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1. Introduction

“To minimize the risk of biofilm formation, sterilization, disinfection or regeneration of water systems
should be carried out according to a predetermined schedule and as a remedial action following out-of-

limit or specification results”.

Cette phrase est issue de la nouvelle annexe 1 des Bonnes Pratiques de Fabrication (BPF) et
c’est la premiere fois que le terme biofilm apparait. (1) C’est donc un nouvel enjeu a prendre en compte
avec de nouvelles stratégies a adopter.

Les circuits d’eau apparaissent donc comme des vecteurs importants de contaminations
microbiologiques ou physico-chimiques. En effet, ’eau est indispensable et omniprésente a plusieurs
niveaux dans les industries pharmaceutiques. (2) Elle peut étre utilisée comme matiere premiere,
excipient, ou encore dans le nettoyage et les processus de stérilisation. Elle constitue donc un point clé
dans les processus de controle et de suivi. Une attention particuliére doit donc lui étre portée en fonction
de son utilisation. Une eau potable ne sera pas de qualité suffisante pour la préparation de solutions
injectables par exemple. (2) Dans ce contexte industriel, de I’eau de qualité supérieure est requise et le
contrdle de cette eau est crucial, avec des traitements supplémentaires pour augmenter sa pureté.

L’eau peut véhiculer facilement des contaminants: c’est un facteur essentiel a la survie et a la
multiplication des microorganismes et donc un lieu privilégié pour le développement microbien. Lorsque
de I’eau est présente, le risque de retrouver des bactéries, levures et moisissures est majoré. Les réseaux
d’eau sont donc un endroit propice a leur développement. Ainsi, dans les zones a atmospheére contrdlée
(ZAC) de classe A et B les arrivées d’eau (éviers, canalisations) sont exclues. (1)

Dans les circuits d’eau, les bactéries peuvent se retrouver sous la forme d’un biofilm. Un biofilm est un
assemblage de bactéries entourées d’une matrice polysaccharidique, lui conférant une plus grande
résistance face aux agressions extérieures qu’il pourrait subir (antibiotiques, biocides...). (3) Il apparait
donc important dans un contexte de production industrielle, de gérer cette question de biofilms dans les
réseaux d’eau. Pour cela, des techniques et des méthodes de prévention, de détection et d’élimination
des biofilms sont a mettre en ceuvre.

Les enjeux sont multiples, premi¢rement, produire une eau de qualité satisfaisante en fonction de son
utilisation, en accord avec les référentiels tels que la Pharmacopée Européenne et les Bonnes Pratiques
de Fabrication.

Deuxiémement, assurer un suivi de cette production, incluant la désinfection des réseaux d’eau et son

controle, par analyse de tendances des tests microbiologiques réalisés, selon une procédure validée.



Le présent manuscrit est divisé en 5 grandes parties. Une premicre partie introductive est consacrée a la
définition des termes du sujet, les différents types d’eau et les biofilms. Une seconde partie porte sur la
détection des biofilms, une troisiéme partie présente I’élimination des biofilms. La quatriéme partie
reprend les résultats d’un questionnaire destiné aux industries de santé sur la détection et 1’élimination
des biofilms, afin d’obtenir la vision terrain. L’ensemble de ces résultats est suivi d’une discussion

générale, les conclusions et perspectives constituant ainsi la cinquiéme partie.

1. L’eau

L’eau est un ¢lément indispensable a la vie sur Terre. Elle est présente et utilisée quotidiennement
par chacun d’entre nous. Néanmoins, nous n’avons pas tous acces a de I’eau de méme qualité notamment
en maticre de potabilité. (4) C’est donc un enjeu de santé publique majeur ou des inégalités subsistent.
Avoir acces a de I’eau potable résulte d’une gestion et d’un contrdle optimal des contaminations
microbiologiques et physico-chimiques.

En 2021, d’aprés I’'UNICEF, 91 % de la population mondiale a acces a de 1’eau potable.(5) Parmi ces
91 %, seulement 74 % bénéficient d’une alimentation en eau gérée en toute sécurité, ¢’ est-a-dire exempte
de contaminations (microbiologiques, chimiques), disponible a n’importe quel moment et & un endroit
dédié. La contamination la plus importante est la contamination bactériologique. En effet, il est estimé
que plus de 2 milliards de personnes ont accés a de 1’eau potable contaminée.(4) L’eau est ainsi un
vecteur de multiples maladies telles que la dysenterie, les diarrhées, le choléra, la fiévre typhoide ou
encore la poliomy¢élite. (4)(6)

Une eau potable d’une certaine qualité est donc requise afin de protéger la population. C’est avant tout
un enjeu majeur de santé publique qui est défini selon la directive 98/83/CE. Ce texte a pour but de
« protéger la santé des personnes des effets néfastes de la contamination des EDCH (eaux destinées a la
consommation humaine) en garantissant la salubrité et la propreté de celles-ci ».(7)

En France, le dernier arrété du 11 janvier 2007 relatif aux limites et références de qualité des eaux brutes
et destinés a la consommation humaine, indique les spécifications microbiologiques et physico-
chimiques a respecter pour une eau destinée a la consommation.(8)

Plus précisément, dans le domaine des industries pharmaceutiques, de nombreux référentiels tels que les
Pharmacopées, livrent de précieuses informations sur 1’art et la maniére d’utiliser 1’eau. Par exemple,
dans la Pharmacopée Européenne, des monographies donnent des informations sur les différents types
d’eau pouvant étre produits et utilisés. Avant 2019, il existait 3 types d’eau décrits dans la Pharmacopée
Européenne : 1’eau hautement purifiée, 1’eau pour préparations injectables (eau ppi) et I’eau purifiée.

Depuis 2019, la monographie intitulée « eau hautement purifiée » a été supprimée.
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Cette décision s’appuie sur le fait que la monographie « eau pour préparations injectables » a été révisée
en apportant des précisions sur les procédés équivalents de production d’eau ppi qui étaient d’ores et
déja écrits dans la monographie « eau hautement purifiée ». Ces deux monographies étaient donc

redondantes et il n’existe donc plus que deux types d’eau décrits.(9)

a. Eau potable

L’utilisation de 1’eau potable apparait a tous les niveaux de 1’activité humaine, que ce soit dans le
domaine domestique (hygiene, cuisine, boisson, piscines...), dans le domaine agricole (irrigation), dans
le domaine industriel (industries textiles, ¢électriques ...) ou dans le domaine de la santé (hopitaux,
industries pharmaceutiques...).

L’eau potable est issue d’une eau dite « brute » qui provient de différentes sources (rivieres, fleuves,
lacs, glaciers, nappes phréatiques). De ce fait, a ce stade, I’eau est impropre a la consommation et
contient de multiples contaminants (microorganismes, algues, particules organiques, minérales,
chimiques...) qui peuvent varier selon les conditions climatiques et environnementales (pollution,
sécheresse...).(10) Cette eau est donc traitée de multiples fagons afin de pouvoir donner de 1’eau
potable.(11)

Aprées captage de 1’eau brute dans une source, celle-ci est acheminée vers une usine de potabilisation.
Dans un premier temps 1’eau subit une étape de dégrillage, une étape permettant d’éliminer les gros
débris (cailloux, plastiques, feuilles...)(12) suivie d une étape de tamisage, éliminant des débris de tailles
inférieures (brindilles, graviers...). Par la suite, I’eau est décantée, permettant ainsi d’éliminer les grosses
particules (sable, débris organiques, argiles...). L’étape suivante est la filtration sur sable qui a pour but
d’intercepter les derniéres particules visibles a I’ceil nu. Les microorganismes ne seront pas retenus a
cette étape, c’est pourquoi 1’étape finale de désinfection est indispensable. Cette désinfection a pour but
d’¢liminer les agents pathogénes, par procédés chimiques (substances biocides) ou physiques
(rayonnements).

Enfin, des étapes supplémentaires de filtration a I’aide de filtres a charbon actifs peuvent étre ajoutées
si par exemple 1’eau contient des substances polluantes (hydrocarbures, pesticides).(13) Il est également
réalisé une chloration de 1’eau, en prévention des contaminations bactériennes qui peuvent survenir par
la suite. (14)

Des controles sont réalisés a la fin de toutes ces étapes, a la recherche de caractéristiques
bactériologiques et physico-chimiques qui doivent étre en dessous d’un seuil. Ces controles sont assurés
par I’Agence Régionale de Santé (ARS) et issus de la directive 98/83/CE.(7)

Le monopole de I’eau potable est détenu par plusieurs distributeurs recensés sur le territoire francais.

Les principaux distributeurs d’eau potable en France sont Veolia, Suez et Saur. (15)
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Dégrillage . : Chiloration
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par exemple

Figure 1 : Principe du traitement de [’eau brute en eau potable adapté de (13) : procédés de

traitement de [’eau brute en eau potable de son captage a son stockage

A partir de cette eau potable, il est donc possible de fabriquer plusieurs types d’eau qui seront utilisés
dans les industries pharmaceutiques par exemple. L’eau potable peut étre utilisée dans des procédés de
fabrication (16) si celle-ci se révele conforme face aux recommandations de ’OMS (Organisation
Mondiale de la Santé) en termes de qualité de 1’eau potable.

Lorsque I’eau potable ne suffit pas pour atteindre les spécifications, il est possible d’utiliser de 1’eau
purifiée ou de 1’eau pour préparations injectables (eau ppi).

Pour produire ces 2 types d’eau, I’eau potable est la base de la production. Ainsi, la maitrise de la qualité
de I’eau tout au long de sa production, de son stockage et de sa distribution nécessite une surveillance

sur la qualité microbiologique et physico-chimique.
b. Eau purifi¢e

L’eau purifiée en vrac ou conditionnée en récipients peut étre utilisée pour la préparation de
médicaments non stériles et apyrogenes.
De ce fait, I’eau purifiée vrac est au moins issue d’une eau de qualité potable. (17) D’apres la
monographie « Eau purifiée » de la Pharmacopée Européenne, 1’eau purifiée vrac peut étre obtenue par
différentes méthodes. Ces méthodes peuvent &tre la distillation, 1’échange d’ions ou 1’osmose inverse.

D’autres méthodes sont possibles mais elles devront étre adaptées. (18)
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Une des méthodes employées pour la production de ce type d’eau est la distillation. Il s’agit d’un procédé
qui consiste a chauffer I’eau jusqu’a son évaporation puis a condenser la vapeur obtenue, permettant
ainsi d’obtenir a nouveau de I’eau sous forme liquide et cette fois-ci, exempt de contaminations (Figure

2). Ce procédé est utilisé a la fois pour la production d’eau purifiée et d’eau ppi.(18)(19)

Thermometre

.........

Source de chaleur

Figure 2 : Principe simplifié du processus de distillation (21)

Une autre méthode est également énoncée dans la monographie ; I’échange d’ions. C’est un terme global
qui regroupe plusieurs techniques telles que la déminéralisation ou désionisation et I’adoucissement.(20)
Le point commun de ces techniques est 1’utilisation de résines.(21) Ces résines sont des échangeurs
d’ions permettant d’éliminer des ions d’une solution par adsorption en les remplagant par d’autres. Une
résine est un polymere contenant un ion fixe et un ion mobile. Cet ion mobile est soit positif ou négatif
et définit ainsi le type de résines : cationique ou anionique. Pour préserver I’électroneutralité, un ion
traversant la résine précipite donc la sortie d’un autre ; c’est I’échange d’ions. (22)

L’adoucissement de I’eau est effectué lorsque I’eau est dite trop dure, c’est a dire chargée en ions et plus
précisément en sels de calcium et magnésium, responsables de dépdts solides, couramment appelés
tartre. Ce procédé permet donc de limiter I’entartrage des circuits d’eau.(20) L’adoucissement de I’eau
permet donc d’¢éliminer cette dureté en utilisant le systéme de résines échangeuses d’ions. Des résines
cationiques sont donc utilisées pour capter ces ions et les échanger avec 1’ion mobile de la résine, I’ion

sodium (Na") (Figure 3).
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Figure 3 : Principe de l’adoucissement d’apres (25), [’eau circule du haut vers le bas, chargée en ions

calcium et magnésium, traverse le lit de résine et sort dépourvue de ces ions

La déminéralisation ou désionisation, se base toujours sur I’utilisation de résines mais cette fois-ci de 2
types ; une résine cationique et une résine anionique. L utilisation combinée de ces 2 résines permet a la
fois de capter des cations (magnésium, calcium, sodium...) qui sont échangés par des ions H' et de
capter sur la résine anionique, des anions (chlorure, bicarbonates...) qui sont échangés par des ions OH"

. Cette utilisation concomitante permet ainsi de libérer de 1’eau H>O (Figure 4).
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Fioure 4 : Principe de la déeminéralisation (26) : les résines cationiques sont chargées en ions H+ ; les

résines anioniques en ions OH-, lors de [’échange ionique les ions d’un sel (NaCl) sont échangés,

libérant ainsi une molécule d’eau (H+ + OH-)

L’adoucissement et la déminéralisation sont deux techniques qui ne permettent pas d’éliminer les
microorganismes, ni les matiéres organiques, les pyrogeénes ou d’autres particules.

Les résines mises en ceuvre lors de ces procédés ne sont pas utilisables a I’infini sans intervention de
maintenance. En effet, lorsque les résines sont saturées elles doivent étre remplacées ou régénérées.(23)
Des solutions de régénération existent et varient en fonction du type de résine impliquée dans le systeme.
Les résines cationiques chargées en ions Na* sont régénérées avec un sel (NaCl), les résines chargées en
ions H+ avec des solutions acides (HCI, H2SO4 acide chlorhydrique ou sulfurique) et les résines
anioniques chargées en ions OH- avec des solutions basiques (NaOH hydroxyde de sodium).(20)

Une autre méthode basée sur 'utilisation de résines et qui est énoncée dans la monographie de I’eau
pour préparations injectables existe, il s’agit de 1’électrodésionisation. C’est une technique qui repose
¢galement sur I’échange ionique avec ’utilisation de résines et de membranes échangeuses d’ions.
Cette technique apporte un avantage supplémentaire conséquent, une régénération automatique des
résines. Il n’y a donc plus besoin de remplacer les résines ou de les régénérer. (24)

Ce systeme est compos¢ d’une résine cationique et d’une résine anionique. Autour de ces résines, des
membranes anioniques et cationiques sont disposées. Des €lectrodes terminent le systéme (Figure 5).(25)
L’eau traversant la résine, les ions sont donc attirés par les €lectrodes positives ou négatives en fonction
de leur charge. Sur le parcours vers I'électrode, les ions vont se heurter a une membrane de charge
opposée a eux, créant ainsi un autre courant concentré en ions. (26)

Griace aux électrodes et au courant électrique, la formation d’ions H" et OH" est faite par dissociation de
I’eau sous I’effet du courant électrique permettant de régénérer les résines. Avec ce systéme, il en ressort

une eau désionisée (27).
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Figure 5 : Principe de [’électrodésionisation (32) : [’eau traverse le systeme composé de membranes

et résines soumises d un courant électrique

Cette technique tend a étre employée en fin de systéme de purification d’eau (26) puisqu’elle ne permet
pas non plus d’¢éliminer particules, micro-organismes, mati¢res organiques et pyrogenes(28) . Cette

méthode peut toutefois étre couplée a de 1’osmose inverse.(26)(24)

b.1 Eau purifiée vrac

L’eau purifiée vrac est au moins issue d’une eau de qualité potable. (17) Lorsque cette eau est
produite par I’une ou par la combinaison de méthodes décrites ci-dessus, des tests additionnels sont
effectués afin de controler ses caractéristiques.

Tout d’abord, une surveillance microbiologique est requise lors de sa production mais aussi lors de sa
conservation. Cela permet ainsi de controler et maitriser le nombre de germes microbiens qui pourrait
étre présent. Le seuil fixé par la Pharmacopée Européenne est de 100 UFC/ml apres filtration sur

membrane et dénombrement sur milieu R2A (Reasoner’s 2 Agar).
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Puis, d’autres criteres sont également controlés et mesurés tels que la teneur en carbone organique total
(COT) et la conductivité.

Ces deux paramétres sont importants a mesurer, ils reflétent la contamination en composés organiques
et inorganiques. La mesure du carbone organique total (COT) est un indicateur non spécifique qui met
en évidence la quantité de composés organiques dans 1’eau.(29) Ces composé€s organiques peuvent étre
issus de sources biologiques (plantes, animaux) ou de toutes autres sources contenant du carbone.(30)
Quant aux composés inorganiques, ils sont mis en évidence par la mesure de la conductivité.

La conductivité est une mesure non spécifique de pollution minérale (ions) qui se traduit par la capacité
de I’eau a conduire un courant €lectrique. La conductivité d’une solution dépend de multiples facteurs
tels que la concentration ionique, la valence des ions, la nature de la solution (acide, basique ou neutre),
et de la température. Ainsi, la conductivité, associée a la température, traduit 1’¢tat de la minéralisation
totale d’une eau. Plus la température augmente et plus la conductivité augmente. Cela est di a
I’augmentation de la mobilité des ions facilitant alors le passage du courant.(31)

Des composés additionnels sont également recherchés, tels que les nitrates, 1’aluminium ou encore des

endotoxines bactériennes. (18)

b.2 Eau purifiée conditionnée en récipients

L’eau purifiée conditionnée en récipients répond aux mémes exigences que 1’eau purifiée vrac
mais avec une exigence supplémentaire en termes de tests effectués pour la mise en évidence d’autres
COmpos€s.

Ces tests comprennent la mesure de I’acidité ou de 1’alcalinité, la recherche de substances oxydables,
d’ions chlorures, sulfates, ammonium, calcium et magnésium. Le résidu a [’évaporation et la
contamination microbienne sont également évalués. Pour la contamination microbienne, le critére
d’acceptation pour les DGAT (Dénombrement des Germes Aérobies Totaux) est de 100 UFC/ml.(18)

L’explication du choix de ces marqueurs sont décrits plus en détails dans la partie II.
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Tableau 1 : Tests sur ['eau purifiée vrac et ['eau purifiée conditionnée en récipients

Eau purifiée vrac Eau purifiée conditionnée en récipients

Surveillance microbiologique Surveillance microbiologique

Carbones organiques total ou substances | Carbones organiques total ou substances

oxydables oxydables

Conductivité Conductivité

Nitrates Nitrates

Aluminium Aluminium

Endotoxines bactériennes™ Endotoxines bactériennes

Acidité ou alcalinité

Substances oxydables

Chlorures

Sulfates

Ammonium

Calcium et magnésium

Résidu a I’évaporation

Contamination microbienne

* «si I’eau purifiée en vrac est destinée a la fabrication de solutions pour dialyse sans autre procédé

approprié¢ d’¢limination des endotoxines bactériennes » (32)

Tableau 2 : Analyses effectuées sur [’eau purifiée

Normes réglementaires

Analyses physico- | Conductivité (a 20 °C) | <4,3 uS-cm™ ! | Monographie de [I’eau
chimiques purifiée issue de la

Pharmacopée Européenne

(0008F)
COT ou substances <0,5 mg/L Pharmacopée Européenne
oxydables chapitre 2.2.44
Analyses Germes totaux 100 UFC/mL | Pharmacopée Européenne
microbiologiques chapitre 2.6.12
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c. Eau pour préparations injectables (eau ppi)

L’eau pour préparations injectables est obtenue a partir dune eau potable destinée a la consommation
humaine mais peut aussi étre produite a partir d’une eau purifiée.
Pour produire ce type d’eau il existe donc plusieurs techniques. Certaines sont communes avec la
production d’eau purifiée et ¢’est la combinaison de ces méthodes ainsi que de nouvelles, qui permet
d’aboutir a de 1’eau pour préparations injectables (eau ppi).
Cela peut étre par distillation, par osmose inverse en simple ou double passage, pouvant étre couplée a
d’autres techniques comme 1’¢lectrodésionisation, l’ultrafiltration ou encore la nanofiltration afin
d’atteindre la qualité d’eau attendue. (19)
La filtration est définie par le passage d’un liquide a travers un filtre, d’une certaine composition et d’une
certaine taille de pores. C’est cette taille de pores qui conditionne le type de filtration.(33)
Le figure ci-dessous reprend trois types de filtration qui dépendent de la taille des pores ainsi que des

impuretés organiques et inorganiques filtrées ou non.

y Bacténies
Microfiltranon \ Larpes colloides
Tatlle dos pores r. v - - et o A= A —
% A Wym | ;‘ Proteines
Liltrafiitration ' Macromolécules
Fmile des pores — - -
210K v

loms multivalents
Nunofiltestthon

Faille dos pores

—— -
1«2 nm

lons monovalents
Osmose myerse
Taille dey pores
O1-1 nm

- -

Eun

Figure 6 : Principe général des différents types de filtration issue et adaptée de (34). Les lignes bleues

symbolisent les différents types de filtres. Les lignes vertes symbolisent le passage de ['eau et des

éléements retenus en fonction de chaque type de filtration.

La microfiltration repose sur I'utilisation de filtres dont la taille des pores, de 10 um a 0,1 um pour
éventuellement retenir les bactéries. (35) L ultrafiltration repose sur 1’utilisation de filtres dont la taille
des pores est comprise entre 2 et 100 nm, pour retenir les protéines, virus, polymeres et colloides. La
nanofiltration dépend de I'utilisation de filtres dont la taille des pores est comprise entre 1 et 2 nm afin

de retenir les ions multivalents.(34)
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Le dernier cas de filtration est [’osmose inverse. Il s’agit d’un principe qui s’oppose a I’osmose, un
phénomene naturel qui se met en place lorsque 2 solutions de concentrations différentes sont séparées
par une membrane semi-perméable. De facon naturelle, la solution ayant la concentration la plus faible
(hypotonique) va traverser la membrane et se rendre dans la solution ayant la concentration la plus élevée
(hypertonique) jusqu’a arriver au point d’isotonie entre les 2 solutions. La pression osmotique associée
est la pression minimale a appliquer pour empécher ce phénomene.(36) L’osmose inverse est donc un
phénomeéne non naturel qui se traduit par le fait d’appliquer une pression supérieure a la pression

osmotique, forcant donc la solution la plus concentrée a passer a travers la membrane semi-perméable.

OSMOSE INVERSE OSMOSE

Sisbiithon 4 {alhle Sasluetiom & [erig Serbutlom 4 Dilble Soiluilen & forte
R Rt AT TR Rl CUNETTALIN ¢h COBCERINELICN €0 CoMsc et on en
mofule wirlui [T polué

Mrowsion

Membraneg seme-petmidable Membrane spmi-permiéahle

Figure 7 : Principe de ['osmose inverse issue et adaptée de (37) : le schéma de gauche montre la

solution a forte concentration en soluté traversant la membrane semi-perméable de droite a gauche

grdce a la pression appliquée ; c¢’est [’'osmose inverse. Le schéma de droite montre la solution a faible

concentration en soluté traversant la membrane semi-perméable de gauche a droite sans application

de pression ; c¢’est [’osmose.

Ce systeme de filtration, grace a sa membrane semi-perméable, permet de retenir les impuretés présentes
dans I’eau, ne laissant passer que les molécules d’eau. En retenant les impuretés organiques et
inorganiques, ce systéme permet d’abaisser la concentration en carbone total (COT) et la conductivité
de I’eau. Cependant, au contact d’une eau chargée en bactéries, ces membranes d’osmose inverse

peuvent étre colonisées par des biofilms. (38)
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c.1 Eau pour préparations injectables en vrac

D’aprés la Pharmacopée Européenne, I’eau pour préparations injectables en vrac est utilisée pour
I’administration parentérale a véhicule aqueux.
Tout d’abord, une surveillance microbiologique est requise lors de sa production mais aussi lors de sa
conservation. Cela permet ainsi de contrdler et maitriser le nombre de germes microbiens qui pourrait
étre présent. Le seuil fixé par la Pharmacopée Européenne est de 10 UFC/100ml, apres filtration sur
membrane et dénombrement sur milieu R2A (Reasoner’s 2 Agar).
Les controles effectués sur ce type d’eau sont divers et certains sont identiques a ceux réalisés pour le
controle de I’eau purifiée. La conductivité, la mesure du carbone organique total (COT), les nitrates,
I’aluminium, les endotoxines bactériennes et la contamination microbienne sont communs. La
conservation et la distribution de cette eau doit étre faite de facon a empécher la croissance de

microorganismes et a éviter toute autre contamination.

c.2 Eau stérilisée pour préparations injectables

L’eau stérilisée est utilisée pour la dissolution ou la dilution de substances ou de préparations
pour administration parentérale.
Cette eau est répartie dans des récipients fermés appropriés leur permettant une stérilisation par la
chaleur. Plusieurs essais sont réalisés sur cette qualité¢ d’eau, la mesure de 1’acidité ou de 1’alcalinité, la
conductivité, la recherche de substances oxydables, d’ions chlorures, nitrates, sulfates, aluminium,
ammonium, calcium et magnésium. Les résidus a I’évaporation, la contamination particulaire, la mesure
des endotoxines bactériennes sont également testés. Cette eau doit aussi satisfaire a l’essai de

stérilité.(19)
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Tableau 3 : Tests sur ['eau pour préparations injectables en vrac et stérilisée

Eau pour préparation injectables (eau ppi)

€n vrac

Eau stérilisée pour préparation injectables

Surveillance microbiologique

Conductivité

Carbone organique total

Substances oxydables

Conductivité Aluminium*

Nitrates Résidus a 1’évaporation

Aluminium Contamination particulaire : particules non
visibles

Endotoxines bactériennes Stérilité

Endotoxines bactériennes

* «si Deau stérilisée pour préparations injectables est destinée a la fabrication de solutions pour

dialyse » (39)
Tableau 4 : Analyses effectuées sur I’eau pour préparation injectables
Normes réglementaires
Analyses physico- | Conductivité¢ | <1,1 pS-cm™! Monographie de 1’eau pour
chimiques (220°C) préparations  injectables
issue de la Pharmacopée
Européenne (0169F)
COT ou <0,5 mg/L Pharmacopée Européenne
substances chapitre 2.2.44
oxydables
Analyses Germes totaux | <10 UFC /100 mL Pharmacopée Européenne
microbiologiques (germes/L) chapitre 2.6.12
Analyses Endotoxines | <0,25 Ul/mL Pharmacopée Européenne
endotoxines bactériennes chapitre 2.6.14
(UI/mL)

Produire ces types d’eau est donc une nécessité car elle constitue une matieére premiere de choix. Son
stockage et sa distribution sont donc des enjeux majeurs afin de maintenir I’eau dans les conditions
définies qui lui sont propres a son utilisation. Détecter au plus tot et ¢liminer le plus efficacement
. o e . 1 .
possible les sources de contaminations sont deux points indissociables dans la quéte d’une eau toujours

plus propre.
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2. Les biofilms

Les biofilms sont une entité¢ a part enticre, ils font partie intégrante du monde du vivant et sont
retrouvés sur de multiples surfaces. Ces surfaces peuvent étre biotiques(40) : chez I’Homme et I’animal
ils vont par exemple étre retrouvés a la surface des muqueuses (buccale, intestinale...). Ces biofilms
peuvent aussi se retrouver dans I’environnement sur des surfaces végétales (feuilles) ou minérales
(rochers, galets au fond des mers)(41). Les biofilms sont également retrouvés sur des surfaces abiotiques
telles que des tuyaux, coques de bateaux, ou des cathéters. (42) Les biofilms sont un systéme avec une
architecture complexe et une population microbienne hétérogéne. Cette structure, le biofilm, est avant
tout une stratégie d’adaptation des microorganismes pour survivre dans des milieux hostiles. Au sein de
ce dernier, les bactéries sont par exemple plus résistantes aux antibiotiques ainsi qu’aux désinfectants

par rapport aux bactéries sous forme planctonique, ¢’est-a-dire libres en suspension. (43)

a. Formation du biofilm

La formation d’un biofilm se fait en plusieurs étapes selon un cycle bien défini. Tout d’abord, cela
débute par ’adhérence de bactéries planctoniques sur une surface biotique ou abiotique (Figure 8). Cette
adhérence initiale est réversible. Lorsque cette adhérence se prolonge, les bactéries se divisent,
s’agrégent, formant alors des micro-colonies. Si I’environnement extérieur leur est favorable, le biofilm
en formation mature et s’épaissit.

Cette maturation est liée a la sécrétion par les bactéries d’une matrice extracellulaire trés hydratée, riche
en polysaccharides, créant un microclimat favorable a leur survie. (40) Les polysaccharides sont un
¢lément important de la composition de la matrice, assurant cohésion, rétention d’eau et ab/adsorption
de composés organiques et inorganiques.(44) Cette matrice contient aussi d’autres constituants tels que
des protéines, lipides, ADN extracellulaires (45). La proportion de ces composants peut varier, en
fonction du type de bactéries impliquées et des conditions environnementales. (46)

Cette matrice polysaccharidique intervient comme une protection vis-a-vis des agents extérieurs. En
effet, elle protege les bactéries face a d’éventuelles conditions extérieures qui leur seraient défavorables
telles qu’un stress osmotique, une dessiccation, 1’exposition a des agents biologiques ou chimiques,
désinfectants, antibiotiques...(44)

Cette protection apportée par la matricé n’est néanmoins pas absolue. En effet, la combinaison de
plusieurs méthodes d’¢limination est nécessaire pour déstructurer la matrice et permettre ainsi
I’exposition directe des bactéries. Ces bactéries sont donc alors plus vulnérables face aux différents

agents d’¢élimination.

23



Au cceur du biofilm, un véritable réseau se met en place afin d’acheminer des nutriments et de I’oxygene
aux bactéries se trouvant a la base du biofilm, et d’autre part, d’éliminer les déchets accumulés vers la
surface du biofilm. Un gradient s’établit entre I’apport en nutriments et en oxygeéne ainsi que
I’¢limination des déchets. (3) Le biofilm mature, peut libérer et disperser des bactéries dans

I’environnement, colonisant d’autres surfaces et poursuivant ce cycle. (41)

Figure 8 : Principe de développement d un biofilm bactérien d’apres (47) : cvcle de formation d’'un

biofilm en quatre étapes (adhérence, croissance, maturation et dispersion)

b. Rodle du biofilm dans I’écosysteme microbien

En tant que véritable entité, les biofilms peuvent étre considérés comme un écosystéme a part enticre.
En effet, leur nature est le plus souvent polymicrobienne : ils ne sont pas uniquement constitués de
bactéries, a Gram positif et/ou a Gram négatif.(48) Des virus, moisissures, protozoaires, algues et levures
peuvent en faire partie.(49) Cette hétérogénéité engendre ainsi une véritable communauté et permet une
certaine tolérance du biofilm face aux agressions extérieures telles que 1’utilisation des antibiotiques,

désinfectants et antiseptiques.(40)(48)
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Au sein du biofilm, une communication est établie afin de maintenir cette structure de résistance le plus
longtemps possible. Les bactéries réagissent donc a de multiples signaux environnementaux
(température, hygrométrie, éléments nutritifs) ainsi qu’a des signaux provenant des bactéries elles-
mémes, il s’agit du quorum sensing.(46) C’est un mode de communication utilisé par les bactéries qui
est basé sur la sécrétion de petites molécules appelées autoinducteurs. Ces petites molécules ont la
capacité d’induire plusieurs modifications au sein de la communauté bactérienne associée. (50)

De plus, le biofilm est aussi un endroit propice a I’échange de matériel génétique entre les bactéries. En
effet, la proximité bactérienne générée au sein du biofilm permet d’échanger de I’ADN par conjugaison
et donc de créer de 1’évolution et la diversité génétique. Cette étroite collaboration entre les bactéries au
sein du biofilm par échange de matériel génétique permet ainsi d’acquérir des formes de résistances a
certains antibiotiques ou désinfectants par exemple.

Spécifiquement, dans les circuits d’eau, les principaux germes retrouvés sont des bactéries d’origine
hydrique telles que les Légionnelles, les Acinetobactéries et les Pseudomonas. D’autres especes
bactériennes appartenant au genre Pseudomonas sont également impliquées, il s’agit de Pseudomonas
picketti nouvellement reclassée dans le genre Ralstonia. (51) et de Burkholderia cepacia anciennement
Pseudomonas cepacia.(52) Ces genres bactériens sont retrouvés puisque I’environnement aqueux est
propice a leur développement. (53) Les Pseudomonas ont en plus cette capacité bien reconnue pour
former des biofilms.(41)

Ainsi, comme énoncé précédemment, plus le biofilm s’épaissit, dans un tuyau par exemple, plus il y a
de risque qu’avec la pression hydrodynamique, des agrégats de ce biofilm se décrochent et aillent
coloniser une autre portion du tuyau. L’importance de la détection et de I’élimination des biofilms est

donc un enjeu majeur afin d’éviter la contamination compléte des réseaux d’eau.

11. Détection des biofilms

Les circuits d’eau sont des installations fermées, ce qui apporte une certaine complexité dans
I’analyse des éventuels biofilms qui pourraient s’y développer. En effet, il n’est pas possible de les
visualiser directement puisque les conduits sont généralement opaques. Leur détection est donc
généralement faite de fagon indirecte, par analyse de 1’eau circulant dans les réseaux. Ces analyses sont
primordiales pour toute structure au sein de laquelle des déviations dans la qualité de 1’eau pourraient
avoir un impact sur la production ou la santé des personnes. La robustesse et la sensibilité de ces
controles nécessitent des matériels et des méthodes adaptées. Leur conception, leur mise en ceuvre et
leur interprétation impliquent I’engagement de personnels formés, notamment en vue de décider si un

traitement des circuits est requis et si des mesures correctives doivent tre prises.
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La détection des germes est la plus évidente au moment de la dispersion du biofilm, lorsqu’ils sont
relargués pour aller coloniser une autre portion du circuit d’eau. Les germes adhérents ne sont donc pas
visibles lors des échantillonnages classiques. De plus, il est important de noter que lors de cette
dispersion, si des bactéries planctoniques sont libérées, elles seront sensibles a la désinfection (UV par
exemple). A contrario, s’il s’agit d’un morceau de biofilm c’est-a-dire avec sa matrice protectrice, les
microorganismes seront ainsi protégés.

Statuer sur la présence ou non d’un biofilm n’est pas évident, la combinaison de plusieurs méthodes peut
ainsi s’avérer nécessaire pour prendre une décision. Cette partie présente donc les différentes méthodes
dont certaines sont décrites dans la Pharmacopée Européenne, qui peuvent étre employées pour détecter

une ¢ventuelle contamination des circuits d’eau par des bactéries et potentiellement par des biofilms.

1. Controle de ’eau

D’apres les BPF : « Lorsque 1'eau potable ne suffit pas a assurer la qualité des substances actives et
si des spécifications plus strictes pour la qualité physico-chimique et / ou microbiologique sont
demandées, des spécifications appropri€es de I’eau utilisée doivent étre établies, pour la qualité physico-
chimique, pour le dénombrement des germes totaux, pour le dénombrement des germes indésirables et
/ ou pour la concentration en endotoxines »

Ces spécifications sont définies dans la Pharmacopée Européenne avec les monographies de 1’eau
purifiée et de I’eau pour préparations injectables.

Ces controles des eaux sont définis au sein de chaque entreprise tant qu’ils répondent aux spécifications
attendues. Ces controles sont une analyse indirecte qui permettent d’évaluer 1’éventuelle contamination
microbienne de différents points d’eau. En effet, en fonction de I’eau testée (eau purifiée, eau ppi) une
certaine exigence est demandée vis-a-vis des divers contrdles.

La mesure régulicre des paramétres physico-chimiques (COT, conductivité), microbiologiques

(dénombrement microbien) et des endotoxines permettent également de renseigner de la qualité de 1’eau.

A. Mesure du COT (carbone organique total)

La mesure du carbone organique total (COT) est un indicateur non spécifique qui permet de mettre

en évidence la quantité de composés organiques dans 1’eau.(29) Ces composé€s organiques peuvent étre

issus de sources biologiques (plantes, animaux) ou de toutes autres sources contenant du carbone.(30)
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B. Mesure de la conductivité

La mesure de la conductivité met en évidence les composés inorganiques. La conductivité est une
mesure non spécifique de pollution minérale (ions) qui se traduit par la capacité de I’eau a conduire un
courant é¢lectrique.(29) La conductivité d’une solution dépend de multiples facteurs tels que la
concentration ionique, la valence des ions, la nature de la solution (acide, basique ou neutre), et de la
température. Ainsi, la conductivité, associée a la température, traduit 1’état de la minéralisation totale
d’une eau. Plus la température augmente et plus la conductivité augmente. Cela est dii I’augmentation

de la mobilité des ions facilitant alors le passage du courant.(31)

C. Mesure des endotoxines

Les endotoxines sont des lipopolysaccharides issus de la paroi des bactéries a Gram négatif ayant
pour caractéristique d’étre pyrogeénes, c’est-a-dire induisant un état fiévreux. (54)
Les endotoxines ne doivent donc pas étre retrouvées dans des médicaments stériles (injectables,
ophtalmiques, intra-mammaires)(55). Leur recherche est donc a effectuer dans 1’eau purifiée et I’eau
pour préparations injectables. La structure des bactéries a Gram négatif se distingue de celles des
bactéries a Gram positif par la présence d’une membrane externe pour les bactéries & Gram négatif
(Figure 9). Cette membrane externe sert de premicre ligne de défense contre les agressions extérieures

(environnement, facteurs chimiques, thermiques....)(56)
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Figure 9 : Différence de structure des bactéries a Gram + et a Gram - (57) :

a gauche une paroi des bactéries dites a Gram positif avec une membrane

et un peptidoglycane épais, a droite une paroi des bactéries dites a Gram négatif

avec une membrane, un peptidoglycane fin et une membrane externe portant le LPS
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La membrane externe des bactéries a Gram négatif porte un composé particulier ; le lipopolysaccharide
(LPS).

Le LPS est une molécule amphiphile composée de 3 parties ; le lipide A, partie hydrophobe, fixé a la
membrane externe, suivi du core oligosaccharidique puis de 1’antigéne O, polysaccharide hydrophile.

(56)
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Figure 10 : Structure du LPS (lipopolysaccharide) (58)) : la membrane externe porte le LPS constitué

de 3 parties, celle insérée dans la membrane, le lipide A,

puis le core oligosaccharidique et [’antigene O a [’extrémité

Le core oligosaccharidique central se lie directement au lipide A et contribue a la viabilité bactérienne
et a la stabilité de la membrane externe. (58)

L'antigene O est le composant majeur du LPS présentant une grande variabilité. L'antigéne O du LPS
confere l'antigénicité a la cellule bactérienne. Sa taille et sa composition sont liées au potentiel de
virulence de la souche bactérienne. (58)

Le lipide A est une structure composée d’acides gras qui est responsable de 1’activité endotoxinique.(56)
En effet, il induit une réponse immunitaire inflammatoire non controlée en incitant les macrophages a
synthétiser de puissants médiateurs de l'inflammation. Cependant, en cas de surproduction systémique

de ces médiateurs, I'inflammation peut provoquer un choc septique pouvant conduire a la mort. (59)
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Les endotoxines sont donc libérées par sécrétion, dans des vésicules formées sur la membrane externe
de la bactérie pendant la phase de croissance de la bactérie ainsi que lors de la mort bactérienne.(58)

Les exotoxines quant a elles, sont produites a 1’intérieur des bactéries et libérées par ces dernieres.(60)
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Fioure 11 : Différence entre les exotoxines et les endotoxines d’apres (61) : les exotoxines sont
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secrétees dans le milieu par des bactéries intactes au niveau membranaire. Les endotoxines font partie

de la membrane et sont relarguées lors de la lyse membranaire.

D. Dénombrement sur gélose

Le dénombrement sur gélose permet d’évaluer la charge microbienne présente dans I’échantillon
d’eau testé. Cette charge microbienne est définie dans la monographie de la Pharmacopée Européenne
associée a chaque type d’eau. La méthode privilégiée pour cette analyse est celle du dénombrement
microbien. Cette méthode est néanmoins peu spécifique.

Cette technique consiste a filtrer par filtration sur membrane les échantillons d’eau puis de déposer le
filtre sur gélose R2A (Reasoner’s 2 Agar) et a incuber a 30-35°C pendant minimum 5 jours. (32) (39)
En fonction des germes retrouvés sur le filtre aprés incubation, il est possible d’orienter le diagnostic
vers une contamination du circuit d’eau par un biofilm. En effet, certaines bactéries dites filmogenes,
ont cette capacité a étre impliquées dans la formation de biofilms. C’est par exemple le cas des bactéries
a Gram négatif du genre Pseudomonas.(41)

Cette technique a néanmoins deux principaux inconvénients, le premier est que cette technique n’est
finalement qu’une estimation de la charge microbienne associée a ce prélévement. En effet, lors du
dénombrement de nombreux facteurs rentrent en compte, comme la nature du milieu sur lequel le germe
est déposé, le type de germe, les facteurs environnementaux (température, humidité...), avec un stress
éventuel de microorganismes recherchés et donc un biais de croissance. Le second inconvénient est que
cette technique ne permet pas la détection de tous les microorganismes éventuellement présents dans
I’échantillon, comme les bactéries viables non cultivables. Néanmoins, une technique alternative peut

pallier ces deux inconvénients ; la cytométrie en flux.(62)
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2. Cytométrie en flux

La cytométrie en flux permet ’analyse de particules en suspension tels que des cellules sanguines ou
bactériennes. Chaque particule de la suspension est analysée individuellement avec une mesure
simultanée de différents signaux optiques ou physiques €émis par la particule traversant le faisceau
lumineux d’un laser. Les signaux mesurés sont relatifs aux propriétés optiques intrinseques de la
particule et aux propriétés optiques induites par de la fluorescence naturelle ou artificielle des particules.
(63)

Les propriétés optiques intrinseques correspondent aux phénoménes de diffusion lumineuse liés au
volume de la particule (diffusion frontale, Forward Scatter FSC) et a la strucuture interne de la particule
avec la prise en compte de parametres tels que la forme du noyau, la présence de granules cytoplasmiques
et la rugosité de la membrane (diffusion latérale a 90° Side Scatter SSC). Les signaux de diffusion et de
fluorescence €mis par les particules quand elles traversent le faisceau laser sont triés et dirigés vers les
détecteurs a 1’aide de miroirs et de filtres optiques. Le cytomeétre en flux peut étre équipé d’un trieur de
cellules permettant de séparer des populations cellulaires d’un échantillon en fonction de leurs propriétés
fluorescentes. (63)

Ainsi, comme énoncé précédemment, la cytométrie en flux permet de mettre en évidence de fagon
directe une contamination bactériologique des circuits d’eau.(64)

Pour cela, une fois 1’échantillon d’eau prélevé, un marquage est réalisé afin de mettre en évidence les
éventuelles bactéries présentes dans I’échantillon. Le marquage consiste par exemple a utiliser 2
fluorochromes : le SYBR Green II qui rentre dans les cellules et ’iodure de propidium qui ne pénétre
pas les cellules. (65) Ce marquage combiné permet alors de distinguer 2 populations bactériennes, les
viables et non viables ou mortes. (66)

Un des avantages de cette technique est la vitesse d'acquisition des données pour un trés grand nombre
de cellules, ce qui permet d’analyser des sous-populations cellulaires complexes. Néanmoins, la
nécessité d’un échantillon sous forme de suspension restreint les possibilités d’analyses ainsi que
I’éventuelle contamination croisée du systéme lorsque les échantillons sont multiples (suspension
bactérienne versus suspension de cellules sanguines) sont deux inconvénients a relever.

Par ailleurs, la cytométrie en phase solide est semblable a la cytométrie en flux mais avec pour principale
différence la filtration sur membrane de 1’échantillon avant analyse. C’est la surface de cette membrane

qui est analysée par la suite. (66)
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Figure 12 : La cytométrie en flux adaptée de (67) : I’échantillon entre dans le systeme (sample inlet),

les cellules sont individualisées grdce a un liquide de gaine (sheath inlet) et passent devant un laser et

sont détectées grdce a des miroirs, filtres et détecteurs

3. ATP-métrie

L’ATP-métrie (Adénosine Tri-Phosphate) est I'une des méthodes décrites dans le chapitre 5.1.6
« Méthodes alternatives pour le controle de la qualité microbiologique » de la Pharmacopée Européenne
version 11.0 dans le paragraphe 2.1.4 bioluminescence. L’ ATP est la premiére source d’énergie de toute
cellule vivante (68), ainsi cette activité énergétique peut donc étre mesurée grace a cette méthode. Cette
technique de biologie moléculaire est basée sur le principe de bioluminescence. L’ATP en présence d’un
substrat (luciférine) et de I’enzyme (luciférase),(69) déclenche une réaction chimique provoquant cette

bioluminescence alors détectable et quantifiable a I’aide d’un luminomeétre.(70)
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Fioure 13 : Principe de la bioluminescence

Il existe deux types d’ATP, I’ATP libre, libéré par les cellules mortes ou lysées et I’ ATP intracellulaire
présent dans les cellules encore vivantes.

En prenant pour exemple la contamination bactérienne, la mesure de I’ATP intracellulaire indique la
contamination bactérienne en temps réel d’un échantillon d’eau. Pour s’affranchir de ’ATP libre dans
I’échantillon, une étape de filtration permet d’éliminer I’ATP sous forme libre. Les éventuelles bactéries
sont d’abord retenues sur un filtre, puis une étape de lyse est effectuée pour libérer I’ATP intracellulaire.
Ce sont donc les bactéries vivantes qui sont quantifiées. (71) L’avantage de cette technique est que les
bactéries viables non cultivables (VBNC) seront aussi prises en compte (72), ce qui n’est pas le cas lors
du dénombrement classique sur gélose. Néanmoins, des facteurs liés a 1I’échantillon tels que la turbidité

et la couleur peuvent altérer les mesures de bioluminescence.

4. Ultrasons

Les ultrasons sont des ondes sonores de hautes fréquences (> 20 000 Hertz) non perceptibles par
I’oreille humaine. (73) Ils sont couramment utilisés dans d’autres domaines que I’industrie
pharmaceutique : dans I’aéronautique, pour la détection des sous-marins et dans le domaine médical
pour observer des organes comme le ceeur ou encore observer un feetus.(74)

L’échographie est la technique la plus connue qui repose sur 1’utilisation des ultrasons. A 1’aide d’un
émetteur et d’un récepteur, les ondes ultrasoniques émises se propagent dans le milieu et, lorsqu’elles
rencontrent un obstacle, un signal par réflexion est renvoy¢ au récepteur générant une image. Ce signal
est en fonction de la distance et de I’impédance acoustique, ¢’est-a-dire la résistance du milieu au passage
de I’onde. (73) Ces signaux mettent en jeu des propriétés physiques propres aux ondes ultrasoniques

telles que la réflexion, la réfraction, la diffusion et l'atténuation.(75)
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Les images retranscrites sont en noir et blanc et en nuances de gris. La différence subsiste dans la capacité
des milieux et obstacles a laisser passer les ondes. Les zones noires indiquent un passage des ondes, des
milieux liquides par exemple. Les zones blanches quant a elles, indiquent des milieux denses, des
structures bloquant les ondes tels que des os. Enfin, les zones grisées sont des milieux inhomogenes, qui
réfléchissent partiellement les ondes. (78)

Cette méthode est aussi appliquée a la détection des biofilms. En effet, comme il est possible d’obtenir
une transcription des fonds marins, il est possible de détecter les aspérités d’une portion d’un circuit
d’eau. Plus spécifiquement, mesurer I’épaisseur d’un biofilm est réalisable grace a ce systéme de

détection. (76)

A |/ ltrasound beam B

Medium

Refiection o

\
Y]
Y
)\
)

\,_. \

Ulrasound mansducer

rv

= \ y l/"’:’l" .\ﬁ '.']l"— 3
Acoustic \ 7 v
intarface _gmmaadd bl o )\ SN

"- ) ) "P - — Ll ‘ I » :;. 4
Scattering -~ e > A - - : /

‘Seanermg = A s -
/‘/'
Ulrasound mmage -~
Refraction i
Attenuation

Figure 14 : Principe des ultrasons issue de (74)

5. Microscopies

Plusieurs techniques de microscopies permettent la visualisation de la structure et de la composition

microbienne des biofilms pouvant méme aller jusqu’a I’étude de la matrice.(44)

La microscopie confocale a balayage laser permet d’observer des structures €paisses ou en relief.
L’utilisation d’un laser, d’une lentille, d’un sténopé (petit trou faisant office d’objectif photographique),
de miroirs et de photomultiplicateurs permet de réaliser des images de tres faibles profondeurs de champ,

obtenant ainsi une reconstruction tridimensionnelle de ce qui est observé. (77)
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Figure 15 : Principe de la microscopie confocale laser a balayage (78)

En associant la microscopie confocale a balayage laser a la technique FISH (Fluorescence In Situ
Hybridization), il est par exemple possible de visualiser des biofilms sans altérer leur conformation
tridimensionnelle. Cette technique se base sur I’utilisation de sondes a ADN fluorescentes qui
s'hybrident avec des cibles d'acide nucléiques (par exemple, ADN, ARNm, ARNr) a l'intérieur des
cellules ou des tissus.(79)

Pour se faire, 1'échantillon est fixé et perméabilisé pour stabiliser les cellules et faire entrer la sonde
fluorescente a travers les parois cellulaires (étape 1). Ensuite, ’hybridation se fait entre les séquences
d’acides nucléiques cibles et les sondes fluorescentes (étape 2). L’¢limination des sondes en exces est
réalisée par lavage (étape 3). L’analyse de 1I’échantillon est effectuée a 1’aide d’un microscope confocal

a balayage laser pour déterminer la distribution spatiale de la population du biofilm (étape 4).
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Figure 16 : Principe de la méthode FISH issu et adapte de (79) :

la méthode FISH comporte 4 étapes, une étape de perméabilisation/fixation,

puis [’hybridation, le lavage et la visualisation microscopique

La microscopie confocale a balayage laser couplée a la technologie FISH permet ainsi de distinguer
différents types de conformation spatiale des biofilms mais également la multiplicité¢ d’espéces
bactériennes qui s’y trouvent.(79) La Figure 17 montre par exemple trois conformations possibles au
sein d’un biofilm. La premiére conformation (A) renseigne sur un état neutre, c’est-a-dire ou les
microcolonies sont indépendantes. A contrario, la seconde conformation (B) met en évidence un biofilm
avec une co-agrégation bactérienne ce qui montre qu’une coopération bactérienne peut subsister entre
différentes especes bactériennes. La troisieme conformation (C) met en avant un biofilm en plusieurs
couches séparées distinctement, créant alors de la coopérativité mais également de la compétition inter-
especes. Ce qui differe entre la conformation A et C est I’agencement de la matrice, qui permet (A) ou

non (C) I’isolement entre les différentes especes. (79)
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Figure 17 : Difféerentes conformations bactériennes au sein d 'un biofilm d’aprés (79)
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I11. Elimination des biofilms

1. Ozone

L’ozone est composé de 3 molécules d’oxygeéne. C’est un gaz qui, a pression atmosphérique, peut se
dissoudre partiellement dans 1’eau. (80) Sa capacité a étre un fort oxydant, constitue une propriété
intéressante a exploiter pour 1’¢limination des biofilms.(81)(82) En effet, il permet d’oxyder rapidement
les polysaccharides qui représentent le ciment de la matrice du biofilm, limitant ainsi I’adhérence aux
surfaces. De plus, les parois des bactéries seront aussi sensibles a I’oxydation, qui cause la rupture des
parois et donc la mort cellulaire. Dans 1’eau, I’ozone se décompose en radicaux — OH réactifs. (83)

L’ozone est couramment utilisé puisqu’il se décompose en oxygene, un sous-produit non toxique.(84)

2. Peroxyde d’hydrogeéne

Le peroxyde d’hydrogéne, de formule H20», se décompose facilement en oxygene et en eau et ne
génére donc pas non plus de sous-produits toxiques lors de sa décomposition. Cette molécule fortement
oxydante présente des propriétés bactéricides, en produisant des radicaux libres oxygénés. Ces radicaux

réagissent alors les composants cellulaires tels que protéines, lipides et acides nucléiques.(85)

3. Acide peracétique

L’acide peracétique est un liquide qui résulte du mélange d’acide acétique et de peroxyde
d’hydrogene en solution aqueuse. L’acide peracétique est également un oxydant puissant. Dans I’eau, il
se décompose en eau, en oxygene et en dioxyde de carbone. Il n’y a donc pas de production de sous-
produits toxiques. (86)Avec sa qualité d’oxydant par génération de radicaux hydroxyl (87), il est capable

d’oxyder les polysaccharides du biofilm et la membrane des bactéries qui s’y trouvant. (88)

4. Composés chlorés

Les composés chlorés sont également des oxydants puissants. Lorsqu’ils sont en contact de I’eau, il
se forme de 1’acide hypochloreux et des ions hypochlorite. Ces composés constituent du chlore libre,
responsable de I’action désinfectante. (89) En effet, 1’acide hypochloreux cible et détruit certaines
enzymes, comme les essentielles pour la vie et le développement des bactéries.(90) Par exemple, chez
Escherichia coli, I’aldolase est une enzyme nécessaire au métabolisme des glucides et est ciblée par les

produits chlorés. (91)
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5. Ultraviolets (UV)

Les ultraviolets sont des rayons qui proviennent de sources naturelles telles que le soleil, ou de
sources artificielles. Ces rayons s’étendent entre 100 et 400 nm et sont divisés en 3 catégories ; les UVA,
les UVB et les UVC. Ce qui les différencie est leur longueur d’onde et donc leur énergie. Les UVC sont
les plus énergétiques, c¢’est donc ce type de rayon qui est donc utilisé.(92) En effet, les UV causent des
dommages a ’ADN et, en rentrant en contact avec les bactéries, le rayonnement traverse la membrane
pour ensuite attendre I’ADN et causer des dommages. Ces dommages vont ainsi empécher 1’organisme
de se reproduire, par destruction de son matériel génétique. Cette technique permet donc de stopper la
reproduction des micro-organismes. Les UV sont également utilisés pour éliminer les biofilms des
circuits d’eau. Ils sont néanmoins le plus souvent associ€s a une autre technique comme 1’utilisation du
peroxyde d’hydrogene.(93) L’avantage de cette technique est qu’il n’y a pas risques de création de sous-
produits toxiques ou réactifs.(94)

Néanmoins, les biofilms peuvent s’avérer plus résistant aux UV que des bactéries planctoniques. Cela
est di a la structure méme du biofilm et plus particuliérement a la matrice exopolysaccharidique (EPS).
(93) Les différents mécanismes de résistances tels que l'augmentation de la longueur du trajet de
l'irradiation incidente, le piégeage des ROS (Reactive Oxygen Species), les facteurs de protection
absorbant les UV (pigments) et la diffusion de la lumiére causée par des particules sont repris en Figure

18.
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Figure 18 : Meécanismes de résistance du biofilm face aux UV d’apres (93)
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6. M¢éthode enzymatique

Les enzymes sont des protéines présentes dans les cellules. Elles ont pour fonction de faciliter des
réactions chimiques. C’est par exemple le cas d’une enzyme, la N-acetylmuramide glycanohydrolase,
capable d’hydrolyser la matrice polysaccharidique du biofilm. En effet, I’utilisation de cette enzyme
permet de « dissoudre » le biofilm, réduisant son adhérence et permettant son détachement.(95) Ainsi,
les bactéries qui se retrouvent sans cette protection, sont alors plus vulnérables aux désinfectants.
Néanmoins, cette méthode n’a pas d’effet bactéricide (96) et il est donc nécessaire de combiner cette
technique avec une méthode dite conventionnelle a base de désinfectants chimiques pour étre efficace.
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Figure 19 : Action des enzymes sur la matrice du biofilm d’aprés (98) :

les enzymes dégradent la matrice, perturbant la matrice

et permettant ainsi le détachement des bactéries de la surface

7. Perturbation du flux d’eau

Dans un fluide, les particules se déplacent selon une oscillation naturelle. Si une autre oscillation est
introduite dans le systéme, deux possibilités existent. La premiere est que les deux ondes s’annulent,
I’oscillation résultante est alors nulle. La seconde possibilité est que I’oscillation ajoutée vienne
renforcer la premicre augmentant ainsi la solubilité des particules et réduisant ainsi le dépdt, c’est
I’oscillation active.(99) C’est ce que le systéme Merus propose. Il s’agit d’un anneau a placer autour de
la conduite d’eau et qui transmet donc une oscillation active de 1’eau. Ce phénoméne va donc augmenter
la solubilité des particules et des dépots qui seront alors remis en suspension afin d’étre ¢liminés. La

création de biofilms est donc limitée.

38



IV.  Questionnaire : expériences de terrain ; détection et élimination des biofilms

1. Matériel et méthode

A. Objectif

L’objectif principal de ce questionnaire est de recueillir des informations quant a la détection et
I’élimination des biofilms au sein des industries de santé. Ces informations vont permettre de rendre
compte des pratiques réalisées sur le terrain, en fonction des ressources de chaque entreprise telles que

les cotits, les installations, le type de production...

B. Champ d’application

Ce questionnaire est dédié aux industriels de santé au sens large, que ce soit des industries

pharmaceutiques, agro-alimentaires ou encore aux centres hospitaliers.

C. Recueil des réponses

Le recueil des réponses a été effectué via un questionnaire au format Google Forms, entiérement

anonyme a réponses ouvertes. L’extraction s’est faite via un fichier Excel reporté en annexe.

2. Résultats

Le questionnaire est composé de 2 parties, avec 4 questions par partie. La premicre partie est
consacrée a la détection des biofilms et la seconde a I’élimination des biofilms. Le nombre de répondants
est de 12 personnes.

L’analyse des résultats dans cette partie consiste exclusivement a synthétiser les réponses données, a les
contextualiser et a les clarifier. La partie discussion de ce manuscrit est dédiée a 1’interprétation de ces

réponses, en les confrontant avec la bibliographie et avec mon expérience de terrain.

A. Partie 1 : détection des biofilms

Question n°1 : “Comment la détection des biofilms est-elle planifiée (processus ponctuel, régulier,

global et/ou précoce) ? Pourquoi ?”
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Cette question a pour objectif de mettre en évidence si la détection des biofilms est un processus a part
entiere d’une entreprise et ainsi de faire ressortir ou non 1'intérét plus ou moins important des biofilms
au sein des entreprises.

Pour tous les répondants, je constate que la détection directe des biofilms ne fait pas partie d’un processus
planifié. Néanmoins, pour la majorit¢é des répondants, des monitorings de 1’eau sont effectués a
intervalles réguliers ce qui peut mettre en évidence de fagon indirecte une contamination par biofilm.
Ces monitorings incluent la mesure du COT (carbone organique total), le dosage des endotoxines et les
analyses DGAT (Dénombrement des Germes Aérobies Totaux).

De plus, pour certains, une investigation poussée est menée des lors de résultats anormalement élevés et
redondants, ou lorsque des bactéries filmogeénes sont retrouvées.

Ce sont donc ces analyses des eaux qui vont mener ou non a réaliser une investigation sur une éventuelle
contamination des réseaux d’eau par biofilm.

Par ailleurs, pour un répondant, lors d’une intervention sur un circuit d’eau (changement de portions de

tuyaux, de vannes) les anciens éléments sont examinés afin de vérifier ’absence visuelle de biofilm.

Question n°2 : Quelle(s) méthode(s) utilisez-vous actuellement pour détecter ces biofilms ?

Cette question a pour objectif de rendre compte des méthodes utilisées pour détecter les biofilms sur le
terrain.

Je constate que les biofilms ne sont pas détectés de facon directe, mais plutdt de facon indirecte :
« Actuellement on n'a pas de méthode précise pour détecter les biofilms. On les suppose via les résultats
microbiologiques. ». Les méthodes de détection utilisées passent par la mise en évidence de
contamination des circuits d’eau, par prélevement d’eau pour analyse. Les analyses majoritairement
effectuées sont la mesure du COT (carbone organique total), le dosage des endotoxines et 1’analyse
DGAT.

Ces méthodes mettent en évidence une éventuelle contamination indirecte par biofilms du circuit. Pour
s’en assurer, en cas de suspicion de biofilms, une endoscopie du réseau est effectuée en ayant déterminé
au préalable des points de rétention potentiels, ¢’est ce que propose un répondant.

Des préléevements de surfaces et des analyses par microscopie sont ¢galement des méthodes appliquées

pour mettre en évidence de fagon directe un biofilm.
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Question n°3 : A quelle(s) difficulté(s) faites-vous face quant a la détection des biofilms ?

Cette question a pour objectif de faire ressortir les difficultés rencontrées quant a la détection des
biofilms.

Les réseaux d’eau sont des circuits fermés et je constate donc que les difficultés rencontrées par certains
sont le manque de visibilité de I’intérieur du réseau d’eau (observation d’un éventuel biofilm a I'ceil nu)
et ’impossibilit¢ de réaliser des prélévements directs, comme le souligne cette réponse: « Pas
d'observation de l'intérieur du réseau possible donc il est difficile de visualiser le biofilm ou réaliser des
prélevements supplémentaires (écouvillonnage). ».

De plus, localiser le biofilm dans un réseau vaste et complexe représente aussi source de difficultés.
Identifier clairement une contamination par biofilm est également un obstacle puisqu’un biofilm ne
relargue pas de marqueurs en continu ce qui rend I’interprétation moins évidente.

La réalisation d’un prélévement et la visualisation d’un éventuel biofilm sont donc les 2 principales

difficultés rencontrées sur le terrain.

Question n°4 : Qu’envisageriez-vous pour dépasser ces difficultés ou optimiser cette détection

(méthodes alternatives...) ?

Cette question ouverte a pour objectif de mettre en évidence les méthodes alternatives qui peuvent d’ores
et déja exister dans les entreprises pour optimiser la détection des biofilms.

Je constate que pour optimiser la détection des biofilms ou avoir recours a des méthodes alternatives
n’est pas un sujet facile. Certains pensent que la mise en place de capteur a détection continu ou d’utiliser
des méthodes moins conventionnelles telle que la cytométrie en phase solide peut étre une solution. Les
professionnels aimeraient avoir recours a un prestataire plus souvent, pour permettre un contréle plus
régulier avec une expertise spécifique.

Enfin, la prévention de la contamination apparait également comme une méthode, en optimisant le
design du réseau et des équipements pour limiter les points de rétention et en choisissant des matériaux

limitant le risque de croissance microbienne.
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B. Partie 2 : élimination des biofilms

Question n°5 : Comment I'élimination des biofilms est-elle planifiée (processus ponctuel, régulier,

global et/ou précoce) ? Pourquoi ?

Cette question a pour objectif de mettre en évidence si I’élimination des biofilms est un processus a part
entiere d’une entreprise et ainsi de faire ressortir ou non 1'intérét plus ou moins important des biofilms

au sein des entreprises.

Pour tous les répondants, il n’y a pas de planification concernant I’élimination des biofilms. La
prévention est le maitre mot de tous les répondants. Des processus de désinfection sont en place

(ozonation, soude).

Question n°6 : Quelle(s) méthode(s) utilisez-vous actuellement pour éliminer ces biofilms ?

Cette question a pour objectif de rendre compte des méthodes utilisées pour éliminer les biofilms sur le
terrain.

La désinfection est bien entendu la méthode la plus utilisée, il en existe plusieurs. Les méthodes
recueillies sont a la fois des méthodes chimiques (pour la majorité des répondants) et thermiques. Parmi
celles-ci, une désinfection par rayon UV, par ozonation, par chloration, par utilisation de peroxyde
d’hydrogene sont des méthodes proposées. Une autre méthode proposée est la filtration stérilisante a
I’aide de filtres & 0,2 um, qui n’est pas une méthode de désinfection a proprement parler.

Une méthode mise enfin sur le nettoyage plutot que la désinfection : « Nettoyage enzymatique (CIP et

COP) suivi d’un nettoyage avec un produit alcalin puis un produit acide. ».

Question n°7 : A quelle(s) difficulté(s) faites-vous face quant a I’élimination des biofilms ?

Cette question a pour objectif de faire ressortir les difficultés rencontrées quant a 1’élimination des
biofilms sur le terrain et ainsi dimensionner I’ampleur des problémes qu’ils peuvent causer.

Je constate que 1’élimination des biofilms demande du temps et des cofits encore plus conséquents
comme le souligne un répondant : « Activités d'élimination nécessite des temps d'arrét importants de

l'installation, ainsi que des cotits importants. ».
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De plus, d’autres difficultés rencontrées sont la résistance du biofilm quant a la désinfection chimique
ainsi que la récurrence des contaminations (retour a conformité apres traitement mais recontamination
quasi immédiate si I’action n’est pas suffisante et que la détection est non immédiate) ce qui engendre
du temps et des cofits plus importants.

La durée de traitement, 1’éventuelle persistance de résidus et 1’impossibilité d’utiliser une méthode
thermique sont également des problémes cités.

Le fait que les machines qui ne sont pas adaptées pour les nettoyages enzymatiques (non recommandés

par les fabricants d’équipements) apparait également comme une difficulté pour un répondant.

Question n°8 : Qu’envisageriez-vous pour dépasser ces difficultés ou optimiser cette élimination

(méthodes alternatives...) ?

Cette question ouverte a pour objectif de mettre en évidence les méthodes alternatives qui peuvent d’ores
et déja exister dans les entreprises pour optimiser I’élimination des biofilms.

Parmi les réponses, trés peu présentent des solutions ou méthodes alternatives comme le témoignent ces
deux extraits : « Pas de solutions envisagées a ce jour. » ou encore « Aucune idée (si ce n’est qu’on
essaie d’alterner les produits chimiques utilisés pour nos nettoyages) ». Néanmoins, certains répondants
proposent d’optimiser la désinfection avec une méthode de stérilisation par vapeur d’eau chauffée a
121°C, ce qui peut étre un moyen de dépasser les difficultés relatives a 1’élimination des biofilms. Par
ailleurs, le colt d’investissement est trés ¢levé pour mettre cette méthode en place. La réalisation d’une
cartographie des réseaux d’eau et la recherche de produits alternatifs quant a 1’utilisation de produits
chimiques comme la soude qui induit une corrosion et donc une usure prématurée des équipements est

aussi une alternative recueillie.
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V. Discussion

1. Détection des biofilms

Les biofilms ne sont pas détectés au sens strict du terme dans les industries de santé puisque la grande
majorité des méthodes décrites dans ce manuscrit et retrouvées sur le terrain, mettent uniquement en
¢vidence une contamination bactérienne des réseaux d’eau sans forcément une colonisation bactérienne
sous forme de biofilms. Ainsi, les biofilms ne sont pas envisagés en premier lieu lorsqu’une
contamination microbiologique de I’eau est mise en évidence.

En effet, lors d’'une contamination microbiologique de 1’eau, des hypotheses sont émises quant a la
source de cette contamination comme par exemple I’apport d’une contamination exogeéne lors du
prélevement de 1’eau et/ou lors de son analyse. De plus, pour toutes les entreprises interrogées, il n’y pas
de planification dans la détection spécifique de biofilms. De ce fait, c’est seulement lorsque ces
contaminations de 1’eau deviennent récurrentes que des investigations sont menées. C’est a cet instant
que le terme biofilm apparait et ¢’est souvent trop tard, le biofilm est déja installé. Quant a la fréquence
d’apparition des biofilms et des problémes associés, il est difficile de I’évaluer. En effet, la présence de
contaminations microbiennes dans I’eau ne signifie pas forcément présence de biofilms et inversement,
puisque I’absence de contaminations peut tout de méme indiquer la présence de biofilms dans une phase
de non relargage de bactéries.

Ainsi, toutes les recherches menées et récoltées sur le sujet mettent en évidence un réel manque de
visibilité quant a la présence avérée de biofilms dans un circuit d’eau. En effet, il est difficile de les
détecter de facon directe, la majorité des tests sont des tests reflétant une contamination indirecte du
circuit d’eau, qui peut étre transitoire ou installée, comme dans le cas d’un biofilm. Cette difficulté est
principalement liée a I’infrastructure méme des circuits d’eau, qui sont des circuits fermés, opaques et
donc inaccessibles en routine.

Cette détection indirecte est réalisée majoritairement par le contrdle de 1’eau circulant dans les circuits
avec des analyses associées telles que la mesure du carbone organique total (COT), des endotoxines, les
DGAT et la conductivité. C’est 1’association de ces analyses qui est privilégiée sur le terrain. Sa
standardisation, sa simplicité et son faible colit de mise en place expliquent ce choix. Lorsque ces
analyses sortent positives, cela ne signifie pas qu’un biofilm est présent, toute la complexité réside donc
dans la détection avérée de biofilms.

Pour pallier cela, en cas de suspicion de biofilms, une endoscopie du réseau peut tre effectuée en ayant
déterminé au préalable les points critiques de rétention potentiels et c’est ce qui est effectué sur le terrain.
Cette technique permet une visualisation directe d’un éventuel biofilm et ainsi d’effectuer un traitement

en conséquence.
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D’autres méthodes de détection citées en amont dans le manuscrit ne semblent pas correspondre a ce qui
peut étre fait sur le terrain, c’est par exemple le cas de la microscopie. La microscopie dans 1’étude des
biofilms est courante mais orientée sur les biofilms de surfaces accessibles. Pour observer les biofilms
dans un circuit d’eau, un démantelement d’une partie du systéme est a effectuer afin de dégager une
surface interne d’un conduit.

Néanmoins, ces tests ne sont pas suffisants pour se rendre compte de la contamination réelle d’un circuit
d’eau. En effet, certaines bactéries ne se développent pas sur les milieux de culture utilisés, c’est le cas
des VBNC (bactéries viables non cultivables) ce qui sous-estimerait le résultat rendu lors de ’analyse
DGAT. De plus, les résultats sont obtenus plusieurs jours aprés le lancement du test, retardant ainsi
I’utilisation de I’eau. Afin de remédier a cela, certaines méthodes présentées dans ce manuscrit
pourraient étre appliquées pour analyser des prélévements d’eau qui refleéteraient la contamination réelle
comme la cytométrie en flux. Avec cette méthode, les bactéries pourraient €tre comptées en incluant
celles qui ne se développent pas sur les milieux de culture gélosés et ainsi rendre un résultat au plus
proche de la réalité. (62)

Plusieurs semaines peuvent s’avérer nécessaires pour s’assurer de la présence d’un biofilm puisque les
bactéries du biofilm ne sont pas relarguées en continu. Les résultats des analyses d’eau seront donc
conformes puis non conformes par intermittence ce qui rend difficile de statuer sur une décision de
traitement du réseau d’eau. Ainsi, la prévention de I’installation des biofilms au sein de circuits d’eau

est indispensable et c’est ce qui est effectivement fait sur le terrain pour tous les répondants.

2. Elimination des biofilms

Aprées investigations, lorsque la présence de biofilms est fortement probable ou avérée, en fonction
des méthodes de détection utilisées, les tentatives d’élimination de ces derniers sont alors inévitables et
indispensables afin de retrouver une eau de qualité conformes les exigences réglementaires quant a son

utilisation.

Les diverses techniques d’élimination citées et récoltées dans ce manuscrit sont nombreuses, laissant un
large choix aux industriels de choisir celle qui convient le mieux en fonction de leurs ressources. La
multiplicité de techniques permet également de combiner ou d’alterner les techniques en cas d’échec.
En effet, certaines techniques ne sont pas toujours efficaces, les biofilms sont des structures résistantes
tout comme les bactéries qui les composent. Ces dernicres ont la capacité d’une part d’€tre protégées par
la matrice du biofilm et d’autre part, d’acquérir une résistance accrue face aux différents agents

d’élimination.
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De plus, Defficacité de différentes méthodes varie d’une entreprise a I’autre puisque tous les biofilms
sont différents dans leur structure en fonction de leur ancienneté et de leur composition microbienne.

Les techniques d’¢élimination citées dans le manuscrit se retrouvent effectivement sur le terrain avec
I’utilisation de I’ozone, de produits chlorés, des UV et des enzymes. L’utilisation de ces produits est
faite sans y apporter une action mécanique comme cela pourrait étre effectué sur des surfaces
contaminées par des biofilms mais accessibles au nettoyage manuel. Cette absence d’action mécanique
est une difficulté supplémentaire puisqu’elle permettrait de casser la matrice et ainsi laisser pénétrer les
désinfectants au cceur du biofilms pour atteindre les bactéries. Pour se rapprocher de cette action, utiliser
des produits enzymatiques apparait comme une solution envisageable puisque les enzymes sont capables

de dissoudre la matrice des biofilms. (97)

Parallelement, la réduction des colits est également un critére a prendre en compte. En effet, les produits
utilisés sont colteux et la difficulté d’élimination des biofilms entraine une consommation importante
de ces produits. Ainsi, il est nécessaire de mettre 1’accent sur la prévention de la contamination et cela
des I’installation d’un nouveau circuit d’eau lorsque c’est possible. Néanmoins, les solutions
enzymatiques sont plus chéres que les produits chimiques standards ce qui peut étre en frein pour

certaines industries.(100)

A T’heure de la réduction de la pollution environnementale, des produits plus « propres » sont a
envisager. Il faudrait ainsi limiter I'utilisation de produits chimiques tels que la soude ou de produits
chlorés au profit de solutions alternatives telles que I'utilisation des produits enzymatiques, de 1’ozone
ou des rayons UV. De méme, il serait judicieux de limiter les produits corrosifs tels que la soude permet
¢galement de protéger les réseaux contre la corrosion qui se développe au fil du temps et ainsi préserver

les circuits d’eau au fil des années.

Des technologies innovantes sont actuellement en développement contre des infections a biofilms chez
des patients et peuvent étre transposables vers la lutte anti-biofilms dans les industries, comme la
phagothérapie. Cette technique utilise des bactériophages, ce sont des virus naturels retrouvés dans
I’environnement et qui ont la capacité d’infecter des bactéries. (100) Dans la majorité des cas, chaque
bactériophage est spécifique d’une seule espece bactérienne. (101) Les bactériophages injectent leur
ADN et forcent la cellule bactérienne a produire le génome et les structures du bactériophage. Lorsque
les bactériophages sont complets, ils lysent les cellules bactériennes, ce qui signifie que l'infection par
un bactériophage peut donc détruire toute la colonie bactérienne impliquée. (100) C’est donc une

technique d’¢élimination ciblée qui pourrait apparaitre dans les années futures.
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La complexité d’élimination d’un biofilm souligne davantage la nécessité de mettre en place de
nouvelles techniques comme la phagothérapie mais également de souligner 1’'importance de la
prévention contre I’apparition de ces biofilms. Des entretiens préventifs et planifiés des circuits d’eau
peuvent étre prévus, avec par exemple une ozonisation hebdomadaire. Une connaissance technique sur
les fondamentaux de la bactériologie est indispensable afin de comprendre et d’interpréter les différentes
analyses au-dela des valeurs numériques rendues. En effet, une analyse des germes ayant poussé lors
d’un dénombrement permet d’orienter sur la présence d’un biofilm ou non. Ainsi, la connaissance
bactériologique est cruciale dans I’interprétations des diverses analyses effectuées et donc sur la décision

de traitement.

Par ailleurs, le nombre de réponses obtenues ne permet pas de généraliser certaines méthodes, autant
pour la détection que pour I’élimination. Un échantillonnage plus grand permettrait de se rendre de
compte de facon plus juste des pratiques effectuées sur le terrain ainsi que les technologies innovantes

qui peuvent étre mises en place dans certaines industries de fagon indépendante.

Enfin, en tant que future pharmacienne, je pense que tel des médicaments agissant sur des cibles,
I’¢limination des biofilms doit également étre ciblée, que ce soit la matrice et les différents germes
impliqués. De cette facon, agir de fagcon synergique en ciblant la matrice et les bactéries en méme temps
semble étre un bon compromis avec par exemple 1’utilisation d’enzymes pour déstructurer la matrice

puis d’un désinfectant ciblant les bactéries.

3. Implication de ce mémoire pour les pharmaciens

En tant que future pharmacienne je pense qu’il est important de comprendre les enjeux autour de la
question des biofilms. Une compréhension de leur composition et organisation microbienne est
nécessaire afin d’agir en pleine connaissance de cause lorsque cela est requis. Les biofilms colonisent
de nombreux milieux, ils sont un véritable probléme dans de multiples domaines de la santé. Le
pharmacien y est ainsi confronté de fagon plus ou moins directe et peut donc étre amené a prendre des

décisions a ce sujet.

Les biofilms peuvent étre présents dans les circuits d’eau des hopitaux mais aussi sur des surfaces telles
que des cathéters, des sondes urinaires, des endoscopes, des protheses...Ces surfaces sont critiques parce
qu’elles sont en contact direct avec le patient et ainsi représentent des vecteurs lors des infections

associées aux soins.
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Les techniques d’élimination des biofilms sur surfaces différent de celles utilisées dans des circuits d’eau
et cela est dii principalement a la différence de conformation et d’accessibilité des surfaces. Par exemple,
il est possible d’inhiber la premiére étape dans la formation d’un biofilm en ciblant les adhésines

bactériennes empéchant ainsi la fixation bactérienne et le développement de biofilms. (3)

En milieu hospitalier, les biofilms sont un sujet connu et courant, sources d’inquiétudes parfois. Le
service d’hygiene hospitalicre et les pharmaciens hospitaliers associés sont en premicre ligne face a la
lutte contre les biofilms dans I’environnement. Les biofilms sont aussi présents hors des circuits d’eau.
L’eau est retrouvée a plusieurs niveaux dans le milieu hospitalier, dans les zones techniques comme la
laverie, ou les différents matériels sont nettoyés, désinfectés ou stérilisés mais €¢galement dans des zones
plus conventionnelles telles les chambres avec les robinets et des douches. L’eau est donc un vecteur de
contamination important pour les patients, notamment ceux dont le systéme immunitaire est affaibli, les

rendant ainsi plus vulnérables aux infections.

De la méme maniére qu’une résistance aux désinfectants peut exister, une résistance vis-a-vis des
antibiotiques peut se manifester selon la souche considérée. Ce phénomeéne est acquis et se transmet par
exemple par des mécanismes de transfert horizontaux de génes de résistances aux antibiotiques.(102)
Ces modifications génétiques par transferts horizontaux de génes ou par mutations spontanées sont bien
connues pour leur implication dans la résistance aux antibiotiques chez certaines bactéries comme
Staphylococcus aureus.(103) C’est pourquoi les personnels de santé d’attachent le plus souvent a
identifier voir comprendre 1’apparition de ces souches résistantes, afin d’adapter la prise en soin des

patients.

Mon travail suggere que dans I’industrie pharmaceutique, démarche réflexive qui consiste a chercher les
causes de la résistance bactérienne aux désinfectants n’est pas répandue. Une vigilance accrue devrait
pourtant étre apportée vis-a-vis des germes qui se développent dans les circuits d’eau, par la
compréhension des résistances d’origine génétique qui peuvent émerger. Cette démarche permettrait
d’adapter les traitements d’élimination tout en économisant des produits désinfectants, de I’argent et du
temps. En effet, une contamination par biofilms et des résultats microbiologiques positifs different la
mise sur le marché des médicaments. Les pharmaciens industriels sont impliqués a différents niveaux
au sein de I’entreprise, entre la production, le controle qualité et 1’assurance qualité et a ce titre ils ont

un role central pour initier et mener cette démarche réflexive.
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En milieu officinal, les pharmaciens officinaux peuvent également étre concernés de fagon directe par
les biofilms. En effet, des préparations magistrales et officinales sont effectuées dans certaines officines
et impliquent I’utilisation de I’eau. Cette eau peut déja étre conditionnée et donc étre utilisée de fagon a
ce qu’elle respecte tous les critéres attendus pour une certaine qualité d’eau (eau ppi ou eau purifiée).
Lorsque ce n’est pas le cas, elle peut également provenir d’un circuit d’eau et donc nécessiter des
controles. D’aprés les BPP (Bonnes Pratiques de Préparation), les circuits d’eau doivent également
suivre des processus de qualification, controle et maintenance.(104) Ainsi, des probléemes de
contaminations par biofilms ne sont pas exclus. Le pharmacien d’officine n’est peut-€tre pas a méme de
se rendre compte d’une contamination par biofilms.

L’utilisation d’une eau déja conditionnée permet généralement de pallier cet obstacle si la production,
le stockage et la manipulation de cette eau sont appropriés. De facon indirecte, les pharmaciens
officinaux sont concernés par |’invasion de biofilms dans les circuits d’eau des industries
pharmaceutiques. La production d’une eau utilisée en tant qu’adjuvant dans des médicaments ne se situe

qu’au début du processus de commercialisation et de dispensation en officine.

De facon générale, I’eau rentre dans la composition de nombreux médicaments, elle est donc contrdlée
en amont afin d’étre conforme aux spécifications afin de I’incorporer dans un processus de fabrication.
Ainsi, des contaminations des circuits d’eau par des biofilms peuvent donc mettre en péril la production,
pouvant entrainer un arrét complet d’une ligne de production. Cet arrét peut durer plusieurs jours ou
semaines, nécessaire pour effectuer plusieurs cycles de nettoyage/désinfection jusqu’au retour d’une eau

conforme aux spécifications.

Les pharmaciens officinaux font face a de nombreuses ruptures et pénuries de certaines spécialités
médicamenteuses, notamment des antibiotiques et formulations pédiatriques. Ces formulations
pédiatriques sont principalement sous forme de sirop afin de faciliter la prise médicamenteuse des jeunes
enfants. Ce sont des préparations constituées de principes actifs et d’excipients, 1’eau étant un des
excipients majoritaires. Par exemple, la suspension buvable TRILEPTAL® 60mg/ml, un antiépileptique,
contient de 1’eau purifiée dans sa préparation.

De ce fait, il est tout a fait envisageable qu’une contamination des circuits d’eau puisse retarder la

production de ces types de médicaments, étant une cause parmi d’autres de ruptures de médicaments.
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VI.  Conclusion et perspectives

Les biofilms sont bel et bien importants a prendre en compte dans 1’industrie pharmaceutique. En
effet, la détection parfois complexe et souvent de fagon indirecte, rend difficile I’interprétation des
analyses et donc des décisions qui en découlent. L’¢limination des biofilms est également délicate et
chronophage. Ainsi, la prévention de 1’apparition des biofilms apparait donc comme une solution
efficace de lutte contre leur installation dans les circuits d’eau. Cette prévention passe par un point non

négligeable : la qualification des circuits d’eau.

La qualification des circuits d’eau commence des la conception. Des régles de bases sont a respecter
telles que I’absence de bras mort ou d’endroits propices a la stagnation de 1’eau.

Les types de matériaux utilisés lors de la construction d’un nouveau systéme de circuits d’eau sont a
prendre en compte. Les surfaces rugueuses sont proscrites, en effet ce sont des pieges a bactéries rendant
ainsi les traitements d’élimination encore plus ardus. Pour remédier a cela, utiliser de I’inox qualité 316
L (acier renforcé de qualité supéricure, augmentant son caractére inoxydable et plus résistant a la
corrosion) est recommandé. Les soudures faites lors de la construction du systéme doivent étre nettes et
sans aspérités. De plus, effectuer une passivation du circuit d’eau est préconisé, il s’agit d’un procédé de
traitement de surface permettant de former chimiquement une couche protectrice a la surface de 1’acier

inoxydable, apportant donc une meilleure résistance face a la corrosion.

Par ailleurs, la détection en amont de la formation des biofilms est également importante. En effet, des
suivis en continu de la charge bactérienne dans les circuits d’eau permettraient d’alerter le plus tot
possible sur un éventuel biofilm en formation. Des analyseurs de la charge microbienne en temps réel
existent et permettent ainsi d’obtenir un résultat rapidement et d’instaurer des mesures de traitement

adéquates.

D’autre part, ce manuscrit n’aborde pas les autres parameétres qui peuvent influencer la qualité de 1’eau
de fagon directe ou indirecte tels que la mesure du pH, la présence d’ions chlorures, sulfates, aluminium,
ammonium, calcium et magnésium. La corrélation entre divers marqueurs permettant de détecter les
biofilms est en plein essor, avec notamment la recherche de marqueurs spécifiques de mise en évidence
de biofilms autres qu’une contamination bactérienne. Des composants de la matrice tels que les
polysaccharides peuvent étre recherchés, comme les alginates qui sont impliqués dans les biofilms de

Pseudomonas aeruginosa. (105)

50



Parallelement, la résistance des bactéries vis-a-vis de multiples agents d’élimination est une
complication supplémentaire. En effet, la résistance des bactéries envers les désinfectants est semblable
a celle vis-a-vis des antibiotiques rencontrés dans le milieu hospitalier. En somme, 1’antibiorésistance
est un enjeu de santé publique majeur puisqu’elle peut mener a des échecs thérapeutiques chez les
patients. Cette antibiorésistance concerne également les bactéries engendrant des biofilms. En effet,
E.coli est une bactérie impliquée dans les biofilms en milieu hospitalier et sa capacité a se multiplier

rapidement conduit a une acquisition rapide de geénes de résistances vis-a-vis des antibiotiques.(106)

Finalement, la production et I’utilisation d’une eau répondant aux différentes réglementations et
exigences est un enjeu majeur pour les industries pharmaceutiques et cela malgré les divers parametres
qui influencent directement ou indirectement la qualité de I’eau. Les biofilms représentent des obstacles
a la production et a I’utilisation conforme de cette eau. Ils doivent étre considérés a juste titre puisqu’ils

peuvent mettre en péril la production de médicaments.

De ce fait, d’aprés les informations recueillies, par le biais de sources bibliographiques et des
informations terrain, ce manuscrit fait ressortir un manque évident de maitrise des biofilms dans les
circuits d’eau pour les professionnels du secteur. Pourtant, la crainte de contaminations
microbiologiques est un sujet d’importance capitale dans les industries pharmaceutiques. Le manque
d’informations sur le sujet, la méconnaissance de la structure des biofilms, de leur développement et des
impacts sur les diverses activités sont les principales lacunes identifiées.

Mon travail met donc en avant un sujet trés peu abordé dans les industries pharmaceutiques, en
soulignant la nécessité de gérer ces biofilms tant dans les processus de détection que dans les processus
d’élimination. En définitive, une considération plus importante devrait étre apportée vis-a-vis de la
colonisation des biofilms dans les circuits d’eau. Ainsi, un entretien régulier et planifi¢ des réseaux
d’eau, un suivi et une détection précoce des germes circulant dans les réseaux d’eau permettraient
d’anticiper et de limiter la formation de biofilms, source de tant de difficultés. L’essor des nouvelles
technologies pourrait faire émerger de nouveaux appareils capables de détecter de fagon plus sensible et
plus spécifique les contaminations bactériennes et donc d’avoir une longueur d’avance sur la formation

des biofilms.
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VIII. Annexes

Annexe 1 : Résultats du questionnaire

1. Dans votre entreprise, comment la détection des biofilms est-elle planifiée (processus ponctuel,
régulier, global et/ou précoce) ? Pourquoi ?

Nous n'avons pas de planification de détection de biofilms. Lorsque nous intervenons sur des
éléments (changement de vanne, modification de tuyauteries), nous examinons les éléments retirés
pour vérifier 'absence visuelle de biofilm. De plus, nous disposons d'une mesure de TOC en ligne et

en cas de modification, nous faisons des contréles microbiologiques et physico-chimiques pour

monitorer ces points pendant 1 mois.

Pas de planification de la détection. Nous avons un monitoring microbiologique et dosage
endotoxines pour vérifier la qualité EPPI des réseaux d'eau. En cas de résultat anormalement élevé
et redondant, l'investigation pourra se pencher sur la question d'un biofilm éventuel.

Des prélévements hebdomadaire d'eau purifiée sont effectués sur diverse point de soutirage pour
réalisation d'analyse DGAT, germes spécifiques et Physico-chimique. Le niveau de contamination en
DGAT nous indique l'alerte sur I'apparition d'un potentiel biofilm.

Monitoring hebdomadaire, routine. Fréquence de prélévement + LAL (Gram -).

controle quotidien avec analyse de tendance

Ponctuelle et programmée

Aucune planification

Prélévement toute les semaines

Processus régulier, car utilisation d’eau comme ingrédient

ponctuel en cas de suspicion

Réglementairement

Pas de process régulier spécifique a la détection de biofilms. Process de monitorings microbio
réguliers en place sur utilités et équipements. La recherche de biofims sera déclenchée en cas de
détection d'un microorganisme susceptible de créer des biofilms.
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2. Quelle(s) méthode(s) utilisez-vous actuellement pour détecter ces biofilms ?

TOC en ligne + analyse hebdomadaire en laboratoire selon PE

Monitoring microbiologique des points d'eau et dosage endotoxines. Pas d'autre
méthode de détection.

Nous prélevons I'eau purifiée dans des pots stérile pour envoi au laboratoire d'analyse.
Ces prélevements sont effectué manuellement. Une procédure de prélévement des
eaux est disponible pour encadré le processus de prélévement.

Actuellement on n'a pas de méthode précise pour détecter les biofilms. On les suppose
via les résultats microbiologiques.

analyse de tendance principalement avec identification des contaminants

Prélévements d eau

Aucune

Recherche GAVT sur R2A

Suivi de tendances microbiologie sur des volumes d’eau analysés plus importants (ex :
analyse sur 1L) pour identifier les « signaux faibles »

prélevement de surface+ microscopie

Prélévements

En cas de suspicion de biofilm (sur la base du monitoring périodique): endoscopie du
réseau/équipement (en ayant au préalable déterminé les points de rétention potentiels)
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3. A quelle(s) difficulté(s) faites-vous face quant a la détection des biofilms ?

Notre systéme d'eau est ozonisé tous les jours et nous n'avons jamais eu de
problématiques de biofilms.

Le cas ne s'est pas produit a ce jour. Pas d'observation de l'intérieur du réseau possible
donc il est difficile de visualiser le biofilm ou réaliser des prélevements supplémentaires
(écouvillonnage)

Dans le cas ou un seul point de soutirage est non conforme ou dépasse la limite d'alerte en
DGAT alors la difficulté sera de :
- Localiser le biofilm.
- I[dentifier la cause de la contamination (réelle biofilm ou contamination du prélévement par
le préleveur).

Pas forcément reproductible et parfois difficile d'interprétation.

la non constance de la detection - le temps d'incubation de I'analyse

Besoin de plus de points de préléevements et plus fréquents

Elle arrive souvent trop tard

Que le germe repousse apres le repiquage

Les biofilms ne relarguent pas en continu, et peuvent étre bien cachés ce qui fait que I'on
peut passer a c6té avec de I'’ecouvillonnage.

Réalisation prélévement et la présence biofilm

les points de rétention potentiels doivent avoir été identifiés au préalable de I'endoscopie
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4. Qu’envisageriez-vous pour dépasser ces difficultés ou optimiser cette détection
(méthodes alternatives...) ?

Non applicable

Pas de solution envisagées car le cas ne s'est pas produit

Prélevement automatique. Mise en place de capteur a détection continu.

NA

methode cytometrie phase solide / un autre type de prelevement

Prendre un prestataire présent plus souvent

Mettre en place une méthode directe. Via des points de prélévement par écouvillons
par exemple

Rien

Aucune idée ! Mais en routine nous réalisons des nettoyages enzymatiques a
fréquence réguliére, avec analyse de la solution une fois le temps de contact effectué

méthode rapide?

NA

Le design du réseau (et des équipements) doit étre optimisé pour limiter au maximum
les points de rétention potentiels. Choix des matériaux doit aussi limiter le risque de
croissance.
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5. Dans votre entreprise, comment I'élimination des biofilms est-elle planifiée (processus
ponctuel, régulier, global et/ou précoce) ? Pourquoi ?

Pas de processus d'élimination -> ozonisation quotidienne

Prévention de la formation des biofilms par : Un planning de maintenance est en place
(désinfection des circuits, vérifications des parametres,...) + action corrective en cas de
redondance de non conformités

Annuellement et lors d'intervention sur la station nécessitant une désinfection de la cuve de
stockage et de la boucle de distribution.

Désinfection de la boucle. Processus ponctuel si biofilm + en préventif (mensuel)

ponctuelle (entreprise peu reactive)

Régulier surveillance minimale

En action suite a non conformité

Désinfection du point non conforme

Plan de nettoyage enzymatique avec frequentiel défini
nettoyage
En fonction des résultats

Préventivement :
pour la boucle d'eau, ozonification du circuit de distribution en routine, qui permet de prévenir
la formation de biofilms.
Sanitisation hebdomadaire a la soude.
Passivation a une fréquence maximale de 10 ans (avant en cas de constat de dégradation du
réseau)
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6. Quelle(s) méthode(s) utilisez-vous actuellement pour éliminer ces biofilms ?

Non applicable

Pas de méthode d'élimination en place

Désinfection a I'aide d'un désinfectant : 1x/an lors de la maintenance annuelle de la station.
Désinfection a I'UV : Les UV détruisent les bactéries et micro-organismes qui résident dans
I'eau grace a leur longueur d'onde. Cette lampe UV installée juste aprés la cuve de stockage
et avant la distribution dans la boucle permet d'éliminer les micro-organismes c'est une
méthode de désinfection qui n'utilise pas de produit chimique. *

Microfiltration de I'eau du retour de la boucle a I'aide d'un filtre 0.2 micron (=filtre stérilisant)
Prévention de la création de biofilm :

- Conception limitant les bras mort
- L'eau de la boucle est en mouvement, la cuve est purgée toute les 20 minutes si aucune
demande de soutirage n'a été demandé. L'eau ne stagne pas méme lorsque que la station
n'est pas utilisée.

Ozonisation

deconta chimique

Désinfection thermique ou avec chlore

Chimique

Désinfection au P3cosades

Nettoyage enzymatique (CIP et COP) suivi d’'un nettoyage avec un produit alcalin puis un
produit acide.

nettoyage pour éviter leur formation

Suivre les procédures

En cas de constat de présence de biofilms: sanitisation a la soude et H202/passivation,
remplacement de conduits a risque
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7. A quelle(s) difficulté(s) faites-vous face quant a I’élimination des biofilms ?

Pas de biofilms

Le cas ne s'est pas produit.

résistance du biofilm quant a la désinfection chimique

En fonction de I'avancée du biofilm, on peut avoir une résistance.

le retour a conformité immediat apres action mais reconta quasi immediate si action non
suffisante avec une detection non immediate

Impossibilité d utiliser le thermique et trop de batiments difficiles

Durée de traitement, résidus

Aucune

Machines non adaptées pour les nettoyages enzymatiques, refus des fabricants de machine
d’utiliser cette technologie

Que cela recommence

Activités d'élimination nécessite des temps d'arrétimportants de l'installation, ainsi que des
colts importants.
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8. Qu’envisageriez-vous pour dépasser ces difficultés ou optimiser cette élimination (méthodes
alternatives...) ?

Non applicable

Pas de solution envisagées a ce jour.

Optimisation de la désinfection :
- Méthode Stérilisation vapeur d'eau surchauffée a 121 °C cependant colt d'investissement
trés éleve.

NA

on cherche encore

Une cartographie compléte

Empécher I'apparition

Rien

Aucune idée (si ce n’est qu’on essaie d’alterner les produits chimiques utilisés pour nos
nettoyages)

Uv

Recherche d'alternatives a la soude comme moyen de nettoyage (en limitant les risques de
corrosion de I'équipement).

67



Nom : Joerg Prénom : Soléne

Née le 21 aotit 1998 a Strasbourg (67)

DETECTION ET ELIMINATION DES BIOFILMS DANS LES INDUSTRIES
PHARMACEUTIQUES : FOCUS SUR LES CIRCUITS D’EAU

Date et lieu de la soutenance : 28 novembre 2023 a la Faculté de Pharmacie de Strasbourg

N° ordre :

RESUME :

Au sein des industries pharmaceutiques et des établissements de santé, 1’eau peut étre utilisée en tant
que matiere premiere, excipient, ou encore dans les processus de nettoyage et de de stérilisation. Dans
les systémes clos comme les circuits d’eau, toutes sortes de contaminations microbiologiques peuvent
se produire et s’aggraver avec l’invasion de ces réseaux par des biofilms. A travers une étude
bibliographique et une enquéte de terrain, ce manuscrit montre I’importance de la planification dans la
détection et 1’élimination de ces biofilms. Mon travail met aussi en évidence le role central du

pharmacien pour initier et conduire cette démarche.

ABSTRACT :

Within pharmaceutical industries and healthcare facilities, water can be used as a raw material, an
excipient, or in cleaning and sterilization processes. Inside closed systems like water circuits, all kinds
of microbiological contamination may occur and get worse with biofilm invasion of that tubing network.
Through a bibliographic study and a field survey, this manuscript shows the significance of planning the
detection and the elimination of these biofilms. My work highlights the central role of the pharmacist to

initiate and manage such process.

MOTS — CLES :

Circuits d’eau, biofilms, bactéries, industrie pharmaceutique, contamination, détection, ¢limination

Nom du Directeur de Theése : Dr. Patrice RASSAM

68



