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Introduction Générale

La croissance des microorganismes est classiquement décrite selon 2 modalités :
des cellules isolées indépendantes ou des agrégats sessiles. Le premier mode de vie,
mieux connu correspond au mode planctonique, le second au biofilm, ou les
microorganismes se développent en micro-colonies adhérentes les unes aux autres et sur
une surface solide (BELLIFA, 2014).

Les microorganismes organisés en biofilms vont présenter des propriétés
particulieres en termes d’expressions de génes, de persistance et de tolérance aux facteurs
déléteres.

Le plus souvent inoffensifs, les biofilms jouent un réle écologique capital et
contribuent trés largement au bon fonctionnement de la plupart des écosystéemes par la
production et la dégradation de la matiére organique, le recyclage de I’azote, du soufre et
de nombreux métaux (ROUX et GHIGO, 2006). Dans I’industrie, les biofilms sont de
plus en plus utilisés dans la biotechnologie en raison des nombreux avantages qu’ils
présentent car ils interviennent dans de nombreux procédés dans 1’industrie agro-
alimentaire, comme : la production de vinaigre sur copeaux de bois, la production de
divers alcools, acides et polysaccharides utilisés en industries agroalimentaires (PAROT,
2007). Certaines bactéries au sein d'un biofilm peuvent aussi secréter des biosurfactants,
des polysaccharides, ou des enzymes comme les nucléases et les protéases, qui peuvent
réduire l'adhésion d'autres microorganismes ou méme le détachement des cellules au sein
d'un biofilm (RENDUELES et GHIGO, 2012).

Malgré leurs intéréts dans certains domaines les biofilms peuvent étre une
importante source de nuisances en médecine humaine et vétérinaire, car d’apres le Center
for Disease Control and Prevention (CDC), 65 % des infections bactériennes sont dues a
la présence des biofilms. lls peuvent également avoir des conséquences considérables
dans le secteur agro-alimentaire, tant sur le plan économique que sanitaire. Les problémes
liés aux biofilms sont dus au développement de résistances aux agents antimicrobiens
(antibiotiques et désinfectants) et ainsi donc I’émergence de souches multi-résistantes.

Ceci amene a [D’identification et au développement de nouvelles molécules
thérapeutiques afin de lutter contre ce phénomene de résistance. Les produits d’origine

végétale sont parmi ces agents alternatifs, explorés dans le but de remplacer les
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antibiotiques conventionnels, ceci est di au fait que les plantes sont capables de produire
une grande diversité de métabolites secondaires. Nous pouvons citer comme exemple les
alcaloides, les terpenes, les stéroides et les polyphénols. Ces derniers représentent 1’un

des groupes les plus importants des produits du métabolisme secondaire, du fait qu’ils

aient une faible toxicité et de nombreux avantages biologiques, notamment
thérapeutiques, pharmaceutiques, cosmétologiques et alimentaires (DURAFFOURD et
al., 1997).

Notre travail regroupe les résultats d’études récentes faites sur les activités anti-
biofilms de certaines plantes dotées de propriétés curatives. Les chercheurs ont jugé que
ces plantes peuvent étre une alternative de lutte contre les biofilms, en ciblant différentes

phases de leur formation.



Chapitre |




Chapitre | Genéralités sur les biofilms

1. Généralités sur le biofilm
1.1. Historique

C’est lors du XVlle siecle et grace a I’invention du microscope qu’Anton Van Leeuwenhoek a
pu observer et mettre en évidence la présence de micro-organismes a partir de prélévements au

niveau de la surface de ses dents, qui représente la plaque dentaire (ROUX et GHIGO, 2006).

En 1933, Arthur Henrici plonge des lames de microscopes en verre dans son aquarium et observe

un dépdt de micro-organismes qui s’épaissit progressivement (HENRICI, 1933).

Par la suite en 1940, Heukelekian et Heller développérent la notion « d’effet de bouteille »,
résultant de la constatation que la présence d’un substrat solide comme une bouteille en verre,

permettait aux micro-organismes de se fixer dessus puis d’augmenter leur croissance et leur

activité métabolique (HEUKELEKIAN et HELLER, 1940).

Trois ans plus tard en 1943, Claude Zobell observa en milieu marin que la quantité de bactéries
fixées sur un substrat solide était supérieure a la quantité de bactéries libres dans le milieu liquide
(ZOBELL, 1943).

En 1969, Jones met en évidence la présence d’une matrice saccharidique en colorant au rouge de

ruthénium et au tétroxyde d’osmium des filtres de stations d’épuration (JONES et al., 1969).

C’est dans les années 1970, sous I’impulsion de Characklis puis de Costerton, que 1’étude des

biofilms a réellement pris son essor.

En 1973, Characklis démontra que la matrice d’exopolymeéres donne aux biofilms une résistance
aux desinfectants puis, en 1978, Costerton développa la notion de biofilm (COSTERTON et al.,
1978).

Enfin, dans les années 1980, les travaux de William Costerton mettent en évidence que 1’essentiel
de la biomasse microbienne est fixé sur des surfaces et constitue des populations hétérogénes
englobées dans une matrice extracellulaire riche en eau, en sucres et en protéines. Ces
populations présentes dans tous les environnements et associées a des surfaces minérales,

végétales ou animales, sont appelées biofilms (ROUX et GHIGO, 2006).
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1.2. Définition du biofilm

Un biofilm est une communauté de microorganisme constitué¢ d’une seule espeéce bactérienne
ou de plusieurs espéces de bactéries mais aussi de champignons, algues et protozoaires adhérés a
une surface biotique ou abiotique, incorporée dans des matrices d'exopolymeéres (LOCK, 1993 ;
FILLOUX et VALLET, 2003).

On peut définir trois propriétés communes a tous les biofilms (GOLLER et ROMEO,
2008) :
> les cellules constituant le biofilm sont reliées entre elles par une matrice extracellulaire
composée de polysaccharides, de protéines et d’acides nucléiques ;
> le développement d’un biofilm est sous I’influence de signaux extracellulaires
(environnementaux) et cellulaires (quorum sensing) ;
> le biofilm protege les bactéries qui le constituent de 1’action des agents antimicrobiens, des
défenses immunitaires de 1’hdte et d’éventuels prédateurs.
1.3. La matrice extracellulaire (MEC)

La substance polymérique extracellulaire (EPS) aussi connue sous le nom de « slime » est la

caractéristique commune de tous les biofilms microbiens. Selon FLEMMING en 2011 elle peut
étre considérée comme « la maison » des cellules du biofilm au sein de laquelle elles organisent
leur vie (FLEMMING, 2011).
En termes de composition, selon FLEMMING et al. (2007), contrairement a la connaissance
commune, les EPS sont certainement plus que des polysaccharides. 1ls comportent en autre une
grande variété de protéines, glycoprotéines, glycolipides, et dans certains cas, des quantités
surprenantes d’ADN extracellulaire (DAS et al., 2013) (Tableau I).

Tableau I : Composition des EPS (FLEMMING et WINGENDER, 2001).

Composés Quantiteé présente dans les EPS
Polysaccharides 40-95 %

Protéines 1-60 %

Acides nucléiques 1-10 %

Lipides 1-40 %
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1.4. Etapes de formation du biofilm
La formation d’un biofilm bactérien sur une surface qu’elle soit naturelle (dent, intestin de
I’homme...) ou artificielle (protheéses, cathéter veineux, sondes urinaires...) comporte plusieurs

étapes successives, ces étapes sont résumeées dans la Figure 1.

2 heures 8 heures 14 heures 1-4 jours

Figure 1 : Les différentes phases de formation d’un biofilm par P. aeruginosa
(RASAMIRAVAKA, 2014).

(@) Représentation schématique des différentes phases de développement du biofilm et (b)
visualisation en microscope a fluorescence P. aeruginosa PAOI cultivés statiquement a 37°C

pendant 5 jours sur un milieu minimum (source de carbone glucose).

La formation d'un biofilm est conditionnée d’abord par la mise en place d’un film primaire sur la
surface a coloniser, ce dernier est le siége d’une absorption irréversible de macromolécules tels
que : les acides humiques, des polysaccharides ou des protéines. L’adsorption de ces molécules
provoque des modifications des propriéteés physico-chimiques de surface du support pour créer un
microenvironnement favorable a 1’adhésion stable des bactéries (GOTTENBOS et al., 1999 ;
BAKKER et al., 2004 ; LORITES et al., 2011).
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> Etape | : Transport des bactéries ver le support

Pour aboutir a 1’étape d’adhésion bactérienne, la bactérie doit dans un premier temps approcher
le support. Des mécanismes dans lesquels la cellule n’est pas active interviennent : mouvement
brownien, sédimentation et transfert de masse par convection (YANG et al., 1999), mais aussi
des mécanismes ou la cellule est active comme le chimiotactisme et la mise en place
d’appendices générateurs de mouvement tels que les flagelles (O'TOOLE ET KOLTER, 1998).
> Etape Il : ’Adhésion

L’adhésion des bactéries a une surface est d’abord réversible puis irréversible (HARAS, 2005).
Elle peut étre conditionnée par les propriétés dynamiques du milieu telles que la vitesse
d’écoulement du fluide et les propriétés physico-chimiques, dont les interactions spécifiques
entre la surface et la bactérie (CHARACKLIS, 1981 ; VAN LOOSDRECHT et al., 1990).Les
flagelles jouent un role essentiel dans le déplacement et 1’attachement initial des bactéries au
cours de la formation du biofilm (DAVEY et O'TOOLE, 2000).

v Adhésion réversible

Entre 20 et 50 nm du support les microorganismes adhérents de maniére réversible par des
interactions non spécifique, électrostatiques et électrodynamique (Tableau 11). Ce mode est
influencé par les conditions environnementales impliquant le pH, la température, la concentration
en oxygéne et en nutriments. (BELOIN et al., 2008). Les bactéries peuvent alors étre remises en
suspension sous I’effet des mouvements browniens, des forces de cisaillement du flux de liquide

ou encore de la mobilité intrinséque des cellules (CAMPANAC, 2002).

v Adhésion irréversible

La fixation a la surface solide devient irréversible en raison de la production
d’exopolysaccharides par les bactéries et surtout grace a des structures d’adhérence variables
selon les especes bactériennes (tel est le cas des curlis et des fimbiae observés chez Escherichia
coli), qui interagissent avec des récepteurs spécifiques présents sur la surface (VAN HOUDT et
MICHIELS, 2005 ; BELOIN et al., 2008).
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> Etape Il - IV : La croissance et la maturation du biofilm

La croissance du biofilm correspond a la multiplication cellulaire, la production
d’exopolysaccharides (EPS) ainsi que du matériel extracellulaire varié. La prolifération des
cellules aboutit a la formation de micro-colonies (CONIBEAR et al., 2009), dont I’arrangement
spatial contribue a I’architecture du biofilm et a de profondes implications pour son
fonctionnement (DAVEY et O’TOOLE, 2000).
La maturation du biofilm se caractérise par la formation de canaux aqueux et de pores entre les
micro-colonies, permettant 1’acheminement d’oxygéne et de nutriments nécessaires a la
croissance des micro-organismes, ainsi que 1’élimination des déchets. (MYRIAM-AUGER,
2012). La communication intercellulaire (quorum sensing) est également indispensable lors de la
formation et la maturation du biofilm (IRIE et PARSEK, 2008).

> Etape V : La dispersion/ détachement du biofilm

Elle est appelée phase planctonique, puisque des cellules différenciées quittent le biofilm et

retournent a I’état libre perdant ainsi le phénotype biofilm, mais pouvant coloniser d’autres

surfaces (DONLAN, 2002 ; MCDOUGALD et al., 2012).

Une variété de mécanismes de dispersion/dissolution est mise en place selon les espéces, ces
mécanismes comprendraient d’une part, la dégradation de la matrice extracellulaire par digestion
enzymatique (LEQUETTE et al., 2010 ; NIJLAND et al., 2010), et d’autre part I’activation des
fonctions de motricité de type swimming (SAUER et al., 2002 ; STOODLEY et al., 2002).

1.5. Facteurs influencant I’adhésion des microorganismes

L’adhésion des bactéries repose sur I’interaction entre les constituants de la surface bactérienne
avec la surface a coloniser ainsi que sur les conditions du milieu environnant (CHALVET, 2009).
A partir de 12 on distingue trois facteurs principaux impliqués dans ’adhésion, sont résumés dans

le tableau II.
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Tableau Il : Facteurs et propriétés impliqués dans la formation des biofilms (CHALVET, 2009).
Propriétés du support Propriétés du milieu aqueux Propriétés des cellules

environnant

Texture, rugosité, présence Vitesse du flux, présence Hydrophaobicité de la surface
d’aspérités d’un flux laminaire ou non des cellules
Hydrophobicité pH Présence de fimbriae
Présence préalable d’un Température Présence de flagelles
film protéique recouvrant e Cation (Ca2*, Na?*, Role de structures
la surface Fe3*...) polymériques extracellulaires
e Fer, nutriments d’exopolysaccharides

e Sources de carbone
disponibles
e Disponibilité du
milieu en oxygene
Présence d’agents

antimicrobiens

1.6. Régulation de la formation du biofilm

La régulation de la formation du biofilm implique un mode de communication intra et inter
especes bactériennes appelé quorum sensing (QS), qui repose sur la production de petites
molécules médiatrices de type hormonal appelés auto inducteur (Al), produites au cours de la
croissance bactériennes. Lorsque la concentration des auto-inducteurs atteint un seuil critique
dans le milieu, ceux-ci pénetrent dans la cellule et interagissent avec un régulateur
transcriptionnel qui permet 1’expression de geénes spécifiques en réponse a la forte concentration
de cet auto-inducteur (WATERS et BASSLER, 2005 ; CZAIKOWSKI et JAFRA, 2009).
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1.6.1. Quorum sensing chez les bactéries a Gram négatif

Le premier systeme de QS a été découvert chez la bactérie marine Vibrio fischeri (NEALSON
et al., 1970) par la suite d’autres systémes ont été décrit, I’'un de ces systémes est celui de
Pseudomonas aeruginosa qui comporte deux systemes a savoir le systeme las et le systeme rhl
(DAVIES et al., 1998).
Le systeme las comprend le géne lasR codant pour la protéine LasR régulatrice d’un certain
nombre de génes de virulence (tel que le géne lasB qui code pour ’elastase) (PEARSON et al.,
1994 ; SEED et al., 1995) et le gene lasl codant pour une enzyme, auto-inducteur synthase, qui
produit la molécule auto-inductrice N-(3- oxododecanoyl) -L-homosérine lactone (3-oxo-C12-
HSL). Le complexe LasR/auto-inducteur se fixe aux régions promotrices d’une variété de
facteurs de virulence et stimule leur transcription, il induit aussi la transcription de rhIR pour
initier un deuxiéme circuit de QS (OCHSNER et al., 1994 ; LATIFI et al., 1995).

Le systeme rhl comprend le gene rhIR codant pour la protéine RhIR régulatrice d et le géne rhll
codant pour une enzyme auto-inducteur synthase qui produit la molécule auto-inductrice N-
butyryl-L-homosérine lactone. La fixation de 1’auto-inducteur a la protéine active la transcription
d’une partie des génes de virulence (OCHSNER et al., 1994 ; LATIFI et al., 1995) (Figure 2).

1.6.2. Quorum sensing chez les bactéries a Gram positif

Les bactéries a Gram positif communiquent en utilisant des oligopeptides modifies, également
nommeés « auto-inducing peptides », c’est le cas de Staphylococcus aureus dont la communication
est la conséquence de I’expression du locus agr qui contréle plusieurs aspects du comportement
de la bactérie. Ce locus code pour deux ARN : ARNII polycistronique et ARNII (YARWOOD et
al.,2004 ; NOVICK et GEISINGER, 2008).
L’ARN 1II code pour un peptide précurseur du signal extracellulaire d’Agr appelé peptide
autoinducteur (AIP) (JI et al., 1995). Ce dernier sera transporté vers le milieux extérieurs par une
endopeptidase membranaire codé par le méme ARN (SAENZ et al., 2000 ; ZHANG et al.,2002 ;
ZHANG et JI1,2004). L’AIP s’accumule dans I’environnement et se liera éventuellement a une
histidine kinase qui phosphoryle le régulateur du gene codant pour I’ARN II pour qu’il se lie sur
les deux promoteurs : P2 de I’ARN Il pour relancer ce cycle et P3 de I’ARN Il pour produire la
toxine Delta-hémolysine (KOENIG et al., 2004) (Figure 2).
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Un troisiéme signal de communication inter-bactéries a été récemment identifié, aussi bien chez
les bactéries a Gram négatif que positif, il s’agit de I’AI-2 (CHEN et al., 2002 ; WATERS et
BASSLER, 2005) (Figure 2).
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Figure 2 : Les trois principaux groupes de QS : Luxl/R, oligopeptides et systemes hybrides
(HENKE et BASSLER, 2004).

Les pentagones représentent les N-Acyls-homosérines lactones (AHLS) ; les lignes serpentées
représentent les oligopeptides et les triangles 1’auto-inducteur de type 2 (Al-2). Les principaux
auto-inducteurs et systemes ou genes contrdlés par le QS, les plus étudiés sont exposés comme

exemple sous chaque groupe.
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1.6.3. Role du quorum sensing (QS)

Le QS au sein du biofilm peut conférer aux bactéries certains avantages que leurs homologues
dépourvus du systeme de QS ne possédent pas forcément, en effet, il permet aux bactéries de
réguler la sécrétion des EPS qui protegent le biofilm des agressions extérieures (XAVIER et
FOSTER, 2007 ; NADELL et al., 2008). Un autre avantage est celui de la régulation de
I’expression des génes qui codent pour la production de molécules toxiques, dirigées contre
d’autres bactéries ou d’autres organismes. C’est le cas de Chromobacterium violaceum qui
produit de la violacéine qui aurait un effet antibactérien contre plusieurs bactéries a Gram positif
et négatif (DURAN et al., 1983). Le tableau ci-dessous regroupe différents réles du quorum

sensing dans la formation du biofilm.

Tableau 111 : Différentes implication du QS dans la formation de biofilm chez les bactéries.
Bactéries Signaux Synthase/récepteurs Le réle du QS Références
QS

Serratia liquefaciens C4-HSL  swrl/swrR Attachement (LABBATE etal.,
2004)

P. aeruginosa 3-oxo-  asl/lasR rhll/rhIR Maturation (DAVIES et al.,

PAO1 Cl12-HSL du biofilm 1998 ; WATERS et

C4-HSL BASSLER, 2005)

Streptococcus Al-2 LuxS Maturation (MERRITT et

mutans du biofilm al.,2003 ;
YOSHIDA et al.,
2005)

Yersinia C8-HSL  ypsl/ypsR Dispersion (ATKINSON et al.,

Pseudotuberculosis 1999)
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1.6.5. La perturbation du quorum sensing (QS)

Des bactéries ont développé, au cours de 1’évolution, des mécanismes dits de Quorum
Quenching (QQ) afin d’interférer avec le QS (WATERS et BASSLER, 2005 ; FAURE et al.
2009).

La stratégie d’inhibition du QS consisterait & dégrader les N-Acyls homosérine lactone (AHL) par
des méthodes métaboliques, chimiques ou enzymatiques, bloquer le site de fixation de ’AHL au
niveau du récepteur et empécher la synthase de synthétiser I’AHL (RASMUSSEN et GIVSKOV,
2006) (Figure 3). Les molécules inhibitrices du QS peuvent étre soit naturelles, sécretées par des
organismes vivants tels que les bactéries, les champignons, les algues, les éponges ainsi que les

plantes et les animaux, soit chimiquement synthétisées (KALIA, 2013).
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Figure 3 : Mécanismes de Quorum Quenching (GALET et al., 2014). (A) Schéma des différentes

stratégies de Quorum Quenching. (B) Dégradation d’une AHL par une lactonase ou une acylase.

1.7. Résistance et tolérance du biofilm

L’un des caractéristiques importantes du biofilm est sa résistance élevée envers de nombreux
agents antimicrobiens. De nombreux mécanismes expliquent ce phénomene et la majorité d’entre
eux sont transmis de la bactérie mére aux bactéries filles ; de maniere générale ces mécanismes
empéchent 1’antibiotique d’interagir avec sa cible tout en gardant la multiplication bactérienne.
Une autre caracteéristique du biofilm est celle de la tolérance qui correspond a la possibilité de la
bactérie de survivre a des concentrations trés élevées de biocides mais avec une multiplication
bactérienne interrompue (LEWIS, 2007).

12



Chapitre | Genéralités sur les biofilms

1.7.1. Les transferts génétiques

Les transferts horizontaux d’information génétique jouent un role important dans 1’évolution
génétique des populations microbiennes. L’un des principaux mécanismes de transfert génétique
est celui de la conjugaison. Les biofilms, en favorisant le contact des bactéries entre-elles, offrent
un environnement idéal pour le transfert de génes par conjugaison ; un mecanisme essentiel
d’acquisition des geénes de résistance aux agents antimicrobiens (ROBERTS et al., 1999 ;
BJORKLOF et al., 2000; GHIGO, 2001).
1.7.2. Les exopolysaccharides

Les exopolysaccharides constituent des composants importants des substances polymériques
extracellulaire (WINGENDER et al., 1999). Dans la nature ils assurent différentes fonctions
biologiques a savoir la protection du biofilm contre les attaques chimiques, mécaniques et
thermiques et contre les systeme de défenses des hotes infectés (FUX et al., 2005 ; FRANKLIN
et al., 2011). lls sont responsables aussi de la résistance aux antibiotiques et de 1’adhésion des
cellules sur des surfaces dans la formation et le développement des biofilms (GHAFOOR et al.,
2011 ; COLVIN et al.,2012) (Figure 4).
1.7.3. Les bactéries persistantes

La présence de bactéries en dormance dans un biofilm joue un réle majeur dans la tolérance aux
antibiotiques (ATB) (LEWIS, 2007) (Figure 4). Les bactéries représentent moins de 1% de la
population originale, elles ne se multiplient pas, mais reprennent un mode de division normal
d’une maniére apparemment aléatoire et encore mal comprise. Par ailleurs, les bactéries cultivées
dans un milieu renouvelé en permanence, disparaissent totalement, suggérant I’importance de la

carence nutritionnelle dans leur genese (LEWIS, 2007).
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Figure 4 : Schéma expliquant le phénomeéne de tolérance des biofilms vis-a vis des biocides
(antibiotiques et antiseptiques) (LEBEAUX et GHIGO, 2012).

1.8. Conséquences de la formation du biofilm
1.8.1. Problémes liés aux biofilms en santé humaine

Les biofilms sont responsables de nombreuses infections sur différentes parties du corps humain,
telles que les surfaces bucco-dentaires, les tractus urinaire et intestinal, les parois pulmonaires ou
encore la peau (REID, 1999 ; TRAUTNER et DAROUICHE, 2004) (Figure 5). Elles touchent
majoritairement les personnes immunodéprimées et impliquent souvent des bactéries commensales
comme Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus aureus et Pseudomonas aeruginosa
(COSTERTON et al., 1999). Ces infections peuvent parvenir a partir des instruments médicaux
infectés : sondes urinaires, cathéters veineux, tubes de ventilation artificielle, prothéses orthopédiques
etc... (ROUX et GHIGO, 2006).
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Figure 5 : Principales infections associées au biofilm (LEBEAUX et GHIGO, 2012).

1.8.2 Problémes liés aux biofilms en industrie

En plus du secteur médical les biofilms posent également des problemes dans de nombreux

secteurs industriels. Dans I’industrie pétroliere, la colonisation des systémes d’injection d’eau

peut provoquer une acidification du pétrole qui devient alors inutilisable (ROUX et GHIGO,

2006).

La formation des biofilms sur les métaux peut engendrer d’importants problémes de corrosion,

c’est le cas notamment au niveau des coques de bateaux, appelé phénomene de biofouling (Figure

6), qui conduit a une augmentation des forces de friction, une diminution de la vitesse des bateaux
et des surcolts énergétiques considérables (ROUX et GHIGO, 2006).
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Figure 6 : Le biofouling sur un bateau (CANDRIES et al., 2000).

1.8.3 L’industrie agro-alimentaire

L’environnement agroalimentaire fournit des conditions particuliéres favorisant I’installation de
biofilms comme I’humidité et la présence de matiére organique (BOWER et al., 1996). Parmi les
agents pathogénes, Staphylococcus aureus est le plus isolé des surfaces de 1’industrie
agroalimentaire, ou il peut adhérer et former des biofilms (JERONIMO et al., 2012). La
persistance de ces derniers dans le milieu agroalimentaire peut causer de graves problémes
d'intoxications dues a la présence de souches entérotoxinogénes dans les aliments (NORMANNO
et al., 2007).
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2. Les métabolites secondaires des plantes médicinales

2.1. Plantes médicinales

On appelle plante médicinale toutes plante renfermant un ou plusieurs principes actifs capables
de prévenir, soulager ou guérir des maladies, c’est-a-dire, des plantes dotées de propriétés
curatives (AILI, 1999). Qutre, leur utilisation comme un remeéde direct, on les emploie aussi dans
les industries pharmaceutiques, alimentaires, cosmetiques et en parfumerie (VOLAK et STODOLA
,1984). Le tableau IV regroupe certaines plantes médicinales associées a leurs effets sur

I’organisme.

On retrouve chez les plantes une grande variété de composés chimiques impliqués dans différents

fonctions, appelés métabolites primaires et secondaires.

1.1. Les métabolites primaires

Les métabolites primaires sont des molécules organiques qui se trouvent dans toutes les cellules
de I’organisme d’une plante pour y assurer sa survie, ils sont impliqués dans : sa croissance, son
développement et sa reproduction. Ces métabolites sont classés en quatre grandes catégories : les
glucides, les lipides, les acides aminés et les acides nucléiques (DONATIEN, 2009).
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Tableau 1V : Plantes médicinales et leurs effets sur 1’organisme

Bardane (Arctium lappa L.)

Chardon Marie (Silybum
marianum L.)

Cypres (Cupressus

sempervirens L.)

La racine a une activit¢ anti- (MOSKALENKO, 1986 ; LIN etal., 1996)
infectieuse et anti-inflammatoire

ainsi que régulatrice de la sécrétion

de sébum.

La baie de sureau dispose d’une
activité anti-inflammatoire,
antioxydante et antivirale. Le
sureau est particulierement
puissant contre le virus de la

grippe.

Le fruit est hépato-protecteur,
détoxifiant hépatique, de plus il a
une action complémentaire anti-
inflammatoire et antidiabétique.

Les noix de cypres renferment des
principes

actifs aux propriétés antivirales,
ces

molécules ont une action directe
sur le virus et permettent ainsi de
supprimer I’infection.

11 est connu pour ses propriétés
anti-inflammatoires dues a ses
composés volatiles et
antioxydantes. Par son action
antioxydante, elle peut avoir un
effet protecteur cardiovasculaire et

hépatique.

(YOUDIM et al., 2000 ; BOBEK et al., 2001;)

(VELUSSI et al., 1997 ; MANA et al., 1999 ;
RAINONE, 2005 ; FALLAH et al,
2006;PRADHAN et GIRISH, 2006)

(AMOUROUX et al., 1998 ; BRUNETON,
1999)

(SOUDAMINI et al, 1992 ; RAMIREZ-
BOSCA et al., 2000 ; QUILES et al., 2002 ;
NICOL et MAUDET ,2005)
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2.2. Les métabolites secondaires

Le terme métabolite secondaire est utilisé pour décrire un certain nombre de composés
chimiques dans les plantes, qui sont responsables des fonctions périphériques indirectement
essentielles a la vie des plantes (HARTMANN, 2007).
IIs constituent un groupe de produits naturels qu’il convient d’explorer pour des propriétés
antioxydantes, antimicrobiennes, antiinflammatoires et anticancéreuses (EPIFANO et al., 2007).
Généralement, ces métabolites secondaires sont classes en trois groupes majeurs qui sont : les

composés phénoliques, les alcaloides et les terpenes (DERBEL, 2005).

2.3.1. Les composes phenoliques

Les composés phénoliques ou les polyphénols sont présents chez toutes les plantes
vasculaires (LEBHAM, 2005), Ils jouent un réle dans la défense de la plante contre les pathogene
principalement les moisissures et les bactéries phytopathogenes (SARNI-MANCHADO et
CHEYNIER, 2006).

2.3.1.1. Les acides phénoliques

Le terme acide phénolique peut s’appliquer a tous les composés organiques possédant au moins
une fonction carboxylique et un hydroxyle phénolique. Ce sont soit des dérivés de 1’acide hydroxyle
benzoique (composé en C6-C1) ou de I’acide cinnamique (composé en C6-C3) (BRUNETON, 2009)
(Figure7).
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HO 0
HO \

Acide hydroxy-benzoique Acide hydro-cinnamique
Figure 7 : Structure de base des acides phénoliques (SCALBERT et WILLIAMSON, 2000).

Les acides phénoliques tels que : 1’acide caféique, I’acide gallique et I’acide chlorogénique,
possedent des activités antioxydantes et antiradicalaires (BOSSOKPI, 2002). Pour 1’acide
caféique, il se montre trés efficace contre les virus, bactéries et champignons (COWAN, 1999).
L’acide gallique peut prévenir les dommages oxydatifs d’ADN cellulaire a une faible
concentration et exerce une forte activité antiproliférative sur les cellules humaines cancéreuses

du colon et les cellules épithéliales du foie chez les rats normaux (LEE et al., 2005).

2.3.1.2. Les flavonoides

Les flavonoides sont des substances polyphénoliques de faible poids moléculaire, ils dérivent
du noyau flavone et possédent un squelette de base a quinze atomes de carbone (Figure 8),

constitués de deux cycles aromatiques (A) et (B) et d’un hétérocycle central de type pyrane (C),

formant une structure C6-C3-C6 (DE SOUZA et al., 2004).

Figure 8 : Structure de base des flavonoides (GONZALEZ et al., 1997)

Plus de 6500 flavonoides ont été identifieés a partir de sources végétales (HARBORNE et

WILLIAMS, 2000). Ils sont présents dans toutes les parties des végétaux supérieurs : racines,
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tiges, feuilles, fruits, graines, bois, pollens (LUGASI et al., 2002).

Les flavonoides se répartissent en quinze familles de composés, dont les plus importants sont : les

flavones, les flavonols, les flavanonols, les flavanones, les dihydroflavanols, les isoflavones, les

isoflavanones, les chalcones, les aurones et les anthocyanes (HARBONE, 1998 ; KURESH et al.,

2002) (Figure 9).

Les composés de chaque sous classe se distinguent par le nombre, la position et la nature des

substituants sur les deux cycles aromatique A et B et le cycle intermédiaire C (JULIES et

CHRISTIN, 2002).

o
LA ]

Flavonol

0
I O

=

8
7 =

>

|
=
/

Anthocyanidines

004

/1o|
=

Flavone

°

O )
Flavanone

|hydroﬂavonol

\

1S

Flavan-3-ol

il
OH
Flavan-3,

[

OH

4-diocl

Figure 9 : Familles des flavonoides (PEREZ, 2008).

De nos jours, les propriétés des flavonoides sont largement étudiés dans le domaine médical ou

on leurs reconnait des activités : antivirales, antitumorales, antiinflammatoires antiallergiques et
antimicrobiennes (RIVARD-GERVAIS, 2001 ; ABDELGHAFOUR et MARFAK, 2003).
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2.3.1.3. Les tanins

Les tanins sont des composés hydrosolubles, qui peuvent précipiter les protéines a partir de
leur solution aqueuse (SILANOKOVE et al., 2001). lls sont localises dans les vacuoles et
quelques fois combinés aux protéines et aux alcaloides. Ces derniers sont tres répondus dans le
bois, 1’écores, les feuilles, ainsi que dans les racines (GHESTEM et al., 2001).

On distingue deux groupes de tanins différents par leurs structures et par leurs origines
biogénétiques, les tanins hydrolysables (A) et les tanins condenseés (B) (Figure 10) (ROUX et
CATIER, 2007).

Le réle biologique des tanins est lié a leurs propres protections contre les infections fongiques et
bactériennes, les insectes et les animaux herbivores (KHANBABAEE et REE, 2001).

Les tanins sont utilisés en pharmacie comme antidiarrhéique, vasoconstricteurs, hémostatique,
mais surtout comme protecteur veineux dans le traitement des varices et hémorroides (PARIS et
HURABIELLE, 1981).

@( H
HO OH

“~OH OH
H
HO OH
“OH

Figure 10 : Structure chimique des tanins (GHESTEM et al., 2001).
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2.3.1.4. Les coumarines

Les coumarines sont des substances naturelles organiques aromatiques connues dans la
nomenclature internationale comme 1-benzopyrane-2-one (Figure 11) qui peuvent étre
considérées en premicre approximation comme une lactone de 1’acide 2-hydroxy6-Z-cinnamique

(CASLEY-SMITH, 1993).

N

HO O "0

Figure 11 : structure chimique des coumarines (SCALBERT et WILLIAMSON, 2000).

Les coumarines sont des molécules biologiquement actives ayant diverses activités : anti-
agrégation plaquettaire, antiinflammatoire, anticoagulante (au niveau du cceur), antitumorales,
diurétique, antimicrobienne, antivirale et analgésique (KHAN et al., 2005 ; STEFANOVA et al.,
2007).

2.3.1.5. Les lignanes

Les lignanes sont utilisées pour traiter diverses maladies comme le cancer (PELUCCHI et al.,
2004), l'arthrite, l'ulcére et les douleurs (CHI, 2001).
D’autres activités biologiques leurs sont également associées tel que : I’activité anti-oestrogéniques,
bactéricide, antifongique et antiinflammatoire (RAFFAELLI et al., 2002), cytotoxique (TANDON
et RASTOGI, 1976), antivirale (COS et al., 2008) et antimicrobienne (SALEEM et al., 2005).

OH OH
| OH

N -~ {
SRS

Figure 12 : Structure de lignane (GIULIA et al., 1999).

HO
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2.3.1.6. Les stilbénoides

Les stilbénoides regroupent des composés qui possedent deux noyaux benzéniques séparés par
un pont éthane ou éthéne (bibenzyls et stilbénes) ainsi que les produits qui leurs sont bio-
synthétiquement  rattachés  (phénanthrénes,  9,10-dihydrophénanthrénes)  (Figure  13)
(BRUNETON, 2008).

(E)-stibéne (D)-stibéne

0 %%
°

Figure 13 : Structure chimique de base des stilbénoides (SCALBERT et WILLIAMSON, 2000).

2.3.2. Les composes azotés (alcaloides)

Les alcaloides sont des molécules de structures complexes cycliques et azotées, relativement
stables plus ou moins basiques. De fagon générale, ces métabolites sont retrouvés au niveau des
plantes médicinale ou sont stockés en tant que produits de différentes voies biosynthétiques, la
plupart du temps a partir des acides aminés (HARBONE et HERBET, 1995 ; DEWICK, 2001).

IIs peuvent étre classés en fonction de leur précurseur. On distingue ainsi trois grandes classes
(alcaloides vrais, proto-alcaloides, pseudo-alcaloides) possedent ou non un acide aminé comme
précurseur direct (Figurel4) et qu’ils comportent un atome d’azote dans un hétérocycle
(BRUNETON,1999).
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Figure 14 : Quelques types d’alcaloides et leur précurseur acide aminé (MUNIZ, 2006).

Alcaloides terpémigues et stéroidiens

Les alcaloides jouent a faibles doses, le role d’anesthésique locaux (cocaine), d’analgésique

(morphine), d’antibiotiques, d’antiparasitaires, d’antitumoraux... (BRUNETON, 2009).
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2.3.3. Les terpénes ou terpénoides

Les terpénes sont des hydrocarbures naturels, de structure cyclique ou non leur particularité
structurale la plus importante est la présence dans leur squelette d’unités isoprénique (2-methyl-
1,3-butadiene) a cing atomes de carbone (C5H8) (Figure 15) (SOLDERMANN, 2002).

CH,

|
H

Figure 15 : Structure de 1’unité isopréne (KHENAKA, 2011).

H,C™

Le chimiste Ruzicka proposa une nomenclature pour les terpénes en fonction du nombre d’atome
de carbone qui les constituent, ainsi on distingue les monoterpenes (C10), les sesquiterpenes
(C15), les diterpenes (C20), les sesterpenes (C25), les triterpenes (C30), les tetraterpénes (C40) et
les polyterpenes (C10) n avec n >8 (SOLDERMANN, 2002).

2.3.3.1. Les irodoides

Les iridoides sont des monoterpénes d’origine presque exclusivement végétale, ils sont caractérisés par un

squelette cyclopenta pyranique nommeé iridane (CHERIET, 2011) (Figure 16).

10 le noyau iridane

Figure 16 : Structure du noyau iridane (CHERIET, 2011).
Les iridoides sont des constituants principaux de beaucoup de familles de plantes, ils couvrent un
large domaine d’activités biologiques (COGNE, 2002). On citera les activités anti allergiques
(BARUAH et al., 1998), antimicrobiennes (MATHAD et al., 1998), antitumorales (ZHOU et al.,
2007), Immunostimulantes (BRANDAO et al., 1997), diuretique (SUZUKI et al., 1969),

purgative (INOUE et al., 1984), et cholérétique (TAKEDA et al., 1980).
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2.3.3.2. Les saponines

Du point de vue chimique, les saponines se caractérisent par un radical glucidique (glucose,
galactose...), 1i¢ a un radical aglycone. La partie glucidique est le plus souvent inactive, 1'effet
thérapeutique est déterminé par la seconde partie. La partie sucre et I'aglycone sont normalement
liees par une fonction éther ou ester (ARRIF, 2009).

Les saponosides ont été largement étudiés et cela durant des années. lls présentent des activités
biologiques plus ou moins marquées, en tant qu’antiviraux (ARTHAN et al., 2002), antifongiques
(ESCALANTE et al., 2002), antimicrobiens (KATERERE et al., 2003), antiprolifératifs
(COREA et al., 2004), ou anti-VIH (YANG et al., 1999).

2.3. Extraction des metabolites secondaires

Les métabolites secondaires peuvent étre extraits sous forme : d’huile essentielle, d’extrait
organique et d’extrait aqueux.
2.4.1. Les huiles essentielles

Les huiles essentielles sont des mélanges naturels complexes de métabolites secondaires
volatils (KALEMBA, 2003), obtenu a partir de feuilles, de graines, de racines, de tiges ou de
fruits (BURT, 2004).
Les huiles essentielles sont obtenues par hydrodistillation et expression a froid comme les
agrumes (BURT, 2004), mais, il existe de nouvelles techniques permettant d’augmenter le
rendement de la production de ces huiles comme : I’extraction au moins de dioxyde de carbone
liquide a basse température et a haute pression (SANTOYO et al., 2005), ou I’extraction assistée
par ultrasons ou micro-ondes (KIMBARIS et al., 2006).
2.4.1.1. Méthodes traditionnelles d’extraction
» Extraction par entrainement a la vapeur

C’est I'une des méthodes officielles pour I’obtention des huiles essentielles. Cette technique

consiste en le passage de la vapeur d’eau a travers la matiere végétale située au-dessus d’une
grille. Durant ce passage les cellules éclatent et libérent I’huile essentielle, la vapeur chargée
d’huile essentielle est dirigée vers un condenseur dans lequel circule de 1’eau froide. Une fois
condensées, 1’eau et 1’huile essentielle sont acheminées vers un essencier ou vase florentin. Dans

ce dernier, nous obtenons deux liquides, non miscibles : 1°‘eau aromatisée et 1‘huile essentielle.
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La séparation se fait ensuite par une simple décantation (séparation liquide-liquide)
(BESOMBES, 2008) (Figure 17).
Le vapeur d’eau peut étre aussi apportée par le haut d’un conteneur d’herbes, dans ce cas on

parle d’une hydrodiffusion (FRANCHOMME et PENOEL, 1990).

Figure 17 : Entrainement & la vapeur d’eau ascendante

(http://www.pranarom.com/aromatherapie scientifique/pranarom huile essentielle)

» L’hydrodistillation

Selon BRUNETON (1999), cette technique consiste a immerger directement le matériel
végétal dans un alambic rempli d’eau et qui est ensuite porté a ébullition. La chaleur permet
I’éclatement et la libération des molécules odorantes contenues dans les cellules. Les vapeurs
hétérogenes sont condensées dans un réfrigérant, 1’huile essentielle se sépare de 1’hydrolat par
simple différence de densité.
» Pression a froid

La pression a froid est une extraction sans chauffage réservée aux agrumes. Le principe de ce
procédé est fondé sur la rupture des péricarpes riches en huiles essentielles. Celles-ci ainsi
libérées sont entrainées par un courant d‘eau. Une émulsion constituée d‘eau et d‘essence se

forme. L essence est alors isolée par décantation (FARHAT, 2010).
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2.4.1.2. Méthodes innovantes d’extraction
» L’extraction assistée par ultrasons

C’est une technique qui consiste & immerger la matiére premicre dans de 1’eau ou dans un
solvant organique et dans le méme temps elle est soumise a 1’action des ultrasons. Lorsque ces
derniers se propagent a travers un liquide, les oscillations des molécules provoquent la formation
de zones de raréfaction, quand les cycles de raréfaction augmentent, les forces maintenant la
cohésion du liquide sont vaincues et des bulles de cavitation apparaissent. Ces bulles vont
imploser a la surface du végétal, provoquant la rupture des membranes des cellules qui liberent
leurs contenus a I’extérieur (DOLATOWSKI et al., 2007). Cette technique permet d’augmenter

les rendements et 1’accélérer les cinétiques d’extraction.

Cette technique peut étre couplée a une hydrodistillation, dans ce cas 1’huile est récupérée par
décantation grace a la différence de densité entre I’huile et la phase aqueuse. Dans le cas de
I’utilisation d’un solvant autre que 1’eau, la séparation se fait par évaporation sous vide du solvant
par un évaporateur rotatif (KAMRAN et al., 2010).

» L’extraction assistée par micro-ondes

L’extraction assistée par micro-ondes est une alternative intéressante qui permet la réduction
du temps d’extraction. Dans la maticre végétale les micro-ondes sont absorbées par 1’eau et
convertit en chaleur. 1l en résulte une soudaine augmentation de la température a I’intérieur du
matériel, jusqu’a ce que la pression interne dépasse la capacité d’expansion des parois cellulaires

ce qui améliore la récupération des produits naturels (WANG et WELLER, 2006).

L’extraction par micro-ondes existe sous différentes formes, elle peut étre couplée a une
hydrodistillation ou réalisée par I’utilisation d’un solvant classique en chauffant le mélange par
micro-ondes pour diminuer le temps d’extraction dans ce cas 1’obtention de 1’huile essentielle se

fait par centrifugation.

L’extraction par micro-ondes peut étre eégalement associée a de nouvelles techniques telles que :
I’extraction sans solvant assistée par micro-ondes ou I’hydrodistillation sous vide.
» Extraction au dioxyde de carbone supercritique

C’est une des méthodes les plus récentes. L’extraction par dioxyde de carbone (CO2)
supercritique consiste a envoyer dans une enceinte fermée contenant les plantes un courant de

CO2, qui, par augmentation de pression (> 73.8 bars), fait eclater les « poches a essence » et
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entraine les substances aromatiques a une température qui égal a 31.1°C (HUETE, 2012).
2.4.2. Les extraits organiques et aqueux
L’extraction consiste a faire passer, par solubilisation, la substance a extraire (solide ou liquide)

dans un solvant celui-ci peut étre de I’cau (extrait aqueux) mais généralement il s’agit d’un
solvant organique (extrait organique) comme : 1’éthanol, I’hexane, le pentane, 1’éther
éthylique...etc (BENABDELLAH, 2016).
L’extraction par solvant fait intervenir trois étapes :

- lamise en contact du solvant avec la matiere végétale ;

- ladécantation ;

- le sechage et lafiltration ou évaporation du solvant (BENABDELLAH, 2016).

11 existe plusieurs types d’extraction par solvant a savoir : ’extraction directe (tel que I’extraction
des aromes des zestes d’oranges), I’extraction liquide-liquide qui permet d’extraire une substance
dissoute dans un solvant a I’aide d’un autre solvant appelé d’extraction et enfin 1’extraction
solide-liquide dans laquelle on extrait une substance présente dans un solide en utilisant un
solvant d’extraction liquide (BENABDELLAH, 2016).

Le choix du solvant obéis a trois criteres :

- D’état physique du solvant : le solvant doit étre liquide a la température et a la pression ou
I’on réalise I’extraction ;

- La miscibilité du solvant : il doit étre non-miscible & la phase qui contient initialement le
composé a extraire ;

- la densité du solvant : il est nécessaire de connaitre ce parametre car c’est celui qui
détermine si la phase organique, contenant le composé a extraire, se trouve au-dessus ou
en dessous de la phase aqueuse dans ’ampoule a décanter dans 1’extraction liquide-
liquide (BENABDELLAH, 2016).

L’¢étude de la composition chimique des huiles et des extraits est effectuée par chromatographie
en phase gazeuse (CPG) et par chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de
masse (CPG-SM) (SALZER, 1977).
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3. Inhibition de formation de biofilm par les métabolites secondaires des plantes

médicinales

De nombreux produits naturels d’origine végétale possédent des fonctions
antimicrobiennes et antibiofilm in vitro. Une variété de molécules dérivées de plantes
naturelles ou d’extraits d’herbes médicinales ainsi que les mécanismes sous-jacents de la
fonction antibiofilm ont été identifiés. Ces molécules sont représentées par les métabolites
secondaires, parmi lesquels de nombreux polyphénols, tels que les flavonoides, les acides
phénoliques et les tanins (LAN et al., 2019).

Les effets antibiofilm des produits naturels reposent principalement sur les aspects suivants :

» diminution de la production des facteurs de virulence en bloquant le développement du

réseau quorum sensing (QS) et donc du biofilm ;
> inhibition de la formation/dégradation de la matrice polymere (MEC) ;
» la suppression de ’adhérence cellulaire au support (LAN et al., 2019).
3.1. Inhibition du systéme Quorum sensing par des substances naturelles

Plusieurs études suggerent la nécessité de contrdler les infections bactériennes via
I’inhibition du QS par plusieurs mécanismes (MUSK et HERGENROTHER, 2006).

Les composés bioactifs des plantes ont I’avantage d’agir en priori sur la synthese du signal N-
Acyl Homoserine lactone (AHL) par : I’inhibition de la synthése d’AHLs synthase et le
transport du signal vers I’extérieur. L’action peut étre aussi orientée a posteriori vers
I’inhibition de la réception des signaux de molécules d’AHL par leur séquestration ou leur
dégradation au niveau intracellulaire et enfin par I’inhibition compétitive (GAO et al., 2003 ;

MATHIEUS et al.,2003 ; VATTEM et al,2007) (Figure18).
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Figure 18 : Schéma des mécanismes d’action des extraits végétaux sur le systéme QS

(TRUCHADO et al., 2015).

(A) : blocage de la production des signaux par 1’inhibition de I’activité de I’AHL synthase,
(B) : ladégradation des N-Acyls Homoserines lactones (C) : la séquestration des N-Acyls
Homoserines lactones, (D) : compétition avec les signaux par des petites molécules mimant

les N-Acyls Homoserines lactones.

Ces dernieres années, les chercheurs ont remarqué qu’un mimétisme moléculaire existe
entre les médiateurs du QS et les métabolites secondaires de certaines plantes. Cette
constatation est due a des réarrangements géniques ayant lieu lors des phyto-infections
bactériennes. En effet, ces plantes sont dotées de métabolites secondaires de structures
chimiques extrémement complexes et variables. Elles peuvent représenter par conséquent, de
véritables candidats comme des inhibiteurs efficaces du QS (Figurel9), contrebalangant ainsi
la résistance induite via la formation de biofilms (BOUYAHYA et al., 2018).
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Figure 19 : Structures de quelques composés anti-Quorum sensing chez P. aeruginosa
(VATTEM, 2007).

@ Structures des AHLs chez P. aeruginosa (C4-AHL et 3-oxo-C12-AHL), (b) Analogues
d’AHLs modifiées au niveau du noyau lactone ou avec ajout de noyau secondaire, (C)
Composés ayant un noyau lactone apparentée, (d) Composés phénoliques ou dérivés, (e)

Composes naturels de structures diverses (alcaloides, acide gras, triterpénes, isothyocyanates).
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3.1.1. Effet des huiles essentielles sur le Quorum sensing (QS)
L’activité antibiofilm des huiles essentielles (HES) peut étre assurée par leurs capacités
d’inhiber le QS, qui est I’'un des mécanismes cruciaux permettant de controler les facteurs de

virulences liés au biofilm (BOUYAHYA et al., 2018).

LUCIARDI et al. (2016), ont révélé que les huiles essentielles de la mandarine « Citrus
reticulata » ,obtenus soit par pressage a froid (PHE) ou pressage a froid couplée avec une
distillation a la vapeur (PHED), entrainent une réduction de 33% de la production d’auto-
inducteur QS (AHLSs) et 41% de la viabilité cellulaire du biofilm. Cet effet a été attribué aux
composés monoterpéniques, principalement du limonéne, du y-terpinéne, du myrcene et de
l'a-pinene. Cette étude démontre bien la possibilité d’utiliser ces HEs comme une alternative
aux conservateurs chimiques afin d’éviter les problemes de sécurité alimentaire (LUCIARDI
et al., 2016). Des rapports sur des plantes médicinales dotées de propriétés anti-QS sont

résumées dans le tableau IX.
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Tableau V : Activité anti-quorum sensing des huiles essentielles de quelques plantes

médicinales

Espeéce (famille)
Eucalyptus radiata

Eucalyptus globulus

Thymus vulgaris

Allium sativum.L

Organum vulgare.L

Carum carvi.L

Hyacinthus orientalis

Armoracia rusticana

Mentha piperita

Composés majeurs
limonene,
a-terpinéol, a-terpinyl
acétate et a-pinene

1,8-
cinéole, eucalyptol, o-
pinéne, aromadendréne
et p-cymene
Carvacrol et thymol

Ajoene

Carvacrol

I-carvone

Cinnamaldehyde

Iberin

Menthol ;
Menthone ; Eucalyptol

Effet anti-QS
Inhibition de la production de
violacéine par le QS, un facteur
de virulence
chez Acinetobacter baumannii
Inhibition de la production de
violacéine par le QS, un facteur
de virulence
chez Acinetobacter baumanni
Diminution significative dans la
production d’AHL
chez Pseudomonas aeruginosa
et Pseudomonas fluorescens

Inhibitions des facteurs de
virulence régulés par QS
(rhamnolipide et pyocyanine)
chez P. aeruginosa
Inhibition de :

-la biosynthése de la violacéine
et de I’activité de la chitinase
chez Chromobacterium
violaceum
-la production de la pyocyanine
chez P. aeruginosa régulés par
le QS
par sa liaison a la synthase de
type lux I
Réduction de la production des
AHLs chez Hafnia alvei en se
liant a la synthase de type lux |
et au régulateur transcriptionnel
LuxR
Inhibe
-la biosynthése de la violacéine
et ’activité de la chitinase
régulées par le QS chez
Pseudomonas aeruginosa par
liaison a la synthase de type lux
|
Blocage de la production des
rhamnolipides régulée par le QS
chez Pseudomonas aeruginosa
Interférence avec le régulateur
las chez Pseudomonas
aeruginosa

Références
(LUIS et al., 2016)

(MYSZKA et al., 2016)

(LUIS et al., 2016)

(FONG et al.,2017)

(MYSZKA et al.,2016)

(LIetal., 2019)

(AHMED et al., 2019)

(JAKOBSEN et al., 2012)

(HUSAIN et al., 2015)
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3.1.2. Effet des extraits organiques et aqueux sur le Quorum sensing

Les extraits organiques ont montré aussi une action anti-QS dirigée contre différents
médiateurs et les phénotypes lies au QS. En effet, plusieurs extraits peuvent inhiber et/ou
réduire la production de biofilm (BOUYAHYA et al., 2018).

CASTILLO-JUAREZ et al. (2013) ont révélé I’effet de ’extrait d’hexane d’Amphypterygium
adstringens sur le systeme du QS chez Chromobacterium violaceum, I’activité de I’extrait a
été attribué a 1’acide anacardique (AAM) qui démontre le méme effet lorsqu’il est testé seul
sur la production de rhamnolipide et de pyocyanine, ainsi que sur l'activité d’clastase, tous
étant des facteurs de virulence controlés par quorum sensing exprimés dans la bactérie
pathogene Pseudomonas aeruginosa. En effet, I’extrait d’hexane a induit une inhibition de
91,6% de la production de violacéine a une concentration de 55 pg / mL, tandis que 'AAM a
montré 94% d'inhibition a 166 pg / mL. Dans les deux cas, l'inhibition de la production de
violacéine n'a pas affecté la viabilité de la bactérie. L'AAM a inhibé la production de
pyocyanine (86% a 200 ug / mL) et de rhamnolipide (91% a 500 pg / mL) et diminue I'activité
de l'elastase (75% a 500 pg / mL) chez P. aeruginosa sans affecter son développement.

D’autres études démontrant cet aspect sont résumées dans le Tableau VI.
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Tableau VI : Activités anti-quorum sensing des extraits organiques et aqueux de quelques plantes

médicinales

Espéce (famille)

Glycyrrhiza glabra

Terminalia chebula

Panax notoginseng

Areca catechu

Sclerocarya birrea

Terminalia catappa

Ballota nigra

Extrait (composés
majeurs)
Extrait méthanolique
(flavonoides, licoricone,

glycyrine et gylzyrine)

Extrait du fruit (1’acide
ellagique et ’acide
benzoique)

Extraits hydroalcoolique

Extrait méthanolique

Extrait méthanolique

Extrait ethanolique

Effet anti-QS

Diminution des molécules
du QS
et des facteurs de virulence
chez Acinetobacter
baumannii
Réduction de la formation
du biofilm chez
Burkholderia cepacia
L’interférence avec la
production de violacéine et
I’inhibition de la motilité
chez Chromobacterium
violaceum et Pseudomonas
aeruginosa
Réduction de la production
des facteurs de virulence
chez Pseudomonas
aeruginosa
inhibition de la production
de violacéine chez
Chromobacterium
violaceum et réduction de
la production de la protéase
LasA chez P. aeruginosa
Inhibition de la production
de y -hémolysine par
interférence avec le locus
agr chez les isolats clinique
de SARM

Références

(Bhargava et al.,2015)

(Huber et al.,2003)

(KOH, 2011)

(SARKAR, 2014)

(VIJU et al., 2013)

(QUAVE et al., 2011)
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Des travaux rapportent D’efficacité des extraits aqueux de plusieurs plantes et fruits

comestibles sur I’inhibition du systéme QS.

Les extraits aqueux d’Ananas comosus, Musa paradiaca, Manilkara zapota et Ocimum
sanctum ont montré une réduction significative de la production de violacéine mediée par les
AHLs chez Chromobacterium violaceum ainsi que du pigment pyocyanine, de la protéase
staphylolytique, de la production d'elastase et de la formation de biofilm chez Pseudomonas
aeruginosa PAO1L. Cependant, ces extraits n'étaient pas inhibiteurs de la croissance
bactérienne, révélant ainsi, que I'inhibition de QS par les extraits n'est pas liée a des effets
destructeurs sur les bactéries (MUSTHAFA et al., 2010).

3.2. Dégradation et inhibition de la matrice polymérique par des substances naturelles

Les bactéries d’un biofilm peuvent étre de 10 a 1000 fois plus résistantes aux agents
antimicrobiens (OLSON, 2002, CERIH, 2010). Plusieurs facteurs peuvent expliquer cette
resistance (certains auteurs préférent plutot parler d’une tolérance), 1’un de ces facteurs est la
matrice polymérique qui agit comme barriere réduisant ou empéchant la pénétration des
antibiotiques et désinfectants. Par conséquent, I’inhibition de la production de la matrice
extracellulaire (MEC) peut étre une bonne alternative face a ce probléme sanitaire, en fait,
cette régulation est sous le contrdle du systéme quorum sensing, et de ce fait, I’inhibition de ce
dernier conduit également a I’arrét de la production de la MEC. (ANDERSON, 2008 ; HALL-
STOODELY ., 2009 ; CERI et al.,2010).

3.2.1. Effet des huiles essentielles sur la matrice polymérique

JAYALEKKSHEMI et al. (2016) rapportent dans leur étude I’effet du clou de girofle
Syzygium aromaticum sur la production d’exopolysaccharides régulée par le QS. Le traitement
des biofilms & Pseudomonas aeruginosa avec I’huile essenticlle de la plante a révélé une
atténuation dependante de la concentration, de divers facteurs de virulence, notamment la
motilité, I'ADN extracellulaire, les exopolysaccharides et la production de pigments. Les
études de modélisation moléculaire ont démontré que I'eugénol (Figure20), le composant
majeur de I’huile de Syzygium aromaticum se lie favorablement au récepteur (QS) par des
interactions hydrophobes ainsi que par liaison hydrogene avec Arginine 61 et Tyrosine 41, qui
sont des résidus d'acides aminés clés du récepteur LasR (JAYALEKKSHEMI et al., 2016).
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Figure 20 : Structure et sources de I’eugénol (AMLAN et PATRA ,2010).

La cannelle est un phytochimique alimentaire qui est traditionnellement utilisé pour
remédier aux problémes digestifs et aux contagions diverses, ce qui suggere que la cannelle
pourrait contenir des produits chimiques qui peuvent inhiber le biofilm. Pour démontrer cette
hypothése, KALIA et al. (2015) ont testé I’effet de I’huile de cannelle « Cinnamomum venum
» sur la formation du biofilm a Pseudomonas aeruginosa et sur les facteurs de virulence a
savoir la production de la pyocyanine, le rhamnolipide, la protéase, l'alginate et I'activité
d’essaimage. A cette fin, plusieurs analyses de microscopie, y compris la lumiere électronique
a balayage et la microscopie confocale, ont révéle la capacité de 1’huile de cannelle
pour inhiber les biofilms a Pseudomonas aeruginosa PAO1 et les substances polymériques
extracellulaires qui les accompagnent (KALIA et al., 2015).
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3.2.2. Effet des extraits organiques et aqueux des plantes sur la production de la matrice

polymeérique

Acinetobacter baumani, un pathogene nosocomial opportuniste, augmente
progressivement dans le cadre clinique. Le niveau élevé du mécanisme de resistance acquis
par cette bactérie rend son éradication difficile et la formation de biofilm en fait partie.
L’extrait polaire du kiwi « Actinidia deliciosa » a montré son effet sur la souche résistante aux
carbapénéme d’A. Baumanii. Ainsi le criblage phytochimique a permet de découvrir les
métabolites secondaires majeurs constitutifs de la plante a savoir les alcaloides (sanguinarine)
(Figure 21) et les flavonoides, ces derniers fragilisent la MEC produite par la méme souche en
réduisant les teneurs en EPS, en protéines et en ADN (TIWARI et al., 2017).

07\
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Figure 21 : La structure chimique de la sanguinarine (SARAFIM et al.,2008).

Récemment, 1’extrait aqueux de Herba patriniae s’est avéré actif contre le biofilm de
Pseudomonas aeruginosa. En effet, cet extrait était capable de modifier la structure des
biofilms matures de P.aeruginosa en diminuant la production d’exopolysaccharides (Figure
22) et en favorisant la motilité de la bactérie. Ces résultats ont fourni un mécanisme sous-
jacent potentiel pour l'utilisation de H. patriniae pour traiter les infections bactériennes en
médecine traditionnelle chinoise et ont révélé un candidat prometteur pour I'exploration de
nouveaux médicaments contre les infections associées au biofilm & P.aeruginosa (FU et al .,
2017).
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(a) (b)

Figure 22: Photographie de la production d'exopolysaccharides sur plaques rouges Congo
(FU etal ., 2017).

La morphologie et la coloration de la colonie ont été observées apres 3 jours d'incubation a 37

° C. (a) Sans H. petriniae. (b) Avec H. petriniae.

3.3. Inhibition de I’adhérence et I’adhésion bactérienne au support par des substances

naturelle

L’objectif de cette approche est d’empécher la formation du biofilm en inhibant I’adhérence
et/ou ’adhésion initiale en maintenant les bactéries dans un état isolé et sensible au systéme
immunitaire et aux antibiotiques. L’adhérence et I’adhésion des bactéries a n’importe quelle
surface est affectée par un certain nombre de facteurs tels que la surface (hydrophobicité), la
force ionique, la nature physicochimique de I’environnement (température et pH) et la surface
bactérienne (hydrophobicité, motilité et flagellation) (CHAVANT et al., 2002), mais aussi par
la production d’EPS (JOYCE et al., 2003). Un changement de 1’un de ces facteurs influence
I’adhérence/adhésion initiale des bactéries au support et donc permet d’empécher la formation

d’un biofilm.

3.3.1. Effet des huiles essentielles sur I’adhérence des bactéries au support

Une étude sur le Kaloupilé « Muraya koenigii », un arbre originaire d'Inde appartenant a la

famille des Rutacées, a révéler qu’en plus de 1’action de I’huile sur le QS, elle possédé un
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effet inhibiteur de 1’attachement cellulaire au support a une concentration minimale sub-
inhibitrice chez le biofilm de Pseudomonas aeruginosa. Les principaux composants présents
dans I’huile essentielle de M. koenigii étaient le caryophylléne, I'oxyde de caryophylléne, le

cinnamaldéhyde, I'a- et B-phellandréne et I'eugénol (BAI et al., 2014).

3.3.2. Effet des extraits organiques et aqueux des plantes sur I’adhérence bactérienne

dans un biofilm

L’extrait chloroformique de curcuma s’est avéré efficace sur 1’inhibition de la formation de
biofilm possédant des bactéries résistantes aux antibiotiques en modulant 1’adhérence des
cellules au support et en modifiant la motilité et le comportement hydrophobe. En effet, des
souches bactériennes telles que Klebsiella pneumoniae et Enterobacter cloacae ont présenté
un comportement hydrophile apres I'ajout de I'extrait par rapport aux cellules témoins. Cet
effet est lié a la présence des constituants phytochimiques principalement des sesquiterpenes et
des groupes d'acides gras. Ces résultats suggerent clairement que le curcuma pourrait affecter
de multiples activités cellulaires dans les formateurs de biofilm présentant une résistance aux
antibiotiques (HAYAT et al., 2017).

NADAF et al. (2018) ont étudié la propriété antibiofilm de I’extrait de feuille de
Hymenocallis littoralis contre Staphylococcus aureus et Candida albicans et ils ont conclu
que cette activité est liée aux différents composés phytochimiques de la plante, a savoir, les
alcaloides, les flavonoides, les terpénoides, les glycosides, les terpenes et les composes
phénoliques. L’arrimage moléculaire de ces derniers interagit avec les résidus de site actif des
protéines d’adhésines Sortase A et Als3 de S.aureus et C.albicans respectivement, en plus,
les études histologique de ces composés ont révélé des effets non nocifs sur la peau de rat, ce
qui suggere 1’utilité de ces résultats pour concevoir de nouveaux composés phares contre les

micro-organismes pathogénes producteurs de biofilm (NADAF et al.,2018).
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Conclusion et perspectives

De nos jours, un grand nombre de plantes aromatiques et médicinales sont exploitées
dans les domaines pharmaceutique et médical pour leurs diverses propriétés biologiques et
leur richesse en substances bioactives principalement les métabolites secondaires qui offrent
une énorme bibliothéque pour le criblage d’agents antimicrobiens. Cependant, de
nombreuses études d’extraits d’origine végétale ayant une activité¢ antibioflm n’identifient
pas les structures moléculaires des molécules bioactives, ce qui implique que d’autres études

doivent étre effectuées.

Comme indiqué dans cette revue, une série d’études ont été menées pour évaluer les
effets inhibiteurs des extraits végétaux sur la formation et le développement du biofilm. Selon
les résultats actuels, leurs mécanismes d’action sont principalement di a la suppression de

certaines étapes de la formation du biofilm ou par inhibition du quorum sensing.

Ces résultats suggérent le potentiel d’utilisation des substances naturelles comme
agents alternatifs pour traiter les infections bactériennes liées aux biofilms. Il vaut la peine
d’évaluer Defficacité et la tolérance des produits naturels chez les patients cliniques atteints
d’une infection profondément localisée liée aux biofilms, par exemple dans les viscéres, les

tissus ou d’autres organes en attendant une spécificité améliorée.
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Résumé

La formation du biofilm entraine une resistance accrue aux agents antimicrobiens y
compris les antibiotiques. En raison de I’implication des biofilms dans plusieurs maladies
infectieuses et dans la propagation de la multi-résistance, il est urgent de s’intéresser a
découvrir de nouveaux agents antibactériens .Ces derniers seront capables soit de prévenir la
formation ou d’initier le phénoméne de dispersion des biofilms par I’inhibition du systéme
Quorum sensing, un mécanisme de communication de cellule a cellule, qui est derriere la
régulation de plusieurs facteurs de virulence liés aux biofilms. Au cours des deux derniéres
décennies, plusieurs recherches confirment I’efficacité des produits naturels issus de plantes
médicinales sur la formation et le développement des biofilms. Cette revue résumera certaines
découvertes des effets antibiofilms des extraits de plantes et des huiles essentielles, avec les
mécanismes bien définis mais aussi les effets des autres extraits avec des mécanismes
inconnus, nous nous concentrons également sur les différents métabolites secondaires qui sont
derriere ces effets avec leurs structures et leurs classifications et sur la progression des

techniques d’extraction de ces ingrédients bioactifs.

Mots clés : biofilm, multi-resistance, virulence, quorum sensing, plantes médicinales.
Abstract

Biofilm formation leads to increased resistance to antimicrobial agents including
antibiotics. Due to the involvement of biofilms in several infectious diseases and in the spread
of multi-résistance, it is urgent to take an interest in discovering new antibacterial agents. The
latter, will be able either to prevent the formation or initiate the phenomenon of dispersion of
biofilms by inhibiting the Quorum sensing system, a cell-to-cell communication mechanism,
which is behind the regulation of several virulence factors related to biofilms. Over the past
two decades, several studies have confirmed the effectiveness of natural herbal products on
the formation and development of biofilms. This review will summarize some of the findings
of the antibiofilm effects of plant extracts and essential oils, with well-defined mechanisms
but also the effects of other extracts with unknown mechanisms, we also focus on the
different secondary metabolites that are behind these effects with their structures and

classifications and on the progression of techniques for extracting these bioactive ingredients.

Keywords: biofilm, multi-resistance, virulence, quorum sensing, médicinal plants.












