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Introduction

Pendant longtemps les bactéries ont été étudiées sous forme planctonique en culture
liquide en tant que cellules libres, alors que paradoxalement dans la nature la majorité
d’entre-elles, favorisent un mode de vie en communauté ou se trouvent fixées sur un support
plutot que libre et isolées dans le milieu environnemental. Aprés 1’attachement sur un
support, les bactéries vont se mettre en place et développer une communauté organisée a
laguelle William Costerton a donné le nom de « biofilm » (Fillox et Vallet, 2003).

Les biofilms colonisent des surfaces tres variées et sont particulierement connus pour
leurs effets negatifs sur la santé publique et cause d’un large éventail d’infections chez
I’homme, ainsi que leurs impacts écologiques et économiques considérable (Chalvet de
Rochemonte, 2009 ; Ouchar mahamati et al., 2013).

Par ailleurs, la maitrise des infections bactériennes devient complexe, vu la structure
specifique des biofilms qui fournit un haut niveau de résistance aux antibiotiques, aux
désinfectants et aux détergents (Closteron et al., 1999 ; Stewart et Closteron, 2001;
Stewart et Franklin, 2008). Par exemple, il a été rapporté que la concentration minimale
d'antibiotiques nécessaire pour tuer les bactéries en biofilm est d'environ 100 a 1000 fois
supérieure a celle observée pour leurs homologues planctoniques (Stewart et Closteron,
2001).

Les échecs thérapeutiques et les colts de plus en plus élevés des traitements des
infections dues aux bactéries résistantes, appellent a trouver d’autres alternatives de soins
(Toty et al., 2013). De ce fait, l'utilisation de la phytothérapie est devenue une nécessité, et la
recherche de nouvelles molécules possedant un pouvoir antibactérien et anti-biofilm est
depuis quelques années tres actives (Atefbeibu, 2002).

Selon I'Organisation Mondiale de la Santé (OMS) (2003), environ 65 a 80% de la
population mondiale a recours a la médecine traditionnelle pour se soigner, en raison de la
pauvreté et du manque d'acces a la médecine moderne. De ce fait, les plantes médicinales
offrent une solution de rechange aux médicaments. Les métabolismes des nutriments de ces
plantes, produisent plusieurs métabolites secondaires, que I’homme utilise dans son arsenal
thérapeutique. Il s’agit des principes actifs connus par leurs diverses activités biologiques, on
distingue plusieurs catégories telles que les composés phénoliques, les huiles essentielles et
les alcaloides.

Ces remedes naturels sont bien souvent tres efficaces avec moins d’effets secondaires
reconnus que beaucoup de médicaments de synthése, mais peuvent néanmoins étre mortels
ou toxiques pour 1’organisme lorsqu’ils sont mal utilisés (Duraffourd et al., 1997).

Dans le premier chapitre de ce mémoire, on présentera la physiologie des biofilms, les
milieux ou ils sont fréeqguemment rencontrés ainsi que les différentes méthodes utilisées dans
les laboratoires pour les étudier. Puis, on verra dans le deuxiéme chapitre, les généralités sur
les principaux composeés bioactifs trouvés dans les plantes médicinales. Par la suite, dans le
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troisieme chapitre, on définira les méthodes les plus utilisées pour I’extraction et la
purification des principes actifs des plantes médicinales ainsi que les différents criteres de
choix.

Enfin, dans le dernier chapitre, on présentera des études récentes qui ont évalué la
capacité des extraits végétaux utilisés seuls ou en combinaison a inhiber la formation de
biofims bactériens ainsi que leurs povoirs d’éradiquer des biofilms préformés. On présentera
également les cibles d’actions des extraits au sein des biofilms. Enfin, on parlera d’une
nouvelle stratégie qui est trés utilisée pour la lutte contre les biofilms.
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1. Historique

On attribue la découverte des biofilms a I’inventeur du microscope, Antoni Van
Leeuwenhoek (1632-1723), qui observa vers 1683 avec cet appareil des communautés de
micro-organismes a la surface des dents (Donlan, 2002). En 1933, lors d’expériences visant a
observer la croissance d’algues sur des lames de verre placées dans un aquarium, Henrici
observa, fixées sur ces lames, des communautés bactériennes. Il émit alors I’hypothése que la
plupart des bactéries vivantes en milieux aqueux sont organisées sous forme de communautés
sessiles fixées & une surface, et non pas sous forme planctonique (Henrici, 1933).

Le concept de « biofilm » est né, mais le terme en lui méme n’est pas encore utilisé.
Claude E. Zobell (1904-1989), considéré comme le pére de la microbiologie marine,
démontra vers 1936 que les surfaces solides sont bénéfiques au développement des bactéries
lors de leur conservation dans un milieu nutritif dilué. En 1943, il montra que de trés faibles
quantités de nutriments organiques s'adsorbent sur le verre et que cette concentration de
matiere organique favorise la formation de communautés bactériennes fixées sur les surfaces
(Costerton, 2004).

En 1973, Characklis démontre que les matrices d’exopolymeéres des biofilms conférent
a ces derniers une résistance avérée contre 1’action des désinfectants, notamment ceux a base
de chlore (Characklis, 1973). Puis, en 1978, Costerton et son equipe proposérent les
premiéeres 8 hypothéses sur les mécanismes impliqués dans I'adhésion des micro-organismes.
IIs proposerent pour la premiére fois le terme de « biofilm », en suggérant que ce serait le
mode de vie naturel adopté par la plupart des micro-organismes (Costerton, 1978).

Plus récemment, plusieurs techniques et outils technologiques, ont permis de découvrir
des informations surprenantes sur ce mode de vie imposant ; a savoir, la microscopie a
balayage, la microscopie confocale a balayage laser et les outils du génie génétique. Ces
derniers sont par exemple applicables a 1’étude des génes impliqués dans 1’adhésion et la
formation de biofilm (Donlan, 2002).

2. Définition

Le biofilm est une communauté structurée de micro-organismes, se fixant a une surface
inerte ou vivante et réunis au sein d’une matrice d’exo-polysaccharides adhésives et
protectrice qu’ils secrétent. C’est une structure vivante en perpétuel remaniement. Il constitue
le mode de vie majoritaire des micro-organismes, par opposition a 1’état planctonique libre et
isolé dans I’environnement (Costerton et al., 1999 ; Espinasse et al., 2010) ce qui rend
I’attachement sur une surface une « stratégie de survie » (Filloux et Isabelle, 2003).

Cette architecture complexe, est trés variable d’un biofilm a 1’autre selon les
microorganismes qui le composent et les conditions environnementales (Roux et Ghigo,
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2006), et peut étre constitu¢ d’une ou plusieurs espéces de micro-organismes (Behlau et
Gilmore, 2008).

3. Composition

Selon Costerton (1999), Le biofilm est composé essentiellement de microorganismes
et de la matrice qu’ils synthétisent, cette derniére représente 50 a 90 % de la masse organique
carbonée du biofilm bien que les microorganismes représentent 2 a 5 % de la matrice du
biofilm selon I’espece impliquée.

3.1. Les microorganismes

Un biofilm est composé de communautés complexes des bactéries au sein desquelles on
peut trouver des multiples especes attachées a différents matériels (Akbas, 2015), capables de
survivre aux agressions extérieures (agents anti-infectieux, déshydratation,..) et de maintenir
ainsi des formes viables. Ceci est rendu possible par la transformation de certaines cellules du
biofilm en formes dormantes, avec des fonctions vitales ralenties, ce qui leurs permet
d’échapper a I’action de la plupart des agents anti-infectieux qui nécessitent pour étre actifs
des bactéries capables de se répliquer (Aumeran et al., 2020).

En effet, la plupart des biofilms sont souvent composés de différents types de
microorganismes : bactéries, algues, protozoaires, mycetes, dans lequel chaque groupe
exécute des fonctions métaboliques spécialisées (Alnnasouri, 2010).

3.2. La matrice

La formation de la matrice est un processus dynamique qui dépend de la disponibilité
nutritive, la synthese et la sécrétion de matiére extracellulaire. Cette matrice peut étre
constituée non seulement de polysaccharides, mais elle comprend aussi des protéines, des
acides nucléiques, des agents tensioactifs, des lipides, des glycolipides et des cations
(Tremblay et al., 2014). La composition et la quantité de « substances polymériques
extracellulaires » produites par les bactéries varient en fonction du genre bactérien, de 1’age
du biofilm et des facteurs environnementaux (Donlan et Costerton, 2002).

La matrice est un environnement dynamique dans lequel les cellules microbiennes sont
organisées de maniere a utiliser tous les élements nutritifs disponibles. Elle exerce différents
roles :

> Elle représente un reservoir de nutriments nécessaires a la croissance bactérienne;

» L’interaction des divers substances polymériques extracellulaires a travers divers types
de forces (Van der Waals, électrostatique et ponds hydrogenes), apporte des propriétés
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cohésives qui maintiennent les bactéries au sein du bioflm connectées les unes aux
autres (Vanzieleghem et Delmée, 2020);

» Sa forte hydratation, qui est due a sa capacité a fixer un grand nombre de molécules
d’eau par des liaisons hydrogénes, permet a certains biofilms de lutter contre la
dessiccation dans le milieu naturel ;

> Elle joue aussi un r6le majeur dans les propriétés de résistance aux biocides, en se liant
directement aux agents antimicrobiens et en les empéchant de pénétrer au sein du
biofilm (Donlan et Costerton, 2002; Donlan, 2002).

Tableau 1: Principaux constituant de la matrice du biofilm (Sutherland, 2001).

Composant % dans la matrice
Eau >97%
Polysaccharides 1-2%
<1-2% (acompter les
Proteins enzymes)
AND et ARN <1 -2 % (cellules lysées)

4. Organisation

Dans la nature, environ 90 % des bactéries adoptent un mode de vie en
biofilm (Vanzieleghem et Delmée, 2020). Ainsi, les bacteries qui existent sous formes
planctonique, peuvent commencer a former un biofilm en quelques minutes en contact avec
la plupart des surfaces (Allison et al., 2000). Les microorganismes sont organisés a 1’intérieur
de la matrice sous forme de micro-colonies ; ces derniéres, au sein des biofilms, elles sont
séparées par des canaux aqueux qui forment un réseau de circulation permettant, d’une part
d’acheminer 1’oxygene et les nutriments dans les régions enfouies du biofilm, et d’autre part
d’évacuer les déchets (Branger et al., 2007).

La croissance tridimensionnelle du biofilm et la présence d’une matrice extracellulaire
qui réduit la diffusion au sein du biofilm conduisent a I’apparition de gradients d’oxygene
dont la concentration décroit depuis la surface vers la base du biofilm, ou les nutriments sont
plus rares et ou les déchets du métabolisme bactérien s’accumulent (Lebeaux et Ghigo,
2012). Ces gradients permettent d’expliquer la présence de zones de croissance différentes
des micro-organismes du biofilm (Courfort et al., 2007). Cette hétérogénéité physico-
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chimique s’accompagne d’une hétérogénéité métabolique, source de microenvironnements
qui permet la coexistence organisée d’espeéces bactériennes aux propriétés métaboliques
différentes et souvent complémentaires (Roux et Ghigo, 2006). Ce qui permet de distinguer
une couche la plus profonde du biofilm qui est constituée par les cellules qui se sont fixées en
premier. Ces cellules sont petites, leur métabolisme est anaérobie et leur croissance est lente;
et une couche superficielle du biofilm qui est constituée de grandes cellules en aérobiose et a
croissance rapide. Entre ces deux couches, on trouve des cellules en microaérobiose (Chalvet
de Rochermonteix, 2009). Enfin, la présence fréquente de microorganismes d’espéces
différentes au sein d’'un méme biofilm constitue un niveau supplémentaire d’hétérogénéité
biologique (Lebeaux et Ghigo, 2012).

Figure 1: Micrographie électronique a balayage d’un biofilm.
(Donlan, 2002)

5. Les étapes de formation de biofilm

Les bactéries initient la formation d’un biofilm en réponse a une pression
environnementale, comme I’indisponibilité en oxygeéne ou en nutriments, mais aussi face a un
traitement destructif. Cette variation des facteurs conduit & des biofilms différents les uns des
autres (Branger et al., 2007). L’observation directe des biofilms par microscopie, ainsi que
les nombreuses études génétiques realisées sur les biofilms, ont conduit a un modéle de
développement en cinq étapes (Roux et Ghigo, 2006) :
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5.1. Mise en place d’un film conditionnant

La premiere étape est la formation du film primaire ou « film conditionnant ». Cette
¢tape est rapide, elle a lieu quelques minutes apreés 1’exposition d’une surface propre a un
fluide contenant des micro-organismes. Avant qu’une surface ne soit exposée a un milieu
liquide, elle est chargée soit négativement ou positivement. Aprés 1‘exposition au milieu, la
surface acquiert des molécules de charges différentes. Elle adsorbe également des molécules
de faible poids moléculaire, des molécules hydrophobes, des polysaccharides complexes, des
glycoprotéines, des lipides, pouvant étre utilises par les bactéries. Ce film est qualifié de
conditionnant car il peut modifier les propriétés de surface initiales du matériau ce qui a pour
conséquence soit de prévenir I’approche des bactéries soit au contraire de créer un micro-
environnement favorable a 1’adhésion stable des bactéries (Squinazi, 2013).

Ces constituants qui se trouvent sur la surface vont servir de substrat aux
microorganismes, mais il faut souligner que plus le film conditionnant est faible en nutriment
plus il sera attractif pour les bactéries, car la limitation de substance du milieu est un
paramétre clé dans I’initiation du phénoméne d’adhésion (Branger et al., 2007).

5.2. Transport et déplacement

Apreés la formation du film conditionnant, il y aura le transport des microorganismes a
proximité de la surface. Ces microorganismes proviennent soit du milieu environnant ou de la
redistribution des cellules issues de la phase de distribution d’un biofilm situé a proximité
(Branger et al., 2007). Cette étape est influencée par des conditions environnementales
impliquant le pH, 1’osmolarité, la température, la concentration en oxygeéne et en nutriments
et I’hydrodynamique de fluide (Beloin et al., 2008).

Lorsque les forces de cisaillement sont nulles ou faibles (en condition statique ou en
écoulement laminaire), les micro-organismes peuvent s’approcher de la surface par différents
mécanismes (Characklis et al., 1990):

» Passif, par un mouvement brownien menant a une sédimentation due a la force de
gravité s’exergant sur tous les corps (Dickson et Daniels, 1991 ; Banks et Bryers,
1992), ou par des mouvements de convection du milieu amenant physiquement les
bactéries vers une surface ;

» Actif, par le déplacement des bactéries grace a des appareils locomoteurs (pili,
flagelles) vers des substances nutritives par chimiotaxie (Davies, 2000).

La mobilité flagellaire joue par ailleurs un réle essentiel dans I’initiation de la plupart
des biofilm, et peut aussi contribuer a I’adhésion cellulaire en augmentent la probabilité de
contact entre la cellule et la surface (Pratt et Kolter, 1998).
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5.3. Phase d’adhésion

Zobell (1943) a montré que l'adhésion est composée de deux étapes alternatives:
I'adhésion réversible fait intervenir un processus physicochimique et constitue une étape non
specifique, et l'adhésion irréversible fait intervenir un phénomeéne biologique, qui est
considéré comme une étape spécifique.

e L’adhésion réversible

En milieu liquide ou exposé¢ a I’humidité, les bactéries planctoniques s’approchent
d’une surface solide (Hgiby et al., 2011). La fraction des cellules atteignant la surface
s'adsorbe de maniere réversible et interagit avec le film conditionnant (Garrett et al., 2008).
Elles s’y attachent par des interactions non spécifiques, électrostatiques et électrodynamiques
et s’adhérent plus facilement sur une surface rugueuse, hydrophobe et non polaire (Beloin et
al., 2008).

Les micro-organismes non mobiles vont s’adhérer a la surface en utilisant les forces
d’interactions ou en utilisant des éléments de leurs surfaces, tandis que ceux qui sont mobiles
développent des facteurs d’adhésion impliquant des structures telles que les flagelles, pili ou
protéines membranaires qui sont regroupées sous le terme d’adhésines (Schembri et al.,
2003).

Dans cette phase d’adhésion, les bactéries peuvent étre facilement éliminées, ce qui
démontre que, irréversible, l'attachement est crucial dans le développement du biofilm
(Anand et al., 2014).

e lrréversible

Cette seconde adhésion correspond a une fixation spécifique des micro-organismes sur
un support. Cette adhésion stable est rendue possible grace a la sécrétion de polymeéres
extracellulaires qui vont former des ponts de fixation entre la cellule et la surface ou entre
deux cellules. Selon le type de micro-organisme, les structures d’adhésion vont varier. Pour
I’adhésion des bactéries Gram négative, seront impliqués les pili, les curli, les capsules et le
glycocalix. Quant a I’adhésion des bactéries Gram positive ce sont les acides teichoiques,
I’acide mycolique, la capsule et le glycocalix qui sont impliqués (Van Houdtet al., 2005).

Un certain nombre de cellules adsorbées de maniere réversible restent immobilisees et
deviennent irréversiblement adsorbées. Au fur et a mesure que les bactéries se multiplient
leur adhésion devient plus solide et elles se différencient, en modifiant leur schéma
d’expression génique de manicre a favoriser leur survie (Garrett et al., 2008 ; Philips et al.,
2011).
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5.4. Multiplication des bactéries et maturation du biofilm :

Lorsque 1’attachement des bactéries a la surface sera définitif, elles vont s’agréger entre
elles et se diviser en utilisant les nutriments présents dans le film de conditionnement et
I'environnement liquide. Ceci méne a la formation des micro-colonies qui s’élargissent et
s'unissent pour former une couche cellulaire couvrant la surface (Otto, 2013; Mogha et al.,
2014 ; Goetz et al., 2016). A partir d’une concentration suffisamment dense d’individus, les
micro-colonies commencent a sécréter une matrice extracellulaires environnante (Philips et
al., 2011 ; Tremblay et al., 2014). Ces substances jouent un role immense dans la protection
des biofilms contre les agressions extérieures, qu’elles soient mécaniques, physiques,
chimiques ou cellulaires ainsi que dans I'ancrage des cellules a la surface (Mogha et al.,
2014).

La croissance exponentielle de biofilm se traduisant par une augmentation favorable de
son épaisseur jusqu’a la formation d’un film hétérogéne tridimensionnel (Costerton et al.,
1995). Pendant cette étape on peut considérer que le biofilm est en équilibre dinamique entre
I’accroissement de 1’épaisseur par multiplication des bactéries déja fixer et/ou par
I’agrégation des bactéries encor libres dans le milieu aqueux suite a I’arrachement des
bactéries dd aux mouvements des fluides environnants (Branger et al., 2007).

5.5. Dispersion

Lorsque la densité bactérienne sur une surface devient tres élevée, des bactéries se
détachent du biofilm et se dispersent dans le milieu environnant et retournent a 1’état
planctonique (Kaplan, 2010). Ce phénoméne complexe dit de dispersion représente 1’étape
ultime de formation des biofilms et il est induit par des événements extérieurs tels que les
perturbations mécaniques (e.g. force de cisaillement) (Tremblay et al., 2014) et
I’appauvrissement en nutriments. Ces modifications sont pergues par les bactéries, ce qui
entraine I’activation de signaux intracellulaires et ultimement le décrochage d’une partie du
biofilm. Plusieurs actions peuvent aussi conduire au détachement physique de bactéries tel
que synthése et sécrétion d’enzymes de dégradation de la matrice (nucléases, glycosidases,
protéases), et la modification de surface des bactéries (détachement actif) (Aumeran et al.,
2020).

Les bactéries peuvent se détacher du biofilm aussi de fagon passive par érosion,
abrasion et desquamation :

> L'érosion (detachement continu de cellules individuelles ou de petits agrégats): est le
résultat des forces de cisaillement en milieu liquids;

> L'abrasion (la collision de particules): se réfere au détachement continu de cellules
simples ou bien des petits groupes cellulaires et affecte la surface total du biofilm;
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> Desquamation (détachement massif et rapide de quantités importantes de bactéries):
correspond a la perte instantanée des grandes parties du biofilm, affectant non
seulement le biofilm entier mais aussi la surface du biofilm (Mogha et al., 2014).

Les agrégats érodés ou délabrés du biofilm sont susceptibles de conserver certaines
caracteristiques du biofilm, telles que les propriétés de résistance aux antimicrobiens
(Donlan, 2002) et seront aussi capables de coloniser d’autres surfaces voire de créer d’autres
points infectieux, car les bactéries ainsi libérées sont particulierement virulentes (Aumeran
et al., 2020), complétant ainsi le cycle, et la phase planctonique peut alors étre assimilée a
une phase de dispersion transitoire (Branger et al., 2007) .
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Figure 2: Représentation schématique du développement d’un biofilm bactérien.
(Bridier et al., 2011)

6. Facteurs favorisant la formation d’un biofilm

Le développement d’un biofilm est un processus séquentiel complexe qui fait intervenir
de nombreux mécanismes physico-chimiques et biologiques. Ce développement est influencé
par trois composants : la surface, le milieu, et les microorganismes ; ainsi que les interactions
existantes entre ces composants (Branger et al., 2007).
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6.1. Caractéristiques de la surface

Les propriétés de la surface peuvent exercer une influence sur le taux d’attachement et
sur son ampleur :

e La rugosité de la surface

Plus une surface est rugueuse, plus la colonisation de cette surface par des micro-
colonies est importante (Characklis, 1990). Les surfaces rugueuses sont colonisées de fagon
préférentielle car les forces répulsives sont moindres et la surface de fixation est augmentée,
grace a la présence d’aspérités. Néanmoins, certaines souches sauvages de bactéries
colonisent aussi des surfaces lisses (Donlan et Costerton, 2002).

e Les propriétés physico-chimiques de la surface

Les propriétés physico-chimiques de la surface peuvent exercer une influence sur le
taux d’attachement et sur son ampleur. Les micro-organismes se fixent plus facilement a des
surfaces hydrophobes et non polarisées comme le téflon ou d’autres maticres plastiques, que
sur des matériaux hydrophiles comme le verre ou les métaux (Bendinger, 2003).

e Preésence de films protéiques sur la surface

La présence de polymeres sur un matériau modifie les propriétés physico-chimiques de
sa surface, et a une influence directe sur I’attachement de bactéries a cette derni¢re. En effet,
la présence préalable sur un biomatériau d’un film protéique comme le sang, les larmes,
I’urine, la salive, le liquide interstitiel et les sécrétions respiratoires, influence 1’attachement
de bactéries a sa surface, et favorise la formation de biofilms (Nobbs, 2009).

6.2. Caractéristiques du milieu

La formation et la dispersion d’un biofilm nécessitent des équipements enzymatiques
précis et des entités structurales particulicres, dont 1’activation dépend de facteurs
environnementaux clefs (Donlan, 2002).

e Latempérature

Elle est importante car elle peut avoir un effet significatif sur la mobilité cellulaire et la
production de flagelles et, ainsi sur 1’adhésion (Dumas, 2007).

e LePh

Le ph du milieu environnant modifie la charge de surface des microorganismes ainsi
que celle des supports solides suite au déplacement des équilibres d’ionisation
(protonation/déprotonation) des groupements fonctionnels exposés selon leur pKa (Hamadi
et al., 2004).

)
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e Sources de carbone disponibles

Elles ont une influence sur la formation d’un biofilm et sur sa maturation (Martinez,
2007).

e Concentrations en nutriments

Dans un milieu statique, la concentration en nutriments doit étre élevée pour qu’il
puisse y avoir formation d’un biofilm ; ce n’est pas le cas pour un milieu hydrodynamique
(Spormann, 2008).

e Concentrations en certains cations

L’augmentation de la concentration de plusieurs cations (sodium Na+, Calcium Ca2+,
ion ferrique Fe3+) influence 1’attachement de Pseudomonas fluorescens sur des surfaces en
verre, en réduisant les forces répulsives s’exercant entre les bactéries chargées négativement
et la surface de verre (Fletcher, 1988).

e Hydrodynamique du fluide

Selon la position du matériau dans un fluide, il sera plus ou moins exposé a des
turbulences. La zone de moindres turbulences, a 1’écart des flux laminaires, est appelée zone
de fixation. C’est précisément dans cette zone qu’il est plus facile pour les micro-organismes
de se fixer sur une surface, puisqu’ils sont moins soumis aux forces exercées par le fluide
(Donlan, 2002).

6.3. Propriétés des cellules

L'hydrophobicité de la surface cellulaire, la présence de fimbriae et de flagelles et la
production d'exopolysaccharides (EPS), influencent tous le taux et I'étendue de la fixation des
cellules microbiennes. L'hydrophobicité de la surface cellulaire est importante dans I'adhésion
car les interactions hydrophobes ont tendance a augmenter avec une nature non polaire
croissante d'une ou des deux surfaces impliquées (c'est-a-dire la surface des cellules
microbiennes et la surface du substrat). Les polymeres apolaires situés a la surface des
cellules comme les fimbriae, certaines protéines, et les acides mycoliques (composants de
certaines bactéries Gram positives), semblent s’attacher de fagon prédominante a des surfaces
hydrophobes. Les EPS et les lipopolysaccharides sont plus importants dans les mécanismes
d’attachement a des surfaces hydrophiles (Donlan, 2002).

1)




Chapitre | Biofilms bactériens

Biodiversite (1) Cisatiang
l dxopo rnemz;)
Cellules e surface
Panclonipics, T e — Biofilm mature
Propriétés Regulaflons o >
physico-chimique génétiques //—7
Motilité, ) (5) Foof o
(2 — oadhesmes et l. ; -DL/ ] / Q ,

:
signaux =% ,\
\

. i Signal | # \
InterachonsA'W"mnnememaux% Y acv@J QMG nplecules
- > . 4@ ) 2

| des 2 veloppes(b)

énergétiques (4)

Film
conditionnant

Figure 3: Paramétres impliqués dans 1’adhésion bactérienne, la maturation et la structure
(Haras, 2005)

7. Régulation de la formation des biofilms : quorum sensing

En 1970, Vibrio fischeri (anciennement appelé Photobacterium fischeri), a fait I’objet
d’observations a propos de la régulation de la bioluminescence émise par ces bactéries : la
fabrication de photons est en effet induite uniqguement a partir de la phase exponentielle de
croissance des bactéries et non dans une culture fraichement inoculée lorsque la densité
cellulaire est faible. Les auteurs ont alors émis 1’hypothése d’une auto-induction pour la
régulation de ce processus et ils ont nommé auto-inducteur (Al), la molécule régulatrice qui
s’accumule dans le milieu. Le terme de « quorum » a par la suite été introduit pour décrire
I’idée d’un nombre minimal de bactéries nécessaire au déclenchement de comportements de
groupe.

Au début du XXIe siécle, le quorum sensing (QS) a été identifié chez de nombreuses
bactéries a Gram positif et négatif comme un mode de communication et de perception fondé
sur la production de petites molécules, qui peuvent diffuser a travers la membrane ou étre
transportés a 1’extérieur de la cellule (Mion et al., 2019). Le QS est donc un mécanisme de
contrble des processus ayant lieu au sein des cellules, matérialisés par des signaux de cellules
a cellules, et dépendant de la quantité de cellules présentes : on parle de méecanismes de
perception de densité cellulaire (Costerton, 1999).
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Chez les bactéries Gram négatif, il implique la sécrétion de petites molécules dérivées
d’acides gras, alors que chez les bactéries Gram positif, il est basé sur la production de
dérivés peptidiques. Le QS est a ’origine de I’expression de plusieurs types de geénes en
I’occurrence les génes codant pour 1I’émission de la bioluminescence, la sporulation, la
compétence, la production d’antibiotique, la sécrétion de facteurs de virulences, la production
de pigments et la formation de biofilm (Aye, 2015).

7.1. Les molécules du quorum sensing

Il existe une grande diversité de molécules de communication entre bactéries. Les
bactéries a Gram positif (Staphylococcus spp, Clostridium spp, Enterococcus spp) utilisent
souvent des peptides cycliques d’environ 7 a 11 acides aminés. Ces peptides sont transportés
hors de la cellule bactérienne puis sont percus par le senseur membranaire des autres
bactéries (senseur a histidine kinase). La fixation du peptide au senseur entraine ’activation

d’un régulateur de réponse (par exemple sa phosphorylation) activant I’expression des génes
du QS.

Chez les bactéries a Gram négatif, différentes molécules sont utilisées, les plus
communes étant les acyl homosérine lactones (AHL), dont les tailles (de 4 a 18 atomes de
carbone) et les modifications de la chaine acyl varient selon les bactéries. Les AHL diffusent
librement a travers la membrane bactérienne et la réponse au QS est déclenchée par leur
fixation dans la cellule a un régulateur de transcription de type LuxR qui, ainsi activé, induit
I’expression des génes du QS. D’autres molécules sont impliquées dans le QS des bactéries a
Gram négatif et sont spécifiques de chaque espéce bactérienne. Un autre Al est utilisé par les
bactéries a Gram positif et négatif, le diester Al-2 qui est utilisé par un large spectre de
bactéries, il est considéré comme une molécule signal inter-especes (Mion et al., 2019).

7.2. Lasignalisation QS chez les bactéries Gram-positifs

Le systeme de détection de QS chez les bactéries Gram positif comme
chez Staphylococcus aureus se produit par le biais du régulateur de gene accessoire
(agr) (Yarwood J.M et al., 2004 ; Novick et Geisinger, 2008; Periasamy et al., 2011). Agr
fonctionne pour augmenter l'expression de certains facteurs de virulence sécrétés par S.
aureus et diminuer certaines protéines de surface cellulaire (Novick et Geisinger, 2008). Il
est prouvé que agr contribue a S. aureus pathogénicité dans plusieurs types d'infection, y
compris les abces sous-cutanés, I'endocardite et l'arthrite.

Au niveau moléculaire, le locus agr contient les promoteurs P2 et P3 qui codent
respectivement pour les transcrits ARNII et ARNIII (Yarwood J.M et al., 2004 ; Novick et
Geisinger, 2008). Les opérons P2 et P3 codent pour différentes protéines qui ont des roles
individuels dans la détection agr. L'opéron P2 code le transcrit ARNII qui code pour agrB,
agrD, agrC et agrA. Ces quatre produits constituent le systeme de signalisation proprement
dit [Figure 4]. L'opéron P3 code le transcrit d'ARNIII qui produit un seul produit génique,
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une toxine appelée delta-hémolysine mais qui augmente la transcription de plusieurs facteurs
de virulence.

AgrD et AgrB forment un systeme de régulation a deux composants pour produire un
peptide auto-inducteur (AIP). AgrD code pour la pro-AlP et la protéine transmembranaire
AgrB transforme le pro-AlIP en AIP, le transportant vers l'espace cellulaire externe. L'AIP
continuera a s'accumuler dans I'environnement externe au-dela de la membrane cellulaire, se
liant éventuellement a AgrC, une kinase intégrée dans la membrane. La kinase AgrC
phosphoryle le régulateur AgrA, qui est alors responsable de lI'auto-induction du locus agr en
se liant aux promoteurs P2 et P3 et en relangant le cycle (Novick et Geisinge, 2008).
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Figure 4: Le systéeme QS arg chez Staphylococcus aureus.
(Novick et Geisinge, 2008)

7.3. Lasignalisation QS chez les bactéries Gram-négatifs

Le systeme QS, a été retrouveé aussi chez les Gram négatif comme P. aeruginosa qui est
largement étudié sur différents modeles expérimentaux. Chez P. aeruginosa, deux systémes
de QS ont été découverts, le systéme las et le systéme rhl, contrélant a deux la transcription
de plusieurs génes impliqués dans la virulence.
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Le systéme las comprend le géne lasR codant pour la protéine régulatrice LasR et le
géne lasl codant pour une enzyme, auto-inducteur synthase, Lasl nécessaire a la synthese
d’un type d’AHL : N-(3- oxododecanoyl)-L-homosérine lactone (3-o0xo0-C12-HSL).

Lorsque la concentration en 3-0x0-C12-HSL atteint un seuil critique, témoin d’une
concentration bactérienne élevée, une molécule d’AHL se lie a deux protéines LasR pour
constituer un complexe activateur de la transcription de plusieurs génes. Cette activation est
déclenchée de maniere synchrone dans toute la population bactérienne a la jonction entre la
phase de croissance exponentielle et le début de la phase stationnaire. Les génes activés par
ce systeme comme indiqué comprennent:

e lasB , lasA, aprA codant respectivement pour deux élastases, et pour une protéase
alcaline contribuant chacune a la destruction des tissus pulmonaires;

e toxA, codant pour une exotoxine ADP-ribosylante;

e XCpR et xcpP, codant pour des protéines de la machinerie de sécrétion de type Il
nécessaires a 1’exportation de ces facteurs hors de la bactérie;

e Et lasl, permettant une augmentation rapide de la synthése de 3-o0x0-C12-HSL et donc
une amplification du signal par auto-induction.

Le deuxieme systeme rhl fonctionne selon le méme schéma et comprend le géne rhiR,
codant pour la protéine régulatrice RhIR et le géne rhll, codant pour une enzyme auto-
inducteur synthase, Rhll nécessaire a la synthése d’un second type d’AHL : N-butyryl-L-
homosérine lactone (C4- HSL). Le complexe RhIR-C4-HSI contréle I’expression de 1’opéron
rhlAB nécessaire a la production de rhamnolipide, et I’expression d’une série de génes dont
lasB, lasA, aprA, et rhll.

Malgré la similitude structurale entre couples activateurs/inducteurs (LasR/Lasl et
RhIR/RhII) des deux systémes, aucun des composants d’un systéme ne peut remplacer ceux
de I’autre. Cependant, il existe des interactions entre ces deux systémes. Le complexe LasR -
3-0x0-C12-HSL active la transcription de rhiR et rhll. De plus, les 3-oxo-C12-HSL peuvent
entrer en compétition avec les C4-HSL pour le site de liaison a Rhll et pourraient ainsi agir
comme un antagonisme du systeme rhl. Il existe donc une hiérarchie entre ces deux systemes
avec le systéeme las qui régule positivement le systeme rhl (Ruimy et Andremont, 2004).
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Figure 5: Mécanisme moléculaire du Quorum sensing chez P. aeruginosa.
(Ruimy et Andremont, 2004)

8. Le quorum quenching

L’altération des mécanismes du QS peut aboutir a d’importantes modifications
phénotypiques des micro-organismes du biofilm, par exemple une sensibilité augmentée a des
antibiotiques ou a des antiseptiques, ou encore des anomalies dans le cycle de développement
du biofilm, surtout lors des étapes de formation et de dispersion (Irie, 2008). Suite a cela,
différentes stratégies ont donc été développées pour inhiber ces comportements régulés par le
QS en bloguant la communication entre les bactéries. Cette méthode d’inhibition du QS est
appelée « quorum quenching » (QQ). La composante principale du QS étant la production et
la détection de molécules signal, le QQ peut interférer de différentes maniéres avec ce
systéme, soit au niveau intracellulaire, soit au niveau extracellulaire.

L’utilisation de molécules inhibitrices, nommées inhibiteurs du QS (1QS), mimant les
Al, permet ainsi d’intervenir au niveau des cellules bactériennes pour inhiber la production
ou la perception des Al D’autres stratégies ciblent directement les molécules de
communication sécrétées dans I’environnement avant qu’elles n’atteignent leur cible. Le QQ
présente I’avantage de ne pas affecter la croissance des bactéries, contrairement aux
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antibiotiques, ce qui minimise nettement la pression de sélection et devrait limiter
I’apparition de résistance (Mion et al., 2019).

Les molécules 1QSs peuvent étre soit naturelles, sécrétées par des organismes vivants
tels que les bactéries, les champignons, les algues, les éponges ainsi que les plantes et les
animaux, soit chimiquement synthétisées (Aye, 2015). Le QQ représente donc une approche
idéale pour la prévention et le traitement des infections bactériennes et pourrait constituer une
alternative élégante aux antibiotiques (Mion et al., 2019).

Membrane
externe Peptidoglycane
Peptidoglycane
Gram Gram
négatif positif
Membrane Membrane
interne interne
& —w
Quorum sensing Quorum quenching
Enzyme(s) de synthése & Enzyme de modification ou dégradation
‘ Autoinducteur W inhibiteur du QS (QSI)
I Récepteur @ Séquestreur d autoinducteur
2] g Facteur de transcription actif /( Autoinducteur modifié/dégradé
@ Facteurde transcription inactif

Figure 6: Schéma récapitulatif des mécanismes du QS bactérien et des différentes stratégies
du QQ.
(Mion et al., 2019)

9. ROle du biofilm dans la persistance bactérienne

Le biofilm permet aux cellules qui le constitue d’acquérir plusieurs avantage leurs
assurant une persistance et une croissance meilleure afin de pouvoir se repartir dans des
différents environnements.

9.1. Avantage métabolique

La croissance bactérienne en biofilm permet 1’acquisition d’avantages métaboliques par
I’action synergique des différentes especes bactériennes. L’organisation structurée en
communauté des biofilms permet 1’optimisation des mécanismes de capture des nutriments et
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ainsi la réalisation d’économies énergétiques. Ainsi 1’organisation architecturale complexe
des biofilms permet aux micro-organismes de coopérer pour dégrader certains nutriments
complexes. Un nutriment donné peut avoir des effets directs ou indirects sur I’environnement
du biofilm. Il peut constituer une source d’énergie, une source d’azote ou une source de
carbone pour un ou plusieurs micro-organismes dans le milieu (Sutherland, 2001 ; Branda
et al., 2001).

9.2. Protection vis-a-vis des agressions de I’environnement

La tolérance du biofilm aux agressions extérieures est une de ses caractéristiques les
plus remarquables. Par rapport a des bactéries cultivées en milieu liquide, on observe une
survie des biofilms bactériens a des doses d’antibiotiques tres élevée ainsi qu’une résistance
aux ultraviolets, métaux lourds, acides, et aux changements d’hydratation et de salinité.

Un autre mécanisme joue un role majeur dans la tolérance du biofilm aux
antibiotiques : la présence de bactéries en dormance appelées persistantes, elles représentent
moins de 1% de la population originale et leur génome est identique a celui des autres
bactéries et ont la capacité de se protégees du systeme immunitaire (leucocytes et anticorps)
et de survive a un traitement antibiotique (Lebeaux et Ghigo, 2012).

On peut souligner aussi la sécrétion d’une matrice exopolymérique constituant une
gangue stabilisatrice et protectrice, par exemple la couche la plus externe de cette matrice se
déshydrate afin de former une interface séche et d’empécher une dessiccation plus marquée
(Sutherland, 2001). Aussi, la présence de zones peu ou pas oxygénées dans les couches
profondes du biofilm peut également contribuer a la résistance a certains biocides qui peuvent
étre inactivés dans ces conditions ou qui sont peu efficaces sur les bactéries métaboliqguement
peu actives (Spormann, 2008). L’ensemble de ces caractéristiques suggere que le biofilm
constitue un mode de vie favorable pour les bactéries, au point de constituer, pour certaines
espéces bactériennes, un mode de vie par défaut (Roux et Ghigo, 2006).

10. Biofilms et antibiorésistance

L’antibiorésistance développée par les biofilms bactériens pose de sérieux problémes
en maticre de santé publique, puisqu’elle rend difficile le traitement des infections.
L’antibiorésistance d’une bactérie vivant sous forme de biofilm est 10 a 1000 fois plus élevée
qu’une bactérie de la méme espéce vivant sous forme planctonique. La résistance naturelle ou
résistance intrinséque est une caractéristique propre a une espéce bactérienne et partagée par
toutes les souches de cette espece. Elle peut étre due a la présence d’un géne chromosomique
commun a toutes les bactéries de 1’espéce. Pour chaque classe d’antibiotique, il existe des
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especes bactériennes pour lesquelles 1’antibiotique est inactif par défaut de cible ou d’acces a
la cible (Ghada, 2018).

L’expression de facteurs induits de résistance a un antibiotique, qui viennent compléter
I’action des facteurs de resistance innés, est stimulée par I’exposition d’une population de
bactéries a cet antibiotique, qui constitue un stress important pour ces derniéres. Au sein d’un
biofilm exposé a un antibiotique se crée un gradient, qui décroit quand on approche des
couches profondes du biofilm. Ce gradient entraine I’expression différentielle de facteurs de
résistance, selon I’endroit ou I’on se trouve dans le biofilm (Lewis, 2008).

En plus de cette exposition du biofilm aux antibiotiques, la privation en oxygéne et en
nutriments entraine une forte diminution de I’activité métabolique bactérienne. Ce qui rend
les bactéries situées dans les couches profondes du biofilm, moins sensibles a 1’action des
agents antimicrobiens (Costerton, 1999 ; Donlan et Costerton, 2002). Par contre, les
cellules superficielles a haut métabolisme et a divisions rapides seront détruites par les
antibiotiques qui auront réussi a franchir la matrice.

La résistance des bactéries des biofilms dans des conditions de basses concentrations
en oxygene peut s’expliquer par le fait que certains antibiotiques ne sont pas actifs en absence
d’oxygene (Zabinski, 1995). D’autre part, certains groupes de génes sont activés par de
basses concentrations en oxygene, et sont a 1’origine de modifications phénotypiques
permettant une résistance accrue aux agents antimicrobiens (Drenkard, 2003).

11. Localisation des biofilms

Les biofilms sont présents dans toutes les niches écologiques et colonisent des surfaces
trés diverses et constituent le mode de vie privilégié des bactéries dans la nature, alors que la
phase planctonique ne serait qu’un passage permettant la dissémination vers de nouvelles
surfaces (Roux et Ghigo, 2006).

11.1. Dans le milieu hospitalier

Plus de 75% des infections de I’Homme serait liées a la présence de microorganismes
sous forme de biofilm a la surface des tissus ou de dispositifs médicaux. Ce sont des
infections spécifiques (ostéo-infections, otites,...) ou liées aux soins, souvent secondaires a
’utilisation de matériels invasifs (sondes urinaires, sondes trachéales, cathéters,...), a la
surface desquels se forment des biofilms. Des bactéries peuvent se détacher ponctuellement
et coloniser d’autres surfaces ou pénétrer plus en aval dans I’organisme. La répétition de ces
décharges conduit a des formes infectieuses chroniques, particulierement difficiles a
diagnostiquer et a traiter (Aumeran et al., 2020).
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Les infections liées a des biofilms touchent majoritairement les personnes légerement
ou fortement immunodéprimés ; et vu les symptémes qui surgissent de fagon récurrente, elles
contribuent de maniére tres importante aux infections nosocomiales (Roux et Ghigo, 2006).
Telles que les parodontites, les infections sur matériel médical, les pneumonies chez les
patients atteints de mucoviscidose, les infections chroniques du tractus urinaire, les otites
moyennes chroniques, les prostatites chroniques (Dolan et Costerton, 2002). Aussi, dans le
cas du biofilm oral, ou certains micoorganismes ont le potentiel de causer des dommages aux
tissus minéralisés ou des infections dans les tissus mous. En insérant des corps étrangers
comme des restaurations dentaires, de nouvelles niches apparaissent pour les
microorganismes, favorisant I'accumulation de biofilm a potentiel pathologique. Le port de
prothéses amovibles induit aussi des changements environnementaux locaux, en particulier
les personnes agées dépendantes, qui ne gardent pas leurs prothéses suffisamment propres, ce
qui entraine une stomatite de la prothese (Didi et al., 2019). Vu la résistance élevée aux
agents antibactériens (antibiotiques et désinfectants)) méme chez un individu
immunocompétent, la réaction immunitaire ne permet pas de détruire la communauté
bactérienne au sein du biofilm (Lebeaux et Ghigo, 2012).

Les principales bactéries incriminées proviennent des microbiotes propres aux patients
ou de son environnement comme Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus aureus et
Pseudomonas aeruginosa (Roux et Ghigo, 2006).

Produil perduse

T Favillon du catheter -— Mains du personne
Site d'isertion o cathéter
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Figure 7: Voies de contamination du cathéter.
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11.2. Dans P’industrie agro-alimentaire

Les biofilms sont la source de nombreux problémes dans I’industrie agro-alimentaire,
en termes d’hygiéne et d’altération des qualités organoleptiques des produits alimentaires. Ils
sont presents dans tous les secteurs: laiteries, brasseries, meuneries, sucreries, salaisonneries,
etc. (Jeyasekaran et al., 2000). Des biofilms peuvent aussi se développer dans les réseaux
d’alimentation en eau potable et dans les systemes de climatisation. La présence de biofilms
dans les canalisations peut étre a 1’origine de la détérioration de la qualité organoleptique et
microbiologique de 1’eau (Paquin et al., 1992).

De plus, le contact des communautés microbiennes avec la surface des produits
alimentaires augmente la probabilité que les cellules adhérant de maniére irréversible et
restent méme dans les surfaces apreés I'assainissement. C'est I'une des principales raisons de la
formation de biofilm sur les surfaces en contact avec les aliments. Par exemple en industrie
laitiere, les biofilms microbiens sont la principale source de contamination du lait et des
produits laitiers. L’un des groupes les plus communs d’organismes formant des biofilms sur
les équipements laitiers est la flore bactérienne aérobie sporulée thermophiles. La persistance
de ce groupe de contaminants bactériens dans I’environnement laitier, est attribuée a la
résistance de leurs biofilms aux agents chimiques du nettoyage / désinfection (Benkhaldi,
2017).

Les biofilms peuvent aussi se révéler trés utiles dans le domaine agroalimentaire
comme dans la production déthanol dans des réacteurs disposés verticalement et dans
lesquels des levures Saccharomyces cerevisiae sont immobilisées sous forme de biofilm
(Todd et Gerald, 2001), et également dans la production du vinaigre (acide acétique). De
plus I’utilisation de certains microorganismes en forme de biofilm dans les réacteurs a lit fixe
a été proposée pour la degradation des mycotoxines par voie biologique (Alnnasouri et al.,
2007).

11.3. Dans le recyclage et I’épuration

Le plus souvent inoffensifs, les biofilms jouent un réle écologique capital et contribuent
trés largement au bon fonctionnement de la plupart des écosystémes. D’ailleurs, depuis de
nombreuses années, le traitement de nos eaux usées s’effectue grace a I’utilisation empirique
de TP’activité épuratrice des biofilms bactériens. Ils contribuent & la production et a la
dégradation de la matiére organique, au recyclage de 1’azote, du soufre et de nombreux
métaux. La coopération métabolique établie au sein du biofilm permet de réaliser ces
réactions qui requiérent I’action concertée de bactéries ayant différentes capacités
métaboliques les biofilms servent au traitement des déchets par un mécanisme appelé
bioremédiation (Roux et Ghigo, 2006).
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11.4. Autres domaines

Les biofilms posent également des problemes dans de nombreux secteurs industriels.
Dans I’industrie pétroliére par exemple, la colonisation des systémes d’injection d’eau peut
entrainer une acidification du pétrole qui devient alors inutilisable. La formation de biofilms
est rencontrée aussi sur les coques des navires, appelée phénomeéne de « biofouling », conduit
a une augmentation des forces de friction, une diminution de la vitesse des bateaux et des
surco(ts énergétiques considérables (Roux et Ghigo, 2006).

12. Les techniques d’études des biofilms bactériens

Différentes méthodes ont été utilisées pour qualifier et quantifier les biofilms sur des
surfaces abiotiques. Ces différentes méthodes peuvent étre classées en fonction de la
technique de base utilisée. Il s’agit des techniques de quantification effectuées en
microplaques et des méthodes d’observation microscopiques. La majeure partie de ces
méthodes se réalisent soit a partir d’indicateurs colorimétriques, soit a partir de marqueurs
fluorescents.

Le principe étant de quantifier de maniére indirecte les biofilms formés par les
organismes, en utilisant des colorants, le plus connu et le plus utilisé est le cristal violet qui
permet de colorer les cellules chargées négativement aussi bien que les polysaccharides de la
matrice (Amaya et al., 2012 ; Li et al., 2003). Il existe notamment le bleu 1,9 diméthyle-
méthylene (BDMM) qui se lie préferentiellement aux polysaccharides de la matrice du
biofilm (Toté et al., 2008), ainsi que la résazurine qui permet de quantifier le nombre réel de
cellules viables dans un biofilm et d’avoir des informations sur son activité (Punithavathy et
al., 2012). Pour toutes ces techniques, la mesure d’absorbance des colorants utilisés se fait
par spectrophotométrie et permet d’obtenir une information quantitative.

Une technique similaire de quantification des biofilms en microplaque est basée sur
I’utilisation de fluorochromes. Elle consiste a marquer soit les cellules du biofilm, soit leurs
acides nucléiques en 1’occurrence I’ADN par des fluorochromes et a lire I'intensité de
fluorescence des cellules a partir d’un lecteur de microplaques. Les fluorochromes les plus
souvent utilisés sont le Syto61, le Syto9 et le DAPI. Elle permet aussi d’évaluer la quantité de
bactéries présentes sur la surface. Des observations microscopiques doivent cependant venir
en complément des marquages aux fluorochromes afin de renseigner sur la structure des
biofilms (comme le cas de I’étude génétique des biofilm par PCR) (Aye, 2015).
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Figure 8: Principe des techniques de quantification des biofilms en microplaques.
(Laurent, 2011)

Il existe aussi une autre technique de quantification de biofilm aussi en microplaque,
mais qui est basée, non pas sur [’utilisation des fluorochromes ou d’indicateurs
colorimétrique, mais sur la mobilité de microbilles magnétiques au sein de la matrice des
biofilms. Elle est connue sous le nom de Biofilm Ring Test.

Cette technique ne nécessite aucune étape de lavage ou de coloration, son principe
repose sur la mesure de la mobilité de microbilles magnétiques ajoutées a une culture
bactérienne au fond des puits d’une microplaque. Apres différents temps d’incubation, les
puits sont soumis a une aimantation puis les microplaques sont scannées avec un lecteur
développé par Biofilm Control. En absence de biofilm, les microbilles sous I’influence du
champ magnétique migrent au centre du puits et forment un spot foncé. S’il y a formation
d’un biofilm, les microbilles sont piégées dans la matrice extracellulaire et ne peuvent pas

migrer au centre du puits lors de 1’aimantation. Il n’y a donc pas de formation de spot au
centre du puits [Figure 09] (Aye, 2015).
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Figure 9: Biofilm ring test.

D’autres technique ont été¢ développé et qui ont permit d’¢lucider mieux 1’environnent
naturel des biofilm. C’est le cas de la méthode microfluidique a haut débit qui permet de
réaliser des testes sur des bactéries dans les conditions physiologiques d’écoulement,
autrement dit, ce systéme integre les forces de cisaillements et de trés petits volumes pour
fournir des modéles biologiques qui ressemblent a des conditions in vivo. Cette technique
utilise un dispositif contenant une plaque qui permet d’étudier jusqu’a 96 biofilm
simultanément, de plus les force de cisaillements peuvent étre réglées pour le mieux contréler
la formation du biofilm.

Le méme principe est retrouvé chez une autre technique qui est la méthode de
quantification en culture continue en flow-cell ; a I’inverse de la méthode microfluidique qui
est un systeme fermé, cette technique permet un apport continu en nutriment et un relargage
de déchets métaboliques (Trembley et al., 2015).
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Figure 10: Approches expérimentales de la formation du biofilm. A : modéle de culture en
plaque de microtitration suivie de coloration au violet de gentiane. B et C : culture continue
en flox-cell (B) ou microfermenteurs (C) (Roux et Ghigo, 2006).

Les résultats qui pourraient étre obtenus par ces techniques précédemment citées,
peuvent étres complémentées en utilisant les techniques microscopiques qui permettent une
analyse directe et détaillée des biofilms qui varie en fonction du type de microscope utilisé.
En effet, les microscopes électroniques a transmission et a balayage permettent une étude
morphologique a savoir la répartition spatiale ainsi que la structure du biofilm, tandis que la
microscopie a épifluorescence et a balayage laser confocal permet en plus, la quantification
des bactéries dans les biofilms au préalable marquées par des fluorochromes ou des
marqueurs colorimétriques (Aye, 2015).

Dans l'ensemble, chaque approche a des avantages et des limites différents [Tableau
02], et par conséquent, l'utilisation d'une combinaison est la meilleure approche pour
minimiser les erreurs et maximiser la quantité d'informations obtenues a partir de ces
structures complexes.
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Tableau 2: Les méthodes d’étude du biofilm les plus couramment utilisées en laboratoire.

Méthodes d’étude
du
biofilm

Caractéristiques

Avantages

Inconvénients

Microplaques 96
puits

Interface solide liquide;
Evaluation quantitative de
la formation de biofilms
par mesure de sa densité
optique

Simple d’utilisation ;
Rapide ; Criblage haut

débit ;
Compatible avec lecteur de
plaques

Condition statique : pas de
forces de cisaillement ;
Aucun ajout de milieu frais

Biofilm ring test

Interface solide liquide;
Evaluation quantitative de
la formation de biofilms
par mesure de la capacité
du biofilm a immobiliser
des billes magnétiques

Simple d’utilisation;
Rapide; Criblage haut
débit; Absence d’étapes de
lavage et coloration

Condition statique : pas de
forces de cisaillement ;
Aucun ajout de milieu frais

Tubes de plastique
ou de verre

~Interface air liquide;
Evaluation qualitative de la
formation de biofilm

Condition dynamique
(agitation) ;
Observation de pellicules

Non quantitatif

Flow cell

Etude de la formation de
biofilm a I’interface solide
liquide sous I’action de
forces de cisaillement;
Gros volumes

Condition dynamique ;
Observable directement
par microscopie

Forces de cisaillement ;
Nombre de chambres
limité ;

Risque de contamination
élevé

Microfluidique

Etude de la formation de
biofilms a I’interface solide
liquide sous I’action de
forces de cisaillement

Criblage haut débit; Micro
volumes;

Forces de cisaillement
contrdlées;
Observable directement
par microscopie

Codat élevé de I’appareil,
Personnel expérimenté
requis




-

Chapitre 11 h

Plantes médicinales et leurs

N

principes actifs
/




Chapitre 11 Plantes médicinales et leurs principes actifs

Depuis toujours, les plantes médicinales ont été utilisées pour prévenir ou traiter
diverses maladies. Selon des études pharmacologiques plus de 1200 plantes utilisées a travers
le monde, en médecine traditionnelle, pour leurs activites biologiques (Bisht et al., 2010).

La phytothérapie (du grec, Phytos : végétal et Therapein : soigner), est I’art de soigner
par les plantes (Morel, 2008). Selon I’O.M.S, la phytothérapie est considérée comme une
médecine traditionnelle et encore massivement employée dans certains pays, dont, les pays en
voie de développement. C'est le plus souvent une médecine non conventionnelle du fait de
I'absence d'études cliniques (Clément, 2005).

Les plantes médicinales sont donc des plantes utilisées en médecine traditionnelle dont
au moins une partie possede des propriétés médicamenteuses (Kanter et al., 2006). Chaque
plante est composée de milliers de substances actives, présentes en quantité variable. Ces
principes actifs isolés ne sont pas d’une grande efficacité, mais lorsqu’ils sont prélevés avec
d’autres substances de la plante, ils révelent leur aspect pharmacologique (Cieur et Carillon,
2012). On parle alors de synergie, car contrairement aux medicaments allopathiques qui ne
sont composés que d’un seul principe actif, les médicaments phyto-thérapeutique utilisent
I’ensemble des constituants de la plante (Donald, 2000). Ces végétaux auraient des effets
curatifs et préventifs chez leurs utilisateurs (Simon, 2001), et représentent une source de
matiere premiére essentielle pour la découverte de nouvelles molécules nécessaires pour la
synthése des médicaments (Sofowora, 2010).

Les métabolites secondaires des végétaux peuvent étre définis comme des molécules
qui n’exercent aucune fonction directe aux niveaux des activités fondamentales de
I’organisme végétal (croissance, développement, reproduction...), mais peuvent jouer
différents roles pour sa survie (réle de résistance) (Guerrah et Segueni, 2015). Elles se
trouvent dans toutes les parties de la plante, mais de maniére inégale. Et tous les principes
actifs d'une méme plante n‘ont pas les mémes propriétés, et chez certaines plantes, seule une
partie peut étre utilisée. (Sebai et Boudali, 2012).

Leurs synthéses sont stimulées par plusieurs facteurs extérieurs comme les
changements nutritionnels, climatiques, les infections répétées. Ces substances sont classées
selon leurs groupements fonctionnels en plusieurs groupes chimiques : les composés
phenoliques, les alcaloides les huiles essentiels.

1. Les composés phénoliques

1.1. Définition

Classiquement considérés comme des métabolites secondaires, les composes
phénoliques ou polyphénols sont présents chez tous les végétaux supérieurs. |lls
correspondent a une tres large gamme de structures chimiques et sont caractérisés par une
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répartition qualitative et quantitative tres inégale selon les espéces considérées mais aussi les
organes, les tissus et les stades physiologiques (Macheix, 1996).

Le terme phénol englobe approximativement 10 000 composés naturels identifiés
(Druzynka et al., 2007). L’élément structural fondamental qui caractérise les composés
phénoliques est la présence d’au moins un noyau benzénique auquel est directement lié au
moins un groupement hydroxyle, libre ou engagé dans une autre fonction: éther, ester,
hétéroside (Bruneton, 2009).

Les composés phénoliques sont en effet des éléments importants des qualités
sensorielles (odeur, astringence...) et nutritionnelles des végétaux que consomme I’Homme,
et leur intervention dans la santé est maintenant reconnue dans des domaines variés (Sarni-
Manchado et Cheynier, 2006).

Figure 11: Structure du noyau phénol.
(Sarni-Manchado et Cheynier, 2006).

1.2. Classification des polyphénoles

Elle est basée essentiellement sur la structure, le nombre de noyaux aromatiques et les
éléments structuraux qui lient ces noyaux. On peut distinguer deux catégories : les composés
phénoliques simples et les composés phénoliques complexes (D’Archivio et al., 2007).

1.1.1. Formes les plus simples

1.1.1.1. Acide phénolique

Ce sont des composés organiques possédant au moins une fonction carboxylique et un
hydroxyle phénolique, ils sont représentés par deux sous classes : dérivés de D’acide
hydroxybenzoique et de 1’acide hydroxycinnamique (Bruneton, 2008).
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e Dérivés de I’acide hydroxybenzoique

IIs sont représentés par sept formules, ayant en commun la structure C6 -C1
(Balasundram et al., 2005).Cette catégorie est abondante dans les végétaux et les aliments,
notamment les épices, les fraises, certains fruits rouges et 1’oignon, dans lesquels les
concentrations peuvent atteindre plusieurs dizaines de milligrammes par kilogramme de fruit
frais (Manach et al., 2004).

R2 Rl
R1=R2=R3=R4 =H: acide benzoique (non phénolique)
R3 COOH R1 f R2 f Rd= H_, R3 f OH : ac?de p-hydroxybe_nzmque
R1=R4 =H, R2=R3=0H: acide protocatéchique
R1=R4 =H,R2=0CH3,R3=0H: acide vanillique
R4 R1=H,R2=R3=R4 = OH: acide gallique

Figure 12: Structures chimiques des acides hydroxybenzoiques.
(D’Archivio et al., 2007)

e Dérivés de I’acide hydroxycinnamique

Ce sont des composés aromatiques a neufs carbones (C6 -C3). Quatre acides ont une
distribution trés large (acide p-coumarique, acide caféique, acide férulique, acide sinapique),
les autres (acide 2-coumarique) sont peu fréquents (Bruneton, 1999). Ces acides se trouvent
rarement a 1’état libre, ils sont souvent estérifiés (Skerget et al., 2005).

R1=R2=R3=R4 =H : acide cinnamique (non phénolique)
\N R1=R3=R4 =H, R2 = OH : acide p-coumarique
O-R, R1=R2=0H, R3=R4 =H: acide caféique
' R1=0CHs, R2 = OH, R3 = R4 = H : acide férulique
R1=R3 = 0CHs, R2 = OH, R4 = H : acide sinapique
R1=R2=0H, R3 = H, R4 = acide quinique : acide chlorogénique

R1

R3

Figure 13: Structures chimiques des acides hydroxycinnamiques.
(Chiraet al., 2008)
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1.1.1.2. Les flavonoides

Sont des composés possédant un squelette de structure générale en C15 (C6-C3-C6)
(Ghedira, 2005). Il comprend a lui seul plusieurs milliers de molécules regroupées en plus de
dix classes constituées de deux noyaux aromatiques et d’un hétérocycle central de type
pyranne. Ce sont les composés les plus abondants parmi tous les composés phénoliques. Ils
interviennent dans la pigmentation des fleurs et dans les processus de défenses contre les
rayonnements UV, les herbivores et les défenses microbiennes (Micol, 2005).

Figure 14: Squelette de base des flavonoides.
(Ghediea, 2005)

1.1.2. Les formes complexes

Ces composés résultent généralement de la condensation de certaines des formes
simples précédemment évoqués. Dans tout les cas, les formes condensées sont
particulierement difficiles a étudier, et dans la plus part des cas, on est obligé de les dégrader
chimiquement ou enzymatiquement avant de pouvoir les analyser (Macheix et al., 2005).

1.1.2.1. Les tanins

Les tanins sont des substances polyphénoliques de structure variée, de saveur
astringente, ayant en commun la propriété de tanner la peau, c'est-a-dire de la rendre
imputrescible; Tres répandus dans le regne végétal, sont particulierement abondants chez les
coniféres et sont trouvé dans toute les parties de la plante: I’écorce, le bois, les feuilles, les
fruits et les racines (Scalbert, 1991).

D’un point de vue biochimique, les tannins sont des composés phénoliques
hydrosolubles ayant un poids moléculaire (PM) compris entre 500 et 3000 Da (Brunet,
2008). Leur structure chimique est particulierement variable, mais comporte toujours une
partie poly phénolique (Paolini et Dorchies, 2003).
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Selon la nature des assemblages moléculaires, les tannins sont classes en deux groupes :
Les tannins hydrolysables et les tannins condensés.

e Les tanins hydrolysables

Tanins hydrolysables sont des oligo ou des polyesters d’un sucre et d’un nombre
variable d’acide phénol. Le sucre est trés généralement le D-glucose et 1’acide phénol est soit
I’acide gallique dans le cas des gallotanins soit 1’acide éllagique dans le cas des tanins
classiguement dénommeés éllagitanins (Bruneton, 2009).

e Les tanins condensés

IIs se différent fondamentalement des tannins hydrolysables car ils ne possedent pas de
sucre dans leur molécule et leur structure est voisine de celle des flavonoides. Il s’agit des
polyméres flavaniques constitués d’unité de flavan-3-ols liées entre elles par des liaisons
carbone- carbone. (Bruneton, 2009).

OH
OH
HO
o OH
OH
OH i =
HO o
H“"ﬂ H1
OH Rz

Figure 15: Structure chimique d’un tanin condensé (proanthocyanidine).

(Derbel et Ghedira, 2005)

1.1.2.2.  Leslignines

La lignine est une macromolecule tridimentionnelle hydrophobe des haut poids
moléculaires, faisant partie des polyphenoles, et qui est produite par toutes les plantes
vasculaire ligneuses et herbaceés .Elle est le troisieme polymére naturel le plus abondant.
Dans la paroi cellulaire végétale, la lignine remplit les espaces entre la cellulose et
hemicelluloses, et agit comme une resine qui unit ’ensemble de la lignocellulose (biomasse
libnocellulosique) (Assad, 2005).
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Figure 16: Les trois principaux monolignols qui donnent naissance a la lignine: 1 alcool p-
coumarylique ; 2 alcool coniférique ; 3 alcool sinapylique.

2. Les alcaloides

Ce sont des substances organiques azotées, a propriétés basiques ou amers et ayant des
propriétés thérapeutiques ou toxiques. La plupart des alcaloides sont solubles dans I'eau et
I'alcool et ont un gout amer et certains sont fortement toxiques.

Les alcaloides forment un groupe hétérogene du point de vue de leur structure, de leurs
propriétés et de leurs effets biologiques. Ils agissent directement sur le systéme nerveux avec
des effets sur la conscience et la motricité. L’action sur le systéme nerveux peut aller jusqu’a
une action antispasmodique, et mydriatique, anesthésique locale ou analgésique et narcotique
(Bruneton, 1999).

La plupart des alcaloides sont dérivés d’acide aminés tels que le tryptophane,
L’ornithine, la lysine, I’asparate, la phénylalanine et la tyrosine. Ces acides aminés sont
décarboxylés en amines et couplées a d’autres squelettes carbonés (Cyril, 2001).
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Figure 17: Structure chimique de quelques alcaloides.

3. Les huiles essentielles

Afin de définir les huiles essentielles (HES), il faut d’abord passer par la définition des
« essences vegetale » : L’essence est ¢laborée dans les tissus de la plante aromatique via le
processus de la photosynthése. Au fur et a mesure que s’élaborent les essences par le biais de
cellules sécrétrices, elles sont stockées au sein des tissus des plantes aromatiques dans des
micropoches. Lorsque nous distillons ces plantes, la vapeur d’eau (ou n’importe quel procédé
d’extraction) fait éclater les micropoches a essences et la part la plus volatile de celles-ci est
extraite (Huete, 2012).

L’huile essentielle est donc le résultat de la transformation de 1’essence lors de la
distillation d’une plante aromatique. L huile essentielle est un liquide de couleurs différentes
(selon la plante), constituant des mélanges naturels, variables et complexes de métabolites
secondaires volatiles, aromatiques et parfumantes (Benabdkader, 2012). Elle est isolée par
divers procédés physiques et mécaniques a partir de feuilles (lavande, citronnelle, romarin),
de graines (muscade, aneth), de bourgeons, de fleurs (jasmin, rose)... etc (Toure, 2015).

Aujourd’hui les HEs sont omniprésentes, dans des domaines aussi divers que la
parfumerie, la cosmétique, I’agroalimentaire mais aussi dans la recherche pharmaceutique
(Fernandez et Chemat, 2017).

Les teneurs en huiles essentielles sont généralement tres faibles, il faut parfois plusieurs
tonnes de plantes pour obtenir un litre d'huile essentielle (Makhlouf, 2002). Les HEs peuvent
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avoir plusieurs effets « utiles » pour la plante : repousser ou au contraire attirer les insectes
pour favoriser la pollinisation, comme source énergétique, facilitant certaines réactions
chimiques, permettant de conserver I’humidité des plantes désertiques, par protection contre
la flore microbienne infectieuse, action répulsive sur les prédateurs par golt et effets
défavorables (Hellal, 2011).

Toutes les huiles essentielles sont volatiles et odorantes. Elles sont peu solubles dans

I’eau, solubles dans les huiles végétales, dans les alcools et dans la plupart des solvants
organiques (El-Azrak, 2017).

Les huiles essentielles possédent de nombreuses activités biologiques. En
phytothérapie, elles sont utilisées pour leurs propriétés antiseptiques contre les maladies
infectieuses d’origine bactérienne ; elles possédent également des propriétés cytotoxiques qui
les rapprochent donc des antiseptiques et désinfectants en tant qu’agents antimicrobiens a
large spectre. Elles ont aussi une double action contre les microbes : elles peuvent les tuer
(effet bactéricide) et elles en arrétent la prolifération (effet bactériostatique. L’effet des
composés quantitativement minoritaires n’est parfois pas négligeable (Bouaine, 2017).

De facon générale, il a été observé une diversité d’actions toxiques des HEs sur les
bactéries, comme la perturbation de la membrane cytoplasmique, la perturbation de la force

motrice de proton, fuite d’électrons et la coagulation du contenu protéique des cellules (Laib,
2012).

L'étude de la composition chimique des huiles essentielles révele qu'il s'agit de
mélanges complexes et éminemment variables de constituants appartenant exclusivement a
deux groupes caractérisés par des origines biogénétiques distinctes : les composés
terpéniques et les composés aromatiques dérivés du phénylpropane, beaucoup moins
fréquents comme 1’alcool cinnamique. Elles peuvent également renfermer divers produits
issus de processus dégradatifs mettant en jeu des constituants non volatils comme les acides,
alcools, aldéhydes, esters...etc) (Lanseur, 2017).

Les terpénes sont des hydrocarbures naturels, de structures soit cyclique soit chaine
ouverte : leurs formule brute est (C5HX)n dont x : est variable en fonction de degré
d’insaturation de la molécule et n peut prendre des valeurs (1-8) sauf dans les polyterpenes
qui peut atteindre plus de 100 ( le caoutchouc), la molécule de base est I’isopréne de formule
C5H8 (Maurizid et Herz, 1988). Ils sont issus d’une voie métabolique secondaire de I’acide
mévalonique. Et ils sont formés du couplage de plusieurs unités isopréniques.
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Figure 18: Molécule isoterpéne
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Tableau 3: Classification des tetpenes (Bezzaz, 2014)

Terpénes Formule chimique
Monoterpéne C10H16
Sesquiterpéne C15 H24

Diterpene C20H32

Triterpéne C30H48
Tetraterpene C40H64

Polyterpéne (C5H8)n

K2
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Techniques d’extraction, d’identification et de séparation des principes actifs des
plantes

Chapitre 111

L’extraction est une technique qui consiste a séparer sélectivement un ou plusieurs
composés d’un mélange sur la base de ses ou de leurs propriétés chimiques ou physiques. I
existe ainsi plusieurs fagons d’extraire les principes actifs d’une plante (Kalla, 2012).

1. Les techniques d’extraction conventionnelles

1.1. Extraction a froid ou macération

La macération est une extraction solide-liquide dans lequel le composé bioactif (soluté)
a l'intérieur de la matiere végétale est extrait par un solvant spécifique pendant une période de
temps bien déterminée. L'efficacité du processus est déterminée par deux facteurs principaux
la solubilité et la diffusion. La macération est le choix le plus fréquent des chercheurs vu la
simplicité de la mise en place du systéeme d’extraction. L’inconvénient de la macération est
la longue durée d’extraction réduite toutefois par agitation (Cheok et al., 2014).

N /S Papier filtre
\ o o
Entonnoir —)_.
\ /

/
ry|

Salade
verte

S—Su pport

Erlenmeyer —
Bécher ——L 5 3

I\IaCé}‘aﬁOII Filtration et
dans I’alcool recueil du filtrat

Broyage dans
un mortier

Figure 19: Procédé d’extraction par macération.

1.2. Décoction

Elle consiste a porter le mélange poudre solvant a ébullition au bain marie. Ce procédé
présente ’avantage d’en extraire le maximum de principes actifs, mais les molécules
thermolabiles risquent de se détériorer a cause de la chaleur. Cette technique se passe en ces
étapes : ebullition, filtration et centrifugation (Chavane et al., 2001).
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Figure 20: Processus de décoction

1.3.  L’hydrodistillation

L’hydrodistillation est I’'un des procédés le plus anciens. Il repose sur le fait que la
plupart des matieres odorantes peuvent étre entrainées a la vapeur d’eau. Le procédé consiste
a immerger le matériel végétal dans un bain d'eau, le mélange hétérogene est bouilli, et I'huile
essentielle est volatilisée puis condensée [Figure 19]. Etant donné que ses principaux
composés volatils sont insolubles dans 1’eau, I’HE peut étre séparé¢ par décantation apres
refroidissement dans un séparateur de phases. C’est une méthode simple et ne nécessite pas
un appareillage codteux (Penche, 2010).

Thermometre

b Eprouvette
>  graduée

Eau

bouillante Huile

essentielle
Phase aqueuse

Figure 21: Le procédé de 1’hydrodistillation.




Chapitre 111 Techniques d’extraction, d’identification et de séparation des principes actifs des
plantes

1.4. Ladistillation par entrainement a la vapeur

Elle consiste en une séparation des constituants d’un mélange de deux ou plusieurs
composants en fonction de leur température de passage a 1’état gazeux, la production, dans ce
cas, des HES se passe par deux étapes:

e La diffusion de I’huile de I’intérieur des tissus vers la surface du matériel vegetal;

e Evaporation et entrainement de I’huile a la vapeur d’eau (Mebarka, 2008).
L’entrainement a la vapeur d’eau est une variante plus récente de distillation, dans
laquelle il n’y a pas de contact direct entre la mati¢re végétale et 1’eau (Lucchesi,
2005).

Le matériel végétal est placé sur une grille perforée a travers laquelle passe la vapeur
d’eau. La vapeur endommage la structure des cellules végétales et libére ainsi les molécules
volatiles qui sont ensuite entrainées vers le réfrigérant. Cette méthode apporte une
amélioration de la qualité de I’huile essentielle en minimisant les altérations hydrolytiques
(Moderres et Aichouni, 2018).

Vapeur d'eau chargée
d'huile essentielle

y4 . Huile essentielle

Plantes aromatiques

Vapeur d'eau

Eau froide

Eau
Eau florale
Eau florale +

Chaleur —— ) ) ) ) ) huile essentielie

[VAVAVAVAVAL

Essencer

Figure 22: Le procédé la distillation par entrainement a la vapeur.
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2. Les techniques d’extraction modernes : «Chimie Verte»

La plupart des solvants organiques utilisés jouent un réle transitoire en facilitant le
processus d’extraction. Cependant, certains d’entres eux peuvent étres un serieux danger sur
les organismes vivants ou sur I’environnement. Pour cela, la réduction des substances
toxiques est devenue une nécessité.

L’idée de « chimie verte » ou « chimie durable » est alors fondée vers les années 90,
afin de mette en ceuvre des principes pour réduire et éliminer l'usage ou la génération de
substances néfastes pour I'environnement, par de nouveaux procédés chimiques et des voies
de syntheses propres, c'est-a-dire respectueuses de l'environnement.

Parmi les techniques non conventionnelles ou écologiques empruntées par la chimie
verte les plus utilisées sont: I’extraction par fluides supercritiques, par micro-ondes et
I’extraction par ultrasons (Benzeggouta, 2015).

2.1. Extraction par fluide supercritique

L'extraction par fluide supercritique est une technique d'extraction verte utilisée pour
I'extraction d'une grande variété de molécules bioactives. L'extraction par fluide supercritique
présentant les avantages d'étre rapide et économique des solvants. L'état supercritique se
produit lorsque la température et la pression du fluide sont élevées au-dessus de son point
critique. Le dioxyde de carbone est le solvant le plus utilisé dans I'extraction par fluide
supercritique (Ligor et al., 2018).

SCHEMA DE PRINCIPE
D’EXTRACTION PAR CO2 SUPERCRITIQUE

Y ) Chauffage
! du CO2

cO2 liquide Compresseur

Condensateur Seéeparateur P

| Extracteur
W

- CO2 & I'état supercritique + extrait

Figure 23: Extraction par Co2 supercritique.
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Dans ce procedé, la plante est introduite dans I'extracteur, puis le CO; est acheminé vers
I'extracteur aprés avoir été comprimé sous plusieurs dizaines de bars et chauffé de 30°C a 40
°C maximum. Le liquide présent dans I'extracteur se charge ainsi en composé extrait, puis il
est détendu ce qui permet au CO- de retrouver alors une forme gazeuse pour lui procurer la
capacité de se séparer de I'extrait a proprement dit ; cette opération a lieu dans un séparateur.
Enfin, l'extrait est récupéré par décantation alors que le CO; est recyclé par condensation
pour étre stocké de nouveau sous forme liquide.

2.2. Extraction assistée par ultrasons

L’extraction assistée par ultrasons consiste a traiter sous ultrasons un solide, sec ou
humide, en contact avec un solvant. Le phénomene consiste a créer des bulles de cavitation
dans le solvant permettant de dénaturer la paroi de la cellule végétale. Les ultrasons
permettent d’accélérer 1’extraction et de réduire le ratio solvant/soluté ce qui conduit a un
meilleur rendement d'extraction des composés bioactifs (Cheok et al., 2014).
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Figure 24: Extraction assistée par ultrasons.
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2.3. Extraction assistée par micro-ondes

Les micro-ondes sont des ondes électromagnétiques non ionisantes, ils sont capables
de pénétrer dans les biomatériaux et de générer de la chaleur en interagissant avec les
molécules polaires comme I'eau. L’interaction entre les micro-ondes et les molécules polaires
conduit a un surchauffage interne et une perturbation de la structure cellulaire facilitant la
diffusion du composé bioactif a partir de la matrice végétale (Cheok et al., 2014 ; Takeuchi
et al., 2009).

Réfrigérant a air

Huile essentielle

Décoction

Décoction
\

Ballon

Figure 25: Extraction assistée par micro-ondes.
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Tableau 4: Résumé des différentes méthodes d'extraction des produits naturels
(Zhang, 2018)

Volume de solvant

Polarité des produits

Méthode Solvant Tempeérature Pression Temps organique naturels extraits
consomme
Eau, solvants Température Atmosphérique Longue Grand Dépend du solvant
Macération aqueux et non ambiante d'extraction
aqueux
Eau Sous la Atmosphérique Modérer Aucun Composés polaires
Décoction chaleur
Extraction Fluide Prés de la Haute Court Aucun ou petit Composés polaires non
de fluide supercritique température polaires a modérés
supercri- (généralement ambiante
tique S-CO»),
parfois avec
modificateur
Extraction Eau, solvants Température Atmosphérique Court Modérer Dépend du solvant
assistée par | aqueux et non ambiante ou d'extraction
ultrasons aqueux sous chaleur
Extraction Eau, solvants Température Atmosphérique Court Aucun ou modéré Dépend du solvant
assistée par | aqueux et non ambiante d'extraction
microondes aqueux
Hydro- Eau Sous la Atmosphérique Longue Aucun Huile essentielle
distillation chaleur (généralement non
et polaire)
distillation
a la vapeur
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3. Techniques d’identification et de séparation des principes actifs des
plantes

Bien que de nombreux extraits d'herbes aient deja déemontré des effets anti-biofilm, les
molécules ou composants bioactifs sont encore inconnus et doivent étre soumis a un certain
nombre de recherches analytiques afin d'obtenir plus d'informations sur leurs propriétés.

Au cours des derniéeres décennies, les techniques d’'identification et de séparation des
composants bioactifs comme le criblage phytochimique, la séparation chromatographique
(chromatographique en phase gazeuse couplet a la spectrométrie de masse GC-SM,
chromatographique liquide a haute perfection HPLC), ont été largement examinées agissant
comme agents anti-biofilm a partir de plantes, jetant des bases solides pour l'excavation de
nouvelles molécules pour le contrdle du biofilm et I'infection bactérienne.

3.1. Lecriblage phytochimique

Le criblage phytochimique est un test qualitatif préliminaire réalisé pour détecter la
présence de métabolites secondaires ou un groupe de substances contenues dans un extrait
vegétal en y exécutant des réactions chimiques qui peuvent étre basées sur production de
changements colorimetriques, une fluorescence ou des précipités d'une couleur spécifique
[Tableau 5] (GonzélezMera et al., 2019).
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Tableau 5: Résumé des méthodes de criblage phitochimique (Gonzéalez Mera et al., 2019).

Métabolites
secondaires

Nom du test

Réactif

Résultat positif

Solution de chlorure

Formation de couleur

Phénols Test du chlorure ferrique ferrique noir bleuétre
Couleur jaune intense
Teste de réactif alcalin Solution d’hydroxyde qui devient incolore
de sodium apres l'ajout d'acide
Flavonoides dilué
Test d'acétate de plomb Acétate de plomb Précipité jaune
Tanins Test de gélatine Solution de gélatine a 1% Précipité blanc
Solution d'iodure de
Test de Dragendorff potassium et de bismuth | Précipité rouge orange
Solution d’iodure de
Test e de Wagner potassium Précipité brun rougeatre
Alcaloides Test de Mayer Solution d'iodure Précipité blanc
mercurique de potassium
Test de Hager Solution ferrique saturée Précipité jaune
Diterpenes Test d’acétate de cuivre Solution d’acétate de Formation de la couleur

cuivre

vert émeraude

Etant donné que chaque classe de principes actifs est liée a des activités biologiques
spécifiques, sur la base des résultats obtenus lors du criblage phytochimique préliminaire, il
est possible d'orienter les recherches ultérieures pour déterminer l'activité biologique des
principes actifs impliqués ayant un effet positif sur la destruction des biofilms
(GonzalezMera et al., 2019).
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3.2.  Meéthodes de fractionnement et de purification des principes actifs

Le fractionnement est un processus de séparation d'extraits de plantes en différentes
fractions. Le processus se poursuit jusqu'a ce que le composeé pur soit isolé. Lorsque plusieurs
solvants sont nécessaires pour le fractionnement, ils doivent étre ajoutés selon l'ordre de
polarité croissante. Les techniques de fractionnement sont généralement obtenues grace a
I’application de divers techniques chromatographiques (Abdullahi, 2020).

3.2.1. Chromatographie liquide haute performance (HPLC)

La chromatographie liquide haute performance (HPLC) est une technique séparative
utilisée en analyse quantitative et qualitative. Cette technique a de nombreuses applications et
est couramment utilisée en biochimie et en chimie analytique. Mais c’est aussi un outil
crucial pour évaluer la qualité de plantes utilisés pour leurs propriétés médicinales. Sa
popularité résulte de sa séparation pratique d’une large gamme de types d’échantillons d’une
puissance de résolution exceptionnelle. Elle est utilisée pour purifier les produits
synthetiques ou naturels, caractériser des métabolites et le dosage des ingrédients actifs d’un
mélange.

Pour cela I'échantillon a analyser est associé a un solvant puis traverse sous pression
une colonne contenant un gel qui est la phase stationnaire, qui a la propriété de retenir les
molécules qui le traversent. En fonction de laffinité qu'il y'a entre les composés de
I'échantillon a analyser et la phase stationnaire, ces composés seront retenus plus ou moins
longtemps dans la colonne avant d'en sortir et d'étre mesurés. Un détecteur suit en continu le
liquide a la sortie de la colonne afin de détecter la présence des composés. Différents types de
détecteurs peuvent étre utilisés, le plus courant étant un spectrophotometre UV-visible, qui
mesure lI'absorption de la lumiére par le produit. Une bonne chromatographie fera sortir les
composés les un aprés les autres avec assez d’espace entre eux pour qu’ils soient bien
repérables. En tracant dans le temps les résultats du détecteur a la sortie de la colonne, on
obtient ainsi un graphique sur lequel apparaissent différents pics représentant chacun un
composé donné et renseigne sur la concentration des composés présents dans le mélange.
L’ensemble des pics constituent ainsi un «empreinte digitale » du produit analysé
(Bensakhiria, 2016).

Injecteur —l
i —( H— HUU

Solvant Pompe Colonne  Détecteur

Collecteur

Figure 26: Repréesentation schématique d'une HPLC
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3.2.2. Chromatographie sur couche mince (CCM)

Cette technique implique l'utilisation d'un mécanisme d'adsorption pour séparer un
composé d'un mélange. La séparation est basée sur l'interaction entre les composés dans un
mélange et la phase stationnaire. Il est applicable dans la séparation de composés de bas poids
moléculaire. La phase stationnaire est généralement une suspension de gel de silice versée
dans une plaque de verre pour produire une épaisseur de 1,5 mm. Ensuite, I'extrait est injectés
dans la partie inférieure de la plaque et il I’es laissé se répandre, et les substances qui s’y
trouvent migrent a une vitesse qui dépend de leur nature et celle du solvant. L’aventage majur
de la CCM, est qu’elle peut fournir des images lumineuses et des images de flurescence, qui
est un paramétre visuel de plus que les chromatrogrammes, et également donner différents
niveaux de profils (Abdullahi, 2020).

3 £
S Papicr absorbant Gﬂ ’—D
‘:\I
l:ri-nurulion: mettre Plagque Placer In plagque dans
1 é'g‘::::‘:“:': ‘;:::"::'o" chromatographique le bécher contenant

Méluant et refermer

Ligne de dépot @ Solution inconnue le couvercle
@ Solution connue A ! !

@ Solution connue B
P
Environnement saturé
en vapeur de solvant
S tarice —H- I
Migration par capillarité . -

Lorsque I'éluant 2 migré < ¥y

jusqu'en haut sortir la plaque.

Marquer le front d'un trait de
crayon et sécher

Figure 27: Chromatographie sur couche mince
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3.2.3. Chromatographie en phase gazeuse couplée a une Spectrométrie de masse (GC-
MS)

La CG-SM est une méthode qui permet d’analyser des molécules petites et volatiles
telles que les alcools, les molécules aromatique, et les molécules simples comme les acides
gras, les hormones...etc. En effet, la CG-SM combine deux techniques pour former une seul
méthode d’analyse des mélanges de produits chimiques organiques. La chromatographie en
phase gazeuse sépare les composants d’un mélange, elle s’applique sur des composés gazeux
ou susceptibles d’étre vaporisés par chauffage sans décomposition. Et la spectrométrie de
masse caractérise chacun des composants individuellement par la mesure de leurs masse et
identifier ainsi leurs structures. La combinaison des deux techniques permet des évaluations a
la fois qualitatives et quantitatives d’un échantillon contenant un certain nombre de composés
organiques (Medirios, 2018).

; Introduction
Chromatographie P | Interface CG/SM
en phase gazeuse du composé
Transfert du composé
Source d'ions
Séparation en l

masse/charge — Analyseur

v

Détecteur

i Numérisation du signal
Traitement

Ordinateur ‘ Interface MS/DOS
des données

Figure 28: Représentation scématique d'une GC-SM
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Comme il est déja connu, de nombreuses espéces de genres bactériens comme
Escherichia, Staphylococcus, Pseudomonas, Bacillus, Salmonella etc. ~ provoquent des
infections difficiles a traiter en raison de leur capacité a former des biofilms.

En effet les biofilms représentent deux tiers de toutes les infections bactériennes
humaines et deviennent plus néfastes lorsqu’ils développent une capacité a résister a divers
antibiotiques ou désinfectants, ce qui rend leurs élimination trés difficiles, car jusqu’a
présent, aucun agent anti-biofilm pour les maladies infectieuses n'a encore été approuveé par
la Food and Drug Administration américaine.

Cependant, plusieurs efforts axés sur la recherche des produits naturels sont une voie
d'investigation prometteuse et plusieurs agents anti-biofilm naturels ont été systématiquement
étudiés dans des essais cliniques et sont méme reconnus comme une ressource utile pouvant
servir de pistes pour la découverte de nouvelles substances anti-biofilm avec de nouveaux
mécanismes d'action possibles.

1. Les cibles d’action des extraits végétaux

1.1. Effets sur I’adhésion et les biofilm préformé

Les extraits actifs de plantes peuvent étre prometteurs pour la réduction des surfaces de
colonisation. L’excellente capacité des extraits végétaux a interférer avec I'étape initiale de
formation du biofilm bactériens peut étre attribuée a l'interférence avec les forces qui
favorisent le dép6t et adhérence des bactéries aux surfaces telles que les brownien, la
sédimentation, Van der Waals et les forces d'interactions électrostatiques.

De plus, étant donné que certaines molécules organiques et inorganiques et d'autres
nutriments sont importants pour la croissance cellulaire et donc I'adhésion cellulaire, il est
possible que les extraits de plantes inhibent leur disponibilité (Ibukun et al., 2019).

Sur ce contexte, plusieurs études ont évalué la capacité d'extraits de plantes & empécher
leur formation par I’inhibition de la synthése des différents appendices membranaires
(fimbrae, pilis, curlis...) qui permettent la fixation des bactéries aux surfaces biotiques ou
abiotique. Seuls les extraits de plantes ayant une activité anti-attachement ont été inclus.

Kim SW et al., 2016 a rapporté que les extraits de plantes médicinales de Cocculus
trilobus et Coptis chinensis pourraient bloquer I'adhérence des bactéries aux surfaces
recouvertes de fibronectine. lls ont exercé des effets anti-adhésine au stade d'adhésion de la
formation de biofilm en supprimant I'activité d'une enzyme membranaire appelée sortase qui
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a catalysé l'ancrage covalent des protéines de surface au peptidoglycane dans les bactéries
Gram-positive.

La fraction d'acétate d'éthyle et la fraction d'eau de ces deux plantes ont été criblées et
la fraction d'acétate d'éthyle de C. trilobus a présenté une activité la plus élevée pour
supprimer I'adhésine bactérienne en ciblant la sortase.

Dans une autre étude, I’extrait de Ginkgo biloba a été aussi testée, et les resultants ont
montrés qu’il a pu inhiber de maniere significative la formation de biofilm d' Escherichia
coli O157: H7 sur les surfaces des membranes en verre, en polystyréne et en nylon a 100 pg /
ml, sans affecter la croissance bactérienne. Les mécanismes des effets inhibiteurs ont révélé
que l'acide ginkgolique réprimait les genes de curli et les génes de prophage dans E.
coli O157: H7, qui étaient en ligne avec une production réduite de fimbriae et des réductions
de biofilm (Lee et al., 2014).

En autre, Lee et al., 2011 a testé la capacité de la phlorétine, qui est un antioxydant
abondante dans les pommes, a réduire I’attachement des bactéries aux surfaces. Ils ont
constaté qu'il réduisait considérablement la formation de biofilm et la production de fimbria
dans la souche E. coli O157: H7 sans affecter la croissance des cellules planctoniques. La
phlorétine a également empéché la fixation d' E. Coli O157: H7 aux cellules épithéliales du
célon humain et supprimé la réponse inflammatoire induite par le facteur de nécrose tumorale
alpha.

Le potentiel de ces extraits a interferer avec les biofilms préformés est aussi trés étudié,
vu que cette étape peut étre considérée comme une seconde phase d’adhésion pour les
bactéries planctoniques a celles déja présentes. Ainsi plusieurs études ont révélés des résultats
intéressants sur des biofilm préformés de 24 et 48 h.

Enterococcus faecalis est un formateur de biofilm courant généralement impliqué dans
les infections des voies urinaires, les infections des plaies et les infections dentaires. Dans une
étude, Lee et Tan, 2015 a téstés I’efficacit¢ anti-biofilms des extraits d' Eugenia
umtamvunensis et de Syzygium masukuense, et il ont constatés qu’ils avaient une bonne
activité contre le biofilm d'E. Faecalis 24 htandis que Syzygium gerrardii avait une
excellente activité contre les biofilms de 24 h et 48 h. D’aprés ces résultats, Il existe donc un
potentiel de développement de produits a base de plantes a partir de ces extraits comme bains
de bouche pour les soins bucco-dentaires, ainsi que pour des applications topiques pour traiter
les plaies dans les soins médicaux et vétérinaires.

Dans une étude connexe, I'huile essentielle de Syzygium aromaticum avait une bonne
activité contre les biofilms S. aureus 24 h et 48 h associes a la mammite dans l'industrie
laitiere (Pe et al., 2015). Syzygium gerrardii peut &tre un bon candidat pour le developpement
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de produits anti-staphylococciques qui peuvent trouver une application comme désinfectant
pour nettoyer les surfaces. En outre, il peut contenir des composés actifs qui peuvent former
un modeéle pour le développement de medicaments puissants pour traiter les infections
staphylococciques chez les humains et les animaux.

Certains rapports ont également noté qu'il est moins difficile d'inhiber I'attachement
cellulaire que de se débarrasser du biofilm établi (Sandasi et al., 2011). Cela confirme que
les agents pathogenes sont plus capables de résister a I'action des antimicrobiens lorsqu'ils
existent dans les biofilms et que leurs infections peuvent persister sur différentes surfaces
biotiques et abiotiques.

Sur ce context, Ibukun M et al., 2019 a étudié le potentiel d'extraits bruts de feuilles
d'acétone de neuf especes végétales du genre Eugenia et Syzygium appartenant a la famille
des Myrtacées a empécher la formation ou a détruire les biofilms bactériens préformés. Ces
extraits ont été testés sur six agents pathogénes Gram-positifs et Gram-négatifs.

En premier temps, il a été constatés que 1’Inhibition de la formation de biofilm par les
extraits bruts d'acétone avait divers degrés d'activité sur la prévention de l'attachement du
biofilm et les résultats étaient comme suivants:

Quatre des extraits avaient une bonne prévention de la fixation du biofilm contre E.
coli (supérieur & 50%), trois extraits avaient une inhibition inférieure & 50%. Pour P.
aeruginosa tous les extraits de plantes de I’espéce Eugenia ont empéché I’attachement avec
des valeurs supérieures a 50%, les mémes résultats sont obtenus pour B. cereus bien que E.
natalitia et S. masukuense aient des valeurs inférieures a 50%. Enfin, Six et sept des neuf
extraits de plantes évalués ont empéché l'attachement cellulaire de E. faecalis et de S.
aureus respectivement.

Dans cette premiere étape de 1’étude, certains des extraits de plantes utilisés ont au
contraire favorisés I’attachement des bactéries testées aux surfaces, ce qui augmente la
possibilité de former les biofilms. C’est le cas de I’extrait bruts d'acétone E. woodii qui a
vivement améliorait la croissance du biofilm chez E. coli et E. faecalis; les extraits de S.
masukuense et de S. espece A n'ont pas empéché la fixation S. aureus bien que ces deux
plantes aient de bonnes concentration minimale inhibitrice (CMI); de plus, aucune espece
de Syzygium n'a inhibé I'attachement cellulaire P. aeruginosa mais a plut6t été un facteur
favorable pour former un biofilm.

En second temps, les extraits de plantes avec de bonnes propriétés anti-attachement
cellulaire ont été utilisés pour voir leurs effets positifs sur la prévention ou la réduction du
développement ultérieur du biofilm dans les biofilms préformés de 24 et 48 h.
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Sur les sept extraits de plantes évalués, trois (E. natalitia, E. zeyheri et S. masukuense )
avaient des pourcentages d'inhibition du biofilm d' E. Coli aprés 24h était supérieurs a 50%
ainsi que pour Salmonella Typhimurium avec les extraits d’acétates de E. natalitia, E.
zeyheri, S. masukuense et S. gerrardii.

L’activité antibiofilm contre S. aureus aprés 24 h montre que les extraits de E.
umtamvunensis, S. legatii et S. gerrardii avaient des inhibitions supérieures a 50% et dans
I'activité contre B. cereus, de toutes les plantes étudiées, S. masukuense avait une certaine
activité tandis qu’aucun des extraits végétaux n'a pu détruire le biofilm de P. aeruginosa.

Apreés 48 h, les extraits d' E. Umtamvunensis avaient une faible activité antibiofilm sur
le biofilm d’ E. Coli (28%) tandis que S. masukuense et S. especes A ont empéche le
développement du biofilm de plus de 50% et les extraits restants ont montré une amélioration
du biofilm. Syzygium gerrardii n'était pas actif contre le biofilm B. cereus mais avait une
bonne activité contre le biofilm de S. aureus, les mémes résultats sont obtenus avec les
extraits E. umtamvunensis, E. zeyheri, S. masukuense et S. espéces A sur le biofilm
S. Typhimurium.

Les extraits actifs de plantes utilisées dans cette étude peuvent étre tres intéressants
pour la réduction des surfaces de colonisation de divers épithéliaux du corps, empéchant ainsi
les infections. Cela montre que les especes Eugenia et Syzygium possédent des composes
avec une activité anti-biofilm prometteuse.

Cosa et al., 2020 a testés 1’effet anti-adhésion (fixation initiale) des différents extraits
organiques de Calpurnia aurea ainsi que leurs leurs effets sur les biofilms préformés de P.
aeruginosa ATCC 9721.

Les extraits d'acétone de C. aurea ont montré une promotion d'adhérence avec d'autres
extraits de plantes, réduisant la production de biofilm jusqu'a £ 42%. L'éradication du biofilm
en pourcentage négatif observée avec des extraits d'acétone suggére une stimulation
provenant de la présence des métabolites secondaires utilisés comme nutriments pour la
croissance et la formation du biofilm. Le pourcentage d'inhibition le plus élevé contre P.
aeruginosa ATCC 9721 était dans le test d'inhibition de l'attachement initial a £ 20% pour
I’extrait éthanolique de C. aurea. L'inhibition du biofilm préformé par les trois C. aurea s'est
avérée plus puissante, avec jusqu'a 60% de réduction du biofilm par rapport a I'attachement
initial.

De nombreuses bactéries infectieuses formatrices de biofilms peuvent échapper aux
actions des extraits organiques des plantes et peuvent méme étres comme des facteurs qui
permettent de booster leurs capacité de former les biofilms et faire apparaitre certaines
résistance aux antibiotiques. Cependant, la question qui se pose ¢’est si les HES, autant
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qu’extrait végétaux, sont capables de tuer des bactéries pathogeénes dans des biofilms déja
formés telles que S.aureus, P.aeruginosa et E.coli provoquent souvent des infections
nosocomiales en raison de leur résistance intrinseque et de leur capacité d'adaptation.

Dans une étude comparative in vitro, I'huile de cassia et l'antibiotique peptidique
colistine (utilisé pour lutter contre les infections respiratoires) ont été testés pour leur capacité
a tuer P.aeruginosa dans des biofilms. Les expériences ont révélé que I'huile de cassia a des
concentrations de 0,2 a 0,4% était suffisante pour tuer la grande majorité des P.aeruginosa en
biofilm. En revanche, la CMI de la colistine (3 pg / mL) n'était pas efficace contre les cellules
du Biofilm, et ce n'est qu'a une concentration > 100 pg / mL que la colistine a tué les
bactéries a l'intérieur du biofilm (Kavanaugh et Ribbeck, 2012).

Dans un modéle murin, des brdlures au troisieme degré ont été infectées par

P.auruginosa, S.aureus (S.aureus résistante a la meéthicyline ou SARM); 24 h apres
I'inoculation bactérienne, les plaies ont été traitées localement avec de I'huile d'origan a une
concentration de 10 mg / mL pendant 3 jours consécutifs. Les concentrations bactériennes ont
été réduites sans endommager la peau des animaux.
Parallélement a ces études, des observations de microscopie électronique a transmission et de
microscopie électronique a balayage ont montré que I'huile d'origan est capable de tuer les
bactéries des biofilms et de modifier leurs structures. D'un grand interét pratique et
thérapeutique était I'observation qu'avec l'huile d'origan a doses sublétales, plus de 20
passages n'ont pas conduit a une résistance bactérienne. Cette observation est d'un grand
intérét car il est devenu connu ces derniéres années que divers HEs dans les sous
concentrations minimales inhibitrices (sous-CMI) peuvent en effet conduire a des adaptations
physiologiques temporaires chez les bactéries, ce qui peut nuire a l'effet thérapeutique de ces
huiles a court terme (Melo et al., 2015).

L’étape d’adhésion des bactéries aux surfaces représente un grave probléme et peut étre
considérée comme le déterminant de I'uro-virulence responsable de la persistance durable des
bactéries dans le tractus génito-urinaire.

Lagha et al., 2019 a publiés sa recherche sur les activités anti-biofilms potentielles des
HEs du Zengiber officinale, Origanium majorana, Rosmarinus officinalis, Juniperus
communis et Thymus zygis contre E. coli qui représente environ 85% des infections urinaires
acquises dans la communauté et 50% des infections urinaires acquises a I'népital. La majorité
des bactéries formant des biofilms ont été isolées a partir d'échantillons de femmes adultes.

L’activité anti-biofilm des HEs a démontré que O. majorana avait un effet sur 50% des
isolats avec un pourcentage d'inhibition allant de 14,94% a 88,21%, T.zygis présentait une
activité sur 63,63% des isolats avec un pourcentage de inhibition variant de 17,81% a
85,81%, et R. officinalis a montré un effet anti-biofilm sur 86,36% des isolats avec un
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pourcentage d'inhibition allant de 28,84% a 94,75%. Ainsi, L’HE de R. officinalisa l'activité
d'inhibition du biofilm la plus élevée contre E. coli, suivie par T. zygis et O. majorana.

Dans les infections urinaires, des facteurs tels que I'age, le sexe, lI'immunosuppression
et les instruments urologiques peuvent influencer sur la prévalence des infections urinaires
(Igbal et al., 2010). Selon Daoud et Afif au Liban et Kumar et al., 2006 en Inde, la
prévalence des infections urinaires chez les femmes est principalement due a des facteurs
anatomiques et physiques.

L'inhibition du biofilm d'E. Coli trouvée dans cette étude suggere que l'ajout d’HE
avant la formation du biofilm peut contribuer a éliminer les cellules planctoniques et en outre
convertir la surface abiotique pour qu'elle soit moins sensible a l'adhésion cellulaire. Le
prétraitement de la surface avec des extraits végétaux produit un film défavorable qui
favorise le détachement, réduisant ainsi l'adhérence de la surface (Sandasi et al., 2007).

Selon Romling et Balsalobre, 2012 le biofilm entrave nettement le traitement des
infections urinaires en protégeant les bactéries encapsulées a la fois de la réponse
immunitaire de I'h6te et de la thérapie antimicrobienne. Cela peut expliquer la prévalence et
la persistance des infections urinaires a E. coli dans les hopitaux.

Plusieurs rapports ont montré que les HEs pourraient se diffuser a travers la matrice
polysaccharidique du biofilm mature et le déstabiliser en raison de fortes activités
antimicrobiennes intrinséques. De plus, l'activité anti-adhérente s'explique par I'altération des
protéines de surface bactériennes en raison de leurs interactions avec les huiles. Cela inhibera
la phase de fixation initiale a la surface abiotique (Nostro et al., 2007).

Ces résultats soutiennent I'application médicale de ces huiles pour la prévention et / ou
le traitement de certaines infections et maladies.

1.2. Blocage du systeme QS et la réduction de la synthése des facteurs de
virulence

Les composés phytochimiques des plantes médicinales (les phénols, les flavonoides, les
quinones, les alcaloides, les terpénoides) jouent un rble clé contre la pathogénicité
microbienne et se sont avérés impliques dans l'inhibition des molécules de QS ainsi que du
biofilm. Chez P. aeruginosa par exemple les molécules du QS telles que les AHL,
stimule la libération de virulence et de toxine.

Par conséquence, le systeme QS peut étre une cible pour bloquer ces facteurs de
virulence, altérant ainsi la formation de biofilm microbien. Ceci est accompli en inactivant
I'enzyme de signalisation, en limitant la molécule signal, en introduisant une molécule qui
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bloque le récepteur, ou en dégradant la molécule signal elle-méme sans tuer les bactéries. Ce
principe permet de développer des phytomolécules qui vont permettre d’introduire non
seulement un nouveau mode daction et une éventuelle validation pour ['utilisation
traditionnelle des plantes, mais aussi une direction thérapeutique potentiellement nouvelle
pour le traitement des infections bactériennes.

Sur ce contexte, Akhter et Fraidoon a publié en 2019 les résultats de leurs travaux sur
I’effets des extraits de bile de Quercus infectoria sur la production des facteurs de virulence
du biofilm de P.aeruginosa résistant aux médicaments multiples récupérés a partir de
brhlures, ainsi que I'expression des genes codant pour le QS et I'exotoxine A extracellulaires
en utilisant différents solvants: acétate d'éthyle, n-butanol, éthanol.

Les résultats de cette étude, montrent une réduction significative du biofilm chez l'agent
pathogene étudié lorsqu'il était traité avec des concentrations sous-inhibitrice CSI de 2,5, 1,10
mg /ml pour l'acétate d'éthyle, 1'éthanol et les extraits aqueux, respectivement ainsi qu’une
diminution significative dans l'activité protéase et dans l'excrétion de pyocyanine.

L'impact sur ces différents facteurs de virulence régulés par QS suggére que les
composés de Quercus infectoria affectent les génes régulateurs lasl, lasR, rhil et rhIR au
niveau de l'expression. Pour cela la RT-PCR en temps réel a été utilisée pour surveiller
I'expression de ces génes, et il a été constaté que cette expression était significativement
diminuée dans les extraits de cellules traitées, tandis que la croissance bactérienne n'était pas
affectée. La diminution la plus significative a été observée dans la fraction d'acétate d'éthyle,
tandis que I'extrait aqueux des biles a complétement bloqué I'expression de tous les génes
testés. La régulation a la baisse observée des genes et des molécules signal combinées avec
un impact sur les facteurs de virulence montre des effets a large spectre sur les réseaux QS.

Des résultats similaires on été obtenus avec la quercétine, un polyphénol végétal qui
existe dans de nombreux fruits, Iégumes et céreéales. Il a été rapporté qu'il inhibait de maniére
significative la formation de biofilm et la production de facteurs de virulence, y compris la
pyocyanine, la protéase et I'élastase (Krishnan et al., 2012 ; Vasavi et al., 2016).

Une etude plus approfondie des changements transcriptionnels associés a QS a réveélé
que les niveaux d'expression de Lasl, LasR, Rhll et RhIR impliqués dans la signalisation QS
étaient significativement reduits (Ouyang et al., 2016). La quercétine semble étre un
inhibiteur efficace de la formation de biofilm et des facteurs de virulence chez P.
aeruginosa.

Dans une autre étude, Persson et al., 2005 a constaté que les extraits d'ail présentaient
des effets inhibiteurs sur la formation de biofilm contre isolats bactériens cliniques. Aussi,
une conception rationnelle et un criblage biologique de tous les composés de I'ail ont
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également été realisés, aboutissant a l'identification d'un puissant inhibiteur de QS : N -
(heptylsulfanylacetyl) - L -homosérine lactone. Il a été démontré que ce composant
interrompt la signalisation QS en inhibant de maniére compétitive les régulateurs
transcriptionnels LuxR et LasR.

En outre, Zhou et al., 2018 a aussi constatés que I'hordénine a réduit efficacement les
facteurs de virulence et I'expression génique liée a la QS de P. aeruginosa PAOL.1l est
indiqué que le potentiel anti-QS de I'nordénine agit aussi comme un inhibiteur compétitif
pour les molécules de signalisation et un nouvel agent basé sur le QS pour se défendre contre
les pathogénes d'origine alimentaire.

Les reésultats de Bjarnsholt et al., 2005 semblent étres trés intéressants, car ils n’ont
pas observé qu’une inhibition de la formation du biofilm en utilisant I'extrait d'ail, mais aussi
une sensibilité Pseudomonas aeruginosa a la tobramycine, a la poussee respiratoire et a la
phagocytose par les leucocytes polymorphonucléaires dans un modéle d'infection pulmonaire
de souris. Ce qui pourrait donner des solutions pour empécher le développement de 1’antibio-
résistance et donc la formation de biofilm.

En plus des résultats positifs obtenus en utilisant les extraits organiques de différentes
plantes médicinales, les HEs de ces plantes représentent aussi des excellentes alternatives
thérapeutiques et sont tres utilisés lors de la quéte aux agents anti-biofilm. Les études in
vitro publiées a ce jour et les données in vivo limitées montrent que les HEs actifs et certains
de leurs ingrédients sont capables d’interférer avec l'expression des génes qui sont
directement ou indirectement responsables de la formation de biofilms, de facteurs de
transmission du signal bactérien régulé par QS et la synthése des facteurs de virulence (Han
et Parker, 2017).

Dans un test in vitro approfondi, 21 HEs différentes ont été étudiés pour leurs activités
anti-QS dans Chlostridium violaceum CVO26 et Chlostridium violaceum ATCC 12472 a des
sous-CMI. Sur les 21 HEs testés dans un essai de diffusion sur gélose, seules les huiles de
clou de girofle, de cannelle, de lavande et de menthe poivrée ont montré une inhibition
significative de la production de violaceine. L'huile de girofle était de loin, I'HE la plus
efficace dans le systeme de test utilisé. Afin d'exclure la possibilité que I'inhibition observée
de la formation de la violacéine ne soit pas causée par un simple effet antimicrobien des HEs
testés, I'effet inhibiteur de I'huile de girofle a également été étudié dans une approche de test
quantitative utilisant C. violaceum ATCC 12472. Sa propriété d'inhibition de la violacéine
était dose-dépendante. Par rapport au témoin non traité, I'huile de clou de girofle a inhibé la
production de violacéine dans les bactéries traitées de 48, 58, 78,40 et 92,30% aux sous-CMI
(CMI pour I'huile de girofle: 0,20%) de 0,04, 0,08, 0,12 et 0,16%, respectivement.

Cette découverte garantit que, jusqu'a une concentration de 0,12%, la réduction
mesurable de la formation de violacéine chez les bactéries n'est pas due aux propriétés
antimicrobiennes de I'huile de girofle, mais a son activité anti-QS. Ce n'est que dans la
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concentration plus élevée de 0,16% que la réduction observée de la formation de violac€ine
était non seulement due a l'activité anti-QS de I'huile de clou de girofle, mais également en
raison de ses propriétés toxiques (antibactériennes) (Khan et al., 2009).

Dans une autre étude in vitro, I'huile de clou de girofle, I'nuile de menthe poivrée (avec
36,8% de menthol) et le menthol ont été utilisés dans les sous-CMI pour réduire la formation
de biofilm dans P.aeruginosa PAO1l (Husainet al., 2015). Afin de garantir les mémes
résultats que 1’étude précédente, qui est l'inhibition du systeme QS, la réduction de divers
facteurs de virulence (élastase, protéases, pyocyanine, chitinase) dans les sous-CMI a
également été déterminée. Par rapport aux témoins correspondants, les deux HEs ainsi que le
menthol étaient capables d'inhiber, dans les sous-CMI, la formation de biofilm régulée par
QS d'une maniere dépendante de la concentration sans inhiber la croissance des souches
d'essai. En outre, tous les composés d'essai ont fortement inhibé la production de facteurs de
virulence, la production d'EPS et la motilité en essaim. En outre, il a pu étre démontré que la
production de violacéine dans CV CV026 était réduite au maximum par I'huile de clou de
girofle (& 0,12%), I'huile de menthe poivrée (a 0,1%) et le menthol (a 400 pug / mL) dans les
sous-CMI sans réduire les cellules bactériennes croissance.

Des résultats d’une étude similaire ont démontré que I'huile de clou de girofle (a 1,6%)
était capable de réduire de maniere significative la production d’AHL natif jusqu'a 56% dans
les cellules P.aeruginosa PAOL1 (Husain et al., 2013). Ce résultat est une découverte
intéressante car il est connu de la littérature que les souches de PA défectueuses dans la
production de la molécule d'autoinducteur 3-0xo-C12-HSL sont limitées dans leur capacité
pour former des biofilms pleinement établis (Lee et Zhang, 2015).

En autre, dansles expériences de simulation damarrage moléculaire in silico, le
menthol s'est avéreé trés bien adapté au site de liaison AHL du facteur de transcription LasR.
Pris ensemble, les données des études in vitro et de I' analyse in silico du menthol et du LasR
indiquent que la production de facteurs de virulence a été considérablement inhibée par
I'huile de girofle, I'nuile de menthe poivrée et le menthol en interférant avec I'AHL- Cycle de
signalisation QS et inhibition du systeme de régulation LasR / RhIR (activité anti-QS)
(Husainet al., 2015).

Il est connu dans la littérature que la production des facteurs de virulence pyocynine,
élastase, chitinase et protéases totales chez P.aeruginosa est sous le contrble des protéines
régulatrices de la transcription LasR / RhIR. En ce qui concerne la formation du biofilm, on
peut supposer une corrélation directe entre le systtme QS et la formation du biofilm par
interférence des substances a tester avec le circuit de signalisation AHL-QS et de maniere
plus indirecte par la réduction des composants essentiels tels que les EPS et la motilité en
essaim (Rasamiravaka et al., 2015).

E.coli enterohemorrhagique O157: H7 (ECEH) est une bactérie intestinale redoutée
dans le monde entier qui, entre autres, peut provoquer une colite hémorragique associée a une
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diarrhée sanglante. Dans une étude in vitro,I'huile de laurier (avec 62% d'eugénol), I'huile de
clou de girofle (avec 77% d'eugénol) et I'huile de piment (avec 71% d'eugénol) ainsi que
I'eugénol, un constituant important de ces huiles, ont été testés pour leur activité anti-biofilm.

La formation de biofilm a été inhibée par les trois HE et I'eugénol (concentrations
d'essai: 0,001, 0,002, 0,005, 0,01%) a des concentrations de 0,005% (CMI des substances
d'essai: > 0,1%) a 99,7% par rapport au témoin. L'effet des HEs et de l'eugénol sur la
formation du biofilm était dose-dépendante. Jusqu'a la concentration d'essai de 0,005%, les
cellules planctoniques n'ont pas été inhibées dans leur croissance. Ce n'est qu'a partir d'une
concentration de 0,01% que la vitalité des bactéries a été réduite de 20%. Ainsi, on peut
supposer que lactivité anti-biofilm des composés a tester se situe dans la plage de
concentration de 0,001 a 0. 005% est d0 a une activité anti-QS et non a la toxicité de ces
substances.

D’aprés ces résultats, 1’eugénol, qui a été trés utilisé dans plusieurs études, parait étre
un constituant tres actif sur I’inhibition du systeme QS est qui peut donc étre une meilleure
alternative thérapeutique pour la lutte contre les biofilms (Kim et al., 2016).

Une étude récente, qui cette fois ci, ciblée plutot la sécrétion de facteurs de virulence, a
été faite sur 1’huile d’arbre a thé australienne (HATA) pour tester son activité anti-biofilm
dans S.aureus ATCC 29213. Le point le plus intéressant du travail était la question de savoir
si le HATA influence le profil d'expression génique (analyse du transcriptome) des cellules
bactériennes véhiculées par le biofilm.

Pour répondre a la question, le séquencage de I'ARN ainsi que les méthodes RT-PCRq
en temps réel ont été utilisés. L'analyse du transcriptome permet une vaste cartographie des
génes impliqués dans la régulation des processus physiologiques et physiopathologiques des
cellules. Dans ce cas, les auteurs sont rendu compte de I'évaluation des génes
différentiellement exprimés (expression génique différentielle) dans les cellules du biofilm
S.aureus a une concentration de HATA de 1 mg / mL (0,5 x la concentration minimale
d'inhibition du biofilm) et un temps d'incubation de 60 min.

Par rapport au groupe témoin non traité, lI'expression génique dans les cellules de
biofilm traitées par HATA a été modifiée par un total de 304 genes, avec 104 génes régulés a
la baisse et 200 geénes régulés a la hausse. Les résultats ont été discutés principalement en ce
qui concerne les génes qui peuvent étre liés a la formation de biofilm. Par exemple, le géne
du facteur de virulence sarA code pour la protéine de liaison a I'ADN SarA. SarA est une
protéine regulatrice de la transcription cytoplasmique qui active l'opéron agr et
indépendamment du systeme QS, contrdle I'expression de nombreux genes de virulence dans
les cellules S.aureus qui sont impliquées dans la formation du biofilm, comme certains génes
d'adhésion a la matrice (par exemple, fnbA, codant pour la fibronectine- liaison a la protéine
A). Dans le présent travail, sarA a été régulée a la baisse.
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La régulation négative de sarA et la forte réduction de la masse de biofilm subséquente
dans S.aureus suggeérent que les composants individuels des HEs peuvent directement
interférer avec la régulation des genes. Jusqu'a présent, le mécanisme d'action est inconnu
(Zhao et al., 2018).

Les activités anti-QS et anti-virulence des composés utilisés dans les expériences
précedentes, sont testés a des concentrations minimales et été pour la plupart sans activité
inhibitrice de la vitalité bactérienne. Les auteurs ont conclu a partir de ces observations que
les activités anti-virulence des substances d'essai reposaient principalement sur leurs effets
physiologiques (non antibactériens) et non sur leurs activités toxiques pour les cellules
(antibactériennes) il ne peut étre totalement exclu qu'en plus des effets physiologiques, des
effets toxiques cellulaires des substances puissent également se produire, comme décrit par
(Reichling et al., 2002).

Outre que le blocage du systeme QS ainsi que les différents facteurs de virulences
qu’il lui sont liés, I’inhibition de la synthése des constituants polymériques, qui sont aussi
considérés comme facteurs de virulence médiés par le QS, ainsi que les différents éléments
constituants la matrice, et aussi une cible intéressante pour I’irradiation ou la prévention de la
formation des biofilms.

Sur ce, une étude a évalué I’efficacité ’extrait méthanolique de Sapindus mukorossi
(EMSM) sur la synthése des molécules adhésives autoproduites essentielles a la formation de
la matrice qui permettent de garder les cellules bactériennes noyées dans la matiére
visqueuse extracellulaire et fournir ainsi une stabilité au biofilm. Ces extraits ont été testé sur
les S. aureus SARM. Les résultats ont montré que la réduction dépendant de la concentration
de I'EPS et une réduction d'hydrophobicité jusqu'a 50% ce qui pourrait étre responsable de
la réduction de l'adhérence aux surfaces. Un autre facteur intéressant est que les cellules
SARM ont toujours semblé étre dispersees lors de la comparaison avec les cellules témoins
agrégées. Ce fait a conduit I'étude a étudier le modele d'auto-agrégation du SARM pendant 24
h en présence d’EMSM par essai de décantation en tube a essai. Les résultats ont révélé que
I’EMSM altérait la capacité d'agrégation du SARM.

La quantification de I’ADN extracellulaire (ADNe) a démontré la réduction
considérable de I'ADNe lors du traitement par EMSE L'examen de l'autolyse et de la synthése
de I'ADNe en présence a démontré que les cellules traitées par EMSE étaient résistantes a
l'autolyse. En outre, afin de découvrir I'effet ’EMSM sur l'expression du géne de virulence,
une analyse PCRq a été effectuee. Les résultats ont révélé que le traitement EMSM réduisait
l'expression des genes impliqués dans la production d’AlIP. fnbA, fnbB et cna sont des
protéines d'adhésion qui interagissent avec les composants de la matrice extracellulaire de
I'néte et sont impliquées dans la colonisation de I'hdte. Une expression réduite de ces genes
est responsable de l'activité antibiofilm d’EMSM. AtlA est l'autolysine responsable de la
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synthése de I'ADNe et de la diminution de I'expression de I' atlA est en ligne avec l'inhibition
de l'autolyse et de la synthese de I'ADNe par EMSM.

Dans l'ensemble, on a pu observer que le traitement EMSM altérait la synthése
d'éléments adhésifs tels que la matrice, les polysaccharides et I'ADNe. Une diminution de
I'expression de ces facteurs d'adhésion pourrait étre le mécanisme d'action sous-jacent de
I'activité anti-biofilm d’EMSM (Selvaraj et al., 2020).

Vijayakumar et al., 2019 a évaluée le potentiel anti-biofilm et anti-virulence médié
par QS de [I’extrait au méthanol Musa acuminata (EMMA) et de ses métabolites bioactifs
contre Pseudomonas aeruginosa. En outre, les phénoménes liés au biofilm tels que les
protéines de biofilm total, les EPS de formation de microcolonies et les productions
d'hydrophobicité de surface cellulaire (HSC) ont également été examinés pour soutenir le
potentiel anti-biofilm de TEMMA.. Les résultats ont montré que ’'EMMA a inhibé de maniere
significative la formation de biofilm chez P. aeruginosa a une concentration de 400 ug ml !,
ce qui a également inhibé la production de protéines de biofilm, I'adhérence du biofilm, les
productions d'EPS et de HSC au niveau de 79%, 82% et 77% respectivement. En outre, le
potentiel anti-virulence a été confirmé par de nombreux tests d'inhibition de la
virulence. L’extrait inhibait la production de virulence médiée par QS telle que la production
de protéase, de protéase LasA, d'elastase LasB, de pyocyanine, d'alginate et de rhamnolipide
au niveau de 77%, 75%, 68%, 80%, 78% et 69% respectivement. Les resultats de I'analyse
PCRq ont confirmé la régulation a la baisse de I'expression des genes de virulence régulés par
QS lors du traitement avec ’EMMA.

Une autre étude qui a pour but d'identifier les herbes traditionnelles chinoises qui
pourraient inhiber la formation de biofilm de P.aeruginosa, a utilisée 1’extrait de Herba
patriniae et ils ont constaté qu’il diminuait la production d'EPS par P. aeruginosa et favorisé
sa motilité en essaimage car une motilité accrue peut réduire I'adhérence et permettre aux
bactéries de s'échapper activement de la matrice du biofilm pour devenir des bactéries
planctoniques, ce qui détruit le biofilm formé (Zhou et al., 2011).

Les glucosyltransférases (Gtf) sont des enzymes sécrétées par S. mutans pour
synthétiser des EPS avec du saccharose. Liu Y et al., 2017 a exploré l'effet des extraits de
feuilles de B. crassifolia (L.) sur le biofilm de Streptococcus mutans. Les extraits de feuilles
ont montré des effets inhibiteurs en diminuant la viabilité des bactéries empéchant ainsi la
formation ou la maturation de biofilm. L’extrait pourrait aussi diminuer la propriété
d'adhérence de S. mutans en inhibant Gtfs pour synthétiser EPS. De plus, la quantité réduite
d'EPS et linhibition des Gtfs étaient positivement corrélées aux concentrations des
échantillons d'essai. Les extraits ont présenté des effets inhibiteurs significatifs sur les EPS
insolubles dans l'eau. Ces données suggérent que les extraits de feuilles de Bergenia
crassifolia pourraient diminuer I'adhésion et la viabilité de S. mutans et empécher ainsi la
formation ou la maturation de biofilm. Les extraits pouvaient effectivement diminuer la
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quantité d’EPS hydrosolubles, ce qui restreindrait la source de glucides métabolisables pour
la formation de biofilm. De plus, les effets inhibiteurs des extraits de feuilles de B.
crassifolia sur les glucanes insolubles dans I'eau étaient plus puissants que sur les glucanes
solubles dans l'eau.

Husain et al., 2015 a évalué I'extrait de graines de Trigonella foenum-graecum sur les
facteurs de virulence de P. aeruginosa PAOQO1, PAF79 tels que I'¢lastase LasB, la protéase, la
pyocyanine, la chitinase, la motilité de I'essaimage, et la production d'EPS.

Il a été bien rapporté que le QS dépendant de I'AHL joue un r6le majeur dans la
formation d'un biofilm avec une architecture complexe de type sauvage chez de nombreuses
bactéries. Dans cette étude, l'extrait de T. foenum-graceum a inhibé considérablement la
biomasse du biofilm de maniére dose-dépendante sans affecter la croissance bactérienne dans
les deux souches de P. aeruginosa. L’image au microscope électronique a balayage et a la
lumiére présentait une architecture désintégrée et réduisait le nombre de microcolonies
pendant la formation du biofilm des bactéries pathogenes testées. Par conséquent, il est
envisagé que le traitement d'agents pathogenes bactériens avec les extraits aboutisse a la
formation de biofilms faibles éventuellement en réduisant I'adhérence de surface et la
formation ultérieure de microcolonies.

Les facteurs étroitement associés a la formation de biofilm de Pseudomonas aeruginosa
comme la motilité d'essaimage et la production d'EPS ont également été évalués dans cette
étude. Puisque la production d'EPS et la motilité en essaim sont sous le contréle de QS, une
interférence avec QS entrainerait une production réduite d'EPS et une motilité en
essaim. Dans cette étude, la quantité totale d'EPS produite et la motilité ont été réduites
lorsque les agents pathogenes bactériens (PAO1 et PAF79) ont été traités avec des sous-CMI
d’extrait de T. foenum-graceum. Les extraits vegetaux réduisent de maniere significative la
réduction de I'EPS ce qui réduira éventuellement le niveau de résistance du pathogéne en
mode sessile.

2. Efficacité synergique des extraits vegétaux sur la formation de biofilm
2.1. Combinaison « extrait vegétal-antibiotique »

Le mécanisme d'action des antibiotiques peut étre résumé comme l'inhibition de la
synthese de la paroi cellulaire, la liaison a la membrane cellulaire, I'inhibition de la synthese
des protéines. Malheureusement, cela a pris fin en raison de I'émergence rapide de la
résistance aux antibiotiques chez les bactéries par la sur-utilisation des antibiotiques dans les
industries médicales et agricoles, mettant en danger la santé du patient. Ce qui a mené donc a
une réduction radicale dans la découverte de nouveaux antibiotiques.
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Ces derniéres années, les composes issus de ressources naturelles ont de plus en plus
mis l'accent sur les effets synergiques avec les antibiotiques traditionnels (Zhang et al.,
2019). Cette forme d’activité synergique a pour but d’empécher I'émergence de bactéries
résistantes et pour réduire les effets secondaires en raison de l'utilisation d'une concentration
d’antibiotiques plus faible (Ocampo et al., 2014 ).

Le principal mécanisme d'action synergique est 1’inhibition de la formation de biofilm
ou d’endommager la membrane mis en place de cellule bactérienne ; les agents antibiofilm
disperseront les biofilms bactériens, tandis que les antibiotiques élimineront la population
bactérienne (Petrova et Sauer, 2012), et cela par I'effet multicible de ces combinaisons qui
affectent non seulement une seule cible, mais plusieurs telles que les substrats, les enzymes,
les récepteurs, les protéines de transport, les canaux ioniques ou les anticorps (Zhang et al.,
2019 ). De nombreux exemples de réussite ont confirmé la faisabilité des combinaisons entre
produits naturels et antibiotiques pour améliorer I'efficacité antibiofilm.

Das et al., 2016 a étudié un compose de flavone vitexine, un groupe polyphénolique de
composés phytochimiques isolé a partir de plantes de I'espece vitex et ayant des propriétés
potentiel antibiofilm contre Pseudomonas aeruginosa en association avec l'azithromycine et
la gentamicine. Pour cela, plusieurs tests ont été realisés & savoir : la détermination de la
concentration d’inhibition de biofilm (CMIB) de la vitexine, de l'azithromycine et la
gentamicine, le taux des protéines totales du biofilm, la quantification de I'EPS de la matrice
du biofilm et les phénomenes médiés par le QS tels que la motilité d'essaimage, l'activité de
la protéase dégradant lI'azocaséine, la production de pyoverdine et de pyocyanine, l'activité
LasA et LasB des bactéries.

Les résultats ont montré que la vitexine, avec une CMIB > 3570 pg / ml, exergait une
atténuation moderée du biofilm contre le micro-organisme ou une réduction maximale (56%)
de la formation de biofilm a été trouvée a une dose de 110 pg / ml. L'activité antibiofilm de la
vitexine a augmenté de maniére significative en association avec l'azithromycine (CMIB >
2950 pg / ml) ou la gentamicine (> 1490 pg / ml) , ou une réduction synergique maximale
(83,44%) a été observée.

Le test des protéines totales du biofilm a montré que les échantillons traités a la vitexine
avaient significativement moins de protéines extraites par rapport au contrdle non traité. La
combinaison de I'azithromycine et de la gentamicine séparément avec la vitexine a conduit a
une atténuation significative de la protéine totale du biofilm. Cette atténuation accrue peut
étre considérée comme de nature synergique car 110 pg / ml de vitexine, avec 13,75 pg / ml
d'azithromycine a montré une réduction de 84,94%, tandis qu'avec 2,5 pg / ml, la gentamicine
a montré une réduction de 95,1% de la protéine totale du biofilm. En outre les images de P.
aeruginosa observé au microscope fluorescent ont montré une diminution significative de la
fixation des cellules formant un biofilm.
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Lors de I'extraction et de la quantification de I'EPS, il a été constaté que la vitexine
atténuait significativement la formation d'EPS de P. aeruginosa ou une atténuation maximale
de 40% était observée a une concentration de 110 pug / ml. Ce degré datténuation était
synergiquement et significativement augmenté par I'association avec l'azithromycine (65,6%)
et la gentamicine (82,4%). Ces résultats indiquent que la vitexine a son niveau sous-CMI a
présenté une activité d'atténuation modérée du biofilm qui a encore augmenté de maniére
synergique en combinaison avec l'azithromycine ou la gentamicine.

Les résultats ont également montrés que les cellules traitées a la vitexine a une
concentration de 110 pg / ml montre une réduction modérée. En outre, une dose de 110 pg /
ml de vitexine en association avec l'azithromycine ou la gentamicine a considérablement
réduit la motilité de I'essaimage. De plus, la vitexine a exécuté une atténuation modéree de la
production de protéase bactérienne par P. aeruginosa et I'azithromycine et la gentamicine ont
réduit de maniére synergique la motilité en association avec la vitexine. Lors du traitement
avec la vitexine, il a été observé qu'une concentration de 110 pg / ml montre une atténuation
modéree de la pyoverdine et de la pyocyanine. L'azithromycine et la gentamicine exécutent
séparément une atténuation synergique de la sécrétion de pyoverdine et de
pyocyanine lorsqu'elles sont utilisées en combinaison avec la vitexine. Dans ce cas, la
gentamicine exécute un effet synergique maximal.

A la lumiére des résultats prometteurs obtenus a partir du test protéolytique total, nous
avons en outre évalué l'effet de la vitexine seule et en combinaison dans l'inhibition de
I'activité protéase LasA de P. aeruginosa. Lors du traitement par la vitexine seule, nous avons
observé une inhibition maximale de 39,04% et en association, une réduction significative de
I'activite de la protéase LasA a été observee. Parmi les effets synergiques, la combinaison de
vitexine et de gentamicine a montré une meilleure atténuation (88,33%) que la combinaison
de vitexine et d'azithromycine (69,93%). Une diminution significative de l'activité élastase
LasB a été observée dans le surnageant de culture de P.aeruginosa apres traitement par la
vitexine seule (37,54%) et en association avec l'azithromycine (69,23%) ou la gentamicine
(87,63%). En accord avec l'activité de protéase LasA, ici également une combinaison de 110
ug / ml de vitexine et de 2,5 pg / ml de gentamicine a montré une réduction synergique
maximale de l'activité d'élastase LasB.

Le méme principe de recherche est aussi retrouve dans une autre étude en utilisant la
rutine, un groupe de flavonoides riche en vitamine P de phytochimie avec des propriétés
antimicrobiennes a été isolée des pelures de Citrus sinensis par chromatographie sur colonne
et chromatographie liquide a haute performance (HPLC) pour étudier son potentiel anti-
biofilm contre Pseudomonas aeruginosa , en combinaison avec l'antibiotique conventionnel
gentamicine.
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Les résultats ont montré que la rutine présentait une CMI a 800 pg / ml contre la
bactérie. Son potentiel anti-biofilm a été examiné par coloration au cristal violet, analyse de
protéines, études microscopiques et quantification des EPS en utilisant plusieurs doses sous-
CMLI. L'inhibition de la formation de biofilm a été renforcée de maniere synergique lorsque la
bactérie a été traitée avec de la rutine (200 pg / ml) et la gentamicine (2,5 ug / ml). La
production d'EPS était responsable de I'adhérence et de la maturation des biofilms, qui étaient
également significativement réduites dans la souche testée. Les résultats de I'étude confirment
que la rutine peut étre potentiellement utilisée comme inhibiteur dadhérence pour le
traitement des infections a P. aeruginosa (Murugesan et al., 2018).

L'activité synergique d'extraits de plantes (grenade / romarin) avec différent type
d’antibiotiques pipéracilline (PRL), ceftazidime (CDZ), imipénéme (IPM), gentamycine
(GN) ou lévofloxacine (LEV) a été évaluée contre la formation de biofilm de Pseudomonas
aeruginosa.

La masse de biofilm d'isolats de producteurs de biofilm puissants a eteé
significativement réduite apres 24 h de traitement avec des extraits de grenade et de romarin
seuls et en association avec des antibiotiques (PRL, CDZ, IPM, GN ou LEV) au niveau de la
CMI. L'éradication du biofilm de I'extrait de romarin était relativement élevée (intervalle de
53,1 a 73,7%) par rapport a l'activité d'éradication (intervalle de 41,2 a 71,5%) de I'extrait de
grenade. En outre, la combinaison des deux extraits a augmenté de maniére significative
I'éradication du biofilm dans la plage de 76,5 a 85,4%. De plus, l'activité d'éradication des
deux combinaisons d'extraits de plantes / antibiotiques était significativement élevée
(intervalle de 76,5 a 99,6%) par rapport aux autres traitements de la présente étude.

Les différences entre les extraits de romarin et de grenade dans I'‘éradication des
biofilms peuvent étre expliquées par les différences dans leurs teneurs en polyphénols, leurs
concentrations, et mode d’action. L'augmentation significative de I'éradication du biofilm de
la combinaison d'extraits de plantes par rapport a chaque extrait de plante unique qui pourrait
probablement étre attribuée a l'interaction synergique entre les deux extraits. L'interaction
synergique des deux combinaisons extraits / antibiotiques avait été prouvée dans cette étude,
et cela pourrait expliquer l'augmentation significative de I'éradication du biofilm de ces
combinaisons par rapport aux extraits de plantes seuls et en combinaison.

L'analyse phytochimique qui a révélé que le pyrogallol, le catéchol, l'acide gallique,
ellagique, rosmarinique et l'acide benzoique étaient les composés phénoliques les plus
abondants identifiés dans les extraits de grenade et de romarin. Le pyrogallol a présenté une
interaction synergique avec les antibiotiques aminosides et quinolones contre les bactéries
Gram-positives; cependant, ces combinaisons ont montré une interaction indifférente contre
les bactéries a Gram négatif, en particulier P. aeruginosa. On rapporte que le catéchol
endommage la membrane cytoplasmique et provoque une perturbation directe des bicouches
lipidiques et une altération de la fonction de barriére, ce qui conduit & une pénétration accrue
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des antibiotiques et a une diminution de leurs CMI. L'effet synergique des deux extraits avec
des antibiotiques était probablement di a la présence dacides gallique, benzoique et
rosmarinique, qui diminue les constituants bactériens (protéines, acides nucléiques et ions
inorganiques tels que le potassium ou le phosphate) en augmentant la perméabilité de la
bactérie membrane cytoplasmique.

De plus, l'activité d'inhibition du biofilm de ces extraits est due a leur inhibition de la
motilité de nage qui a conduit a une réduction des cellules bactériennes se fixant aux
surfaces, donc diminution de I'humidité de la colonie et de la couche polymere
supplémentaire ainsi que des signaux de détection de quorum. En outre, la formation de
biofilm pourrait étre diminuée par la suppression de la motilité des contractions, qui est
nécessaire pour la fixation des cellules bactériennes et I'extension du biofilm vers une
nouvelle surface, ainsi que par l'assemblage monocouche de cellules de P. aeruginosa en
micro-colonies ce qui a conduit & une réduction de la capacité du biofilm car cette motilité
est essentielle pour le développement et la maturation du biofilm.

En outre, les activites déradication de ces combinaisons contre les biofilms ont été
soutenues par les images de microscope électronique aprés 24 h de traitement de biofilm
mature avec le niveau de CMI de la combinaison grenade / romarin / CDZ. Ces images ont
montré une densité élevée de cellules de bacilles compactées dans certaines zones du biofilm
témoin (non traité), et la plupart de ces cellules de bacilles étaient incorporées dans une
matrice polymere extracellulaire; cependant, le biofilm traité a été complétement détruit et
retiré de la surface du couvercle de la lame de verre, et la plupart des cellules bactériennes ont
été éliminées.

Ces combinaisons perturbent les biofilms de P. aeruginosa en bloquant les différentes
motilités bactériennes, en détruisant l'architecture des biofilms et en augmentant I'efficacité
des antibiotiques en diminuant leurs niveaux de CMI. De plus, la résistance du biofilm aux
antimicrobiens est multiforme, y compris la pénétration réduite de I'agent dans les biofilms en
raison de la présence de matrice extracellulaire, de I'hétérogénéité du biofilm et des
phénotypes spécifiques du biofilm tels que I'expression de la pompe d'efflux et des cellules
persistantes. Et donc, ces combinaisons augmentent [l'efficacité des antibiotiques tout en
diminuant leurs niveaux de CMI.

Un facteur généralement percu comme jouant un role dans la résistance aux
antibiotiques est l'incapacité de l'antibiotique a pénétrer dans les biofilms, réduisant ainsi
I'antibiotique disponible pour interagir avec les bactéries du biofilm. Etant donné que les
huiles essentielles peuvent pénétrer et endommager les biofilms, certaines études ont exploré
la combinaison de médicaments synthétiques avec des huiles essentielles dans le but
d'évaluer et d'améliorer I'efficacité anti-biofilm (Abu ElI-Wafa et al., 2020).

Dans une autre étude, l'activité anti-biofilm de quatre composants principaux des huiles
essentielles (thymol (Thy), eugénol (Eug), berbérine (Ber) et cinnamaldéhyde (Cin)) ont éte
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évaluées  contre  deux  agents  pathogenes  d'origine  alimentaire, Listeria
monocytogenes et Salmonella Typhimurium, seul ou en association avec l'antibiotique
streptomycine.

Les résultats ont montrés que les combinaisons synergiques entre Cin ou Ta avec
streptomycine avaient les plus fortes activités anti-biofilm contre L. monocytogenes que les
composants individuels. Ces combinaisons synergiques pourraient également entrainer une
réduction des bactéries vivantes, par rapport a celle du témoin .En outre, des images de
microscopie en fluorescence mis en évidence que larchitecture des biofilms
de L. monocytogenes exposés aux combinaisons synergiques présentaient trés peu d'agrégats
cellulaires dispersés, dans lesquels il y avait beaucoup moins de cellules viables qu'exposées
aux composants individuels, ces résultats peuvent étre considérés comme l'effet des
composants des huiles essentielles. Les combinaisons synergiques ont également démontré
une activité anti-biofilm plus élevée envers S. Typhimurium. Evidemment, les combinaisons
synergiques streptomycine et Cin, streptomycine et Eug ont eu un effet prononcé sur la
diminution de la masse du biofilm et des bactéries vivantes que le traitement a la
streptomycine, Cin ou Eug seul. Ces résultats ont également été mis en évidence par la
visualisation de biofilms par microscopie électronique a balayage, dans laquelle I'architecture
des biofilms de S.typhimurium exposés a ces combinaisons synergiques pendant 24 h
présentaient moins d'agrégats de cellules dispersés par rapport a ceux des réactifs individuels.

Les résultats de I'analyse par immunofluorescence. Listeria
monocytogenes ou S.typhimurium exposé a la streptomycine seule a présenté une faible
fluorescence verte. En revanche, une fluorescence verte a été observée dans les biofilms
formés par ces deux bactéries apres traitement avec la combinaison de composants d'huiles
essentielles avec de la streptomycine (Thy et streptomycine, Cin et streptomycine, Eug et
streptomycine). Ces découvertes montrent clairement que les huiles essentielles facilitent
I'acces de la streptomycine dans les biofilms formés par ces deux bactéries (Liu et al., 2015).

Maisuria et al., 2020 a étudié l'activité anti-biofilm d'un extrait de sirop d'érable riche
en phénol (ESEP) et de son constituant phénolique le catéchol contre les biofilms formé
par E.coli, P. aeruginosa et Proteus mirabilis. ESEP a également été testé pour des
interactions synergiques avec des antibiotiques contre les biofilms des  bactéries
sélectionnees.

L’ESEP seul a montré une inhibition significative de la formation de biofilm en
monoculture de toutes les souches testées. La ESEP en association avec la ciprofloxacine (a
des concentrations sublétales) a eu des effets inhibiteurs significatifs sur la formation de
biofilm pour E. coli CFT073 (~70% d'inhibition & 6,25 mg ml '), Proteus mirabilis H14320
(70% d'inhibition & 12,5 mg ml ), P. aeruginosa PAO1 (83% d'inhibition & 12,5 mg ml -
Y et P. aeruginosa PA14 (~ 54% d'inhibition a 12,5 mg ml ). Le catéchol avec et sans
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ciprofloxacine (tous deux a des concentrations sublétales) a manifesté des effets inhibiteurs
significatifs sur la formation de biofilm pour les quatre souches testées.

Les biofilms se sont formés en présence de ciprofloxacine uniquement, il y avait une
augmentation marginale de la formation de biofilm pour P. mirabilis HI4320 et P.
aeruginosa PAOL. Cette augmentation a été diminuée par l'association de ciprofloxacine
avec ESEP ou catéchol. Pour analyser I'applicabilité de ’ESEP pour éradiquer le biofilm des
surfaces de biomatériaux, un test de biofilmin vitro a été réalisé a l'aide de disques de
silicone. Les données sur la propriété d'éradication du biofilm d’ESEP en association avec la
ciprofloxacine par les récupérations de cellules viables a partir des disques de silicone aprés
exposition a différentes combinaisons d’ESEP et de ciprofloxacine ont été évaluées. L’ESEP
seul na pas montré d'éradication significative du biofilm en monoculture sur des disques de
silicone pour aucune des souches testées, tandis que I’ESEP en combinaison avec une
concentration sublétale de ciprofloxacine avait un effet d'éradication du biofilm significatif,
avec une interaction synergique a des concentrations plus élevées de ciprofloxacine.

L’ESEP et le catéchol ont augmenté la sensibilité des biofilms bactériens aux
antibiotiques. ESEP s'est avéré augmenter la perméabilité de la membrane externe de toutes
les souches bactériennes et inhiber efficacement I'activité de la pompe d'efflux. En outre,
I'analyse du transcriptome a révélé qu’ESEP réprimait de maniére significative les genes de
résistance a plusieurs medicaments ainsi que les genes associés a la motilité, I'adhésion, la
formation de biofilm et la virulence.

Pour explorer la base génétique de la synergie de l'activité anti-biofilm observée entre
ESEP et les antibiotiques, une analyse transcriptionnelle a été réalisée en utilisant RT-PCRq
pour observer I'expression différentielle des genes associés a différentes fonctions des quartes
souches étudiées. Les résultats indiquent qu’ESEP, a des concentrations sublétales, réprimait
I'expression de génes associés a la motilité bactérienne, la virulence, resistance aux
médicaments, adhésion et formation de biofilm pour chacune des quatre souches
bactériennes. L'analyse transcriptionnelle confirme les tendances observées avec le test du
biofilm (c.-a-d. Que l'inhibition du biofilm en présence de ESEP est corrélée a la régulation a
la baisse des genes associés au biofilm) et les tests de synergie antibiotique (& savoir, la
régulation a la baisse de plusieurs génes de résistance aux médicaments est en corrélation
avec une sensibilité accrue aux antibiotiques en présence du ESEP). ESEP a éte utilisé a des
concentrations sublétales pour cette expérience et n'affecte pas la croissance bactérienne de
I'une quelconque des quatre souches. Ceci est important, car les conditions qui affectent la
croissance peuvent inhiber I'expression des genes. Sur la base de ces résultats, on peut
conclure que les différences observées dans I'expression des genes étaient dues a la présence
d’ESEP et non a l'inhibition de la croissance par cet extrait.

L'interaction synergique entre les extraits et les antibiotiques de différents types, quels
que soient leurs mécanismes d'action, a suggéré que ce n'est pas seulement un composé qui
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est responsable de I'effet synergique observé mais que chacun des composés identifiés
contribue a cet effet entrainant un pléiotrope effets des deux extraits. Les résultats obtenus
sont en accord avec la littérature antérieure, qui a remarqué que les combinaisons d'extraits de
plantes avec des antibiotiques appartenant a différentes familles montrent une synergie contre
les isolats cliniques de bactéries Gram-positives et négatives, réduisant significativement la
CMI de tous les antibiotiques testés (Stefanovi¢ et al., 2011 ; Braga, 2011). Par conséquent,
ces combinaisons peuvent étre utilisées pour élargir le spectre antimicrobien, empécher
I'émergence de bactéries résistantes aux antibiotiques et reduire la toxicité, car une
concentration plus faible de ces antibiotiques peut étre utilisee (Miklasinska-Majdanik et
al., 2018 ; Sanhueza et al., 2017).

2.2. Combinaison « extrait vegétal-extrait vegétal »

En plus de la combinaison entre les extraits végétaux et les antibiotiques, 1’association
entre les différents extraits donne aussi des résultats promoteurs sur I’inhibition de la
formation des biofilms par I’interaction des différents composés bioactifs qui les constituent.

Bernal-Mercado et al., 2018 a montré que le mélange de composés phénoliques
(I’acides catéchine, protocatechuique et vanillique) était plus efficace pour prévenir
I'adhésion cellulaire et éradiquer les biofilms préformés d' E.Coli uropathogéne (ECUP) que
les composés uniques.

Les concentrations minimales de composés phénoliques pour empécher l'adhésion
ECUP et la formation de biofilm (CMIB) étaient respectivement de 11,03 mM et 7,13 mM
d'acides protocatéchuique et vanilliqgue, alors quaucune CMIB de catéchine n'a été
trouvé. Cependant, des combinaisons de 1,62 mM d'acide protocatéchuique, 0,74 mM d’acide
vanilliqgue et 0,05 mM de catéchine ont montré un effet synergique agissant comme
CMIB. Par contre, pour éradiquer les CMEB biofilms étaient de 25,95 et 23,78 mM,
respectivement. De plus, la combinaison de 3. 20 mM d'acide protocatéchuique, 2,97 mM
d'acide vanillique et 1,72 mM de catéchine ont éradiqué les biofilms préformés.

Le mécanisme synergique possible proposé dans cette étude est que I'acide vanillique et
I'acide protocatéchuique interagissent avec la couche lipidique de la membrane bactérienne,
affectant son intégrité structurelle ou sa fonctionnalité et, par conséquent, affectent I'adhésion
bactérienne. Cela pourrait faciliter I'entrée de la catéchine, et ce composé peut interagir avec
d'autres molécules telles que des enzymes dans le cytoplasme, affectant le métabolisme
bactérien. L'action simultanée de ces deux mécanismes pourrait étre responsable de I'effet
antibactérien synergique observé qui inhibe la densité cellulaire dans la formation du biofilm.
Cependant, les acides vanillique et protocatéchuique étaient efficaces pour éliminer les
cellules viables des biofilms préformés 24 h d’ECUP sur des surfaces; tandis que la catéchine
semblait perturber la biomasse du biofilm. De plus, les composés phénoliques peuvent aussi
interférer avec la communication cellule-cellule par divers mécanismes, tels que I'inhibition
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de la synthese de molécules signal ou de récepteurs, qui a son tour affecte la synthése des
substances extracellulaires polymeéres et le développement du biofilm.

2.3. Autres combinaisons

Les nanoparticules d’argent (NP Ag) ont été développées en tant qu’agent anti-biofilm
pour le traitement des infections associées a I’utilisation de ventilation mécanique, telles que
I’intubation endotrachéales. Pendant ce temps, la curcumine, un extrait de plantes phénolique,
a montré des propriétés anti-biofilm naturelles grace a 1’inhibition des systémes de détection
du QS bactérien.

Loo C-Y et al., 2016 a étudié les interactions synergiques des NP Ag et des
nanoparticules de curcumine (NPCur) contre les biofilms formés par P. aeruginosa et S.
aureus. La combinaison d’NPAg et NP Cur- (appelés NPCur-Ag) a 1) a 100 ug / mL a
perturbé 50% des biofilms bactériens établis. Cependant, une augmentation supplémentaire
de la concentration de NP Cur-Ag n'a pas réussi a eliminer efficacement les biofilms. La
microscopie électronique a balayage (MEB) et la microscopie confocale a balayage laser ont
révelé que la thérapie combinée (NP Cur-Ag) etait la plus efficace pour éradiquer le biofilm
préformé par rapport a la thérapie monodrogue. Ces agents sont également non toxiques pour
les cellules épithéliales bronchiques humaines saines, ce qui les permet de les considérer
comme les agents thérapeutiques alternatifs pour diminuer les effets secondaires des
médicaments classiquement utilisés.

Dans une autre étude intéressante, Banu et al., 2017 ont étudié le potentiel anti-biofilm
d'une HE d'une espéce de Cinnamomum sous- explorée a savoir, Cinnamomum tamala,
utilisée en synergie avec une DNase (DNasel) disponible dans le commerce et une DNase
(DBM) isolée a partir d'une bactérie marine contre les biofilms de P. aeruginosa. Les
résultats ont montré qu'une différence a été observée dans la réduction des biofilms jeunes et
préformés traités avec la combinaison d'HE et de DNases par rapport aux HE et aux DNases
traités individuellement. L'effet synergisé de I'HE et de la DNasel a montré une inhibition de
70% contre les biofilms mars de P. aeruginosa. L'HE de C. tamala a également montré un
potentiel inhibiteur de détection de quorum car il pourrait inhiber le comportement de
motilité en essaim de P. aeruginosa mais elle n'a montré que 58% d'inhibition lorsqu'il est
utilisé individuellement, ainsi qu’une inibition de 65% pour les DNases seules. Cela montre
que les HE ont une pénetration limitée dans les biofilms et que lorsque I'échafaudage du
biofilm qui comprend I'ADNe est desserré en raison de la dégradation de I'ADNe par l'action
des DNAses, il améliore l'action des HE.
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3. Les nano-porteurs : une nouvelle stratégie de lutte contre les biofilms

Le caractére lipophile des HEs et des composés d’huile essentielle (CHE) limite
séverement leur utilisation expérimentale ou thérapeutique, par exemple, en raison de leur
faible capacité de pénétration dans les habitats biologiques et non biologiques aqueux (par
exemple, matrice de biofilm, exsudation de plaies). Au cours des deux derniéres décennies,
cette limitation a été surmontée en développant des systemes de nano-délivrance de
médicaments tels que des nanocapsules polymeéres, des nanoparticules, des liposomes et
certains autres systémes de nano-porteurs.

Dans ce contexte, il est postulé que les HES nano-encapsulés et les substances huileuses
uniques pourraient représenter un systéme de nano-délivrance optimal pour lutter contre les
bactéries vivant dans le milieu de biofilm aqueux ou dans d'autres environnements
biologiques aqueux. Les systemes de nano-porteurs qui contiennent des HES sont congus de
maniere a rendre toute la formulation galénique soluble dans l'eau et, par exemple, a
permettre aux nano-porteurs de pénétrer facilement dans les canaux et les endroits remplis
d'eau du biofilm.

Les HEs nano-encapsulés sont protégés contre les influences oxydantes et
I'évaporation. En raison de la solubilité accrue dans I'eau, non seulement un transport de
masse ciblé, mais également une libération ciblée et contrélée de I'HE actif ou du compose
huileux individuel sur le site d'action est possible (Bilia et al., 2014).

Au cours des 10 dernieres années, de nombreuses publications sur différents systéemes
de nano-porteurs avec des HEs encapsulés sont apparues. Ce domaine de recherche, qui est
d’une importance croissante, pourrait permettre le développement de systémes de nano-
délivrance spéciaux chargés d'HE en tant que nouveaux agents anti-infectieux pour lutter
contre les bactéries a l'intérieur des biofilms matures et pour prévenir formation de biofilm
sur des surfaces biologiques et non biologiques.

Une étude récente a été faite sur les infections des bactéries formant un biofilm telles
que les germes E.coli, P.aeruginosa et SARM qui sont particulierement problématiques chez
les patients immunodéprimés ainsi que chez les patients présentant des plaies mal cicatrisées,
des cathéters urinaires, des cathéters intraveineux ou des protheses articulaires en utilisant le
systemes de nano-delivrance spéciaux chargés d'HE.

Les résultats ont révélés que le mélange d'huile de menthe poivrée et dacide
cinnamique, deux huiles chargées dans des nano-capsules de silice (taille moyenne: 1000
nm), a penetré relativement facilement dans la matrice du biofilm et y a tué les bactéries
(E.coli, P.aeruginosa et SARM). Il a été montré que l'activité antimicrobienne des HE nano-
encapsulés augmentait par rapport aux huiles non encapsulées. Cette augmentation
significative de l'activité du véhicule de délivrance par rapport au témoin a été expliquée par
une biodisponibilité plus élevée des HEs nano-encapsulés dans les canaux aqueux et la
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caverne peuplés de bactéries. La biodisponibilité plus élevée des HEs dans le biofilm était
possible parce que le pH de la matrice du biofilm a changé (a un pH plus acide), ce qui a
dissous la structure des capsules et libéré I'HE pres des bactéries (Duncan et al., 2015).

Dans une expérience similaire, (Dohare et al., 2014), I'huile d'eucalyptus a été
incorporée dans des nanoparticules de silice (taille moyenne: 1000 nm; concentration d'huile:
50 pL / mL) et testée contre des biofilms E.coli sur des surfaces en verre. Le résultat du test a
montré une réduction de 81% de la formation de biofilm par I'huile d'eucalptus encapsulée,
contrairement a l'expérience témoin non traitée. Les nanoparticules encapsulées dans I'huile
étaient également significativement plus actives que I'huile d'eucalyptus (50 pL / mL) testées
dans un essai de diffusion en puits d'agar. Dans ce cas, la réduction du biofilm n'a atteint
qu'une valeur d'environ 62%. Un contr6le au microscope optique a révélé que la matrice de
biofilm complexe était completement détruite et que seules quelques bactéries étaient
reconnaissables sur l'image.

Cui et al., 2016 a étudié l'activité anti-biofilm de I'huile de cannelle encapsulée dans
des liposomes contre des souches de SARM formant des biofilms sur différentes surfaces
telles que la gaze, les tissus non tissés, la membrane en nylon et l'acier inoxydable. Les
changements morphologiques dans la matrice du biofilm aprés le traitement avec de I'huile de
cannelle encapsulée dans des liposomes ont été suivis en utilisant des methodes
microscopiques modernes (par exemple, microscopie électronique a balayage). Il a été
rapporté que I'huile de cannelle encapsulée dans des liposomes éradiquait les biofilms établis
sur différentes surfaces a une concentration de 1 mg / mL.

Aussi, l'influence des nanoparticules HATA sur I'adhésion des cellules P.aeroginosa
aux cellules épithéliales buccales a été étudiée par Comin et al., 2016. Il a été montré que les
nanoparticules HATA réduisaient significativement l'adhésion bactérienne aux cellules
épithéliales buccales d'environ 70% et inhibaient la motilité des cellules bactériennes
d'environ 63%, toutes deux a une concentration de nanoparticules HATA de 0,78%. De plus,
les nanoparticules chargées d'huile ont également inhibé la formation de biofilm d'environ
40% a la concentration d'huile de 12,5%, ce qui est intéressant pour le développement des
soins bucco-dentaires efficaces.

Une étude similaire a été réalisée par Balaure et al., 2017, en incorporant divers HES
(huile d'eucalyptus, huile d'orange, huile de cannelle) dans un systeme nano-porteur constitué
de nanosystemes mésoporeux SiO ». Tout d'abord, les données physiques et chimiques
(morphologie, porosité, composition chimique, capacité de charge) des systéemes de nano-
délivrance congus ont été bien caractérisées puis testées dans des sous-CMI pour leurs
activités d'inhibition du biofilm en utilisant des souches S.aureus et P.aeruginosa
cliniquement pertinentes. Les résultats ont révélés que dans une concentration de
nanoparticules d'HE de 0,62 pg / mL (et plus), la formation de biofilm des deux bactéries a
été significativement inhibée par tous les composes d'essai.
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Les HE bioactifs nano-encapsulés pourraient représenter une approche faisable et
efficace pour combattre les bactéries a l'intérieur des biofilms. Un tel systeme de délivrance
de médicament peut apportait plusieurs avantages : il modulerait la libération de médicament,
augmenterait la stabilité physique des HEs actifs / composés huileux individuels, les
protégerait des interactions avec l'environnement, diminuerait leur volatilité, augmenterait
leur bioactivité, réduirait la toxicité et améliorerait I'observance du patient.

Les études présentées précédemment, montrent que les HESs nano-encapsulés
combinent idéalement les propriétés spéciales des systemes de nano-porteurs avec l'activité
antibactérienne des HE. Ainsi, les systémes nano-porteurs chargés en HEs sont donc des
agents antimicrobiens intéressants pour éradiquer les biofilms sur les cathéters, protheses et
autres dispositifs médicaux et pour la prise en charge des plaies aigués et chroniques (Anjum
etal., 2017).

En outre, des combinaisons d'HEs ou de CHE individuels et aussi d'antibiotiques
encapsulés dans des systemes de nano-porteurs peuvent étre un autre moyen de lutter avec
succés contre les bactéries associées aux biofilms et de surmonter la résistance aux
antibiotiques existante.

Comme il est connu, les bactéries pathogénes associées aux biofilms sont un probleme
sérieux non seulement en médecine mais aussi dans l'industrie alimentaire. Par exemple, la
formation de biofilms sur les aliments et les emballages alimentaires peut entrainer une
détérioration des aliments et des maladies d'origine alimentaire. Par conséquent, il n'est pas
surprenant que ces dernieres années, les HE ou les CHE uniques conditionnés dans des
nanoparticules soient également discutés dans l'industrie alimentaire comme agents actifs
possibles pour lutter contre les bactéries formant des biofilms (Ribeiro-Santos et al., 2017).

En plus des HEs, les extraits organiques sont aussi utilisés en nanoparticules pour la
lutte contre les biofilms, en association avec differents composés chimiques. Par exemple,
une étude, l'extrait de feuille de Veronica multifida et l'acétate de zinc dihydraté ont été
utilisés pour synthétiser des nanoparticules d'oxyde de zinc (NP ZnO). L'activité antibiofilm
des NP ZnO a été realisée contre P. aeruginosa et S. aureus ATCC 29213. Les NP ZnO ont
montré des activités antibiofilms efficaces contre les microorganismes testés ; et les résultats
ont montré que les NP ZnO produits de maniére écologique et rentable pouvaient étre utilisés
comme matériaux de revétement et dans un large éventail d'applications industrielles, telles
que les industries pharmaceutiques et les cosmétiques (Sahin Dogan et Kocabas, 2020).

De plus, dans une étude similaire, Erci et al., 2020 a cherché a synthétiser des
nanoparticules d'oxyde de cuivre (NP CuO) médiées par un extrait végétal de maniere
écologique et a révéler leurs activités biologiques potentielles. La synthétis des NP CuO a été
faite en utilisant différentes concentrations d'extrait aqueux de feuilles de Thymbra spicata a
80 ° C pour obtenir des TsINP CuO et Ts2NP CuO. Les NP CuO ont démontré une bonne
activité d'inhibition contre la formation de biofilm de S. aureus. En outre, les résultats ont
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montré que la plus petite taille des NP CuO provoquait une cytotoxicité plus élevée sur les
cellules fibroblastes de souris L929. Les NP CuO tels que synthétisés presentent un potentiel
anti-biofilm contre S. aureus, ce qui indique qu'ils peuvent étre des candidats intéressants a
utiliser dans de futures applications thérapeutiques.
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Conclusion

Les biofilms sont identifiés comme présentant une résistance accrue aux antibiotiques
et aux agents antimicrobiens, ce qui représente un fardeau génant pour les soins de santé
humaine, et le traitement des infections associées aux biofilms est actuellement un défi
complexe.

Ainsi, les ressources naturelles offrent une énorme bibliothéque pour le criblage
d'agents anti-biofilm. Les plantes et les aliments naturels ont fait I'objet de recherches de plus
en plus axées sur leurs effets bénéfiques pour la santé ces derniéres années. Jusqu'a présent,
une série de recherche a étudié les effets inhibiteurs des produits naturels sur la formation et
le développement du biofilm bactérien, suggérant leur potentiel en tant qu'agents alternatifs
pour les infections bactériennes.

Selon les résultats des différentes études précitées dans ce mémoire, la plupart des
agents anti-biofilm naturels ont montré des données précliniques encourageantes pour
I'efficacité anti-biofilm dans diverses especes bactériennes. Leur mécanisme de régulation
potentiel était principalement dd a la suppression de chaque étape de formation de biofilm ou
d'inhibition du réseau QS.

De plus, le criblage d'agents anti-biofilm par séparation chromatographique et d'autres
techniques au cours des deux derniéres décennies a ouvert la voie a lisolement de
composants efficaces. Cependant, de nombreuses études sur les extraits d'origine végétale
ayant une activité anti-biofilm n'identifient pas les structures moléculaires des molécules
bioactives, ce qui indique que dautres études doivent étre effectuées. De plus, il est
encourageant de constater que des recherches sur la thérapie anti-infectieuse a base d‘agents
anti-biofilm naturels sont en cours pour les essais clinigques.
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Annexe

Annexe 01 :

La CMI est la concentration la plus faible d'un agent antimicrobien qui peut inhiber la
croissance visible d'un micro-organisme aprés une nuit d’ incubation (Lin et al, 2014). Les
CMI sont utilisées pour détérminre la sencibilité des bactéries aux agents antimicrobiens et
aussi pour évaluer l'efficacité antimicrobienne de divers composés en mesurant I'effet de la
diminution des concentrations d'antimicrobien (antibiotique / antiseptique) sur une période
définie en termes d'inhibition de la croissance de la population microbienne (Weigand et al,
2008).

La détermination de la CMI peut ce faire en bouillon (milieu liquide) ou sur gélose
(milieu solide). Pour la dilution du bouillon, la CMI est souvent détermineé en microplaque a
96 puits ; les bactéries sont inoculées dans un milieu de croissance liquide en présence de
differente concentrations d’un agent antimicrobien. Pour la dilution de 1’agar, implique
I’incorporation de différentes concentrations de la substence antimicrobienne dans le milieu
d’agar nutritif suivi de ’application d’un nobre normalisé de cellules a la surface de la gélose
(Weigand et al, 2008). Les tests de sensibilité sont généralement effectués a l'aide
d'organismes qui contribuent a un processus infectieux justifiant une chimiothérapie
antimicrobienne.
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Figure : Interpretation des résultats de CMI en plaque de microtitration a 96 puits
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Annexe

Annexe 02 :

Le rendement en huile essentielle est le poid d’huile extraite et le poid du materiel
vegétal utilisé (Akroute, 2001). Le rendement est exprimé en (%) et calculé par la formule
suivante :

R= (Ph/Py) x 100

R=rendement en huile essentielle en (%) ;
Ph=poid de huileeng;

P= poid du matériel végetal en g.

Le rendement peut aussi etre calculé pour un extrait organique ou ageux comme suite :

R= (poid de I’extrait obtenu / poid de la matiére végétale totale) x 100

Annexe 03 :

Une nanoparticule est définie comme étant un nano-objet dont le diamétre nominal est
inférieur a 100 nm environ (ISO, 2008). Le passage des principes actifs (molécules
chimiques, médiateurs, métabolites...) a I’intérieur des cellules se fait par I’action de pores de
taille nanométrique. Ainsi, les NPs peuvent aisement franchir les membranes biologiques
facilitant ainsi le transport des principes actifs jusqu’a leur cible.

Dans le domaine de la Santé, les NPs sont utilisées en tant que vecteurs de principes
actifs pour le traitement de pathologies et peuvent ainsi apporter d’une maniére spécifique les
substances actives dans les tissus a traiter en évitant les effets indésirables du principe actif
sur le reste de l'organisme et en favorisant les passages transmembranaires et / ou
intracellulaires (Angéle, 2015).
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Annexe

Matrice polymére

Principe actif

Coeur hulleux

NANOCAPSULE

Figure 29: Représentation d'une nanoparticule

Annexe 04 :

La synergie est définie comme l'activité de deux agents anti-infectieux ou plus
administrés ensemble qui est supérieure a la somme des activités si les agents avaient été
administrés séparément (Mandel et al., 2015).
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Résumeé :

Les biofilms sont admis comme le mode de vie normal et majoritaire des
microorganismes responsables de nombreuses infections bactériennes qui sont du a leurs
architecture complexe qui procure protection et persistance aux miroorganismes qui les
constitues ; ce qui leurs permet aussi de coloniser de differentes surface aussi bien dans
I’industrie agroalimentaire, dans 1I’envirennement hospitalier et dans tous les milieux qui sont
propices a leurs developpent.

L’éradication des biofilms dans ce cas pose de sérieux problémes car si les traitements aux
antibiotiques et aux agents désinfectants classiques sont efficaces sur les bactéries
planctoniques, ils révelent parfois une efficacité quasiment nulle sur les biofilms.

Cependant les preuves expérimentales s’accumulent pour trouver des alternatifs en utilisant
diffrents extraits a bases de plantres pour prévenir ou traiter les infections associées aux
biofilms, tout en minimisant les effets secondaire (comme I’antibioresistance) qui peuvent
apparaitre lors de 1’utilisation de ces produits synthétiques.

Mots clés : Biofilms, extraits vegétaux.

Abstract:

Biofilms are accepted as the normal way of life and the majority of microorganisms

responsible for lot of bacterial infections which are due to their complex architecture which
provides protection and persistence to the miroorganisms which constitute them; which also
allows them to colonize from different surfaces as well in the food industry, in the hospital
environment and in all the environments that are conducive to their development.
The eradication of biofilms in this case poses serious problems because while treatments with
antibiotics and conventional disinfecting agents are effective on planktonic bacteria, they
sometimes show almost zero effectiveness on biofilms. However, experimental evidence is
accumulating to find alternatives using different plant extracts to prevent or treat infections
associated with biofilms, while minimizing side effects (such as antibiotic resistance) that can
occur when using these synthetic products.

Keywords: Biofilms, plant extracts.
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