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ABSTRAIT

Objectifs:En hygiène hospitalière, on ne sait toujours pas dans quelle mesure la contamination de surface

pourrait représenter un réservoir potentiel d'agents pathogènes nosocomiaux. Cette étude examine la

effets des différentes stratégies d'assainissement sur les structures microbiennes et l'environnement

équilibre du microbiome environnemental en milieu clinique.

Méthodes :Trois régimes de nettoyage (désinfectants, détergents et probiotiques) ont été appliqués

ensuite dans 9 chambres de patients indépendantes dans un service de neurologie (Charité, Berlin).

Les procédures d'échantillonnage hebdomadaires comprenaient 3 sites environnementaux différents : sol, poignée de porte et

couler. Caractérisation du microbiote environnemental et détection de la résistance aux antibiotiques

gènes (ARG) ont été réalisées parARNr 16Sséquençage et tests multiplex Taq-Man qPCR,

respectivement.

Résultats:Nos résultats ont montré un déplacement du microbiote environnemental intrinsèque après

assainissement probiotique, qui a atteint une signification statistique dans les échantillons d'évier (médiane 16S-

copies d'ARNr = 138,3 ; IQR : 24,38-379,5) par rapport aux mesures de désinfection traditionnelles

(Copies médianes d'ARNr 16S = 1343 ; IQR : 330,9-9479 ; p<0,05). Cet effet était concomitant

avec une augmentation significative des métriques de diversité alpha à la fois dans le plancher (p<0,001) et dans le

couler des échantillons (p<0,01) au cours de la stratégie probiotique. Nous n'avons pas observé d'assainissement-

changement dépendant de l'abondance relative des agents pathogènes sur tout site testé, mais un

réduction du nombre total d'ARG dans les échantillons d'évier lors du nettoyage probiotique (moyenne

ARGs/échantillon : 0,095 ± 0,067) par rapport à la stratégie de désinfection (moyenne

ARG/échantillon : 0,386 ± 0,116 ; p<0,01).

Conclusion :Les données présentées dans cette étude suggèrent la désinfection probiotique comme

stratégie intéressante dans la gestion de l'hygiène hospitalière à approfondir et à valider dans

études cliniques randomisées.
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INTRODUCTION

Les infections nosocomiales (IAS) restent l'un des principaux défis des soins de santé

dans le monde (1). En Europe, une incidence annuelle de 3 millions d'IAS conduit à plus de décès dans les

hôpitaux de soins que toutes les autres maladies infectieuses sous surveillance au niveau européen (1, 2).

Ce problème est encore aggravé par la montée de la multirésistance aux médicaments nosocomiaux.

pathogènes, tels que les multirésistantsStaphylococcus aureus(SARM) (2). Une médiane annuelle

Le fardeau de plus de 148 000 MRSA-HAI dans l'UE/EEE entraîne plus de 7 000 décès chaque année (2).

La contamination de l'environnement hospitalier est une question très débattue en hygiène hospitalière, car elle

reste à déterminer dans quelle mesure différentes surfaces pourraient représenter un réservoir potentiel pour

pathogènes cliniquement pertinents et constituent une source potentielle de transmission des IAS (3-

8). Ainsi, les programmes d'assainissement de l'environnement clinique sont surveillés comme des étapes essentielles

pour la prévention et le contrôle des infections hospitalières (9). Cependant, les désinfectants traditionnels

ont montré plusieurs limites majeures. D'un côté, ils ne sont pas efficaces contre

recontamination de la surface nettoyée, c'est-à-dire que la désinfection est très limitée dans le temps. Tel

des phénomènes de recontamination ont été rapportés dès les 30 premières minutes après

désinfection (10). D'autre part, les désinfectants peuvent conduire à la sélection de produits résistants.

souches bactériennes, non seulement contre le désinfectant lui-même (11), mais aussi contre diverses

agents antimicrobiens (11-13). Ces limites se traduisent par une persistance de la contamination

au fil du temps avec une augmentation concomitante des microbes résistants dans l'environnement clinique. Dans

De plus, les désinfectants ont un effet dangereux sur l'environnement (14).

Ces dernières années, la « santé » des surfaces hospitalières a été repensée, portée par l'urgence

besoin d'une solution efficace et durable pour l'assainissement des hôpitaux. Un nouveau concept de

la santé des surfaces repose sur l'hypothèse que le remplacement des bactéries par des
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les microbes pourraient être plus efficaces pour le contrôle des agents pathogènes que les mesures de désinfection

(15, 16). Ainsi, une approche d'assainissement basée sur des détergents éco-durables avec des probiotiques

Bacillespores a été récemment étudié pour son application potentielle aux soins de santé-

surfaces connexes (7). Les premières études ont rapporté une amélioration significative de l'agent pathogène

contrôle sur les surfaces par rapport aux mesures de désinfection traditionnelles (17, 18). En outre,

la désinfection probiotique s'est avérée sans danger pour les patients (19) et n'a pas

sélectionner des souches bactériennes résistantes (7). Une étude interventionnelle multicentrique pourrait encore

suggèrent l'efficacité clinique de cette approche, car l'utilisation de la désinfection probiotique

traduit par une diminution significative des infections nosocomiales (8).

Bien que les bénéfices de ces stratégies probiotiques aient été démontrés, il n'est pas encore clair

dans quelle mesure l'inoculation massive d'espèces bactériennes particulières affecte la

structures et l'équilibre écologique de l'environnement. De plus, la composition du

microbiome environnemental sur différentes stratégies d'assainissement n'a pas été étudié dans

le cadre clinique. La plupart des études microbiologiques sur les stratégies de contrôle des infections ont

reposent sur des méthodes dépendantes de la culture, qui ne sont pas capables de couvrir toute la diversité des

microbiote environnemental (20). Dans cette étude, nous avons utiliséARNr 16Sséquençage des gènes

approches pour caractériser le microbiote bactérien sur différentes surfaces de l'hôpital

environnement. Les données longitudinales ont ensuite été soumises à des comparaisons complètes

entre différentes stratégies d'assainissement (désinfectants, détergents et probiotiques) pour mesurer

leur effet potentiel sur les structures de la communauté microbienne et sur l'incidence de

déterminants de la résistance aux antibiotiques dans le microbiome hospitalier.
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MÉTHODES

Conception de l'étude et collecte d'échantillons

Cette étude a été conçue pour étudier l'impact de trois protocoles de désinfection différents sur

le microbiome environnemental d'un service de neurologie à la Charité – Universitätsmedizin

Berlin. Les régimes de nettoyage suivants ont été appliqués par la suite pendant des périodes de 3 mois

chacun : désinfectants, détergents et probiotiques (les détails sont présentés dans Suppl. Fig. S1). Le

les surfaces ont été nettoyées quotidiennement avec des produits spécifiques : Incidin Pro 0,5% (ECOLAB) pour

désinfection; Brial Top 0,5% (ECOLAB) comme détergent ; etBacilles-contenant des détergents 0,5%

(CHRISAL) en tant que probiotiques (voir suppl. Tableau S1 pour les détails de la souche). L'échantillonnage microbien a été

effectué une fois par semaine dans 9 chambres de patients indépendantes et inclus 3 différents

sites environnementaux et matériaux de surface : sol (linoléum), poignée de porte (acier) et évier

(céramique). L'échantillonnage du matériel patient comprenait des écouvillons nasaux et rectaux. Tous les patients ont donné

consentement éclairé écrit conformément à la Déclaration d'Helsinki et à l'éthique locale

commission (Ethikausschuss Campus Charité – Mitte ; agrément EA1/387/16).

Extraction d'ADN etARNr 16Squantification des gènes

L'ADN de tous les échantillons a été extrait avec le kit innuPrep Bacteria DNA + Lysis Booster

(Analytik Jena, Allemagne) en suivant les instructions du fabricant. Cet ADN validé

la méthode d'extraction (21) sans procédures de lyse mécanique a été choisie afin de

minimiser l'impact de l'extrinsèqueBacillesspores contenues dans les produits probiotiques (voir

suppl. figure S2). De cette façon, le microbiome environnemental "intrinsèque" pourrait être caractérisé en

de manière comparable entre les trois protocoles de désinfection. La biomasse bactérienne dans le
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échantillons a été mesuré par quantification de laARNr 16Scopies de gènes à l'aide d'une approche qPCR

comme décrit ailleurs (21). Des méthodes détaillées peuvent être trouvées dans le matériel supplémentaire.

ARNr 16Sséquençage d'amplicon de gène

La construction de la bibliothèque et le séquençage ont été effectués comme décrit ailleurs (21, 22, 23).

Les fichiers Fastq résultants ont été démultiplexés avec les scripts QIIME v1.9.1 (24) et filtrés pour le

élimination des contaminants potentiels comme décrit ailleurs (21, 25). Affectation taxonomique

a été réalisée à l'aide de la base de données SILVA REF NR 99 (version 132) (26). Cooccurrence

des analyses de réseau pour mesurer les interactions non aléatoires entre les bactéries ont été réalisées

avec le logiciel SparCC v.0.1.0 (27). Le statut de pathogénicité de la bactérie a été défini dans

conformément à leur référence dans les bases de données KEGG Pathogens et ISID (voir aussi suppl.

Tableau S2). Les ensembles de données générés pour cette étude sont disponibles dans la base de données SRA sous le nom

numéro d'accès : PRJNA774945 [https://www.ncbi.nlm.nih.gov/sra/PRJNA774945].

Détection du gène de résistance aux antibiotiques (ARG)

La présence de 12 ARG (tableau suppl. S3) conférant une résistance aux bêta-lactamines, aux quinolones

ou polymyxines a été analysée tout au long de l'étude. Déterminants suivants

ont été adressés :blaKPC, blaNDM, blaOXA48, blaVIM, blaCMY, blAGES, blaSHV, blaTEM,

blaCTX-M1, qnrB1, mcr1etmecA. Pour leur détection, des tests Taq-Man multiplex personnalisés

ont été réalisées comme décrit précédemment (21).

Statistiques

Toutes les analyses comparatives (tests ANOVA, Permanova et Kruskal-Wallis) entre la désinfection

les protocoles ciblaient uniquement les 7 dernières semaines de chaque régime de nettoyage afin de permettre au

microbiote pour s'adapter aux différents produits d'assainissement pendant les 6 premières semaines après
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changement de régime. Cette période a été choisie sur la base d'observations antérieures de

dynamique du microbiote environnemental (21). Des analyses statistiques et des présentations graphiques ont été

réalisée à l'aide de GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Software, États-Unis). Tests statistiques et paramétrages

sont détaillés dans le matériel supplémentaire.

RÉSULTATS

Impact des protocoles d'assainissement de surface sur les structures de la communauté bactérienne

La charge bactérienne a été quantifiée sur les différents sites environnementaux à l'aide deARNr 16SqPCR.

En accord avec nos découvertes précédentes (21), les échantillons d'évier ont montré le taux bactérien le plus élevé

charge, suivi de la poignée de porte. La biomasse la plus faible a été détectée au sol (Suppl. Fig.

S3). Lorsque la biomasse bactérienne a été comparée entre différents régimes de nettoyage, une légère

une diminution du microbiote intrinsèque a été observée après des mesures d'assainissement probiotiques (voir

suppl. Tableau S4). Cet effet était le plus prononcé dans les échantillons d'éviers nettoyés avec des probiotiques

(Copies médianes d'ARNr 16S = 138,3 ; IQR : 24,38-379,5), atteignant une signification statistique lorsque

par rapport aux puits lors de la désinfection traditionnelle (copies médianes d'ARNr 16S = 1343 ; IQR :

330.9-9479 ; p<0,05 ; figure 1A). Dans une étape suivante, nous avons analysé si la dépendance à l'assainissement

la variabilité de la biomasse était associée à des changements structurels des communautés microbiennes. Le

l'analyse au niveau de la classe n'a révélé qu'une variation limitée de la composition de la communauté

les semaines et les blocs de régime de lavage. En général, les structures communautaires étaient très

spécifique au site et cohérent dans le temps (Fig. 1B). Le sol était dominé parMoraxellacée,

les échantillons de poignée de porte parEntérobactériesetStaphylococcie, et l'évier par

StreptococaccéesetVeillonellacées(figure 1B). Cependant, l'analyse de la diversité alpha

ont révélé des différences significatives dans les indices de Shannon associés à la communauté entre

différentes stratégies de désinfection. Le protocole de désinfection a conduit aux valeurs de diversité les plus faibles
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du microbiote environnemental sur les trois sites testés. La stratégie probiotique a montré

la plus grande diversité au sol et dans l'évier, qui a été considérablement augmentée en comparaison

à la stratégie de désinfection (p<0,005 et p<0,01, respectivement ; Fig. 2A). A la poignée de porte,

les protocoles probiotiques et détergents ont montré une diversité accrue, bien que seulement

ce dernier a atteint une signification statistique par rapport à la désinfection conventionnelle

mesures (p<0,05 ; Fig. 2A). Les différences observées ont été confirmées par les résultats

obtenu après des comparaisons par paires des métriques de diversité bêta dans un espace PCoA (Fig. 2B).

Les analyses Permanova ont révélé des différences dans la distribution PCoA entre la désinfection

stratégies, en particulier entre les échantillons traités au désinfectant et les échantillons traités aux probiotiques, comme indiqué

par une ségrégation importante sur les trois surfaces testées (Permanova ; p<0,001 pour le sol et

poignée de porte, p<0,01 pour les échantillons de lavabo). En revanche, les échantillons des patients qui

occupées les chambres testées n'ont pas montré de stratification significative entre les différentes

régimes de nettoyage (Suppl. Fig. S4). Ainsi, les métriques de diversité alpha et bêta suggèrent une

impact significatif du protocole de désinfection sur les structures de la communauté bactérienne dans le

milieu hospitalier. Afin d'aborder spécifiquement ces différences, des analyses plus poussées à

niveau taxonomique inférieur ont été réalisées.

Effet sélectif des stratégies d'assainissement sur des taxons bactériens spécifiques

Au niveau du genre, les taxons les plus représentatifs sur chaque type de surface n'ont pas changé de

abondance relative de manière significative dans différentes stratégies de désinfection (Fig. 3A).

Le test de Kruskal-Wallis a ensuite été appliqué sur les données d'abondance relative pour détecter ces taxons

avec des différences significatives entre les régimes de nettoyage (suppl. Tableau S5). Le top significativement

les taxons modifiés sont illustrés à la figure 3B. Ceux-ci comprenaient, entre autres, une abondance réduite

dePseudomonassur toutes les surfaces testées lors du nettoyage probiotique, et une augmentation de
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Anaérocoquesobservé dans des échantillons de poignées de porte et d'évier au cours de la même stratégie de désinfection

(Fig. 3B). Dans l'ensemble, il y avait une quantité très limitée de taxons montrant des changements significatifs

entre les régimes de nettoyage. De plus, les structures globales de la communauté bactérienne n'ont pas

changer considérablement d'une stratégie d'assainissement à l'autre, tel que mesuré par les analyses de réseau et

leurs coefficients de regroupement et indices de modularité associés (Suppl. Fig. S5).

Pour déterminer si l'abondance relative d'agents pathogènes spécifiques a changé

différentes stratégies de désinfection, les données de séquençage ont été analysées à l'aide de la sous-classification

option genre implémentée dans la base de données SILVA. Seuls 3 agents pathogènes fréquents (présents dans

plus de 20 % des échantillons) ont pu être identifiés dans les données de séquençage au niveau de l'espèce :

Staphylococcus aureus,Enterococcus faecalisetEscherichia coli. Cependant, nous ne pouvions

détecter tout changement significatif de leur abondance relative entre les différents nettoyages

régimes (Suppl. Fig. S6).

Influence des régimes de nettoyage sur la diffusion de l'ARG

Conformément à notre étude précédente (21), les quantités les plus élevées de résistance aux antibiotiques

des déterminants ont été détectés dans les échantillons de sol. Cette observation était constante dans tous

9 chambres testées (Suppl. Fig. S7). Au total, 9 des ARG ont été détectés dans l'un des échantillons

testé. Parmi ces ARG,mecAa été omniprésent sur toutes les surfaces. D'autres ARG étaient

principalement détecté sur un type de surface spécifique, tel queblaVIMetblaNDMau sol et

blaCMYdans les échantillons d'évier (Fig 4A). Lorsque l'occurrence ARG a été comparée entre

différents régimes de désinfection, une réduction significative du nombre d'ARG a été observée dans le

couler les échantillons pendant les probiotiques (ARG moyens/échantillon : 0,095 ± 0,067) et les détergents (moyenne

ARG/échantillon : 0,127 ± 0,037) stratégies de désinfection par rapport à la désinfection

stratégie (ARG moyens/échantillon : 0,386 ± 0,116 ; p<0,01 ; Fig. 4B). C'était particulièrement frappant
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pendant le protocole probiotique, car 7 des 9 chambres analysées n'ont montré la présence d'aucun

de l'ARG testé pendant cette fenêtre de désinfection particulière. Lorsque chaque ARG spécifique

l'incidence a été analysée indépendamment, des différences significatives entre les régimes de nettoyage

n'ont été détectés que pourmecA(Suppl. figure S8). Par rapport à la désinfection conventionnelle

mesures, l'approche probiotique a permis de réduiremecAsur toutes les surfaces, atteignant

signification statistique sur les échantillons de puits (Fig. 4C). Tel que mesuré par des prélèvements rectaux et nasaux,

la réduction dépendante du nettoyage probiotique des ARG dans l'environnement n'était que partiellement

détecté dans des échantillons de patients et n'a pas atteint une signification statistique entre la désinfection

protocoles (Suppl. Fig. S9).

DISCUSSION

Cette étude caractérise de manière exhaustive les changements de composition du microbiome dans

l'environnement clinique selon différents protocoles de désinfection. Dans l'ensemble, le microbien

les structures communautaires du milieu hospitalier ont été stables pendant toute la durée de l'étude,

les taxons les plus représentatifs de chaque type de surface sont restés inchangés à travers les différents

protocoles de désinfection. Seuls les genres mineurs ont modifié leur abondance relative entre

différents régimes de nettoyage, et ceux-ci n'incluaient aucun des trois plus abondants

pathogènes détectés dans cette étude. Cependant, nos résultats ont montré que la stratégie probiotique

conduit à un déplacement de la biomasse absolue du microbiote intrinsèque et à une

augmentation de ses métriques de diversité alpha. Ces effets ont atteint une signification statistique dans la

évier des échantillons des pièces testées. De plus, nos données ont montré une réduction significative de la

nombre total d'ARG dans les échantillons d'évier pendant le nettoyage probiotique par rapport à

stratégies de désinfection traditionnelles. En particulier lemecAla prévalence pourrait être significative

réduite lors de l'application de protocoles de nettoyage probiotiques.
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Le concept d'utilisation de micro-organismes non pathogènes pour contrecarrer la croissance d'autres

une espèce bactérienne a été introduite il y a plus de dix ans et baptisée « biocontrôle » (28). Tandis que

l'efficacité des probiotiques chez les patients gravement malades n'est pas concluante (29), son application à l'eau

systèmes (30) ou des fermes d'élevage (31) ont été signalés comme réussis. Ces dernières années, plusieurs

"in vitro"et des études interventionnelles ont suggéré son application en milieu hospitalier

comme alternative prometteuse aux mesures de désinfection (8, 18), et a signalé son utilisation comme sans danger pour le

malades (19). Cependant, l'impact de telles mesures de lutte biologique sur les structures microbiennes

et l'équilibre écologique de l'environnement hospitalier n'avait pas encore été analysé jusqu'à présent.

Nos résultats sur le déplacement médié par les probiotiques du microbiote environnemental intrinsèque

parEspèces de Bacillus. sont conformes aux mécanistesin vitroétudes montrant une réduction sélective de

taxons spécifiques basés sur le principe d'exclusion compétitive (18, 32). En conséquence d'un tel

déplacement, la quantité absolue de taxons bactériens spécifiques, y compris les agents pathogènes potentiels,

pourraient être réduites et remplacées par des bactéries non pathogènes. Alors que l'intrinsèque absolu

biomasse microbienne est diminuée, notre étude montre que la structure de la communauté et la

les abondances relatives de ses membres restent pour la plupart inchangées. Par ailleurs, la communauté

la condition physique n'a pas changé de manière significative selon les différentes stratégies de nettoyage, comme l'a évalué

analyses de réseau. On pourrait supposer cependant que l'augmentation de la biodiversité sur

le nettoyage probiotique pourrait se traduire par une meilleure résilience de l'environnement

écosystèmes (33).

Parmi les taxons qui ont montré une variation significative entre les régimes de nettoyage,Pseudomonas

etAnaérocoqueétaient les genres les plus abondants. En général,Anaérocoquessont principalement

commensaux du microbiome humain (34), tandis que le genrePseudomonascomprend plusieurs

espèces pathogènes et opportunistes (35). Fait intéressant, lorsque l'on compare différents
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fenêtres de désinfection,Anaérocoquea montré la présence la plus élevée lors du nettoyage probiotique,

pendant quePseudomonasétait le plus important lors de la désinfection. Cela pourrait être associé à

la capacité déclarée deEspèces de Pseudomonas. s'adapter et développer une résistance à diverses

désinfectants (36, 37). Cependant, dans cette étude, nous n'avons pas détecté de désinfection significative.

augmentation dépendante des abondances relatives d'agents pathogènes lors du dépistage des données de séquençage à

niveau des espèces. Fait intéressant, la recherche de déterminants spécifiques de la résistance aux antibiotiques a permis

l'identification de lamecAgène aussi significativement réduit dans l'environnement clinique après

traitement probiotique. Ce gène est responsable de la résistance à la méthicilline et largement

diffusé dansS. aureuspopulations (38). La réduction demecApeut être partiellement

expliqué par le principe d'exclusion compétitive déclenché par les probiotiques, car

la réduction de la biomasse dans les échantillons de puits pourrait également se traduire par une diminution du totalS

aureuscompte et donc en corrélation avec la réductionmecAdétection dans ces échantillons.

Notre étude présente certaines limites, notamment l'incapacité de faire la distinction entre le vivant et

bactéries mortelles et une quantité limitée d'ARG qui ont été testés. De plus, les données ont été

générées à partir d'un service d'un seul centre de santé.

Les données présentées dans cette étude suggèrent la désinfection probiotique comme stratégie intéressante dans

gestion de l'hygiène hospitalière et devrait être analysée plus en détail dans des études multicentriques plus vastes.

De plus, des études cliniques randomisées avec comme point final les infections nosocomiales sont

nécessaires pour valider davantage l'impact de nos observations.
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LÉGENDES DES FIGURES

Figure 1.- Analyse quantitative et compositionnelle des communautés bactériennes du sol, de la poignée de 
porte et de l'évier lors de différentes stratégies d'assainissement.A) Analyse quantitative de la biomasse 
bactérienne à travers différents régimes de nettoyage (DIS=désinfectants ; DET=détergents ; PRO=probiotiques). 
Montrés sont lesARNr 16Scopies de gènes dans chaque échantillon (médiane ± IQR ;
*p<0,05). B) Résumé taxonomique des changements de composition de chaque site environnemental après 
différents protocoles d'assainissement. L'abondance relative des principaux taxons effondrés (>0,5 %) au niveau 
de la famille est indiquée pour chaque semaine.

Figure 2.- Métriques de diversité du microbiote environnemental selon différentes stratégies 
d'assainissement.A) Alpha-diversité de chaque site environnemental après différentes stratégies 
d'assainissement. L'indice de Shannon est illustré (Moyenne ± SEM, *p<0,05 ; **p<0,01 ; ***p<0,001, 
ANOVA). B) Analyse des coordonnées principales de la diversité bêta à l'aide de distances Unifrac 
pondérées. Sont présentées des comparaisons par paires entre différentes stratégies de désinfection. 
La signification statistique a été calculée par Permanova (*p<0,05 ; **p<0,01 ; ***p<0,01).

Figure 3.- Abondance relative de taxons bactériens spécifiques après différentes stratégies de désinfection.
A) L'abondance relative change avec le temps des genres les plus abondants. La taille des bulles représente 
l'abondance proportionnelle dans différentes stratégies de désinfection. B) La dynamique de l'abondance relative 
des taxons supérieurs a considérablement changé (au niveau du genre, avec une abondance relative> 0, 5%) dans 
les différents régimes de nettoyage.

Figure 4.- Détection d'ARG en milieu hospitalier après différents protocoles de désinfection.
A) Diagramme à barres illustrant l'expression ARG dans tous les échantillons environnementaux analysés. Les 
barres représentent le pourcentage d'échantillons avec une détection ARG positive. B) détection ARG à travers 
différentes stratégies de désinfection. Les nombres moyens d'ARG détectés dans chacune des 9 pièces analysées 
au cours des différentes fenêtres de désinfection sont indiqués. C) Graphique illustrant le pourcentage de positifs
mecAéchantillons détectés lors de chaque régime de nettoyage sur chaque site environnemental.
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