des changements dans 

plusieurs voies métaboliques en plus de l’augmentation des gènes codant pour leur 

virulence[140]. Grâce à la coopération métabolique et la régulation des gènes entre les 

différents microorganismes le constituant, le biofilm polymicrobien a une capacité 

remarquable d’adaptation dans différents environnements[136]. Plus généralement, 

l’expression des gènes de virulence ainsi que les modifications métaboliques 

contribuent à la persistance du biofilm dans les plaies chroniques[139]. 

Le biofilm module et échappe au système immunitaire de l’hôte. Il a la capacité 

de déclencher l’apoptose (mort cellulaire programmée) des tissus humains et des 

cellules immunitaires[141]. Le biofilm participe à l’inflammation chronique du 

microenvironnement des plaies chroniques en augmentant la sécrétion des cytokines 

pro-inflammatoires[142] et des protéases[96]. Cette inflammation est à l’origine d’une 

dégradation cellulaire accrue qui sert de substrat au cycle de formation du biofilm [96]. 

Le rôle du biofilm dans le maintien du microenvironnement des plaies 

chroniques ne se limite pas à l’inflammation. Les bactéries du biofilm consomment 

aussi de l’oxygène, contribuant ainsi à la déplétion oxygénique qui favorise ce 

microenvironnement[27,32]. 

Les bactéries se développant sous forme de biofilm auraient la capacité de 

ralentir leur développement métabolique, pour augmenter leur survie entrainant ainsi 

la chronicité du biofilm[30,136]. Aussi , la localisation spatiale en profondeur du biofilm 

dans une plaie peut affecter sa survie en empêchant l’action des traitements antibiofilm 

qui auraient du mal à l’atteindre[143]. 

La matrice extra-cellulaire du biofilm des plaies chroniques a été décrite comme 

contenant non seulement des composants des microorganismes (exopolysaccharides, 

protéines, ADN extra-cellulaire, lipides…) mais aussi des composants de l’hôte comme 
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de la fibrine ou du collagène[144,145]. La matrice extracellulaire peut moduler le 

microenvironnement pour faciliter l’adaptation des microorganismes à l’intérieur du 

biofilm[145]. Elle protège également les microorganismes assemblés sous forme de 

biofilm contre les attaques : celles des prédateurs , les attaques immunitaires des hôtes 

en cas d’infection[146–148] ou celle des antibiotiques[149,150]. Cette matrice est 

également supposée jouer un rôle dans la formation du réseau de communication et de 

signalement du biofilm[151,152].  

Les données rattachant le biofilm à la chronicité des plaies sont de plus en plus 

probantes, motivant les stratégies de prise en charge à intégrer des stratégies 

antibiofilm[5,7,46,47,71,135]. Ce rôle prépondérant du biofilm dans la chronicité des 

ulcères du pied chez les patients diabétiques est encore plus préoccupant quand les 

ulcères s’infectent. L’identification des microorganismes par la culture ne permet pas 

d’établir le diagnostic d’infection puisque la peau et les plaies sont naturellement 

colonisées par des microorganismes[153]. La distinction entre colonisation et infection 

est dès lors délicate, provoquant une utilisation excessive d’antibiotiques chez les 

patients atteints de plaies chroniques[154]. Cette pratique a fortement contribué à la 

problématique grandissante d’antibiorésistance[155]. Aussi, dans l’idée de palier 

l’antibiorésistance et limiter l’utilisation des antibiotiques, plusieurs stratégies 

alternatives de prise en charge des ulcères de pied chez les patients diabétiques sont 

envisagées[156,157]. Les antiseptiques sont l’une de ces stratégies[158]. Le rôle des 

antiseptiques dans la prise en charge des ulcères de pied chez les patients diabétiques 

n’est pas censé se limiter au traitement des infections. 
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1.4 Antiseptiques  

D’après l’association française de normalisation (AFNOR), les antiseptiques sont 

des produits ou procédés utilisés pour l’antisepsie dans des conditions définies. Si le 

produit ou le procédé est sélectif, ceci doit être précisé. Ainsi un antiseptique ayant une 

action limitée aux champignons est désigné comme antiseptique à action fongicide[161]. 

Toujours d’après l’AFNOR, l’antisepsie est une opération au résultat momentané 

permettant, au niveau des tissus vivants, dans la limite de leur tolérance, d’éliminer ou 

de tuer les micro-organismes, et/ou d’inactiver les virus, en fonction des objectifs fixés. 

Le résultat de cette opération est limité aux micro-organismes et/ou virus présents au 

moment de l’opération[161].  

Réglementairement, les antiseptiques sont des médicaments (Article L-511-1 du 

code de la santé publique) et possèdent une Autorisation de Mise sur le Marché (AMM). 

Certaines substances avec une activité antiseptique rentrent dans le cadre réglementaire 

des dispositifs médicaux (directives 90/385/CEE relative aux dispositifs médicaux 

implantables actifs et 93/42/CEE du 14 juin 1993 relative aux dispositifs médicaux).  

Selon les définitions européennes ci-dessus, les antiseptiques sont des 

médicaments. Les dérivés d’argent ne possèdent pas d’AMM dans cette indication et 

par conséquent ne sont pas des agents antiseptiques[162].  

1.4.1 Classification et mode d’action des antiseptiques 

Il existe plusieurs familles d’antiseptiques dont les principales utilisées sont : 

• La famille des alcools (60 à90°) 

• Les dérivés halogénés avec comme principaux composés utilisés : 

o Hypochlorite de Sodium 
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o PolyVinylPyrrolidoneIodine (PVPI) 

• Les biguanides comme 

o La chlorhexidine 

o Polyhexamethylene Biguanide (PHMB) 

• Les ammoniums quaternaires comme 

o L’octénidine  

o Le chlorure ou bromure de benzalkonium 

• Les oxydants comme l’eau oxygénée ou le peroxyde d’hydrogène 

• Les carbanilides comme l’hexamidine 

Ces différentes familles ont différentes activités sur les bactéries comme résumé 

dans le tableau 1.  

Tableau 1 : Exemples de spectre d’activité antimicrobienne pour les principales classes 

d’antiseptiques dans des conditions d’utilisation prolongée et/ou itérative sur la peau en prenant en 

compte la concentration du principe actif et le temps de contact d’après le CCLIN Sud-ouest. 
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Plusieurs modes d’actions sont décrits pour l’activité antimicrobienne des 

antiseptiques.  L’activité du PHMB et de l’octénidine par exemple passe par une fixation 

sur la membrane. Concernant le PHMB, cette fixation est suivie d’une perturbation de 

l’intégrité de la membrane bactérienne avec une fuite d’enzymes et de cytokines , une 

condensation chromosomique, l’arrêt de la réplication cellulaire et une entrave aux 

mécanismes de réparation de l’ADN [163,164]. La finalité est une mort cellulaire par 

nécrose[165,166]. L’octénidine de son côté après fixation sur la membrane, la désintègre 

aussi, entraîne une perte de matériel génétique et la lyse cellulaire[167]. 

Un autre mode d’action décrit est la dégradation des protéines. C’est celui utilisé 

par la PVPI. La PVPI interagit avec des sites d’insaturation des lipides et oxyde les 

groupes sulfhydrile. Elle entraine une dégradation protéique qui interfère avec la 

formation des groupements d’hydrogènes de l’ADN et des acides aminés des 

microorganismes. La résultante est l’instabilité du matériel nucléique et la lyse 

cellulaire[168]. 

Un troisième mode d’action est l’oxydation. Il est retrouvé avec le péroxyde 

d’hydrogène. Ce composé qui est naturellement retrouvé dans les processus de 

cicatrisation des plaies[169], génère des espèces oxygénoréactives comme les radicaux 

hydroxyles qui provoquent une peroxydation lipidique qui endommagent l’ADN, 

induisant une mort cellulaire[169]. 

Certains antiseptiques associent plusieurs mécanismes d’action. C’est le cas de 

l’hypochlorite de sodium qui combine la fixation à la membrane,  la formation 

d’espèces oxygénoréactives et la dégradation protéique [170]. 
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1.4.2 Évaluation clinique de l’utilisation des antiseptiques 

dans la prise en charge des plaies chroniques 

Actuellement, malgré plusieurs recommandations qui les positionnent dans cette 

indication, [8,158,162,171,172], il n’existe pas de consensus européen pour l’utilisation 

des antiseptiques dans la prise en charge des plaies chroniques. Les antiseptiques ne 

sont pas recommandés voire sont contre-indiqués dans cette indication (Figure 3). Le 

sérum physiologique reste le soluté principal recommandé pour l’irrigation des plaies 

chroniques[74].  

 

Figure 3 : État des lieux des différentes recommandations concernant l’indication des 

antiseptiques dans la prise en charge des plaies chroniques. Réalisé avec mapchart.net  

 

Les antiseptiques peuvent être utilisés à l’étape de nettoyage de la plaie pour 

maintenir le lit de la plaie humide[173]. Ils peuvent aussi compléter le débridement 

mécanique des plaies chroniques[159]. En effet, le débridement mécanique des plaies 

chroniques est documenté incomplet pour éradiquer le biofilm, avec 10 à 15% de 
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biofilm résiduel post débridement [160]. Du fait de leur spectre d’activité, ils peuvent 

aussi participer à limiter les infections des plaies chroniques. 

Plusieurs solutions antiseptiques sont d’ailleurs positionnées comme des 

composés antibiofilm et des solutions d’irrigation dans la prise en charge des plaies 

chroniques. Il s’agit notamment de la PVPI, de l ‘hypochlorite de sodium, du PHMB et 

de l’octénidine [173–175]. De plus, la littérature est de plus en plus abondante sur 

l’utilisation des antiseptiques dans la prise en charge des plaies chroniques, notamment 

à l’international[176–193]. Il nous apparaissait donc important d’évaluer la littérature à 

ce sujet pour trier les informations et ne retenir que les études cliniques de qualité.  
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Publication scientifique N°1 : Contexte et résumé introductif 

 

Ce travail était introductif du sujet de recherche de la thèse. Les antiseptiques 

sont contre-indiqués dans la prise en charge des plaies chroniques en France[74]. 

Cependant, des données internationales mettent en avant leurs avantages pour la 

cicatrisation des plaies, leur effet antimicrobien , antibiofilm et irrigant des plaies 

chroniques[158,162,171,172,194]. Aussi, il était nécessaire de faire un état des lieux des 

données pertinentes de la littérature disponibles sur le sujet. Nous avons donc réalisé 

une revue systématique de la littérature portant sur toutes les études cliniques ayant 

évalué l’efficacité des antiseptiques sur les plaies chroniques[74].  

La méthodologie de cette revue a été établie en nous basant sur les 

recommandations du groupe Cochrane[195] et sur la méthodologie PRISMA (Preferred 

Reporting Items for Systematic Review and Meta-Analyses)[196]. Une suite de mots clés 

a été définie pour identifier les articles publiés sur les études cliniques évaluant les 4 

antiseptiques recommandés dans la prise en charge des plaies chroniques , à savoir 

hypochlorite de sodium, PVPI, PHMB et octénidine[171]. Les articles et études ciblés 

étaient ceux qui ont évalué la guérison clinique des plaies chroniques avec une 

utilisation de solutions antiseptiques, en comparaison à d’autres solutions antiseptiques 

ou de sérum physiologique. Nous avons défini la guérison clinique des plaies comme la 

cicatrisation complète. La population ciblée était les patients de plus de 18ans avec une 

plaie chronique (ulcère des pieds chez les patients diabétiques, escarres de décubitus, 

ulcères veineux ou artériels de la jambe). Les plaies de brûlure, les plaies de site 

opératoire, d’armes à feu ont été exclues au vu de leur prise en charge particulière. En 

cas d’absence de guérison, nous avons cherché la vitesse de réduction du diamètre des 
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plaies. Nous avons exclu les études où l’utilisation des antiseptiques était concomitante 

à celle d’autres traitements ou thérapies avec un effet soupçonné ou avéré dans la 

guérison des plaies chroniques. Il en fut de même pour les articles rapportant des 

études où les antiseptiques ou le sérum physiologique n’étaient pas la seule différence 

entre les 2 groupes de patients comparés dans l’analyse. Accessoirement, nous avons 

relevé la présence d’effets indésirables comme la douleur à l'utilisation, l’allergie, 

l’infection des plaies, la charge bactérienne au niveau de la plaie, l’apparition d’odeur. 4 

bases de données ont été scrutées : PubMed, Cochrane, google scholar et Embase. Nous 

avons extrait tous les articles récupérés sur les différentes bases données. Il s’en est suivi 

une sélection sur 3 critères : le titre, le résumé et la lecture globale. Un contrôle de la 

sélection a été effectué par un deuxième auteur. Un comité de validation des articles 

constitué de 3 auteurs a été formé pour la validation et la discussion des articles et 

études à intégrer dans la revue à la suite de ce contrôle. Nous avons évalué le risque de 

biais avec l’outil Rob checklist de la deuxième version du guide Cochrane pour les 

revues systématiques. La qualité des informations rapportées quant à elle, a été évaluée 

avec le logiciel du système de graduation GRADE (Grading of Recommendations 

Assessment Development and Evaluation) [197]. 

Sur 838 études identifiées, 6 portantes sur 725 patients ont été retenues, jugées 

pertinentes et incluses dans l’étude. 3 études portaient sur la PVPI[182,183,185], 2 sur le 

PHMB[186,198] et une sur l’octénidine[184]. Aucune étude clinique respectant les 

exigences des critères de sélection n’a pu être extraite sur l’hypochlorite de sodium. De 

même, aucune étude clinique de qualité n’a comparé les différents antiseptiques entre 

eux. Les antiseptiques étaient comparés au sérum physiologique dans toutes les études 

incluses. Les différences de population ont empêché la comparaison par une méta-

analyse des antiseptiques entre eux. Des 3 antiseptiques évalués parmi les articles 

extraits, l’iodine était le seul à montrer une activité supérieure au sérum physiologique. 
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Aucun des 3 antiseptiques évalués n’a présenté plus d’effets indésirables que le sérum 

physiologique. Aucune des études n’a évalué la présence de biofilm. Les 2 études qui 

ont évalué le risque infectieux se sont focalisées sur la charge bactérienne. Les études se 

sont étendues sur 4 à 24 semaines. Elles portaient sur plusieurs types de plaies : les 

ulcères de pied chez les patient diabétiques, les ulcères veineux de la jambe, et les 

ulcères artériels de la jambe. Toutes les études étaient multicentriques. Elles se sont 

déroulées dans 55 centres hospitaliers à travers 8 pays : La France, la Corée du Sud, 

l’Inde, la Hongrie, le Royaume-Uni, les Etats-Unis, le Canada et L’Italie. Toutes les 

études ont évalué la vitesse de guérison clinique à travers la vitesse de réduction du 

diamètre des plaies mais seulement 3 d’entre elles ont rapporté la guérison complète. 4 

études ont évalué les effets indésirables. Le risque de biais était élevé pour une étude et 

incertain sur les 5 autres. Le domaine majeur de source de biais était le secret de 

l’information sur l’objectif de l’étude. La qualité globale des informations rapportées 

par l’étude était modérée pour l’iodine, élevée pour le PHMB et basse pour l’octénidine. 

En conclusion, des 838 études identifiées par nos méthodes de recherche, seules 6 

ont été jugées pertinentes selon nos critères de sélection. Cette revue révèle le gap dans 

la littérature sur l’utilisation des antiseptiques dans la prise en charge des plaies 

chroniques. Tout cela malgré l’existence de recommandations qui mettent en avant leur 

utilisation en pratique clinique. Seule l’iodine a montré une supériorité face au sérum 

physiologique dans la guérison des plaies chroniques. Aussi, il est impossible à l’heure 

actuelle de recommander un antiseptique en première intention dans la prise en charge 

des plaies chroniques. De meilleures études cliniques portant sur la cicatrisation 

complète des plaies chroniques avec plusieurs bras de différents antiseptiques sont 

nécessaires pour tirer cette conclusion. 
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1.4.3 Évaluation in vitro des antiseptiques 

 

Au vu de l’absence de données cliniques permettant d’évaluer l’efficacité des 

antiseptiques dans la prise en charge des plaies chroniques, il apparaît crucial de se 

tourner vers les données d’études fondamentales. Ces données proviennent de 

protocoles de recherche basés sur des modèles de plaies pour cette évaluation. Les 

modèles in vitro de biofilm sont ceux qui ont le plus ciblé le micro-environnement des 

plaies chroniques[44,96]. Ils apparaissent ainsi comme une bonne alternative pour 

évaluer la place des antiseptiques dans la prise en charge des plaies chroniques. 

 Plusieurs travaux récents se sont intéressés aux modèles de plaies et de biofilm 

pour l’évaluation des composés antimicrobiens[44,88,96,131,199–201]. Ils ont mis en 

lumière plusieurs limites des modèles expérimentaux actuels qui empêchent la 

transposition des résultats obtenus avec ces modèles à la pratique clinique[199]. Ces 

limites portaient sur plusieurs points clé: le milieu utilisé, le nombre d’espèces incluses 

dans la formation du biofilm, la dynamique des nutriments, la maturation du biofilm et 

la surface utilisée pour la formation du biofilm. 

En effet, le consensus actuel sur le microenvironnement des plaies chroniques 

comme les ulcères de pied chez les patients diabétiques est que le lit de la plaie est 

composé de tissus endommagés, de plasma et de cellules rouges[44,144,202]. Une 

majorité des milieux d’étude comportent présentement des composants non retrouvés 

dans ce microenvironnement comme l’agar, des protéines de soja, la caséine. Ces 

substances peuvent interagir avec les composés évalués[203–205]. Les milieux d’étude 

actuels paraissent donc inadaptés à l’étude des plaies. 
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De plus, le biofilm de plaies est majoritairement polymicrobien [45,131,143,206] 

avec S. aureus et P. aeruginosa étant les deux espèces majoritairement retrouvées. 

Plusieurs modèles d’étude actuel sont encore monomicrobiens[44,96,131]. 

Cliniquement, les plaies ne sont pas un environnement statique avec une 

quantité limitée de substrats nutritifs pour les microorganismes, ni un système fermé 

avec des forces de compressions. Ces sont des environnements dynamiques avec un 

apport continuel de nutriments sous forme d’exsudats ou de cellules mortes et un léger 

drainage en fonction de la quantité d’exsudat[44,204]. Il est aussi estimé que l’apport 

continuel et graduel des nutriments permettrait la création de gradients sous formes de 

plusieurs microenvironnements à l’intérieur du microenvironnement des plaies , ce qui 

faciliterait la formation d’un biofilm polymicrobien[131]. 

Une autre limite est la surface d’étude modélisée. Plusieurs modèles actuels 

utilisent majoritairement des matériaux non humains comme le verre, le silicone, le 

métal, le polystyrène etc. , sans substances provenant du microenvironnement des 

plaies chroniques[131]. 

En addition, plusieurs modèles portent sur la recherche de la CMEB qui est la 

concentration minimale d’éradication du biofilm. Cependant, le microbiote cutané joue 

un rôle non négligeable dans la cicatrisation des plaies. Il apparaît donc dommageable 

de l’éradiquer totalement et de délayer la colonisation des plaies. Un paramètre plus 

intéressant serait la réduction de la charge bactérienne vivante par similitude avec le 

débridement, puisque le débridement reste indispensable dans la prise en charge des 

ulcères de pied chez les patients diabétiques. Un autre paramètre pertinent serait la 

réduction significative et la stabilisation du biofilm. 

Un autre problème majeur dans les études de biofilm de plaie chronique est le 

manque de modèle standardisé pour l’évaluation des composés antimicrobiens. Si l’on 



 

59 

 

Antiseptiques et biofilm des plaies chroniques 

s’intéresse au modèle de Concentration Minimale Inhibitrice (CMI) par exemple, très 

peu de modèles suivent la méthode standardisée recommandée de l’EUCAST pour 

évaluer la CMI[137]. De ce fait, même si quelques données existent sur la capacité 

d’inhibition de la croissance bactérienne par les antiseptiques, la divergence des 

modèles d’étude utilisés empêche la comparabilité des données. 

Plusieurs modèles d’évaluation des propriétés antimicrobiennes des composés 

portent également, sur du biofilm « jeune » de quelques heures. Toutefois, le biofilm 

présent cliniquement est mature. Les études de biofilm devraient donc porter également 

sur du biofilm mature [194].  

Enfin, une analyse de la littérature actuelle des études portant sur  les modèles in 

vitro d’étude du biofilm et des plaies chroniques fait ressortir le manque d’études 

portant sur des souches cliniques[207].  Les expérimentations portent majoritairement 

sur des souches de laboratoire, ce qui limite également la transposition à la clinique.  

Malgré toutes ces limites, les modèles in vitro d’étude de biofilm restent des 

modèles pertinents, rapides et peu coûteux d’évaluation de simples interactions 

(comme par exemple les étapes d’adhésion lors de la formation du biofilm), de l’impact 

de changement du microenvironnement ou encore l’évaluation rapide de composés 

antimicrobiens[131]. Il appartient aux futures études de les adapter et de les 

standardiser pour mimer au mieux le microenvironnement des plaies chroniques et 

innover des améliorations pour remédier à ces limites. 

C’est dans cet ordre d’idées que s’est développé ce projet de thèse avec pour 

ambition de répondre aux manques de la littérature sur l’évaluation in vitro des 

antiseptiques dans la prise en charge des ulcères de pied chez les patients diabétiques à 

travers des modèles de biofilm adaptés aux plaies chroniques.  
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Objectifs généraux des travaux effectués 

Les travaux effectués pendant ce doctorat ont pour objectif de répondre en partie 

aux interrogations concernant l’efficacité des antiseptiques dans la prise en charge des 

ulcères de pied chez les patients diabétiques. Les principaux enjeux étaient : 

• Identifier les antiseptiques pertinents utilisables dans la prise en charge 

des plaies chroniques 

• Déterminer les principales concentrations d’activité des antiseptiques en 

utilisant une méthodologie standardisée internationale (CMI, EUCAST) 

• Identifier les modèles pertinents in vitro d’étude du biofilm qui soient 

représentatifs du microenvironnement des plaies chroniques. Les modèles 

utilisés devraient également porter sur du biofilm mature, des souches 

cliniques et des techniques de visualisation appropriées du biofilm.  

• Adapter les modèles identifiés pour évaluer l’effet antibiofilm des 

antiseptiques sur 

o du biofilm monoespèce 

o du biofilm bi espèces 

• Comparer les différents antiseptiques entre eux en termes d’efficacité sur 

la prévention de la formation du biofilm, la réduction d’un biofilm mature 

et l’impact sur la charge bactérienne. 
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Contexte et résumé introductif :  Publication scientifique N°2 

 

L’ulcération des membres inférieurs chez les patients atteints de diabète sucré est 

un problème majeur de santé publique. Il est estimé toucher 15 à 25% des patients 

atteints de diabète sucré au moins une fois au cours de leur vie[6]. Les ulcères de pied 

chez les patients diabétiques sont naturellement colonisés par des microorganismes 

dans le lit de la plaie[10]. En plus de cette colonisation, dans environ 60 à 90% des cas, 

ces microorganismes sont organisés sous forme de biofilm[45,96,206]. Le biofilm est une 

structure composée d’agrégats de microorganismes entourés d’une capside protectrice 

polysaccharidique, qui est estimée favoriser la chronicité des plaies[91,208]. Dans cette 

idée, les stratégies de prise en charge des ulcères de pied chez les patients diabétiques 

prennent en compte l’élimination du biofilm[135]. Les antiseptiques font partie de ces 

stratégies. Bien qu’ils soient de plus en plus mis en avant dans les recommandations de 

prise en charge des ulcères de pied chez le patient diabétique[162,171,172], il n’existe 

actuellement pas de consensus au niveau européen concernant leur utilisation. Dans la 

littérature, 4 agents antiseptiques sont fréquemment cités dans les recommandations de 

prise en charge des plaies chroniques. Il s’agit de l’hypochlorite de sodium (HS), de la 

polyvinylpyrrolidoneiodine (PVPI), du polyhexaméthylènebiguanide (PHMB) et de 

l’octénidine [74,158,162,171,172]. 

L’objectif de ce travail était d’évaluer les propriétés antibiofilm de 4 antiseptiques 

fréquemment recommandés dans la prise en charge des ulcères de pied chez les 

patients atteints de diabète sucré.  

Ces premiers travaux ont porté sur des souches de Pseudomonas aeruginosa. Cette 

bactérie est en effet, le pathogène modèle d’étude du biofilm le plus répandu[131] mais 

également le deuxième le plus fréquemment isolé dans le lit des plaies d’ulcères de pied 
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chez les patients diabétiques[123,199,209] et les biofilms de P. aeruginosa posent de 

graves problèmes aux patients immunodéprimés[95]. Nous avons utilisé une souche de 

laboratoire PAO1, ainsi que 3 souches cliniques isolées de débridement d’infections de 

grade 3 d’ulcères de pied chez les patients diabétiques (PAC1, PAC2 et PAC4). Nous 

avons dans un premier temps évalué les CMI des antiseptiques sur les souches 

planctoniques, en utilisant les méthodes standardisées recommandées par 

l’EUCAST[210]. La capacité des souches cliniques à former du biofilm a été établi avec 

le BRT® en amont des expérimentations avec les modèles de biofilm. Nous avons utilisé 

plusieurs modèles de biofilm pour compenser les limites individuelles des différents 

modèles et avoir une vision exhaustive de l’efficacité de ces antiseptiques à plusieurs 

étapes importantes de la formation du biofilm. Pour mimer l’étape de formation du 

biofilm, nous avons utilisé l’Antibiofilmogram® (ATBF®). Basé sur le principe du 

BRT®, l’ATBFG® permet d’évaluer l’impact des antimicrobiens sur la capacité 

d’adhésion des microorganismes à une surface et par extension leur capacité de 

formation de biofilm. En pratique, les antiseptiques sont utilisés pour compléter le 

débridement clinique qui est la principale mesure de réduction de la charge bactérienne 

du biofilm. Le débridement permet de réduire la charge bactérienne du biofilm de 85 à 

90%[7]. Nous avons donc ensuite utilisé un modèle de quantification de la charge 

bactérienne vivante du biofilm pour estimer l’efficacité des antiseptiques dans la 

réduction d’un log de 10 de la charge bactérienne vivante d’un biofilm mature de 72h. 

Nous avons grâce à ce modèle déterminé la concentration d’antiseptique qui permet la 

réduction de cette charge bactérienne d’un log 10. Enfin pour mimer au mieux les 

conditions cliniques des ulcères de pied chez les patients diabétiques, nous avons utilisé 

le modèle dynamique du Bioflux® pour estimer l’activité des antiseptiques sur un 

biofilm de 72h en conditions dynamiques microfluidiques. La plupart des modèles in 

vitro d’étude du biofilm ont pour limite d’utiliser des milieux d’étude non adaptés à 
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l’étude des plaies[131]. Pour pallier ce problème, nous avons utilisé le milieu plaie 

d’acronyme anglais Chronic Wound-like Media (CWM®). Ce milieu mime le 

microenvironnement des plaies chroniques. Pour représenter au mieux la prise en 

charge clinique des ulcères de pied chez les patients diabétiques, nous avons mis en 

place un protocole de débridement automatisé in vitro qui permet comme le 

débridement clinique de réduire le biofilm formé de 80 à 90%.  

Avec le modèle d’ATBFG®, les 4 antiseptiques ont démontré une capacité à 

inhiber la formation du biofilm à des concentrations largement inférieures à la 

concentration de la solution commerciale. Dans l’ordre, les dilutions requises étaient de 

1:8, 1:20, 1:400 et 1:400 pour le HS, la PVPI, Le PHMB et l’octenedine, respectivement. 

Dans le modèle de quantification de la charge bactérienne vivante, des concentrations 

faibles ont également induit une réduction de log10 de la charge bactérienne. Ici, 1:3, 

1:8, 1:100 and 1:50 pour le HS, la PVPI, Le PHMB et l’octenedine, respectivement. Au 

cours des expérimentations, le CWM® a confirmé son effet de mime du 

microenvironnement des plaies avec une formation de biofilm accélérée et un biofilm 

plus dense comparément au milieu contrôle. Des concentrations d’antiseptique plus 

élevées furent donc requises pour le même effet de réduction de la charge bactérienne 

d’un log10 à l’exception de l’hypochlorite de sodium. Les dilutions furent de 1:3 pour le 

HS , 1:50 pour le PVPI et 1:40 pour le PHMB et l’octénidine. Dans le modèle dynamique, 

la PVPI n’a pas pu être évaluée du fait de sa couleur très foncée qui a empêché les 

analyses microscopiques. L’octénidine a présenté un effet souche dépendant. Le PHMB 

et le HS ont été les antiseptiques les plus efficaces pour réduire significativement le 

biofilm débridé. 

En conclusion, l’hypochlorite de sodium et le PHMB semblent être de bons 

antiseptiques pour la réduction du biofilm dans la prise en charge des ulcères de pied 
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chez les patients diabétiques. Des études complémentaires, idéalement cliniques sont 

néanmoins requises pour confirmer cet effet. 
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Publication scientifique N°3 : contexte et résumé introductif 

 

Après l’évaluation des propriétés antibiofilm des 4 antiseptiques (HS, PHMB, 

PVPI et Octénidine) sur le biofilm de Pseudomonas aeruginosa, nous nous sommes 

ensuite intéressés à ces mêmes propriétés sur le biofilm de Staphylococcus aureus. Cette 

bactérie est en effet le microorganisme le plus fréquemment associé aux ulcères de pied 

chez les patients diabétiques[8,9].  

Nous avons utilisé 4 souches de S. aureus. La souche de laboratoire Newmann, 

ainsi que 3 souches issues de prélèvements cliniques de débridement de plaies infectées 

à un grade 3 de pied chez les patients diabétiques : SAC1, SAC2 et SAC3. Nous avons 

utilisé la même stratégie de modèles multiples pour évaluer exhaustivement l’impact 

des antiseptiques à différentes étapes de la vie du biofilm : l’ATBFG® pour évaluer 

l’impact des antiseptiques sur la formation du biofilm, le modèle de dénombrement de 

la charge bactérienne vivante du biofilm pour évaluer la capacité des antiseptiques à 

réduire d’un log10 la charge bactérienne vivante d’un biofilm et enfin le modèle 

dynamique en flux, Bioflux ® pour évaluer la capacité des antiseptiques à réduire 

significativement le biofilm après débridement. Nous avons également associé les 

modèles de biofilm au milieu plaie (CWM®) pour mimer le microenvironnement des 

plaies chroniques. Nous avons enfin après exposition du biofilm pendant 72h aux 

antiseptiques à l’intérieur du Bioflux®, effectué un nouveau débridement pour 

récupérer des souches sessiles libérées du biofilm. Nous avons estimé à nouveau les 

CMI des antiseptiques pour ces souches sessiles libérées pour évaluer une tolérance 

précoce aux antiseptiques. 
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Comme avec P. aeruginosa, les 4 antiseptiques ont démontré via le modèle du 

BRT® un effet inhibiteur sur la formation du biofilm de S. aureus à des concentrations 

très inférieures à celles des solutions commercialisées. En termes de dilution, ces 

concentrations étaient de 1 :20 pour l'hypochlorite de sodium, 1 :100 pour la PVPI et 

1 :400 pour le PHMB et l’octénidine. Sur le modèle de dénombrement de la charge 

bactérienne, des dilutions de 1 :3 pour l’hypochlorite de sodium, 1 :8 pour la PVPI et 

1 :100 pour le PHMB et l’octénidine ont été requises pour réduire d’un log10 la charge 

bactérienne vivante du biofilm monoespèce de S. aureus. Avec le modèle dynamique en 

flux, l’octénidine a été l’antiseptique avec le moins d’effet. L’octénidine a uniquement 

réduit significativement le biofilm de la souche de référence.  L’effet du PHMB était 

limité à 2 souches cliniques. L’hypochlorite de sodium a été l’antiseptique le plus 

efficace pour réduire significativement le biofilm après le débridement in vitro, sur le 

biofilm des 4 souches utilisées. L’utilisation du milieu plaie a révélé une formation de 

biofilm facilitée ainsi qu’un biofilm plus dense. Cela a impacté tous les modèles par la 

nécessité de concentrations d’antiseptiques plus élevées pour atteindre le même effet 

antibiofilm par rapport au milieu contrôle, le BHI. Le seul antiseptique qui n’a pas été 

impacté par le milieu plaie était l’hypochlorite de sodium. A sa CMI, l’hypochlorite de 

sodium a eu un effet antibiofilm aussi bien sur la formation de biofilm, sur la réduction 

de la charge bactérienne d’un log10 mais également sur la réduction significative du 

biofilm post débridement in vitro.  Après exposition de 72h, la CMI des antiseptiques 

pour inhiber la formation des souches sessiles libérées du biofilm était identique à celle 

des souches planctoniques initiales, supposant une absence de tolérance. 

L'hypochlorite de sodium semble être le candidat idéal pour réduire la formation 

de biofilm et contenir la progression du biofilm post débridement. Ces résultats sont à 

confirmer par des évaluations sur du biofilm polymicrobien et bien évidemment sur des 

études cliniques randomisées de qualité. 
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Publication scientifique N°4 : contexte et résumé introductif 

 

Après une évaluation des antiseptiques sur du biofilm monoespèce, nous nous 

sommes intéressés au biofilm bi-espèces. Dans le microenvironnement clinique des 

plaies chroniques, les microorganismes se développent majoritairement sous la forme 

d’un biofilm polymicrobien[211]. Les deux espèces prédominantes de ce biofilm 

polymicrobien sont S. aureus et P. aeruginosa[10,123,209]. 

Nous avons utilisé pour ces expérimentations, 2 couples de souches cliniques : le 

couple SAC1/PAC1 et le couple SAC2/PAC2. Ces souches ont été isolées de 

prélèvements de débridement de plaies d’ulcères de pied chez les patients diabétiques 

infectées à un grade 3. Nous avons tout d’abord utilisé le modèle de quantification de la 

charge bactérienne vivante du biofilm pour évaluer l’efficacité du biofilm à éradiquer la 

charge bactérienne vivante des biofilm monoespèce de ces souches. Nous avons ensuite 

utilisé le modèle dynamique du Bioflux ® pour étudier la formation d’un biofilm bi 

espèces avec les 2 couples de souches. Nous avons utilisé les 2 antiseptiques les plus 

prometteurs dans les évaluations sur le biofilm monoespèce : l’hypochlorite de sodium 

et le PHMB. 

La formation de biofilm monoespèce a été significativement accélérée dans le 

biofilm monoespèce comme lors des travaux précédents. L’hypochlorite de sodium a 

été efficace dans l’éradication significative du biofilm monoespèce de 72h de toutes les 

souches à la moitié de sa concentration commerciale. A la moitié de sa concentration 

commerciale, l’efficacité du PHMB dans l’éradication d’un biofilm mature de 72h est 

limité pour toutes les souches. Comparément au biofilm monoespèce, la formation de 

biofilm bi espèces a été plus rapide, particulièrement dans le milieu plaie (CWM®). Le 

sodium hypochlorite a significativement réduit le biofilm bi-espèces post débridement 
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automatisé indépendamment du milieu utilisé. Cet effet a persisté 72h après 

application. Cela suppose que comme trouvé lors de nos évaluations précédentes, l'effet 

antibiofilm de l’hypochlorite de sodium persiste jusqu’à 72h mais que cet effet 

antibiofilm passe aussi par l’inhibition de la formation d’un nouveau biofilm. L’effet du 

PHMB était moins évident. Il s’est limité au milieu contrôle le BHI pour les 2 biofilm bi 

espèces. Le PHMB était inefficace dans le milieu CWM ®.  

Ces résultats permettent de positionner l’hypochlorite de sodium en avant dans 

la prise en charge des ulcères de pied chez les patients diabétiques par rapport au 

PHMB. 
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IV. Discussion  

Les plaies chroniques sont un problème de santé majeur qui affectent environ 2% 

de la population mondiale[212,213]. Les ulcères de pied chez les patients diabétiques en 

particulier, sont en constante augmentation avec le vieillissement de la population et 

l’accroissement de l’obésité. De 151 millions de personnes en 2000, la proportion de 

patients diabétiques au niveau mondial est passé à 536 millions en 2021 avec une 

projection de 783 millions pour 2045 [62,214]. Il y a donc actuellement en 2022, 10% de 

la population mondiale qui est estimée souffrir de diabète sucré[202]. 10 à 15% environ 

de cette population de patients diabétiques aura des problèmes d’ulcères de pied [215]. 

Une majorité de ces ulcères se compliquera d’infections. La causalité de ces infections 

persistantes est associée au biofilm, retrouvé dans 60 à 90%[5] des infections chroniques 

et qui augmente le risque d’amputation[5,88,206]. Ce biofilm complique la prise en 

charge des ulcères de pied chez les patients diabétiques. Il induit une tolérance accrue 

des microorganismes, favorisant ainsi l ‘antibiorésistance. Il apparaît donc plus que 

nécessaire de valider des thérapeutiques alternatives comme les antiseptiques dans la 

prise en charge des ulcères de pied chez les patients diabétiques[157]. Afin d’évaluer 

l’effet antibiofilm des antiseptiques dans cette indication, nous avons axé ce travail 

autour de 3 principales questions : 

• L’élaboration d’une stratégie d’évaluation des antiseptiques in vitro qui 

permet de prendre en compte le biofilm et le microenvironnement des 

ulcères de pied chez les patients diabétiques. 

• L’utilisation de la stratégie élaborée pour évaluer les différents 

antiseptiques sur du biofilm monoespèce et du biofilm bi-espèce aves des 

isolats cliniques des deux espèces les plus fréquemment isolées d’ulcères 

de pied chez les patients diabétiques. 
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• L’établissement d’une comparaison pertinente des différents antiseptiques 

utilisables dans la prise en charge des ulcères de pied chez les patients 

diabétiques. 

4.1 Stratégie d’évaluation in vitro des antiseptiques dans la 

prise en charge des ulcères de pied de patient diabétiques 

Une évaluation pertinente d’antimicrobiens dans la prise en charge de plaies 

chroniques devrait prendre en compte le biofilm et de préférence un biofilm mature et 

polymicrobien[194,207]. La première étape de formation du biofilm est l’adhésion des 

microorganismes sous forme planctonique entre elles ou à une surface[208]. La 

formation du biofilm est un processus dynamique, avec des étapes qui peuvent se 

chevaucher et coexister, depuis cette étape d’adhésion à la dispersion en passant par la 

maturation. La plupart des modèles d’étude des plaies chroniques et du biofilm 

présentent de nombreuses limites comme vu plus haut.  Nous avons établi une stratégie 

d’évaluation basée sur la combinaison de multiples modèles pour évaluer les 

antiseptiques aux différentes étapes clés du processus de formation de biofilm.  

La première étape à évaluer était l’état planctonique des bactéries en amont de la 

formation du biofilm. Un rapide tour de la littérature nous a montré que les méthodes 

habituelles d’évaluation des antiseptiques sont très disparates. Nous utilisons donc à cet 

effet les recommandations de l’EUCAST pour évaluer la CMI des antiseptiques sur le 

même modèle de microdilution utilisé pour l’évaluation des antibiotiques. 

Ensuite notre évaluation portera sur l’étape d’adhésion. Nous avons identifié le 

Biofilm Ring Test® comme modèle d’étude pertinent de cette étape. Ce modèle est bien 

connu et utilisé dans notre unité de recherche en routine. Mais également au laboratoire 

de microbiologie du Centre Hospitalier Universitaire (CHU) de Nîmes. 
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L’unité de recherche INSERM U1047, axée sur l’étude de la virulence bactérienne 

et des infections chroniques comporte une sous unité spécialisée dans les plaies 

chroniques. Composée de cliniciens-chercheurs (infectiologues, hygiénistes et 

microbiologistes cliniciens) et de microbiologistes chercheurs, cette sous-unité tente 

depuis des années à travers l’étude de données fondamentales à répondre aux 

problématiques rencontrées en pratique clinique au quotidien sur la prise en charge et 

la prévention des infections d’ulcères de pied chez les patients diabétiques et la 

recherche d’alternatives thérapeutiques. Cette sous-unité s’est spécialisée dans l’étude 

des coopérations et de la virulence bactérienne des différents microorganismes isolés 

dans les plaies chroniques. Des travaux précédents ont porté sur l’étude de l’adaptation 

de S. aureus dans des conditions de stress similaires à ceux rencontrés dans les ulcères 

de pied chez les patients diabétiques : l’hyperglycémie , l’ischémie (anaérobiose) , la 

présence de concentrations sub-inhibitrices d’antibiotiques [216]. Ces études 

préliminaires ont abouti au développement du milieu plaie (CWM®) qui fait l’objet 

d’un brevet européen[200]. Ce milieu est un modèle d’étude qui permet de mimer le 

micro-environnement des plaies. Il est composé de bouillon de Bolton, constitué de 

peptone à 79,5% et de débris de kératinocytes qui mime les tissus endommagés, de 

sérum humain décomplémenté à 20%, qui mime le sérum humain avec les protéines 

matricielles et effectrices de l’immunité, de sang humain hémolysé à 0,5% qui mime les 

globules rouges, de sels minéraux. Il a un pH tamponné à 8 pour mimer l’alcalinité du 

microenvironnement des plaies chroniques[200]. Ce milieu permet la culture des 

microorganismes les plus souvent isolés des plaies chroniques mais aussi des cultures 

polymicrobiennes[88].  

Nous avons couplé ce milieu à un modèle quantitatif pour l’évaluation de l’étape 

de formation du biofilm. Ce modèle de quantification de la charge bactérienne vivante à 

l’intérieur du biofilm permet le dénombrement des cellules bactériennes vivantes après 



 

116 

 

Antiseptiques et biofilm des plaies chroniques 

destruction de la capside matricielle extracellulaire du biofilm. L’évaluation de la 

charge bactérienne d’un biofilm mature de 72h avant puis après contact avec un 

antiseptique pendant une durée déterminée permet de déterminer l’impact des 

antiseptiques sur cette charge bactérienne d’un biofilm mature de 72h. 

L'unité de recherche a également fait l’acquisition du dispositif Bioflux ® 200 au 

cours de ces travaux de recherche. Cela a permis la mise au point d’un modèle d’étude 

dynamique ouvert, qui permet un apport continu de nutriments, un système 

contrôlable de flux proche de celui des flux sanguins, et un système réglable de 

température[201]. L'association CWM ® et Bioflux ® a permis d’élaborer un milieu 

innovant et qui compense les limites de la majorité des modèles expérimentaux d’étude 

du biofilm[201]. Pour mimer au mieux les conditions cliniques de prise en charge des 

ulcères de pied chez les patients diabétiques, nous avons établi un protocole de 

débridement automatisé. Ce protocole de débridement consiste en une réversion du 

flux à débit élevé au travers des canaux microfluidiques du système pour éliminer le 

biofilm mature formé les 72h précédentes. 10 à 15% de biofilm résiduel est maintenu 

comme retrouvé en pratique clinique[35,160,194]. En pratique, les antiseptiques sont 

utilisés pour compléter le débridement à l’étape de nettoyage ou de rinçage des 

plaies[172]. Nous avons donc utilisé l’association du Bioflux® et du milieu plaie 

(CWM®) pour l’évaluation de la capacité des antiseptiques à réduire le biofilm résiduel 

post débridement et pour les comparer entre eux. 

Toujours dans la perspective de mimer au mieux les conditions réelles des 

ulcères de pied chez les patients diabétiques, nous avons utilisé des souches cliniques 

isolées de débridement d’ulcères de pied de patients diabétiques à la « clinique du pied 

diabétique » du CHU de Nîmes.  
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4.2 Évaluation in vitro des antiseptiques  

La première étape d’évaluation des antiseptiques portait sur leur capacité 

d’inhibition des souches planctoniques de P. aeruginosa et S. aureus. Malgré l’absence de 

référentiel, les majorités des études publiées sur les CMI des antiseptiques évalués se 

sont basées sur des techniques de microdilution comme celles recommandées par 

l’EUCAST qu’elles ont ensuite adapté. Une comparaison des valeurs de CMI retrouvées 

au cours de ces différentes études est exposée dans le tableau 2.  

Pour faciliter les comparaisons, les résultats seront exprimés en fraction de dilution par 

rapport à la solution commerciale d’antiseptique utilisée pour les expérimentations.  

Concernant P. aeruginosa, des dilutions de 1:20 à 1:5 ont été retrouvées pour la 

CMI de l’hypochlorite de sodium sur diverses souches. Le travail actuel a trouvé une 

dilution de 1:3 au-dessus de cet intervalle. Pour la PVPI, la valeur de 1:8 trouvée lors de 

nos expérimentations est comprise dans l’intervalle de 1:100 à 1:2 trouvé dans la 

littérature. La dilution de 1 :64 trouvée pour le PHMB est également dans l’intervalle de 

1:512 à 1:32 de la littérature. Il en est de même pour l’Octénidine avec une valeur de 

1 :64 comparé avec un intervalle de 1:500 à 1:32 dans la littérature. 

Pour S. aureus, les valeurs trouvées pour l’hypochlorite de sodium sont de 1:6 à 

1:3 selon la souche utilisée.  Elles sont également au-dessus de l’intervalle de dilution 

trouvé dans la littérature de de 1:20 à 1:4.  Il en est de même pour la PVPI, avec une 

valeur de 1:10, au-dessus de l’intervalle de la littérature de 1:200 à 1:16. Pour le PHMB, 

nous avons trouvé une valeur de 1:200, qui est incluse dans l’intervalle de la littérature 

de 1:2000 à 1:100. Enfin, la valeur de 1:200 que nous avons trouvée pour la CMI de 

l’octénidine sur les souches de S. aureus font partie de l’intervalle de la littérature de 

1:2500 à 1:250 de dilution de la solution commerciale utilisée dans ces travaux.  
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Tableau 2 : Résumé des différentes publications sur la concentration minimale inhibitrice de 

l’hypochlorite de sodium, de la polyvidonepyrrolidone iodine (PVPI), du 

polyhexaméthylènebiguanide (PHMB) et de l’octénidine sur des souches de Pseudomonas 

aeruginosa 
Antiseptiques CMI Dilution Souches Pseudomonas Méthode References 

 

S
o

d
iu

m
 H

y
p

o
ch

lo
ri

te
 

1% 1:5 ATCC 27853 Personnelle [217] 

0.025% 1:20 NCIMB 12469 Personnelle [218] 

800 mg.L-1 1:6 ATCC27853 Microdilution [219] 

512 mg.L-1 1:10 60 souches cliniques Microdilution [220] 

400 mg.L-1 1:12 Souche clinique Microdilution [219] 

312.5 mg.L-1 1:16 ATCC 27853 Microdilution [221] 

312.5 mg.L-1 1:16 10 souches cliniques Microdilution [221] 

1,666 mg.L-1 1:3 PAO1 and 3 souches 

cliniques 

Microdilution Travaux actuels 

P
V

P
I 

1,024 mg.L-1 1:100 ATCC 15442 Microdilution [222] 

5% 1:2 UCBPP-PA14 Personnelle [223] 

0.04% 1:250 ATCC 15442 Microdilution [224] 

7,500 mg.L-1 1:16 ATCC 27853 Microdilution [225] 

12,500 mg.L-1 1:8 PAO1 and 3 souches 

cliniques 

Microdilution Travaux actuels 

P
H

M
B

 

2 mg.L-1 1:512 ATCC 15442 Microdilution [222] 

4 mg.L-1 1:256 ATCC 27853 Microdilution [45,226] 

8 mg.L-1 1:258 3 souches cliniques Microdilution [45,226] 

16-32 mg.L-1 1:64 - 1:32 25 souches cliniques Microdilution [227] 

7.8 mg.L-1 1:128 ATCC 27853 Microdilution [45,226] 

15.6 mg.L-1 1:64 Souches cliniques Microdilution [219] 

10 mg.L-1 1:100 ATCC 27853 Microdilution [225] 

15.6 mg.L-1 1:64 PAO1 and 3 souches 

cliniques 

Microdilution Travaux actuels 

O
ct

én
id

in
e 

2 mg.L-1 1:256 ATCC 15442 Microdilution [222] 

4-16 mg.L-1 1:128-1:32 2 souches cliniques Microdilution [228] 

3.9 mg.L-1 1:128 ATCC 27853 Microdilution [219] 

3.9 mg.L-1 1:32 Souche clinique Microdilution [219] 

1 mg.L-1 1:500 ATCC 27853 Microdilution [225] 

7.8 mg.L-1 1:64 PAO1 and 3 souches 

cliniques 

Microdilution Travaux actuels 

Les comparaisons directes des différentes valeurs trouvées sont néanmoins 

délicates au vu des différences de souche, de milieu et de méthodologie qui peuvent 

influencer les résultats [229,230]. Les différentes valeurs de CMI retrouvées dans la 

littérature sont résumées dans le tableau 3. 
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Tableau 3 : Résumé des différentes publications sur la concentration minimale inhibitrice 

de l’hypochlorite de sodium, de la polyvidone pyrrolidone iodine (PVPI), du 

polyhexaméthylènebiguanide (PHMB) et de l’octenidine sur des souches de S. aureus   

Antiseptic MIC Dilution S. aureus strain Method Study 

S
o

d
iu

m
 H

y
p

o
ch

lo
ri

te
 

1% 1:5 ATCC 6538 Personnelle Estrela et al[217] 

0.025% 1:20 NCT6571 Personnelle Locker et al[218] 

938 10-3g.L-1 1:5 ATCC25923 Personnelle Penna et al [231] 

512 10-3g.L-1 1:10 60 souches cliniques Microdilution Kawamura et al 

[220] 

2000 10-3g.L-1 1:2.5 1532 souches cliniques Microdilution Morrissey et al [232] 

1250 10-3g.L-1 1:4 ATCC 27853 Microdilution Gupta et al[221] 

512-1024 10-3g.L-1 1:10 -1:5 ATCC 6538 German Microdilution  Koburger et al[222] 

830-1666 10-3g.L-1 1:6-1:3 Newman and 3 

souches cliniques 

Microdilution Travaux actuels 

P
V

P
I 

0.08% 1:125 ATCC 25923 Microdilution Sa et al [224] 

781.5 10-3g.L-1 1:128 ATCC 25923 Microdilution Gupta et al[221] 

6250 10-3g.L-1 1:16 ATCC 25923 Personnelle Penna et al [231] 

2000 10-3g.L-1 1:50 ATCC 29213 Microdilution Hirsch et al [225] 

1028-4094 10-3g.L-

1 

1:100-1:25 ATCC 6538 and 30 

souches cliniques 

Microdilution Dittman et al [233] 

512 10-3g.L-1 1:200 ATCC 6538 German Microdilution Koburger et al[222] 

10000 10-3g.L-1 1:10 Newman and 3 

souches cliniques 

Microdilution Travaux actuels 

 

P
H

M
B

 

10 10-3g.L-1 1:100 ATCC 29213 Microdilution Hirsch et al [225] 

0.5-1 10-3g.L-1 1:2000_-

1:1000 

ATCC 25923 and 3 

souches cliniques 

Microdilution Lopez-Rojas et 

al[234] 

1 - 8 10-3g.L-1 1:1000 to 

1:125 

40 souches cliniques Microdilution Zhou et al [227] 

1 - 2 10-3g.L-1 1:1000 - 1:500 ATCC 6538 and 30 

souches cliniques 

Microdilution Dittman et al [233] 

1-2 10-3g.L-1 1:1000: 1:500 100 souches cliniques Microdilution Fabry et al [235] 

0.5 - 8 10-3g.L-1 1:1000 54 souches cliniques Microdilution Renzeni et al [236] 

1-2 10-3g.L-1 1:1000: 1:500 ATCC 29213 and 15 

souches cliniques 

Microdilution Assadian et al 

1 10-3g.L-1 1:1000 ATCC 15442 German Microdilution Koburger et al[222] 

5 10-3g.L-1 1:200 Newman and 3 

souches cliniques 

Microdilution Travaux actuels 

O
ct

én
id

in
e 

1 10-3g.L-1 1:500 ATCC 29213 Microdilution Hirsch et al [225] 

0.5 - 1 10-3g.L-1  1:1000 -1:500 335 souches cliniques Microdilution Zheng et al [237] 

0.5 -2 10-3g.L-1 1:1000 -1:250 878 souches cliniques Microdilution Htun et al [238] 

0.25 -2 10-3g.L-1 1:2000 -1:500 ATCC 25923, ATCC 

43300 and 2 souches 

cliniques 

Microdilution Nicolae Dopcea et al 

[239] 

0.2-0.4 10-3g.L-1  1:2500 -1:1250 ATCC 25923, ATCC Microdilution Grecka et al [240] 



 

120 

 

Antiseptiques et biofilm des plaies chroniques 

25 213 and 3 souches 

cliniques 

2 10-3g.L-1 1:250 ATCC 15442 German Microdilution Koburger et al[222] 

1 - 2 10-3g.L-1 1:500 - 1:250 ATCC 6538 and 30 

souches cliniques 

Microdilution Dittman et al [233] 

2.5 10-3g.L-1 1:200 Newman et 3 souches 

cliniques 

Microdilution Travaux actuels 

 

L’étape suivante de notre évaluation consistait en l’évaluation de l’effet des 

antiseptiques sur l’étape d’adhésion des bactéries lors de la formation du biofilm avec le 

modèle de l’Antibiofilmogram®. Les souches utilisées ont été évaluées en amont avec le 

Biofilm Ring Test® qui avait confirmé leur capacité à adhérer à la plaque. Les 4 

antiseptiques évalués ont inhibé précocement l’adhésion de toutes les souches à la 

plaque. Aussi bien les souches de laboratoire que les souches cliniques et ce, pour les 2 

espèces étudiées S. aureus et P. aeruginosa. Cela suppose par extrapolation que les 

antiseptiques évalués ont tous la capacité d’empêcher la formation de biofilm. A notre 

connaissance, ces résultats sont la première évaluation des antiseptiques avec ce 

modèle. Classiquement, en utilisant des modèles in vitro, les antiseptiques sont évalués 

quant à leur capacité d’éradication du biofilm, indépendamment de l’étape du biofilm 

et de leur impact sur la stratégie de traitement du patient. Notre approche permet de 

rajouter une autre dimension à l’évaluation de ces composés 

L'étape d’après consistait en l’évaluation de l’effet des antiseptiques sur du 

biofilm mature dans des conditions statiques avec le modèle de dénombrement de la 

charge bactérienne vivante après rupture de la capside matricielle extracellulaire. Nous 

avons évalué la capacité des antiseptiques à réduire la charge bactérienne vivante d’un 

biofilm mature. Avec ce modèle, tous les antiseptiques ont réduit efficacement d’un 

log10 la charge bactérienne des biofilms matures monomicrobiens de S. aureus et P. 

aeruginosa à leurs concentrations commerciales et ce indépendamment du milieu utilisé. 
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Au sein du biofilm, certains microorganismes sont dits « persistants ». Ces 

microorganismes ont un métabolisme réduit, qui se traduit par des cellules viables mais 

non cultivables. Bien que non cultivables, ces cellules sont infectantes et sont estimées 

très résistantes aux antimicrobiens[241]. Du fait de ces propriétés, ces cellules ne sont 

pas identifiables par des modèles de quantification de la charge bactérienne du biofilm. 

Il est par conséquent également impossible d’évaluer l’efficacité des antiseptiques sur 

ces cellules à l’intérieur du biofilm. Aussi, la dernière étape de nos expérimentations a 

porté sur une évaluation des antiseptiques au plus proche possible de la réalité des 

pratiques cliniques d’utilisation. Cette évaluation a été effectuée avec un modèle 

dynamique de biofilm/plaie chronique, le Bioflux®.  Elle a consisté en l’application des 

antiseptiques sur un biofilm de 72H après une étape de débridement automatisé, 

comme dans la pratique clinique. A ce niveau, nous avons observé un effet souche 

dépendant et milieu dépendant de l’octénidine. Le PHMB a également présenté un effet 

souche dépendant mais uniquement sur les souches de S. aureus. L’hypochlorite de 

sodium a été efficace sur tous les biofilms indépendamment du milieu utilisé.  L ‘effet 

de réduction significative de biofilm a persisté jusqu’à 72h après contact de 

l’antiseptique. Cela suppose une inhibition de la formation du biofilm comme suggéré 

avec le modèle de l’Antibiofilmogram®. 

Après 72h de biofilm suivi d’un débridement et de 72H de contact avec les 

antiseptiques dans le milieu CWM ®, les souches évaluées de S. aureus ont présenté la 

même sensibilité à l’octénidine, au PHMB et à l’hypochlorite de sodium. Les CMI 

équivalentes au CMI en amont de la formation de biofilm sous-entendent que la 

tolérance aux antiseptiques ne s’est pas mise en place. A ce jour, aucun mécanisme de 

résistance n’a été décrit pour ces antiseptiques[171,239,242–244]. 
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4.3 Comparaison des antiseptiques & Impact du milieu 

CWM® sur le biofilm et l’activité des antiseptiques 

L’impact du milieu plaie sur le biofilm a été observé dès les étapes de formation 

précoce du biofilm évaluées avec le BRT®. Des travaux précédents ont confirmé une 

adhésion accélérée des microorganismes à la surface de la plaque de culture avec le 

CWM®. Cette adhésion accélérée suppose par extension une formation de biofilm 

accélérée[200]. Lors de nos expérimentations, nous avons également observé une 

adhésion accélérée avec le CWM®. Cela s’est matérialisé au cours de l’évaluation des 

antiseptiques par la nécessité d’utilisation de concentrations 2 à 6 fois plus élevées 

d’antiseptiques pour inhiber la formation du biofilm de S. aureus avec le modèle de 

l’Antibiofilmogram® dans du milieu CWM®, en comparaison au milieu contrôle. 

Toutefois, les concentrations requises pour inhiber la formation de biofilm en milieu 

CWM® étaient bien en dessous des concentrations commerciales. Aux concentrations 

commerciales utilisées en pratique, tous les antiseptiques ont la capacité d’inhiber la 

formation de biofilm, indépendamment du milieu utilisé. 

Avec le modèle de dénombrement de la charge bactérienne vivante, la charge 

bactérienne dénombrée avec le milieu CWM® était significativement plus importante 

que la charge bactérienne avec le milieu contrôle. Cette supériorité a été observée aussi 

bien pour le biofilm monomicrobien de S. aureus que pour celui de P. aeruginosa. Le 

milieu CWM® a encore une fois impacté l’activité des antiseptiques. L’hypochlorite de 

sodium était le seul antiseptique à réduire significativement le biofilm d’un log10 à la 

valeur de sa CMI indépendamment du milieu utilisé. La PVPI, le PHMB et l’octénidine 

ont nécessité une augmentation de 10 fois les concentrations utilisées pour réduire la 

charge bactérienne dans le milieu contrôle comparément au CWM®.  Cet effet peut 

s’expliquer par la formation d’un biofilm plus dense avec le milieu CWM® qui 
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limiterait l’accès des antiseptiques aux microorganismes à l’intérieur du biofilm. De 

plus l’effet des antiseptiques est réputé être limité en présence de matières organiques 

comme le sang, les débris cellulaires, et les protéines plasmatiques qui sont présentes 

dans le milieu CWM®[245–247]. L’hypochlorite de sodium ne semble pas être affecté 

par la matière organique comme précédemment suggéré[170]. Néanmoins, encore une 

fois les concentrations requises pour la diminution de la charge bactérienne d’un log de 

10 étaient bien en deçà des concentrations commerciales utilisées. Aux concentrations 

maximales utilisables dans ce modèle qui correspondent à la moitié de la concentration 

de la solution commerciale, tous les antiseptiques ont été capables d’éradiquer 

significativement la charge bactérienne vivante d’un biofilm mature statique de 72H de 

toutes les souches dans le milieu contrôle. Dans le CWM®, la capacité d’éradication du 

biofilm était moins significative pour l’octénidine. Les propriétés antibiofilm des autres 

antiseptiques étaient moins impactées par le milieu CWM®. 

Une formation significativement accélérée du biofilm a également été notée lors 

de l’utilisation du modèle dynamique du Bioflux®. Avec ce modèle également, le 

biofilm formé était plus dense et visuellement plus opaque. Ces remarques se sont 

appliquées aussi bien pour les biofilms monoespèce de S. aureus et P. aeruginosa que 

pour le biofilm bi-espèces des deux espèces. Les antiseptiques ont cette fois ci été 

évalués dans des conditions proches de la clinique. A savoir utilisation 

des concentrations commerciales après une étape de débridement. En ce qui concerne 

les antiseptiques, l’impact du milieu CWM® sur leur efficacité s’est limité cette fois ci à 

l’octénidine avec la souche PAO1 puisque son efficacité s’est limitée au milieu contrôle 

et non au CWM®. L’efficacité de l’octénidine était limitée à la souche de laboratoire de 

S. aureus Newman dans les 2 milieux. Pour les souches de P. aeruginosa, l'octénidine a 

significativement réduit le biofilm post débridement des souches cliniques PAC4 et 

PAC1 indépendamment du milieu. Son effet sur la souche de laboratoire PAO1 s’est 
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limité au milieu de contrôle. Le PHMB malgré un effet significatif sur toutes les souches 

de P. aeruginosa, n’était efficace que sur 2 souches cliniques de S. aureus. La supériorité 

de l’efficacité de l’hypochlorite de sodium s’est confirmée lors de son évaluation 

conjointe avec le PHMB sur du biofilm bi-espèces de S. aureus et P. aeruginosa. 

L’hypochlorite de sodium était le seul antiseptique efficace sur tous les biofilms, mono 

comme bi-espèces, indépendamment du milieu. Le PHMB a présenté un effet milieu 

dépendant et biofilm dépendant. Il a été efficace uniquement sur le S2P2 et le S1P1 dans 

milieu contrôle et non dans le milieu CWM®. 

Ces résultats sont en contradiction avec des études précédentes qui ont noté un 

manque d’efficacité de l’hypochlorite de sodium sur du biofilm mono ou 

polymicrobien[248–251]. Toutefois, en analysant de plus près ces études, on note que les 

solutions évaluées contiennent des concentrations très faibles d’hypochlorite de sodium 

et de chlore actif, en moyenne 80 parties par million (ppm). La solution utilisée lors de 

nos travaux contenait 5000 ppm de chlore actif. 
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V. Conclusion & Perspectives 

En combinant plusieurs modèles innovants, ces travaux ont permis d’évaluer les 

antiseptiques à différents niveaux du processus de formation du biofilm dans un 

microenvironnement similaire à celui des plaies. Cette évaluation par extrapolation, 

donne une idée de l’efficacité des antiseptiques dans la prise en charge des plaies 

chroniques. Nous avons établi les premières évaluations de l’efficacité des antiseptiques 

sur l’inhibition de la formation du biofilm de S. aureus et P. aeruginosa en nous basant 

sur le modèle de l’Antibiofilmogram ®. En utilisant des modèles innovants, nous avons 

pu démontrer la supériorité de l’hypochlorite de sodium sur le PHMB et l’octénidine 

dans la réduction significative du biofilm post débridement automatisé dans un 

microenvironnement similaire à celui d’un ulcère de pied chez les patients diabétiques. 

Cela suggère que l’hypochlorite de sodium serait une meilleure option thérapeutique 

pour la prise en charge des ulcères de pied chez les patients diabétiques. 

Nos travaux se rajoutent à la liste de ceux qui mettent en avant l’importance du 

microenvironnement des plaies chroniques et la nécessité d’utiliser des milieux d’étude 

mimant le microenvironnement des plaies chroniques[32,131,199,200,207,226]. Ils ont 

également confirmé précédents résultats et validé le modèle d’étude du CWM® dans 

l’étude des plaies chroniques comme les ulcères de pied chez les patients diabétiques. 

La PVPI a été identifiée dans notre revue de la littérature comme un antiseptique 

avec un fort potentiel. Elle n’a pas pu être évaluée dans nos travaux à cause de sa 

coloration foncée qui a empêché les visualisations au microscope. Une alternative serait 

l’utilisation de souches fluorescentes pour pallier ce problème. Une autre alternative 

pourrait être l’utilisation de kits d’identification de viabilité cellulaire par fluorescence 

comme le kit « The Filmtracer™ LIVE/DEAD™ Biofilm Viability Kit » (propidium 

iodide et Syto9™, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). Ce kit contient 2 
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solutions fluorescentes qui associent leurs propriétés de fluorescence et de fixation à la 

membrane cellulaire des microorganismes pour identifier la viabilité cellulaire à 

l’intérieur du biofilm. Les cellules vivantes sont colorées en vert et celles mortes en 

rouge. Une estimation de la viabilité cellulaire avant et après leur application pourrait 

donner une idée de l’efficacité de l’effet antibiofilm des antiseptiques. 

Actuellement, l’association Bioflux/microscope permet une identification visuelle 

du biofilm. Toutefois, l’évaluation de la viabilité est limitée à la mobilité des cellules lors 

de l’identification visuelle microscopique.  Cette évaluation est donc sujet dépendant. 

De plus, la visualisation des cellules persistantes au sein du biofilm avec un mode de 

développement latent est impossible. Une fluorescence corrélée à la viabilité cellulaire 

comme celle proposée par le kit « The Filmtracer™ LIVE/DEAD™ Biofilm Viability 

Kit » pourrait remédier à cette limite. 

Plusieurs améliorations pourraient être apportées au modèle afin de simuler au 

mieux une plaie chronique et son microenvironnement. Une première ébauche a été 

suggérée dans des travaux précédents par l’ajout de glucose dans le milieu plaie pour 

mimer l’hyperglycémie constante retrouvée chez les patients diabétiques[88]. 

Un autre versant abordé dans l’unité de recherche est la distribution spatiale des 

microorganismes dans le biofilm[252]. Grâce à la microscopie fluorescente et les souches 

fluorescentes utilisées dans cette optique, l’impact des antiseptiques sur la distribution 

spatiale au sein d’un biofilm polymicrobien pourrait permettre l’identification des 

mécanismes d’action des antiseptiques sur le biofilm. Les mécanismes d’action décrits 

actuellement sont basés sur l’effet des antiseptiques sur les souches planctoniques.  

Même si le modèle bi-espèces, utilisé dans ces travaux est déjà une grande 

avancée, en pratique, le biofilm des plaies chroniques est décrit comme polymicrobien 

avec de multiples espèces qui coopèrent entre elles. Une représentation plus proche de 
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la réalité serait donc d’incorporer en plus de S. aureus et de P. aeruginosa, plusieurs 

espèces bactériennes et fongiques, notamment les plus retrouvées dans les plaies 

chroniques comme les corynébactéries et les entérocoques et les espèces du genre 

Candida.  

Aussi, ces travaux ont effleuré le versant de la tolérance aux antiseptiques en 

évaluant la CMI des antiseptiques sur les bactéries sessiles libérées du biofilm 

monomicrobien de S. aureus. L’exposition pendant 72h du biofilm aux différents 

antiseptiques n’a pas induit de tolérance à l’hypochlorite de sodium, au PHMB et à 

l’octénidine. En pratique, une tolérance est induite avec des durées d’exposition plus 

longues. Il serait dans cette idée pertinent d’évaluer la tolérance avec des durées 

d’exposition plus longues aux antiseptiques. Un séquençage des souches utilisées 

permettrait aussi de compléter l’information génétique de ces souches sur les gènes de 

virulence et de résistance aux antiseptiques . Cela permettrait aussi d’étudier l’existence 

éventuelle des résistances croisées avec les antibiotiques. 

Une des innovations du modèle dynamique utilisé durant ces travaux était 

l’ajout des débris cellulaires fibroblastiques dans le milieu CWM® qui permettent de 

mimer au mieux la plaie. Une amélioration pourrait consister en l’incorporation de 

cellules vivantes du tissu cutané en plus des débris. Cette incorporation pourrait 

s’établir par le tapissage des canaux microfluidiques de l’automate des cellules 

fibroblastiques et/ou de kératinocytes. Un modèle similaire est en effet décrit pour 

l’étude des maladies cardiovasculaires [253,254]. 

Enfin, les résultats de ces travaux gagneraient à être validés sur des modèles 

animaux. La validation la plus pertinente resterait néanmoins des études cliniques 

multicentriques de grande ampleur, pour confirmer l’efficacité des antiseptiques et les 

comparer entre eux. 
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Annexe 1 : Travail associé : 1er auteur. Publié dans Antimicrobial Resistance and 

Infection Control en 2023 
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Annexe 2 : Travail associé: 1er auteur. Publié dans Journal of Hospital Infection en 2022 
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Annexe 3 : Travail associé, troisième auteur Publication dans HygièneS en Juillet 2021 
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Annexe 4 : Liste des autres productions scientifiques 

 

 

1. RICAI 2020 : Réunion Interdisciplinaire de Chimiothérapie Infectieuses 

Communication orale sur Persistance environnementale du SARS-Cov-2 dans des 

chambres de patients hospitalisés 

 

2. Congrès de la Société Française d’Hygiène Hospitalière (SF2H) 2021: Poster sur 

Evaluation des appareils de protection respiratoire au CHU de Nîmes pendant 

l’épidémie de Covid-19 

 

3. Microbes 2022 : Congrès national de la Société Française de microbiologie : Poster 

sur Antibiofilm properties of antiseptic agents on Diabetic Foot Ulcer isolated 

Pseudomonas aeruginosa biofilm 

 

 


